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RESUMEN

Estudio de lainfluencia de la temperatura y la aireacion sobre la produccién
de PHB utilizando Bacillus sp. IBT42 a partir de hidrolizados acidos
optimizados de bagazo de Agave angustifolia Haw

Elaborado por: Ing. César Galicia Beltran
Dirigida por: Dra. Leticia LOpez Zamora
Dr. Daniel Genaro Segura Gonzalez

Los productos plasticos tienen cualidades muy versatiles entre los que destacan
su durabilidad y resistencia a la degradacion. Sin embargo, su uso extensivo
genera residuos que se acumulan en el medio ambiente a un ritmo de 25 millones
de toneladas por afio. Es por eso que es necesario reemplazar a los plasticos
derivados del petrdleo con plasticos biodegradables, como es el caso del
polihidroxibutirato (PHB). En este trabajo se realizé una investigacion para
determinar el tipo de acido y las condiciones de reaccion a utilizar para optimizar la
hidrélisis acida del bagazo de Agave angustifolia Haw, y posteriormente utilizar los
hidrolizados obtenidos como sustrato para el cultivo de Bacillus sp. IBT42, una
bacteria productora de PHB. Se determind la influencia de la temperatura de
cultivo, y la aireacibn en su crecimiento y acumulacion de PHB. Para la
optimizacién de la hidrolisis acida la experimentacion se dividié en 2 etapas. En la
primera se aplic6 un disefio univariable para determinar el tipo de acido que
permitia obtener mayores conversiones de azucares, se emple6: H,SO4, HCI,
HsPO,, todos ellos a una concentracion del 2 % v/v, determinandose que el HCI
present6 el mayor rendimiento de azulcares, con un rendimiento 18.52 % mayor
gue empleando H,SO,. Para la segunda etapa se realizd un disefio Box-Behnken
en el que se obtuvieron 2.75 g de azucar (98% de conversién de hemicelulosa en
azlcares fermentables) utilizando un tiempo de 60 min, presiéon de 1.5 Kg cm™? y
relacion solido-liquido (RSL) de 1:16. Para la evaluacion del efecto de la aireacion
y temperatura se realiz6 un disefio 2° con 5 puntos centrales, donde se obtuvo que
a una T de 37 °C y aireacion baja se encontraron los mejores valores, con un

crecimiento bacteriano de 41.2 g L™ y una acumulacién de PHB de 1.4 g L™.



ABSTRACT

Study of the influence of the temperature and the aeration on the production
of PHB using Bacillus spp. IBT42, from optimized acid hydrolysates of Agave
angustifolia Haw bagasse

By: Chemical Engineering César Galicia Beltran
Advisor by: Ph D. Leticia Lopez Zamora
Ph D. Daniel Genaro Segura Gonzalez

Plastic products have very versatile qualities among which are their durability and
resistance to degradation. However, their extensive uses generate wastes which
accumulate in the environment at a rate of 25 million tons per year. That is why it is
necessary to replace petroleum-based plastics for biodegradable bioplastics, such
as the polyhydroxybutyrate (PHB). In this work, a study was performed to
determine the type of acid and the conditions to be uses for the optimization of acid
hydrolysis of Agave angustifolia Haw bagasse, and then use these hydrolysates for
the cultivation of Bacillus spp. IBT42, a PHB producing bacterium. The influence of
the temperature of culture, and the aeration in its growth and yield of PHB were
determined. For the optimization of acid hydrolysis, 2 stages of experimentation
were performed. In the first stage, a univariable design was applied to determine
the type of acid allowing the higher conversion of sugar. The acids used were:
H,SO4, HCI, H3PO,, all at a concentration of 2% v/v, determining that the HCI
showed the highest yield of sugar, with a yield 18.52% higher than using H,SO,.
For the second stage, a Box-Behnken design was applied in which 2.75 g of sugar
were obtained (98% conversion of hemicellulose into fermentable sugars) using a
time of 60 min, pressure of 1.5 Kg cm™ and RSL of 1:16. An experimental design
22 with 5 central points was used to evaluate the effect of the aeration and
temperature. The best results were obtained with a temperature of 37 °C and low

aeration, with a cell growth of 41.2 g L™* and a production of PHB of 1.43 g L™,
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Introduccién

INTRODUCCION

Los materiales lignoceluldsicos representan el mayor componente de los residuos
agroindustriales, debido a las propiedades fisicas y quimicas de sus componentes,
ademas de su bajo costo y amplia disponibilidad, los hacen sustratos de interés
para ser usados en procesos biotecnoldgicos (Silva et al., 2004). Por esta razén, la
utilizacion de materiales lignocelulésicos ha sido investigada intensamente. Estas
han sido enfocadas a la produccién de alcohol, acidos organicos, compostaje,
papel, combustible, hongos comestibles y alimento para animales, pero no se han
realizado evaluaciones a fondo sobre el aprovechamiento de residuos para la

produccién de biopolimeros (Naranjo, 2010).

Los materiales lignocelulésicos son sometidos a tratamientos para obtener una
solucion de azucares fermentables, y suministrarlos como sustrato a
microorganismos con alto rendimiento en produccién del biopolimero
polihidroxibutirato (PHB). Algunos microorganismos tienen la capacidad de utilizar
directamente estos residuos hidrolizados (Chandler et al., 2012).

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres termoplasticos sintetizados por
diversos organismos, incluyendo microorganismos procariotas. Constituyen
biopolimeros importantes por su capacidad para ser producidos a partir de fuentes

renovables, asi como por su biodegradabilidad (Amada, 2008).

Los PHA son poliésteres alifaticos constituidos por monémeros de entre 1000 y
3000 unidades. Estos poseen, en general, caracteristicas fisicoquimicas similares

a las de los poliésteres sintéticos (Khanna y Srivastava, 2007; Patnaik, 2005).

El uso de plasticos obtenidos a partir del petrdleo (plasticos sintéticos) es parte
fundamental del modus vivendi contemporaneo, en gran medida gracias a sus
propiedades mecéanicas y fisicoquimicas, que permiten sustituir el uso de otros
materiales mas caros y menos resistentes. Sin embargo, estos compuestos
acarrean también desventajas de manera inherente: no son biodegradables, se
obtienen a partir de un recurso no renovable, como lo es el petroleo, por lo que se

su produccion se ve afectada por el incremento al precio del mismo debido a la

1



Introduccién

disminucién en las reservas, el aumento en el consumo y cambios geopoliticos
criticos para la industria petrolera (Masuda, 2008).

De igual manera, analizando el ciclo de vida de los plasticos obtenidos del petroleo
se observa que tienen impactos negativos hacia el ambiente, de los cuales los
principales son (Naranjo, 2010):

e Consumo de petréleo como materia prima.

e Consumo energético durante su produccion.

e Emisiones de gases de efecto invernadero durante su produccion.

e Impacto sobre los suelos y cuerpos de aguas en su disposicion final.



CAPITULO |

FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos Teodricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1Composicion de materiales lignoceluldsicos

La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) cuya composicién se observa
en la Figura 1.1, es el principal y mas abundante componente de la biomasa
producida por la fotosintesis. Anualmente se forman 200 000 millones de
toneladas en el mundo. La pared celular de las plantas estd formada por
lignocelulosa, la composicion y porcentajes de los polimeros de la lignocelulosa
varian entre las especies de las plantas, incluso entre la edad y la etapa de
crecimiento (Cuervo et al., 2009).

Macrofibrilla

Planta

Célula de
la Planta

Pared
Celular

Lignina

Hemicelulosa

Pentosa

Hexosa

Celulosa |
cristalina ]

Figura 1.1 Lignocelulosa (Tomada de Rubin, 2008)
1.1.1 Celulosa

La celulosa es la principal materia “esquelética” de las plantas. Existen en varias
formas, de las cuales la forma alfa es la mas abundante. La celulosa tiene una
estructura lineal o fibrosa, en la que se establecen multiples puentes de hidrégeno
entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas yuxtapuestas de glucosa,

haciéndolas muy resistentes e insolubles al agua. De esta manera, se originan
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fiboras compactas que constituyen la pared celular de las células vegetales
(Mantilla, 2012).

La celulosa, compuesta principalmente por D-glucosa, es el material organico
méas abundante sobre la corteza terrestre. La celulosa es ademas la forma méas
comun de encontrar el carbono de la biomasa. Las plantas sintetizan la celulosa
como material estructural para soportar su peso. Las moléculas largas de celulosa
llamadas microfibrillas, forman haces por los puentes de hidrégeno que se crean
entre los numerosos grupos—OH de los anillos de glucosa (Cuervo et al., 2009).

En la celulosa las unidades de D-glucosa estan unidas por enlaces glicosidicosp -
1,4, disposicién bastante rigida y muy estable. En la Figura 1.2, se muestra una
estructura parcial de la celulosa. La longitud del polimero es altamente variable y
dependiente del organismo del cual la celulosa haya sido obtenida, asi como de la

edad y estado metabdlico al momento de la extraccion (Espinosa, 2013).

CH,OH H OH

H OH CH,OH

Figura 1.2. Estructura de la celulosa

Se calcula que la molécula de celulosa contiene entre 1600 y 2700 unidades B-D-
glucosa. Esto se basa en las mediciones del peso molecular (presion osmética,
viscosidad y ultra centrifugacion) que dan valores de 300,000 a 500,000 unidades
para la celulosa (Mantilla, 2012).

1.1.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es una estructura compleja de hidratos de carbono que contiene

diferentes monosacaridos como pentosas (como xilosa y arabinosa), hexosas
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(como manosa, glucosa y galactosa), y acidos de azucar. EI componente
dominante de la hemicelulosa de las maderas duras y plantas agricolas, como las

hierbas y paja, es xilano (Hendriks y Zeeman 2009).

En contraste con la celulosa, la cual es cristalina, fuerte y resistente a la hidrdlisis,
las hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas con pequefia solidez,
facilmente hidrolizables en acidos o bases diluidas. La mayoria de las
hemicelulosas se presentan como heteropolisacaridos, poseen una especie de
columna vertebral formada por una cadena plana de azlcares unidos casi siempre
por enlaces B-1,4 (de menor longitud que la de celulosa, ver Figura 1.3). De esta
pueden salir ramificaciones muy cortas, generalmente de un solo azucar de
longitud. Se clasifican usualmente de acuerdo a los azucares residuales
presentes. Los tipos y cantidades de hemicelulosa presentes en las paredes de las

maderas de angiospermas y coniferas son diferentes (Cortinez, 2010).

I oo ! W o
0 0 _
H/h o—/on H\T M/ 0— /o0 K\
o 1 _N\oH K -
HoH ¥ b W\t
oo i H oo i

Figura 1.3. Segmento de estructura plana de hemicelulosa.

Las solubilidades de los diferentes compuestos de hemicelulosa en orden
descendente son: manosa, xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa. La solubilidad
aumenta con el aumento de la temperatura. La solubilidad de polimeros
moleculares mas altos no puede predecirse, debido a puntos de fusion

desconocidos (Hendriks y Zeeman, 2009).

La hemicelulosa se caracteriza por ser una molécula con ramificaciones, tal como

el acido uronico, capaz de unirse a las otras moléculas mediante enlaces que
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constituyen la pared rigida que protege a la célula de la presion ejercida sobre

ésta por el resto de las células que la rodean (Cortinez, 2010).

Las hemicelulosas cubren y unen a las microfibrillas de celulosa en una matriz
comun. La corta extension de las cadenas incrementa la solubilidad de las
hemicelulosas y la posicion expuesta de las mismas en la superficie de las
microfibrillas, explicaria por qué este polimero esta entre los primeros
componentes de la pared celular atacados por los hongos causantes de la
putrefaccion (Espinosa, 2013).

1.1.3 Lignina

La lignina es el tercer componente con mayor abundancia en los materiales
lignocelulésicos, es por ello el tercer polimero natural mas abundante en la
naturaleza tras la celulosa y hemicelulosa. El contenido de lignina, al igual que en
el caso de las hemicelulosas, difiere entre los diferentes materiales

lignocelulésicos (Tomas, 2010).

La lignina es el polimero natural mas complejo en relacion a su estructura y
heterogeneidad. Por esta razén no es posible describir una estructura definida de
la lignina; sin embargo, se han propuesto numerosos modelos que representan su
estructura como en la Figura 1.4. La molécula de lignina presenta un elevado peso
molecular Los polimeros de lignina son estructuras conectadas con un peso
molecular de 10.000 uma, que resulta de la union de varios acidos y alcoholes
fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y sinapilico). EI acoplamiento aleatorio de
estos radicales da origen a una estructura tridimensional. La lignina, como la
hemicelulosa, normalmente comienza a disolverse en agua alrededor de los 180
°C en condiciones neutras. La solubilidad de la lignina en ambientes acidos,
neutros o alcalinos depende, sin embargo, del precursor de la lignina (p-cumaril,
coniferilico, sinapilico alcohol o combinaciones de ellos) (Hendriks y Zeeman
2009).
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Figura 1.4. Estructura de la lignina

La base estructural de la lignina es el fenil-propano, teniendo enlazado al anillo
bencénico un namero variable de grupos hidroxilicos y metoxilicos. Esos grupos
hacen que el fenil propano tome la forma de radicales quimicos bien definidos. Asi
es que en la lignina que se presenta en la madera de las gimnospermas
predominan radicales de guaiacil-propano (metoxi—3-hidroxi-4-fenil-propano);
mientras que en las angiosperas predominan radicales de siringil-propano
(dimetoxi-3-5-hidroxi-4-fenil-propano) (Mantilla, 2012).

1.2 Propiedades y usos del Agave angustifolia Haw

La Agavaceae es una familia de plantas con 9 géneros y cerca de 293 especies de
los cuales el género mas importante es el Agave con cerca de 166 especies
(Rodriguez-Garay et al., 2009).

El Agave tequilana y A. angustifolia pertenecen al género Agave y ambas son
localizadas en el grupo Rigidae, del cual su caracteristica genotipica mas
importante son sus hojas lanceoladas y rigidas (Gendry, 1982 citado por
Rodriguez-Garay et al., 2009) como se pueden observar en la Figura 1.5.
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Figura 1.5 Hoja de A. angustifolia

De todas las especies de Agave con importancia bioldgica, cultural y econémica
en México y Centroamérica el A. angustifolia ha jugado un rol muy importante
debido a sus varios usos, entre los que destacan: alimento (flores y frutos);
combustible (plantas secas); fibra para fabricacion de cuerdas y, la mas
importante, la elaboracion de bebidas (la planta es cocida y su jugo extraido,
fermentado y destilado para la creacion de una bebida alcohdlica) (Garcia-
Mendoza y Chiang 2003).

En el estado de Oaxaca se produce el mezcal de forma artesanal, bebida
alcohdlica que se obtiene por destilacion de mostos preparados a partir de los
azucares extraidos de las “cabezas” o “pifias” (tallo o eje floral con hojas cortadas)
maduras y cocidas, provenientes de diferentes agaves. El mas destacado debido a

su alta produccion de azucares es el A. angustifolia (Vera et al., 2009).

Durante el proceso de extraccion del mezcal, al final de la etapa de fermentacion y
destilacién del tallo o “pifia”, se elimina el bagazo de maguey, el cual dependiendo
del proceso artesanal de molienda se estima entre el 14 y 20 % del peso total de
la pifia, mientras que en Jalisco, México, las pifias del maguey tequilero (A.
tequilana Weber) son procesadas industrialmente y el peso del bagazo es en

promedio el 40 % del peso humedo. La industria mezcalera de Oaxaca produce
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anualmente 122 696 t de bagazo o desecho, producto subutilizado que es vertido
en rios, arroyos o utilizado minimamente como combustible en hornos ladrilleros,

ocasionando un grave problema al ambiente (Martinez et al., 2013)
1.3 Pretratamientos de los materiales lignocelulésicos

Por mucho tiempo se ha investigado la digestibilidad de los materiales
lignocelulésicos para obtener una mayor conversion de (hemi) celulosa a etanol,
metano y, en los ultimos afios, hidrogeno. Aun no se sabe, que caracteristicas de
los materiales lignocelulosicos son importantes para determinar que

pretratamiento es el adecuado (Hendriks y Zeeman, 2009).

El propdsito de los pretratamientos es remover la lignina y hemicelulosa, reducir la
cristalinidad de la celulosa, e incrementar la porosidad del material. Estos
pretratamientos deben cumplir con los siguientes requerimientos: (1) Promover la
formacion de azucares o la habilidad para subsecuentemente formar azlcar de la
hidrélisis enzimatica; (2) Evitar la degradaciéon o pérdida de carbohidratos; (3)
Evitar la formacion de subproductos inhibidores de la hidrélisis o de su
fermentacion; y (4) ser factible econémicamente (Sun y Cheng,2002).

Existen diferentes tecnologias de pretratamiento de la biomasa lignocelulésica,
gue pueden ser clasificadas segun su naturaleza en: pretratamientos fisicos,
guimicos, bioldgicos y fisico-quimicos. Dichos métodos se resumen en la Tabla
1.1 (Mantilla, 2012).

1.3.1 Hidrélisis con acido diluido

El contenido de hemicelulosa suele estar entre el 11% al 37% del peso seco del
material lignoceluldsico. Esta es hidrolizada relativamente fécil por &cidos, dando
como resultado xilosa, glucosa, galactosa y arabinosa (Morohoshi, 1991;
Sjostrom, 1993, citado por Mohammad y Karimi, 2007). Uno de los mayores
problemas asociados con la hidrolisis acida diluida de biomasa lignocelulésica es

la pobre fermentabilidad de los hidrolizados producidos (Larsson et al., 1999).
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Tabla 1.1. Pretratamientos de los materiales lignocelulésicos (Tomado de Mantilla,

2012)
Naturaleza | Método Procedimiento Observaciones
Pulverizado Reduccién a astillas, | Residuos de madera, desechos de
Fisico Mecanico molienda y/o trituracion cafia, y otras materiales muy fibrosos.
Agua Liquida | Vapor a presion que | Despolimerizacion de la celulosa, y se
Caliente liberan acidos volatiles y | hidrolizada el 90% aproximadamente de
de la auto hidrdlisis la hemicelulosa.
Tratamiento Por cada kg de biomasa | Requiere la recuperacién del amoniaco,
con seca se afiade 1 a 2 kg | no se producen inhibidores. Para
Amoniaco de amoniaco por 30 min a | material con alto contenido de lignina no
90 r~C es eficiente.
Explosion Por cada kg de biomasa | Conversiéon de la celulosa. No forma
Quimico con CO, seca se afiade 4 kg CO, a | compuestos inhibidores.
5 kPa
Hidrolisis con | Se utiliza H,SO, o HCI del | Altas conversiones de hemicelulosa a
acido diluido | 1 al 5% a 200°C xilosa. La temperatura es favorable para
la degradacion de la celulosa. La lignina
no se solubiliza.
Hidrolisis Se utiliza NaOH diluido | Existe una solubilizacion del 70 al 80%
alcalina con una relacion de 20:1, | de la lignina, se puede dar degradacion
en concentraciones de | de la celulosa.
0,124 a 0,24 M a 70°C
por 1 h aproximadamente
Biolégico Degradacién | Utilizando  hongos o | Proceso lento, aunque tiene altos
de lignina bacterias por tiempos | rendimientos y produce pocos
prolongados se degrada | compuestos toxicos
la lignocelulosa.
Des- Peroxidasas y H,O, a 20 | Solubiliza aproximadamente el 50% de
Fisico- lignificacién oC por 8 h la lignina y casi la totalidad de la
quimico oxidativa hemicelulosa.
Explosién a Vapor saturado desde | Disminuye inhibidores, mejora la
vapor 160 °C a 260°C, y presion | eficiencia de la posterior hidrélisis.

de 4.5x10°Pa por varios

minutos
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El uso de &cidos concentrados resulta menos atractivo para la obtencion de
azucares, debido a la formacibn de compuestos inhibidores para los
microorganismos utilizados durante los procesos de fermentacion. Ademas,
ocurren problemas de corrosién en los equipos, es dificil la recuperacion del acido
y alto costo de mantenimiento operacional, lo que hace que el método sea de poco
interés a escala comercial. Las condiciones de la hidrdlisis en cada etapa deben
ser estudiadas dependiendo del material a utilizar, La complejidad estructural y
composicion dependen del tipo de residuo que se esté utilizando (Chandler et al.,
2012).

La hidrolisis con acido diluido es probablemente el método mas utilizado. Es un
método que puede ser utilizado como pretratamiento para la hidrolisis enzimatica o
bien, como un método para hidrolizar material lignocelulésico a azulcares
(Mohammad y Karimi, 2007).

El rango comun de concentracion para el uso de acidos diluidos es de 1 a 6%, la
temperatura de 100 a 200 °C, y un tiempo de reaccién de hasta 300 min. Si se
aplican altas temperaturas y largos tiempos de reaccién, los monosacaridos
resultados de la hemicelulosa se degradan para formar compuestos de furano y
acidos carboxilicos. Por esta razon, se recomienda que el proceso de hidrélisis

sea realizo en dos etapas (Saucedo et al., 2010).

1.3.2 Compuestos toxicos generados en el pretratamiento

Cuando los materiales lignoceluldsicos se someten a condiciones severas durante
el pretratamiento (alta temperatura, alta presion, ambiente acido) puede darse
cierta degradacién de la lignina y de los azlcares, ya sean hemicelulésicos o
celulésicos, generandose productos téxicos que pueden afectar las siguientes
etapas de hidrélisis y fermentacion. La naturaleza y concentracion de los
compuestos toxicos generados durante el pretratamiento dependen de la materia
prima, del pretratamiento utilizado, de las condiciones del mismo y de la utilizacién

0 no de catalizadores. Atendiendo a su origen, los compuestos de degradacion

12



Fundamentos Teodricos

pueden dividirse en tres grupos: derivados del furano, acidos alifaticos de bajo

peso molecular y derivados fendlicos (Figura 1.6) (Tomas, 2010).

Lignocelulosas

— .
a— T—
Lignina Hemicelulosa Celulosa
Acidos alifaticos
Xilosa Manosa Galactosa Glucosa

0
CHO
v @ HOH:C~” O\, ~CHO
Compuestos \

Fendlicos . . .
Furfural 5-hidroximetil furfu-

l / ral (HMF)

Acido férmico Levulinico

Figura 1.6. Principales productos de degradacion originados en el pretratamiento

de la biomasa lignocelulésica (Tomado de Tomas, 2010)

Los principales derivados del furano son el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF)
qgue provienen de la degradacion de las pentosas y hexosas, respectivamente. En
anaerobiosis, la mayoria de los microorganismos fermentadores son capaces de
reducir los furanos a sus correspondientes alcoholes de menor toxicidad. Los
acidos alifaticos generados durante el pretratamiento son principalmente el acido
acético, producido a partir de los restos acetilo de las hemicelulosas, y el acido
formico, procedente de la degradacion del furfural e HMF (Mantilla, 2012).

El hidroximetilfurfural, HMF o 5-(Hidroximetil) furfural es un aldehido y un furano
intermediario que se forma por la degradacion de azlUcares a elevadas
temperaturas. Se ha demostrado que reduce la velocidad especifica de

crecimiento de diversos microorganismos, el rendimiento de masa celular y el
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rendimiento volumétrico de etanol. Entre los intentos para evitar el efecto negativo
de los inhibidores presentes en los hidrolizados, los métodos mejor establecidos
para la desintoxificacion del hidrolizado incluyen la adicion de resinas de
intercambio i6nico, la adicibn de carbon activo, la desintoxificacion enzimatica

utilizando lacasa y la adicion de cal (Ruiz et al., 2011).

Los efectos producidos por el furfural sobre los microorganismos son los mismos
gue los producidos por el HMF, pero debido a que tiene una mayor toxicidad este

efecto es mayor (Larsson et al., 2000).

El efecto toxico ocasionado por los furanos parece deberse a que, al ser
aldehidos, son compuestos quimicamente reactivos que pueden formar
compuestos con determinadas moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, o bien producir dafios sobre la membrana plasméatica. Ademas,
el furfural produce la inhibicion de enzimas glicoliticas y fermentativas (Zaldivar et
al., 1999).

1.4 Azulcares reductores

Azlcares reductores son aquellos que, como la glucosa, fructosa, lactosa y
maltosa presentan un grupo carbonilo intacto su estructura y pueden reducir, en
determinadas condiciones, a las sales cupricas. Los monosacaridos y la mayoria
de los disacaridos poseen poder reductor, que deben al grupo carbonilo que tienen
en su molécula. Este caracter reductor puede ponerse de manifiesto por medio de
una reaccion redox llevada a cabo entre ellos y el sulfato de Cobre. Las soluciones
de esta sal tienen color azul. Tras la reaccion con el glucido reductor se forma
oxido de Cobre de color rojo. De este modo, el cambio de color indica que se ha
producido la citada reaccion y que, por lo tanto, el glicido presente es reductor.
Una prueba para identificar este tipo de azlcares es la de Fehling, cuya reaccion

se presenta en la Figura 1.7 (Espinosa, 2013).
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Figura 1.7. Prueba de Fehling

Los azucares o carbohidratos pueden ser monosacaridos, disacaridos,
trisacaridos, oligosacaridos y polisacéridos. Los monosacéaridos reaccionan de
acuerdo a los grupos hidroxilo y carbonilo que poseen. Los disacéaridos y los

polisacéaridos se pueden hidrolizar para producir monosacaridos (espinosa, 2013).

1.5 Plasticos
1.5.1 Definicién

Los plasticos son polimeros constituidos a partir de la condensacion organica de
diferentes mondmeros con la pérdida de una molécula de agua. Los materiales
plasticos se han convertido en una parte integral de la vida contemporanea y se
estan utilizando cada vez mas debido a su durabilidad, facilidad de moldeo y
resistencia a la biodegradacion. Esta ultima propiedad, junto con el hecho de que
los plasticos mas comunes se producen a partir de fracciones de petréleo crudo no
renovable, causa una gran preocupacion. Los plasticos derivados del petroleo
llevan varios cientos de afios para degradarse y se acumulan en el medio
ambiente a un ritmo de 25 millones de toneladas por afio. Por otra parte, el
reciclaje de plastico ofrece posibilidades limitadas y la incineracién puede producir

compuestos toxicos (Joao et al., 2009).
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En cualquier plastico, dos pardmetros son particularmente importantes: el punto de
transicion vitrea y el punto de fusion. Basicamente los polimeros derivados del
petréleo y usados para constituir productos con propiedades plasticas
(termoplasticos) son susceptibles de ser remodelados infinitamente cuando son
calentados a temperaturas superiores al punto de transicion vitrea, y al ser

enfriados bajo ese punto, se portan como un sélido vitreo (Cerrone, 2011).

Los materiales mas utilizados para crear objetos de uso diario son los plasticos.
Desde su invencién, los plasticos han tenido una gran aceptacién debido a sus
caracteristicas. En la Tabla 1.2 se pueden observar algunas de sus ventajas y
desventajas. El plastico es la tercera aplicacion mas extendida del petréleo
después de la energia y el transporte, convirtiéndose en una fuente significativa de
contaminacion, pues su creciente consumo genera problemas de acumulacion de
grandes cantidades de este material. A esto se le suma que en su proceso de
produccion hay altos consumos de energia y emisiones de CO, a la atmdsfera
(Naranjo 2010).

Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de los materiales plasticos (Naranjo 2010).

Ventajas Desventajas

Tienen una baja densidad Poca resistencia mecanica

Existen materiales plasticos permeables e | Limitada resistencia al calor

impermeables

Son aislantes eléctricos Inestabilidad dimensional

Son aislantes térmicos, aunque la mayoria | Las reparaciones: no es practico ni rentable
no resiste temperaturas elevadas reparar una pieza plastica, en muchos

casos una reparacion es imposible

Son resistentes a la corrosion y a la

intemperie La mayoria no se degrada facilmente

Resisten muchos factores quimicos

Son faciles de trabajar

Sus costos de produccién son bajos
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Los impactos ambientales negativos generados en todo el ciclo de vida de los
materiales plasticos (como su dependencia del petréleo para su produccion, la
emision de gases efecto invernadero durante su produccion e incineracion, el
consumo energético y la acumulacion y permanencia en el ambiente después de
su vida util, ya que no son biodegradables), hacen necesario el desarrollo de
nuevos materiales que tengan propiedades similares a los plasticos sintéticos,
pero que no generen tanto impacto negativo. Una alternativa interesante es la
produccion de biopolimeros. Las ventajas de estos materiales frente a los
polimeros sintéticos son:

» Se producen a partir de fuentes renovables de carbono

» La mayoria son completamente biodegradables en cortos periodos de

tiempo y no son toxicos (Wolf et al., 2005).

1.5.2 Clasificacion de los plasticos

Los plasticos pueden dividirse en tres grandes grupos: los termoplasticos, los
elastomeros y los termoestables. Esta clasificacion atiende a los comportamientos
que presentan antes distintas situaciones fisico-mecanicas. Los termoplasticos
son los que adquieren propiedades plasticas (capacidad de deformacién y
moldeado estable por tiempo indefinido) una vez calentados por encima de su
punto de fusién, y tras lo cual adquieren un estado viscoso-liquido que se
mantiene hasta que se enfrian, adquiriendo aspecto solido. En este grupo se
engloban plasticos tales como el PVC (cloruro de polivinilo), HDPE (polietileno de
alta densidad), o PP (polipropileno). Una de sus caracteristicas principales es que
precisamente en ese estado sélido asumen un comportamiento vitreo (Cerrone,
2011).

1.5.3 Consumo mundial

A partir de los afios 50, La produccion mundial de plasticos mostré una tasa de
crecimiento anual promedio de 8.7%, un aumento de casi nueve veces desde la

década de 1970, en comparacion con un crecimiento de 4.5 veces para el aluminio
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y 2.5 veces en acero. Estas diferencias pueden atribuirse a la evolucion
relacionada con la investigacion, el descubrimiento de nuevas aplicaciones y
materiales innovadores, y la sustitucion gradual de otros materiales (es decir,
metal, vidrio, etc.). La demanda en Africa, América Latina, Oriente Medio y China
crecerd en un 54% (de 101 a156 millones de toneladas), superior a la de Europa y
los Estados Unidos (110 millones de toneladas). Datos obtenidos del estudio de la

PlasticsEurope Italia 2013.

Se ha intentado atacar la problemética de la acumulacion de plasticos en el
ambiente a través de procesos de incineracion, reciclaje, fotodegradacion o reuso.
Sin embargo, estas medidas presentan desventajas por lo que no se consideran
como soluciones 100% efectivas. Por ejemplo, durante el proceso de incineracion
se puede desprender &cido cianhidrico y &cido clorhidrico con potenciales dafios
para la salud. En el caso del reciclaje, este es complicado y consume mucho
tiempo, ademas de que la presencia de muchos aditivos en los plasticos, como

pigmentos y cubiertas, limita el proceso (Gonzalez et al., 2013).

En la Figura 1.8 se puede observar el consumo y la demanda de plastico sintético
utilizados en el mundo.

(a)

Japon Confederacion

5% / Internacional

3%

Latino America
5%

Africa
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America
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(b)
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Figura 1.8(a) Consumos mundiales de polimeros sintéticos en el afio 2013 y (b)
demanda de polimeros sintéticos en el afio 2013 (Tomadas de la PlasticsEurope
Italia, 2013)

1.6 Bioplasticos, definicion y caracteristicas

Se considera bioplastico todo “aquel polimero con propiedades plésticas parecidas

a la de un polimero termoplastico, pero que en lugar de proceder de petrdleo,

procede de una fuente organica renovable”. Toda la materia plastica derivada del

petrleo es de por si degradable: es cuestion de tiempo y condiciones

ambientales, pero el problema radica en la lentitud del proceso.

Los requisitos que debe cumplir un material para ser considerado biodegradable

se pueden consultar en el protocolo EN13432 establecido por la ISO (International

Organization for Standardization) (Cerrone, 2011).

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar en:

Polimeros extraidos o

y colageno

removidos directamente de la biomasa:

polisacaridos como almidén y celulosa; Proteinas como caseina, queratina,
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» Polimeros producidos por sintesis quimica clasica utilizando monémeros
biolégicos de fuentes renovables
 Polimeros producidos por microorganismos, bacterias productoras nativas

o modificadas genéticamente

Entre los plasticos biodegradables, los mas prometedores desde el punto de vista
comercial son los derivados del almidén y la celulosa, y los polimeros producidos
por microorganismos, como por ejemplo los polihidroxialcanoatos (PHA) cuya
estructura se puede observar en la Figura 1.9, y los polimeros del acido lactico
(PLA) Figura 1.10.
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Figura 1.9 Estructura del PHA

Figura 1.10. Mondmero del acido poli-lactico (PLA)

Entre todos los polimeros biodegradables con aplicacion industrial anteriormente
citados, los PHA han despertado un creciente interés, tanto a nivel cientifico como
comercial, debido a que presentan propiedades similares a los termoplasticos

convencionales y son completamente biodegradables, siempre que se encuentren
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en el ambiente adecuado. Ademas, y a diferencia de los polimeros del &cido
lactico (PLA), cuya produccion supera actualmente a la produccion de los PHA,
son polimeros susceptibles de ser sintetizados mediante metabolismo bacteriano a
partir de cualquier residuo, y por lo tanto con un costo cero desde el punto de vista
economico y ambiental, ya que al convertir un residuo en un sustrato se consigue
aprovechar un desecho. Por el contrario, la produccion de PLA conlleva el uso de
recursos agricolas utilizados para el consumo humano directo (caso de plantas de
maiz, por ejemplo) para obtener el almidon y posteriormente PLA, con el
consiguiente agotamiento de los recursos naturales (Cerrone, 2011) en la Tabla

1.3 se comparan algunas de sus propiedades.

1.7 Definicion, estructuray propiedades de los polihidroxialcanoatos

Los PHA son polimeros de &cidos hidroxialcandicos que algunas bacterias,
arqueas y acumulan intracelularmente como material de reserva, para usarlo
posteriormente como fuente de carbono y energia. La estructura general y

nomenclatura de estos compuestos se muestra en la Figura 1.11.

H
I
- 0 - C = (CH)h - C =
I [
R 0
N IR Nombre del polimero Simbolo
1 Hidrégeno Poli (3-hidroxipropionato) PHP
Metil Poli (3-hidroxibutirato) P3HB
Hidrégeno Poli (4-hidroxibutirato) P4HB
Hidrégeno Poli (5-hidroxivalerato) P5HV

Figura 1.11.Estructura general de los PHA, y ejemplos de su homenclatura y simbolo

segun la longitud y posiciéon de la cadena lateral (R)
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Tabla 1.3 Propiedades de los PLA comparadas con las propiedades de los PHA

(Chen, 2009)

Caracteristica

PLA

PHA

Estructura de los

Solo D-y L- Acido lactico (LA)

Al menos 150 monémeros

mondmeros
Métodos de | Bioproduccion de LA y sintesis | Biosintetizado totalmente
producciéon gquimica de PLA como poliéster intracelular.

Costos de produccién

Es comparable con los plasticos

convencionales como el PET

Al menos el doble del de PLA

Propiedades del | Poco controlable, flexible o | Totalmente controlable,
material elastico, puede ser ajustado por | flexible, elastico
regulaciéon de la relacion D-y L-
LA
Madurez de la | Produccion de la establecida, su | Al menos 10 compafias a
tecnologia polimerizacion a PLA es | nivel mundial produjeron o
complicada aun, solo una | producen PHA cerca de 2000
compania NatureWorks, | toneladas por afio mediante
produce PLA a gran escala fermentacion microbiana
Inversion Inversion de capital alto: | Inversibn  pequefia:  hay

NatureWorks ha invertido 1
billébn de délares en los ultimos
afios para correr en la planta
140 000 toneladas de PLA

plantas de fermentacion
microbiana  aerdbica con
procesos modificados que
pueden ser usados para la

produccion de PHA

Propiedad intelectual

Estan cubiertas casi todas las
areas de produccion y

aplicacion

Existen varios espacios por

explorar

Areas de aplicacion

Empaque, implantes meédicos,

impresion

En la mayoria de las areas
plasticas convencionales,
limitado solo por sus altos

costos de produccion.
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Los PHA poseen, en general, caracteristicas fisicoquimicas similares a las de los
poliésteres sintéticos. Los homopolimeros como el PHB suelen ser materiales muy
cristalinos y rigidos, pero los heteropolimeros de hidroxibutirato — hidroxivalerato
son mas ductiles y resistentes. La adicion de mondémeros de hidroxivalerato
disminuye el punto de fusion, pero aumenta su biodegradabilidad. Los copolimeros
PHBYV suelen formarse cuando se utilizan mezclas de sustratos, como glucosa y

valerato (Rivera- Mackintosh et al., 2009).

Los PHA son biodegradables, respetuosos del medio ambiente y termoplasticos
biocompatibles.

Se acumulan como polimeros, mdéviles y amorfos en forma de granulos que se
alojan en el citoplasma microbiano, rodeados de una monocapa de fosfolipidos
gue contiene enzimas polimerasas y despolimerasas como se observa en la
Figura 1.12.

Enzimas
~ polimerasas y
— despolimerasas

/

PHA

Figura 1.12. Esquema del granulo de PHA acumulado intracelularmente (Tomado
de Verlinden et al., 2007)

1.7.1 Biosintesis de PHA

Numerosas bacterias tienen la capacidad de sintetizar PHA como material de
reserva y fuente de poder reductor. A pesar de conseguir un biopolimero parecido,
las rutas metabolicas implicadas se diferencian tanto en base al tipo de bacteria

como por el sustrato empleado (Cerrone, 2011).
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1.7.1.1 Rutas de biosintesis de PHA en microorganismos

Dentro de los polihidroxialcanoatos el PHB ha sido el mas estudiado, por lo que su
mecanismo desintesis es conocido. En los distintos microorganismos la ruta mas

comun de biosintesis ocurre como se describe en la Figura 1.13.

Azucar

<=

Acetil-CoA E—— === Ciclo de Krebs

3-cetotiolasa (PhaA)

<=

Acetoacetilo- CoA

Acetoacetilo-CoA
reductasa (PhaB)

(R)-3-Hidroxibutirilo-CoA
g PHB sintasa (PhaC)
PHB

Figura 1.13. Ruta metabdlica para la sintesis de PHB a partir de carbohidratos

Las rutas metabolicas para la biosintesis de PHB también han sido estudiadas en
otras bacterias y las enzimas involucradas en el proceso también han sido
caracterizadas. La enzima 3-cetotiolasa de bacterias como Azotobacter
beijerinckii, Ralstonia eutropha, Zooglea ramigera y Rhizobium japonicum ha sido
purificada y estudiada. Esta enzima ha mostrado ser la que controla la biosintesis
de PHB en R. eutropha, con la CoA como el metabolito clave. Por su parte, la
enzima acetoacetil-CoA reductasa ha sido investigada en las bacterias
Azotobacter beijerinckii, Rhodopseudomonas spheroides, Rhodomicrobium

vannielii y Streptomyces coelicolor (Gonzalez et al., 2013).
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Muchos estudios se han centrado en la produccién de PHA en bacterias por su
uso potencial como un termoplastico biodegradable. Ralstonia eutropha (antes,
Alcaligenes eutrophus) es la bacteria que con mayor frecuencia ha sido empleada
para la produccion de PHAs con mondmeros de cadena de longitud corta (4 0 5
carbonos). El Poli-3-hidroxibutirato es un homopolimero de 3-hidroxibutirato, es el
mas extendido y mejor caracterizado miembro de los PHA. Los genes de
biosintesis de PHB de R. eutropha se clonaron en E. coli y se secuenciaron y
caracterizaron en detalle. Los tres genes forman un operén en el orden de PHB-C-
A-B, de codificacion para PHB sintasa, cetotiolasa y NADPH dependiente de
acetoacetil-CoA reductasa, respectivamente. Durante los estudios de clonacion, se
demostré que estos tres genes se expresaron constitutivamente a partir del
promotor nativo de R. eutropha. Esta bacteria tiene varias ventajas sobre R.
eutropha, tales como la capacidad de utilizar varias fuentes baratas de carbono,

facil recuperacion de PHB, y no degradacion de PHB (Shi et al., 2001).

1.7.2 Aplicacion de los PHA

Al principio de los afios 80, varias compaiiias intentaron producir varios PHA, tanto
a nivel piloto como industrial basados en la suposicion de que el precio del
petréleo se incrementaria, al igual que este se acabaria al no ser un recurso
renovable, y las personas tendrian que empezar a usar un plastico no-

petroquimico amigable con el ambiente (Chen, 2009).

Los PHA exhiben pesos moleculares relativamente altos, caracteristicas
termoplasticas o elastoméricas y otras propiedades fisicas y mecéanicas que los
hacen candidatos para varias aplicaciones en la industria de empaques, medicina,

farmacia, agricultura y alimentos (Cerrone, 2011).

En el caso del polihidroxi-3-Butirato (PHB), que es un termoplastico con
propiedades similares al polipropileno, se usa principalmente para técnicas de
moldeado. En cambio, los copolimeros de P (3HBco3HV), tienen aplicaciones
como material de empaque, productos higiénicos, agricolas y biomédicos. La

aplicacibn mas conocida de estos biopolimeros de cadena corta es para la
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fabricacion de botellas desechables para champu, contenedores para productos
alimenticios, bolsas y otros productos desechables como pafales, servilletas,

rastrillos, vasos y cubiertos (Gonzélez et al., 2013).

También es posible usarlos en la forma de latex acuoso para cubierta de
materiales fibrosos como papel o cartén. Debido a su resistencia al agua, ésta
cubierta protege al papel o cartén contra el deterioro causado por la humedad.
Otra aplicacion de interés es su uso como material de empaque, dado que estos

PHA presentan una baja difusividad de oxigeno (Gonzéalez et al., 2013).

1.8 Antecedentes

Tripathi et al., (2013) realizaron la optimizacion de 3 variables fisicas del proceso
en la produccién de PHB, las variables a optimizar fueron: pH, temperatura y
velocidad de agitacidon. La experimentacion se realiz6 en un reactor tipo lote con
capacidad de trabajo de 5.6 L utilizando melaza de cafia y urea como fuente de
carbono y nitrégeno respectivamente. Como bacteria de produccién de PHB
usaron Alcaligenes sp. Las condiciones de operacion Optima con las que
obtuvieron una biomasa méxima de 11 g L™ y un contenido de PHB de 8.8 g L™
después de 48 h de fermentacion (productividad de 0.19 g L™ h™') fueron una

temperatura de 34.5 °C, 6.54 pH y una velocidad de agitacion de 3.13 Hz.

Chandler (2012) realiz6 una investigacion para obtener azUcares fermentables del
bagazo de cafia de azlUcar mediante hidrolisis acida diluida en dos etapas. La
hidrélisis se llevé a cabo en un reactor autoclave de 100mL de capacidad, con
acido sulfarico al 1% vlv, relacion liquido-solido de 15:1 y tiempo de reaccion de 3
min. La primera etapa de la hidrélisis se realizd en un rango de temperatura de
100-160°C y en la segunda etapa se emplearon dos temperaturas: 160 y 180°C,
manteniendo constantes el resto de las condiciones. Se encontr6 que la
temperatura tuvo un efecto significativo sobre la produccion de azucares
reductores, asi como en la generacion de algunos subproductos que pueden
resultar téxicos para los microorganismos. Los mejores valores de temperatura

para la hidrolisis del bagazo de cafia de azicar mediante dos etapas secuenciales
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por carga fueron 140°C para la primera etapa y 180°C para la segunda. La
presencia de furfural, hidroximetilfurfural, acido acético y compuestos fendlicos
indica que se producen reacciones de degradacion asociadas tanto a pentosas
como hexosas derivadas de la hidrolisis de la hemicelulosa y la celulosa

respectivamente.

Annaritaet al. (2011), estudiaron la sintesis, produccion y aplicacion biotecnologica
de exopolisacaridos y polihidroxialcanoatos por diferentes especies de arqueas.
Utilizaron arqueas debido a que esta familia de microorganismos estan dentro de
los llamados extremdfilos, los cuales pueden soportar mayores temperaturas que
otros microorganismos, al igual que soportan presiones, pH, salinidad, toxicidad, y
niveles de radiacién, que resultan inhabitables para otros microorganismos. Como
resultados encontraron que el candidato ideal para producir PHA es haloarquea en
un medio salinizado con el cual obtuvieron 6 g de PHA por litro (cada litro tiene 10
g de fuente de carbono). EI medio salinizado evita el crecimiento de otros
microorganismos contaminantes reduciendo asi los requerimientos de
esterilizacion del medio y por tanto reduciendo los costos de produccion.
Adicionalmente es relativamente facil recuperar PHA de la bacteria haloarquea,

comparado con otras bacterias acumuladoras de estos bioplasticos.

El polihidroxibutirato (PHB) es ampliamente utilizado como biomaterial, para
cuestiones médicas o aplicacion en la ingenieria, aunque tiene una cristalinidad
relativamente alta que limita su aplicacion. Rodmanet al., (2011) estudiaron la
aplicacion de etil-celulosa (EtC) al PHB para modificar sus propiedades.
Encontraron que al agregar EtC reducia la cristalinidad del PHB y promovian su
degradacion mediante condiciones fisiologicas, esto sin alterar su
biocompatibilidad, y manteniendo una fuerza del material compuesto de 6.5+ 0.6
Mpa con un 40% (p/p) de EtC. De esta manera se hace mas eficiente el PHB para
poder moldearlo y sirva como soporte para biomedicamentos.

Rodman et al., (2011) aplicaron PEG (polietilen-glicol) al biopolimero PHB de esta

manera observaron como afecta la cristalinidad, la cual lo vuelve un material muy
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quebradizo. Como resultados obtuvieron una reduccion de la cristalinidad, del
70%, en el cual, se encuentra el PHB naturalmente, al 41.5% con una mezcla del
30 % (p/p) de PEG. La mezcla vuelve mas maleable el material, incrementando la
flexibilidad de las peliculas con una extensién al quiebre de 2.49 + 1.01% para
biopeliculas de PHB y 8.32+ 1.06% para peliculas que contienen un 30% (p/p) de
PEG. De esta manera se concluy6 que la adiciéon de PEG al biopolimero aumenta
sus ventajas para poder utilizarlo de una manera mas eficiente tanto en las

aplicaciones médicas como en cuestiones de ingenieria.

Almeida et al., (2010) comprobaron que al analizar la produccién de PHB, la
cantidad de polimero acumulado en los cultivos con glucosa como fuente de
carbono acompafio el crecimiento de las bacterias, es decir, a niveles altos de
aireacion (250 rpm) observé su mayor acumulacion de PHB (6.32 g/L). De esta
manera concluyé que las condiciones 6ptimas de agitacion durante la produccién

de PHB si afectan de manera significativa.

Naranjo (2010) estudié la obtencién de polihidroxiburato a partir de residuos
agroindustriales utilizando 2 microorganismos: Cupriavidus necator NCIMB 11842
(microorganismo de referencia de laAmerican Type Culture Collection 17697) y
Bacillus megaterium (un microorganismo nativo aislado de los estuarios de Bahia
Blanca Argentina) y usando glicerol como unica fuente. Los resultados que obtuvo
para la produccién de PHB fueron muy parecidos en ambos microorganismos, la
Unica diferencia marcada fue, en el tiempo de crecimiento microbiano. Mientras
gue en la fase estacionaria por el C. necator era alcanzada después de 140 horas,
el B. megaterium la alcanzaba después de 30 h aproximadamente. Marcando
como mejor el B. megaterium por estabilizarse en menor tiempo. Utilizando glicerol
al 98 % de pureza los costos de produccion del PHB oscilaban entre 1.937 a 2.384

dolares/Kg contra los 0.5 délares/Kg que cuesta producir un plastico sintético.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS
2.1 Obtencién de la materia prima

El bagazo de Agave angustifolia Haw fue obtenido de una fabrica ubicada en
Santiago Matatlan, Tlacolua, Oaxaca. Se tomaron las muestras del area de
desecho, depositandose en costales de rafia para su almacenamiento, transporte

y posterior utilizacion.

La metodologia general que se siguidé en el presente trabajo se presenta en la

Figura 2.1.
( R ( R
Caracterizaci;’)irr;] ge la materia . grg%lic')signdg ;enfg;itrc])qgglctig)r? éj:
(celulosa, her?ﬂcelulosa, lignina) (Hz:é?,cgzessotztgljosq)
. J . J
\ £
( R ( R

L . . Optimizacion de la hidrdlisis acida

Determinacion de la influencia de : . : )
temperatura y aireacion en la (Variables independientes:
produccion de PHB a partir de presion, RLS, tiempo), Variable de

il : respuesta(concentracion de
los hidrolizados obtenidos. azicares reductores).

. J . J

Figura 2.1 Metodologia general para la obtencion de PHB
2.2 Caracterizacion de la materia prima

Para la etapa inicial de la caracterizacion, se realizaron analisis de humedad,
cenizas del material, asi como la cuantificacion de la fibra presente (celulosa,
hemicelulosa y lignina). En la Tabla 2.1, se enlistan las pruebas realizadas y los
métodos empleados.
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Tabla 2.1. Pardmetros para la caracterizacion del bagazo de agave

Prueba Método

Hemicelulosa Fibra detergente neutro y acido (ANKOM)

Celulosa y lignina | Fibra detergente acido-lignina (ANKOM)

Humedad AOCS Ab 2-49

Cenizas AOCS Ba 52-49

2.3Disefio univariable para la eleccion del &cido a utilizar en la hidrolisis
acida

Se realizd un disefio de experimentos univariable realizando una réplica de la

experimentacion para elegir el acido con el cual se obtendria la mayor cantidad de

azucares totales de la materia prima. Los acidos empleados fueron HCI, H,SO, y
H3PO,.

El experimento se llevé a cabo en una autoclave marca AESA modelo CV250, a
una presion de 1.2 Kg cm™, una concentracién de 2% v/v de los &cidos, en una

relacion sélido-liquido de 1:12, durante 40 min.

El hidrolizado acido se filtré con tela de manta para recuperar la mayor cantidad.
2.3.1 Caracterizacion de las muestras de hidrolizado &cido

La cuantificacion de azucares reductores se realizé mediante el método de DNS,
descrito en el anexo C.

2.4 Optimizacién de la hidrdlisis acida

Después de determinar que acido produce la mayor cantidad de azlcares totales,
se realizé un disefio de experimentos Box-Behnken para optimizar el tratamiento

de hidrolisis. Se consideraron como variables independientes: (a) tiempo de
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residencia (20, 30, 40 min), (b) Presién de autoclave (1.0, 1.2, 1.4 Kg cm™®) y (c)
RSL (1:10, 1:12, 1:14), siendo la variable de respuesta la concentracién de
azucares reductores obtenida (g).

Se pesaron 10 g de muestra de bagazo. El acido se empled a una concentracion
del 2 % v/v, el tiempo de residencia, la presion del autoclave y la RSL dependié

del nimero del experimento realizado, como se puede observar en el Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Disefio Box-Behnken para la optimizacion de la hidrolisis acida

Numero de Tiempo de residencia  Presion RSL

experimento (min) (Kg cm™)
1 20 1.0 1:12
2 20 14 1:12
3 40 1.0 1:12
4 40 14 1:12
5 20 1.2 1:10
6 20 1.2 1:14
7 40 1.2 1:10
8 40 1.2 1:14
9 30 1.0 1:10
10 30 1.0 1:14
11 30 1.4 1:10
12 30 14 1:14
13 30 1.2 1:12
14 30 1.2 1:12
15 30 1.2 1:12

La cuantificacibn de azlcares reductores se realiz6 mediante el método de

Fehling, descrito en el Anexo D.
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2.4.1 Disefio univariable empleando diferente relacion sélido-liquido (RSL)

En virtud de que el analisis de disefio de experimentos B.B mostrd que la variable
mas significativa era la RSL, se realiz6 un disefio de experimentos univariable
modificando la RSL a 1:12, 1:14, 1:16 y 1:18. Esta experimentacion se llevo a
cabo con un tiempo de 30 min en el autoclave y con HCI al 2% v/v. Se realiz6 a 2
diferentes presiones: a 1.4 y 1.5 Kg cm™. Estas condiciones de presién se
establecieron debido a que el andlisis de los resultados obtenidos del primer
disefio Box-Behnken permitié establecer que las mejores condiciones de trabajo
se encuentran a presiones mayores. Se limité el estudio a 1.5 Kg cm™ debido a

las limitaciones del autoclave para trabajar en presiones mayores.

2.4.2 Disefio Box-Behnken con variables modificadas

Debido a los resultados obtenidos del disefio de experimentos planteado en la
seccion 2.4.1, se propuso realizar un disefio de experimentos B.B utilizando como
puntos centrales del disefio los valores que presentaron el mejor rendimiento, es
decir 1:14 de RSL y 1.4 Kg cm™ como presenta en las Tablas 3.5 y 3.6. De igual
manera, la variable tiempo se modificé a un rango que permitiera observar su

efecto en la obtencién de azucares.

En la Tabla 2.3 se pueden observar las condiciones con las que se trabajo el
segundo planteamiento del disefio Box-Behnken. Se utilizé la misma metodologia

planteada en el apartado 2.4

El hidrolizado acido se filtr6 para cuantificar mediante HPLC azucares de xilosa y
glucosa. También el acido acético derivado de la descomposicion de pentosas y
hexosas se cuantificd utilizando la metodologia descrita en el Anexo A. De igual
manera se realizd un comparativo con los métodos de Fehling y DNS descritos en

los Anexos C y D.
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Tabla 2.3 Segundo disefio Box Behnken para la obtencién de azlcares reductores

Variables codificadas Variables naturales
Exp. Tiempo Presion RSL Tiempo (min) Presion (Kgcm™) RSL
1 -1 -1 0 40 1.3 1:14
2 -1 1 0 40 15 1:14
3 1 -1 0 80 1.3 1:14
4 1 1 0 80 15 1:14
5 -1 0 -1 40 14 1:12
6 -1 0 1 40 14 1:16
7 1 0 -1 80 1.4 1:12
8 1 0 1 80 1.4 1:16
9 0 -1 -1 60 1.3 1:12
10 0 -1 1 60 1.3 1:16
11 0 1 -1 60 1.5 1:12
12 0 1 1 60 15 1:16
13 0 0 0 60 14 1:14
14 0 0 0 60 14 1:14
15 0 0 0 60 1.4 1:14

2.50Dbtencion del biopolimero

La obtencién del biopolimero tenia como antecedente el estudio realizado por
Vazquez (2013), quien produjo PHB utilizando la bacteria Bacillus IBT42 y evaluo
los efectos de las variables: concentracion de carbono, relacion C:N (carbono,
nitrégeno) y relacion C:P (carbono, fésforo). La produccion requiere de una serie

de etapas que se describen a continuacion.
2.5.1 Acondicionamiento de hidrolizados

Para el crecimiento de la bacteria Bacillus sp. IBT42, los hidrolizados obtenidos se
ajustaron a pH 7 con hidroxido de Calcio, 90% de pureza. Enseguida se
centrifugaron durante 10 min, a 3000 rpm para separar los residuos sélidos.
Finalmente se ajust6 la concentraciéon de Carbono a 14 g L™ realizando una

dilucion con agua destilada.
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2.5.2 Activacion de la cepa de Bacillus sp. IBT42

Para activar la cepa bacteriana, se realizo la hidratacion de las células liofilizadas
con aproximadamente 400 uL de medio LB liquido (el método de preparacion del
medio se muestra en el Anexo E). Enseguida, la suspension de células se sembro6
en cajas Petri preparadas previamente con medio LB solido, la solucion se
distribuyd uniformemente en las cajas con ayuda de perlas de vidrio esterilizadas

y, finalmente, se llevé a incubacion a 30 °C durante 24 h.
2.5.3 Preparacion de los medios de cultivo

Se prepar6 un medio de cultivo utilizando como fuente de carbono el hidrolizado
acido 6ptimo de bagazo de agave, obtenido a partir de la metodologia descrita en
el apartado 2.4. El medio se suplementdé con una fuente de nitrégeno organico
(utilizando una solucién base de extracto de levadura a 75 g L), y una fuente de
fésforo (empleando una solucién base de 0.8 g L™ de K,HPO, y 0.2 g L™ de
KH,PO,). Los medios se enriquecieron ademas con un volumen correspondiente
al 0.1% del sulfato de fierro a 5 g L™y cloruro de magnesio a 160 g L™ La
concentracion de las fuentes de nitrégeno y fosforo se ajustd a una relaciéon C:N y
C:P de 1:0.1618 y 1:0.1451 respectivamente, los cuales fueron los valores 6ptimos

para el crecimiento reportados por Vazquez (2013).
2.5.4 Preparacion del pre inéculo

Las células de la bacteria Bacillus sp. IBT42 se inocularon en matraces estériles
de 500 mL con 100 mL del medio de cultivo preparado como se establece en el
apartado 2.5.3, incubandose por 18 h a 30 °C y 200 rpm. Una vez que la bacteria
crecié en el medio de cultivo, se determiné el volumen a agregar a cada matraz en
funcion de la biomasa producida. La biomasa fue cuantificada midiendo la turbidez
de la suspension con ayuda de un espectrofotometro a 600 nm. Se determiné la
cantidad de biomasa producida y a cada matraz se le agreg6 1% del volumen del

matraz de biomasa.
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2.5.5 Inoculacion de la bacteria Bacillus sp. IBT42

Los matraces con el medio de cultivo se inocularon con voliumenes iguales del pre
in6culo para garantizar cantidades iniciales similares de biomasa (1%). Los
medios se prepararon utilizando los hidrolizados &cidos del bagazo de agave
como fuente de carbono, la cantidad utilizada se expresa como g L™ de AzUcares

Reductores (AR), como se describe en el apartado 2.5.3.

2.5.6 Determinacion de la influencia de la temperatura y aireacion en la

produccion de PHB mediante un disefio de experimentos

Los azucares y subproductos obtenidos en la hidrélisis &cida del bagazo de agave
se utilizaron como sustrato para la produccion de PHB, y se evaluaron las
variables de temperatura y aireacion, en la etapa de crecimiento bacteriano para
aumentar la biomasa, y en la etapa de produccion de PHB para aumentar la
cantidad de este biopolimero. Se utilizo la bacteria Bacillus sp. IBT42, aislada en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Adaya, 2010).

Se utilizé un disefio de experimentos 22 con 5 puntos centrales para cada una de
las etapas, como se puede observar en la Tabla 2.3. La adicion de puntos
centrales es un método utilizado para replicar ciertos puntos en un disefo factorial
2X y de esta manera proteger el disefio contra la curvatura, ademas de permitir
obtener estimaciones de error independiente. Se consideraron dos variables
independientes con dos niveles cada una: (a) aireacion (baja y alta) y (b)
temperatura (23 °C, y 37 °C).

Los puntos centrales se evaluaron con aireacién media y con una temperatura de

30 °C. El disefio factorial queda graficamente como se observa en la Figura 2.2.

Para las condiciones de aireacion baja se utilizé un volumen de llenado del matraz
a 2/5 (100 mL) en matraces de 250 mL, para la aireaciéon media un llenado de 1/5
(50 mL) del volumen y para la alta se utilizaron matraces de 250 mL con 3

deflectores como se muestra en la Figura 2.3.
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Aireacion
Alta B----mmmmee o =
I 1
: ! W 23 *Cy aireacion baja
: | W 23°Cyaireacionalta
. I 1
Media : L ! M 37 °Cy aireaciom baja
: | W 37°Cy aireacionalta
1 1
Alta : : W 30°Cy aireacion media
---—-—————-- O
Temperatura (°C) 23 30 37

Figura 2.2 Disefio 2% con 5 puntos centrales para la produccién de PHB en las etapas de

crecimiento bacteriano y produccion de PHB

Figura 2.3 Matraz con deflectores

La razén por la que se ocupan diferentes llenados es para que exista una
diferencia en la relacion superficie de aireacion/volumen, lo que modifica la
cantidad de oxigeno disponible para las bacterias. Se opt6 por realizarlo de esta
manera, ya que esta es la forma mas sencilla de variar la oxigenacion en las

incubadoras utilizadas.

Las variables dependientes fueron la cantidad de biomasa producida (g L) y la
cantidad de biopolimero producido (ug mL™) (empleando hidrolizados de residuos
de A. angustifolia como fuente de carbono.
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Tabla 2.4 Disefio 22 con 5 puntos centrales

Experimento Aireacién Temperatura (°C)

1 Baja 23
2 Alta 23
3 Baja 37
4 Alta 37
5 Media 30
6 Media 30
7 Media 30
8 Media 30
9 Media 30

Para ajustar las concentraciones de AR y nutrientes se utilizaron las cantidades

mostradas en la Tabla 2.5

Tabla 2.5 Dosis de nutrientes y fuente de carbono para la preparacion de los

medios de cultivo.

Componente Cantidad (mL)
Hidrolizado &cido de bagazo de 21.605
Agave angustifolia Haw

Extracto de levadura (75 g L™) 7.026
Mezcla de fosfatos (ver seccion 7.202
2.5.3)

H,O 14.067

A cada medio se le adiciondé una cantidad fija del 1% del volumen final de

soluciones de MgCl, y FeSO, a 160 g L' y 5 g L™ respectivamente.

Para los experimentos 1 y 3 se utilizo el doble de las cantidades descritas en la

Tabla 2.5. Esto se debié a que al aumentar el volumen a 100 mL no se debian
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alterar las relaciones en cuanto a concentracibn de los componentes, Sino

simplemente el nivel de la aireacion y su disponibilidad para las bacterias.

2.5.7 Extraccién del PHB

Para la extraccion del PHB se tomaron muestras de 1 mL de los cultivos al
comienzo de la inoculacion (tiempo 0) y a las 18, 24 y 36 h de fermentacién. Se
centrifugaron a 13 000 rpm por 10 min, para separar las células. Cada paquete
celular se traté con 1 mL de NaClO comercial diluido al 30%, y se incubd a 30 °C
por 1 h. El polimero se recuperd por centrifugacion desechando el sobrenadante.
El polimero precipitado se lavo con 1 mL de agua, 1 mL de etanol absoluto y 1 mL
de acetona, centrifugando a 13 000 rpm por 20 min, desechando el liquido en

cada ocasion.

2.5.8 Cuantificacion del PHB

Para la cuantificacion del PHB, el polimero resultante del proceso de extraccion se
disolvié en 1 mL de H,SO, concentrado, calentandolo a 95°C por 10 min, lo que
permite la conversion del polimero en &cido croténico. Finalmente, se cuantifico la
absorbancia de las muestras a A=235 nm, en una celda de cuarzo, para estimar la

concentracion de &cido crotonico (Law y Slepecky, 1961).

La determinacion del consumo de las fuentes de carbono se realizé por el método

de DNS, explicado en el Anexo C al finalizar el proceso.

2.5.9 Cuantificacion del crecimiento bacteriano

La determinacion de la biomasa se realiz6 estimando el contenido en proteina de
las células obtenidas por centrifugacién de las muestras de los cultivos. La
proteina se cuantificd por el método de Lowry et al., (1951) (Anexo B). Se utilizd
una curva patron de proteina albumina bovina como se puede observar en la

Figura 2.4.
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Figura 2.4 Curva patron para la cuantificacion de crecimiento bacteriolégico

2.5.10 Cuantificacion de azucares reductores

Las muestras obtenidas al final de cada una de las experimentaciones se
sometieron a cuantificacion de azucares reductores por el método de DNS,
descrito en el anexo B2, esto con el objetivo de saber la cantidad de azlcares
consumidos por la bacteria y sus rendimientos en crecimiento y produccion de
PHB

2.5.11 Estudio del efecto de una realimentacion con diferentes componentes

En 8 matraces se iniciaron los experimentos de acuerdo a lo establecido en los
apartados 2.5.1 al 2.5.5, a las temperaturas y aireaciones propuestas en la Tabla
2.3. Se tomaron 2 muestras de 1 mL a las 18 h de la fermentacién en cada uno de
los matraces para la cuantificacion de PHB, crecimiento bacteriolégico y azlcares
reductores (las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 13000 rpm y
después se sometieron a congelacion), se realizé una realimentacion de 10 mL
con diferentes condiciones para cada matraz como se muestra en la Tabla 2.6.
Esta realimentacion se realizo con el objetivo de aumentar la cantidad de azlcares

reductores disponibles para la bacteria Bacillus sp. IBT42
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Tabla 2.6 Tipo de realimentacion en alimentacion continua.

No. Matraz Tipo de alimentacion Muestra
1 Carbono C1
2 Carbono C2
3 Carbono: Nitrégeno CN1
4 Carbono: Nitrégeno CN2
5 Carbono: Fosforo CP1
6 Carbono: Fosforo CP2
7 Carbono: Nitrégeno: Fosforo CNP1
8 Carbono: Nitrégeno: Fosforo CNP2

Se tomaron 2 muestras de 1 mL a las 24 h de la fermentacion y se volvieron a
realimentar 10 mL de la realimentacién para cada uno de los matraces. Finalmente
se tomaron muestras a las 36 h de la fermentacion y se cuantificaron azlucares
reductores, PHB y proteina para todas las muestras recolectadas. De acuerdo con

lo establecido en las secciones 2.5.7 al punto 2.5.10.

2.5.12 Estudio del efecto del tiempo de la realimentacion

Con los datos obtenidos en la experimentacion de la Tabla 2.5 se realiz6 una
realimentacion con el tipo de alimentacion que presenté los mejores resultados. La
realimentacion se realizé a diferentes horas de la fermentacion, se realizaron las
realimentaciones a las 14 y 16 horas y se tomaron muestras a las 18 y 24 h para
ambos casos se realizd por duplicado, se cuantificaron azlcares reductores, PHB
y proteina para todas las muestras recolectadas de acuerdo con lo establecido en

las secciones 2.5.7 ala 2.5.10.
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CAPITULO lll RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion del bagazo de Agave, consistid6 en realizar un andlisis de
humedad, cenizas y fibra (celulosa, hemicelulosa y lignina). En la Tabla 3.1 se
muestran los resultados obtenidos comparandolos con otros dos estudios

realizados previamente.

Tabla 3.1 Resultados de la caracterizacion de bagazo de Agave angustifolia Haw

Parametro Pruebas Vazquez (2013) Martinez (2013)
realizadas

Hemicelulosa (%) 20 10.78 28.32
Celulosa (%) 29 34.07 41.09
Lignina (%) 8 13.06 10.68
Otros (%) 43 42.08 19.94
Humedad (%) 10 8.87 80
Cenizas (%) 12 9 10

Se puede observar que la diferencia mas significativa se encuentra en el
porcentaje de hemicelulosa, ya que los valores obtenidos en esta experimentacion
son mas cercanos a los reportados por Martinez (2013) que los reportados por
Vazquez (2013), teniendo un 85% mas de hemicelulosa. Esto se puede deber a
varios factores, como la maduracion de la planta, y el efecto de las impurezas
debido a que al bagazo no se le realiz6 ningun tipo de limpieza antes de su

utilizacion.
3.2 Hidrdlisis acida
3.2.1 Valoracién de la hidrélisis &cida empleando diferentes acidos

La conversion de azuUcares se calcul6 con base en el contenido tedrico de

hemicelulosa (28% en promedio).
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En la Figura 3.1, se puede observar la grafica de la curva de calibracion para
cuantificar el contenido de azucares reductores utilizando como patrén glucosa, la

cual tuvo un ajuste del 99.3%

1.4

1.2 s y = 1.297x - 0.005
/ R?=0.993
1 /
0.8
/ —&— Curva de calibracién
0.6 /
0.4 Lineal (Curva de
/ calibracion)
0.2
0 / ‘

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Absorbancia

Concentracién (g L)

Figura 3.1. Curva para cuantificar los azucares reductores totales
En la Tabla 3.1 se pueden observar los resultados en del disefio univariable de la
hidrolisis acida

Tabla 3.2 Rendimientos de los diferentes acidos

Muestra | Tipo de acido | Concentracion de azucares | Réplica

(gL? gL™h
1 H3PO,4 16.2 16.1
2 HCI 26.3 27.3
3 H,SO,4 23 22.5
4 H3PO, 16 16.2
5 HCI 27.7 27.3
6 H.SO4 21.7 22.5

Como resultado del disefio univariable se obtuvo que el HCI produjo una mayor
cantidad de aztcares (27.7 g L™). El 4cido cominmente ocupado es el H,SO, con
el cual se obtuvo un rendimiento del 81.48% del valor obtenido con HCI, en tanto

gue el H3PO, solamente presentd un rendimiento del 59.29%. ElI mejor valor

44



Resultados y Discusion

reportado por Chandler et al., (2012) utilizando acido sulfarico al 1 %, una RSL

(relacion sélido-liquido) de 1:15 y temperatura de 140 °C para bagazo de cafia de

azlcar, fue de 14 g L. Comparando este valor con los valores obtenidos para

este trabajo se demuestra que los resultados estan dentro de un valor de

conversion aceptable, aunque se trate de muestra lignocelulésica diferente.

3.2.2 Optimizacion de la hidrolisis acida mediante disefio de experimentos

Box Behnken

Los resultados del disefio Box Behnken planteado en la seccién 2.4 se presentan
en la Tabla 3.3

Tabla 3.3 Resultados obtenidos del disefio de experimentos Box Behnken.

Tiempo de P del Relacion | Azucares | Azucares
Orden | residencia autoclave sélido- | reductores (@)
(min) (Kg cm?) liquido (gL™h
1 20 1.0 1:12 23.80 1.83
2 20 14 1:12 21.27 1.34
3 40 1.0 1:12 23.47 1.942
4 40 14 1:12 30.86 2.59
5 20 1.2 1:10 27.77 1.86
6 20 1.2 1:14 19.23 1.92
7 40 1.2 1:10 26.31 1.42
8 40 1.2 1:14 23.47 2.41
9 30 1.0 1:10 27.77 1.333
10 30 1.0 1:14 22.72 2.223
11 30 14 1:10 25 1.475
12 30 1.4 1:14 24.39 2.44
13 30 1.2 1:12 25 1.925
14 30 1.2 1:12 25 2.175
15 30 1.2 1:12 22.22 1.7111
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Debido a que la relacion sdlido-liquido es una variable que modifica la cantidad de
solucién que se obtiene en cada experimentacién y esto puede afectar los
resultados si se expresan en g L™, se opt6 por expresar la conversion de azucares

en gramos.

Se puede observar que la maxima produccion de glucosa (2.59 g), se alcanzé con
los niveles altos de tiempo y presion, y con una relacion soélido-liquido en nivel
diseio Box Behnken fueron analizados

medio. Los datos obtenidos del

estadisticamente en el programa NCSS version 2007. La ecuacion (3.1)
representa el modelo obtenido con un ajuste del 84%, en el modelo se consideran

las variables codificadas.
Azlcares (g) = 24.07 + 1.545*% + 4.545%** + 0.468*P + 2.477**P +0.738*P?

-2.088*RLS + 1.511 t*RLS + 1.115*P*RLS + 0.162*RLS? (3.2)

A partir del ANOVA (Tabla 3.4) se observa que las tres variables resultaron
significativas en la obtenciébn de azulcares reductores, por lo que se debera
trabajar con otra region para obtener valores Optimos, aunque el mejor resultado
(2.59 g) es muy cercano al valor del 100% de hemicelulosa (2.8 g de azucar / 10 g
de bagazo) reportado por Martinez et al., (2013).

Tabla 3.4 Estimacion del efecto de las variables sobre la produccion de azucares

reductores
Parametros | Coeficiente | Error estandar | Proporcién | Prob. Nivel
T
Tiempo 1.545 0.669 2.31 0.068
Presion 0.468 0.669 0.70 0.514
RSL -2.088 0.669 -3.12 0.026
Tiempo® 0.045 0.985 0.05 0.964
Presion’ 0.738 0.985 0.75 0.487
RSL? 0.162 0.985 0.17 0.875
TP 2.477 0.946 2.62 0.047
T*RSL 1511 0.946 1.60 0.171
P*RSL 1.115 0.946 1.18 0.291
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Estos resultados concuerdan con los realizados por Chandler et al., (2012),
guienes obtuvieron que la temperatura tiene un efecto significativo sobre la
produccion de azucares reductores en la hidrélisis acida de la cafia de azucar y la
temperatura Optima de operacion fue 140 °C, obteniendo una conversion del
39.41% del valor teorico de conversion total de azlcares reductores aunque este

valor lo obtuvo con 2 etapas de hidrdlisis acida.

Jiménez et al., (2012) demostraron que con tiempos altos en el proceso de
hidrélisis acida se aumenta la probabilidad de degradacion de los azuUcares
reductores, realizando una hidrdlisis acida de Beta bulgaris L. y aunque solo ocup6
temperaturas menores a los 60 °C, utilizé tiempos de 3 a 4 h, lo que encarece el

proceso, mientras que en esta experimentacioén el mayor tiempo fue de 40 min.

3.2.3 Andlisis de gréaficas de contornos y superficie de respuesta

Para observar claramente las tendencias de las variables en la produccién de
azucares, se construyeron graficas de contornos, las cuales se muestran en la

Figura 3.5, donde se puede observar que no existe una zona 6ptima.

A partir de la Tabla 3.4 y la Figura 3.2 se observa que la concentracion de azulcar
alcanzada aumenta conforme aumentan las condiciones de las variables, es decir,

cuando se encuentran en sus puntos mas altos.

Esta tendencia se puede observar mejor en la Figura 3.3 en la cual se presentan

las superficies de respuesta para la hidrdlisis acida.

Se observa que la produccién de azucares reductores tiene una tendencia a
aumentar en los valores altos de las variables manipuladas t (40 min), RSL (1:14)
y P (1.4 Kg/cm?). De igual manera, se observa que las 3 graficas presentan la
tendencia de ir hacia una region de trabajo con valores mayores, por lo que se
decidio realizar otra experimentacién que consistié en trabajar con las mismas
variables manipuladas, pero en otras regiones (Tabla 2.3) a fin de lograr delimitar
claramente una region y de esta manera cerrar la region optima de obtencion de

azUcares reductores.
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Figura 3.2 Graficas de contornos para la hidrélisis 4cida (a) presion vs tiempo (b) presion
vs relacion sélido-liquido y (c) tiempo vs relacion sélido-liquido.
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3.2.4 Disefio univariable empleando diferente relacién sdlido-liquido

Los resultados obtenidos a 1.4 Kg cm™ se pueden observar en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Gramos de az(car obtenidos con presién de 1.4 Kg cm™

RSL Azlcares Azlcar (g)
reductores (g L™Y)

1:12 15.151 1.818

1:14 12.50 1.75

1:16 10.638 1.70

1:18 10.0 1.80

El mejor resultado se obtuvo con una RSL de 1:12, aunque resulté 30% menor al
obtenido en el disefio B.B, ya que la cantidad de azucar obtenida en el disefio B.B
fue de 2.59 g, mientras que el que obtenido con el disefio univariable fue de 1.818
g. Debido a este resultado se opt6é por realizar el mismo disefio pero ahora con
una presion de 1.5 Kg cm™. Los resultados de esta experimentacion se observan
en la Tabla 3.6

Tabla 3.6 Gramos de aztcar obtenidos con presion de 1.5 Kg cm™

RSL Azlcares Azucar (g)
reductores (g L™

1:12 16.129 1.935

1:14 13.888 1.944

1:16 11.363 1.818

1:18 10.204 1.836

Se observa una del 6% en la producciéon de azucar con respecto a lo obtenido a
una presién de 1.4 Kg cm™, sin embargo sigue estando un 24% por debajo de lo

obtenido en el disefio B.B.

También se observa que la cantidad de azucar se incrementé al emplear a una
RSL de 1:14, sin embargo, la cantidad de azucares disminuyé al aumentar a 1:16
y 1:18 de RSL. Esto se puede atribuir al hecho de que al haber una mayor

cantidad de liquido también existe una mayor cantidad de &cido, lo que puede
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provocar que se empiecen a formar inhibidores como lo son el hidroximetilfurfural

(HMF) o acido férmico.

Es importante enfatizar que el bagazo utilizado para realizar estos ultimos 2
disefios univariables tenia un tiempo de almacenamiento de 6 meses, mientras
gue el utilizado para realizar el disefio B.B solo tenia 15 dias de almacenamiento,
por lo que se considera que el bajo rendimiento de azUcares obtenidos en estos

disefios se puede deber a un envejecimiento de la materia lignocelulésica.

3.2.5 Segundo disefio Box-Behnken para la obtencién de azlcares

reductores

Se procedid a realizar un segundo disefio B.B utilizando la misma metodologia
mencionada en la seccién 2.4 utilizada para la realizacién del primer disefio B.B.
pero empleando otros rangos para las variables independientes. En la Tabla 2.3
se pueden observar los nuevos rangos con los que se trabajara. Estos rangos
fueron elegidos debido a la tendencia de ir a valores mas altos, como se observa
en las Figuras 3.2y 3.3.

Los resultados del disefio de experimentos se pueden observar en la Tabla 3.7,
dando como mejor resultado el del experimento 12, el cual esta relacionado con
un tiempo medio (60 min), RSL alta ( 1:16 ) y temperatura alta (1.5 Kg cm™). Estos
valores presentan la misma tendencia del primer disefio B.B, aungue los valores

de las variables independientes son diferentes.

De igual manera, se realiz6 una comparativa entre 3 métodos de cuantificacion de
azucares reductores para observar las diferencias que arrojan cada uno de los
métodos. Los métodos utilizados fueron HPLC, DNS y Fehling, de los cuales sus

metodologias se encuentran en los Anexos A, C, D.
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Tabla 3.7 Resultados del disefio de experimentos B.B

No. Experimento Azucar (g) Azucar (g) Azacar ()

Fehling DNS HPLC
1 1.55 2.128 1.396
2 1.66 2.100 1.428
3 1.62 2.338 1.678
4 2.02 2.324 1.858
5 15 1.708 1.248
6 1.33 1.651 1.144
7 1.71 2.248 1.597
8 16 1.814 1.483
9 2 2.136 1.548
10 1.9 2.512 1.686
11 15 1.855 1.394
12 2.42 2.752 2.062
13 2.1 1.946 1.499
14 2.1 2.24 1.674
15 2.1 2.534 1.842

Los datos obtenidos del disefio Box Behnken fueron analizados estadisticamente

en el programa NCSS version 2007. La ecuacidén (3.2) representa el modelo

obtenido con un ajuste del 86% utilizando el método de medicion de azlcares

DNS en el modelo se consideran las variables naturales.

Azlcares (g)= 2.1+ 0.113*t+ 0.066*P+ 0.067*RSL-0.403*t?+ 0.0162*P?-0.161*RSL?

+ 0.072*t*P+ 0.015*t*RSL+ 0.255*P*RSL

(3.2)
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Se puede observar que se mejoro el ajuste de los datos al disefio cuadratico en
un 2%. De igual manera el mejor valor obtenido fue de 2.75 g que comparado con
el valor del anterior disefio Box-Behnken 2.59 g, se increment6 un en 6% la

obtencion de azlcares reductores.

Los datos obtenidos del disefio Box Behnken fueron analizados estadisticamente
en el programa NCSS versién 2007. La ecuacion (3.3) representa el modelo
obtenido con un ajuste del 60%, utilizando el método de medicién de azucares

Fehling. En el modelo se consideran las variables naturales.

AzUcares (g) = 20.358+ .0708*t-23.9125*P-0.645*RSL-1.009375**t*+1.625*P*-

0.0403*RSL%+ 0.03625**P+0 .000375**RSL (3.3)

La ecuacion (3.4) representa el modelo obtenido con un ajuste del 76% utilizando
el método de mediciébn de azucares HPLC. En el modelo se consideran las

variables naturales.

Azlcares (g) = 29.04+0 .041*-41.039*P-0.1129RSL+ 11.14*P?+0 .0185*P*t

-0.0000625*t*RSL+ 0.6625*P*RSL (3.4)

De los valores obtenidos mediante el método de HPLC se pueden observar los

valores por separado de xilosa y glucosa, estos valores se presentan la Tabla 3.8

Para realizar los analisis de las graficas de contornos y superficies de respuesta,
asi como el analisis canonico, se utilizaron los datos del andlisis de obtencion de
azucar con el método de DNS, ya que es el que tiene un mejor ajuste de sus

datos.

La alta concentracion de xilosa frente a glucosa es un indicio de que se hidrolizé
casi completamente hemicelulosa y la baja concentracion de acido acético indica
gue no se llegé a un tiempo o temperatura suficiente para crear una mayor

cantidad de inhibidores.
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Tabla 3.8 Valores de glucosa, Xilosa y acido acético cuantificado mediante HPLC

Experimento Glucosa (g) Xilosa (g) Acido acético (g)

1 2.023 7.951 0.473
2 2.277 7.928 0.527
3 3.113 8.873 0.651
4 3.762 9.513 0.725
5 2.267 8.140 0.524
6 1.127 6.025 0.231
7 4.135 9.177 0.138
8 2.267 7.006 0.133
9 2.987 9.916 0.149
10 2.533 8.010 0.151
11 3.433 8.183 0.113
12 3.487 9.401 0.187
13 2.672 8.040 0.158
14 3.310 8.648 0.152
15 3.124 10.032 0.176

3.2.6 Analisis de graficas de contornos y superficie de respuesta del

segundo disefio B.B

En la Figura 3.4 se puede observar que se pudieron delimitar las regiones para

obtener el mejor resultado de azucares.

De la Figura 3.4 (a) se puede observar que el mejor resultado que se obtiene
trabajando con las variables presion y tiempo es de 2 g de azucar, considerando
un rango de presién de entre 1.4 y 1.5 Kg cm’, y un tiempo de entre 60 y 70 min
de operacién. Este resultado no puede ser mejorado debido a las limitaciones del
equipo ya que la presion maxima de trabajo del autoclave utilizado es de 1.5 kg
cm, y aumentar el tiempo de residencia no es viable, ya implicaria un incremento

en el costo sin tener un aumento significativo en la obtencién de azlcares.
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Figura 3.4 Grafica de contornos para la obtencion de azlcares con las variables

independientes de (a) tiempo y presién, (b) RLS y presién y (c) RSL y tiempo
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En la Figura 3.4 (b) se observa que la mejor region de trabajo queda comprendida
en los rangos de presion entre 1.44 a 1.5y de RSL de 15 a 16.5, dando como
resultado 2.2 g de azlcar. De la misma manera que en la Figura 3.4 (a), se
observa una tendencia de obtencién de azucares mayor en regiones de presion
superiores, aunque como ya se explicO anteriormente, las especificaciones del

equipo no permiten un aumento de presién mayor a 1.5 Kg cm™.

En la Figura 3.4 (c) se observa la superficie de respuesta para la obtencion de

azucares utilizando las variables independientes de tiempo y RSL.

En la Figura 3.4 (c) se logra encontrar un punto optimo de trabajo, esto se debe a
gue esta figura no se depende de la presién del autoclave por lo que las
limitaciones fisicas del equipo no afectan la busqueda de una region éptima, se
observa que la RSL se puede trabajar en la region de 14 a 15 y con un tiempo de

60 a 70 min y se obtiene un valor éptimo de 2 g de azucar.

La Figura 3.5, muestra la tendencia de los datos, se logra apreciar una curvatura
en la Figura 3.5 (a), que es donde se encontr6 la region optima en funcion del
tiempo y la RSL. En las Figuras (b) y (c) se observa que los resultados siguen una
tendencia a aumentar la presién pero debido a los costos altos y riesgosos de
operar a presiones mayores, aumentadas a las limitaciones del equipo, no es

recomendable trabajar en condiciones de presion mayor.
3.2.7 Analisis canodnico

De acuerdo a Montgomery (1991), puede obtenerse una solucién general para el
punto estacionariode acuerdo a la notacion matricial a partir del modelo de
segundo orden (Ec. 3.5):
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Figura 3.5 Gréficas de superficie de respuesta para la hidrélisis 4cida (a) tiempo vs RSL

(b) presion vs relacion solido-liquido y (c) tiempo vs presion
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Yy = Bo +xb+ x Bx (3.5)
Doénde:
X1 _.gl_
X B, Bi, B2/2 ., Pix/2
X = . b=1|" y B = ﬁZZ; LY IBZK/Z
' sim Bk
X By

El punto estacionario esta dado por la ecuacion 3.6:
1p-1
Xp = _EB b (3.6)

Sustituyendo las dos ecuaciones anteriores se determina la respuesta predicha en

el punto estacionario, teniendo finalmente la ecuacion 3.7.
~_ 5 .1

Aplicando el procedimiento anterior se generan las siguientes matrices para el

célculo del punto estacionario, a partir del modelo de regresion (3.2).

0.113 —-0.403 0.036 0.0075
b = [0.066 B=(0.036 0.0162 0.127
0.067 0.0075 0.127 -0.161

1[—0.403 0.036 0.0075 1 10113 0.08775
Xo=—5 0.036 0.0162 0.127 * 10.066| = [—0.54222
0.0075 0.127 -0.161 0.067 —0.21552

Calculando la respuesta predicha se tiene lo siguiente:

y=21+<

0.08775 1" [0.113
2 E3

—0.54222 0.066] = 2.12
—0.21552 0.067
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Decodificando las variables de Xxo para volverlas a variables naturales utilizando la
Ec. (3.8).

Eo—€&
Ax

X = (3.8)

Para la variable presion

14 —¢

.08775 =
0.08775 01

e =139
Es decir trabajar con una presién de 1.4 Kg cm™

Realizando para la variable de tiempo tenemos:

05542 = 20— ¢
' 20
e =70.88

Es decir un tiempo de 70 min

Realizando para la variable de RSL tenemos:

14 — ¢
2

—0.2155 =

£ =14.43

Es decir trabajar con una RSL de 1:14.5

El modelo matematico expresa que trabajando con las condiciones de presiéon de
1.4 Kg cm™, tiempo de 70 min y RSL de 1:14.5 se obtendra una respuesta de
conversion de azucares de 2.12 g. Realizando una comparacion con el mejor valor
experimental obtenido en el segundo disefio B.B, es decir, una conversion de

azlcar de 2.75 g con las condiciones de presién de 1.5 Kg cm?, tiempo de 60 min
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y RSL de 1:6, se concluye que el valor experimental tiene una conversion del 29%

mayor a la esperada por el modelo matemaético.
Andlisis candnico
3\7=}A70 +11W12 +12W22 +"'+Aka2 (39)

Los valores propios A, y 4, son las raices de la ecuacion determinante

IB—2I| =0

—0403—1  0.036 0.0075
0036  00162—1 0127 |=0
0.0075 0127  —0.161-2

El cual se reduce a: —13 — 0.547821% — 0.3826511 + 0.007827

Las raices de esta ecuacion cubica son A; = 0.019869, 1, = —0.2838y 15 =
0.2838, al tener signos conjugados se concluye que se encuentra en un punto de
silla. Esto se debe a las limitantes del equipo para trabajar a una presién mayor,
por lo que el efecto de la presion no se puede demostrar completamente, lo que
provoca que no se llegue a obtener puntos Optimos de las 3 variables, como se
logra observar en la Figura 3.5. No obstante, aunque se encuentra en un punto de
silla la conversion de hemicelulosa disponible es cercana al 98%, por lo que se

considera optimizado el proceso.
3.3 Produccién de PHB

3.3.1 Activacion de la cepa Bacillus sp. IBT42, preparacion del medio de

cultivo y preinoculo

La cepa IBT42 se activo a partir de su liofilizado, cultivando la bacteria durante 16
h como se establece en la seccion 2.5.2. Los medios de cultivo se prepararon de
acuerdo a lo establecido en la seccion 2.5.3, en matraces de 250 mL con un
volumen de 50 mL a una concentracion de 6 g/L de azlcares reductores y una
relacion C/N y C/P de 1:0.162 y 1:0.1451 respectivamente. El pH del medio se
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ajusto a 7. El preindculo se preparé como se establece en el apartado 2.5.4 en
medio liquido con una concentracién de 6 g L de azlcares reductores. Los
matraces se inocularon con un volumen del preinéculo que permitiera obtener una

absorbancia de 0.1 medida a 600 nm.

3.3.2 Evaluacién de la influencia de la temperatura y la aireacion sobre la

produccion de PHB

Se evalud el efecto de la temperatura y del nivel de aereacion sobre el crecimiento
de la bacteria Bacillus sp. IBT42 y su produccion de PHB, utilizando los
hidrolizados obtenidos. Se utilizd el disefio de experimentos planteado en la
seccion 2.5.6. El crecimiento se cuantific6 midiendo la concentracion de proteina

en el cultivo y se cuantificé el PHB producido.

En la Tabla 3.9 se presenta la cuantificacion de proteina, se observa que en las
condiciones del experimento 3, nivel bajo de aireacion y nivel alto de temperatura,
se presentd el mayor contenido proteinico, el cual representa crecimiento
bacteriano, siendo de 41.2 g L™ en un tiempo de fermentacién de 18 h. Este

resultado se pude observar mejor en la Figura 3.6.

Tabla 3.9 Cuantificacion de crecimiento bacteriologico.

Cuantificacién de Proteina (g L™)

Tiempo de fermentacion (h)

Experimentacion 0 18 24 36
1 3.22 9.40 10.50 11.20
2 4.44 5,55  14.50 11.50
3 2.78 41.20 20.00 20.00
4 4.64 19.70  21.00 22.30
5 5.20 1465 16.45 20.70
6 3.20 12.30 19.65 21.35
7 2.80 13,55 19.55 19.05
8 3.1 13.78 18 20.9
9 2.9 14.04 19.6 21
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Figura 3.6 Grafica de cuantificacion de crecimiento bacteriol6gico

Comparando los resultados reportados por Akaraonye et al., (2010) para una
especie de Escherichia coli recombinante productora de PHB, con melazas como
fuente de carbono obtuvo 39.5 gL de crecimiento bacterioldgico, el cual fue
cuantificado por conteo celular. Considerando que su tiempo de fermentacion fue
de 80 h, se obtuvo un ahorro de tiempo del 77.5 % con el mejor resultado, como

se puede observar en la Figura 3.6.

En 24 h Almeida et al., (2010) reportaron un crecimiento bacteriolégico de 9.43 g
L™ utilizando glucosa pura como fuente de carbono a 500 rpm para la especie
Escherichia coli recombinante K24KP, por lo que el mejor resultado obtenido 41 g

L™ es 77% mayor con 6 h menos de fermentacion.

Los resultados obtenidos para la produccion de PHB se muestran en la Tabla
3.10, se observa que al igual que en la cuantificacibn de crecimiento, el mejor
resultado fue obtenido en el experimento 3 y a las 18 h de fermentacion con 1.4
g/L de PHB. Asi se establece entonces que esta condicion es adecuada tanto

para el crecimiento de la bacteria como para la produccion del polimero.

En la Figura 3.7 se observa mejor la tendencia que tiene la acumulacion de PHB,
la cual a las 18 h en el experimento 3 alcanza su méaximo valor y al proseguir con
la fermentacion se pierde el 88% de acumulacion. La misma tendencia se observo
en el resto de los experimentos, aunque la acumulacion de PHB tardé 33% mas

de tiempo en presentar valores significativos, es decir, que presentaron valores
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altos hasta las 24 h de fermentacion y una perdida mayor al 70% de PHB ser

observo a las 36 h de la fermentacion.

Tabla 3.10 Cuantificacion de produccion de PHB (ug/mL)

Experimento Tiempo de fermentacién (h)
0 18 24 36
1 5.168 221.703 159.122 114.490
2 13.065 24.110 882.933 273.612
3 9.261 1438.846 169.794 99.936
4 7.111 305.630 174.646 143.112
5 6.491 400.230 960.553 164.943
6 4.837 303.205 1120.646 135.835
7 6.325 257.117 970.256 179.497
8 5.560 285.704 1070.246 205.385
9 6.908 298.874 899.578 300.178
1600
1400 M experimento 1
1200 W experimento 2
T 1000 . experimento 3
&
= 800 B experimento 4
o
E 600 W experimento 5
400 — .
experimento 6
200 1 | -
0 . I_ ln ‘ ! experimento 7

experimento 8

. . experimento 9
Tiempo de fermentacién (h)

Figura 3.7Gréfica de cuantificaciéon de PHB

Comparando el mejor resultado presentado en la Tabla 3.10, es decir, el de 1.43 g
L™ de acumulacién de PHB a las 18 h de fermentacién, con el obtenido por
Vasquez (2013) quien reporta una acumulacién de PHB de 2.31 g L™ a las 24 h de

fermentacion utilizando la misma bacteria Bacillus sp. IBT 42, se tiene un ahorro
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del 33% de tiempo, obteniendo un 62 % de la produccién reportada. Cabe resaltar
gue no tenia un control sobre la cantidad de biomasa a inocular, lo que puede

causar variaciones en los resultados.

Estos resultados de acumulacién de PHB comparados con los reportados por
Adaya (2010) utilizando el mismo microorganismo y como fuente de carbono
hidrolizados &cidos de cafia, son PHB 5.33 veces menores al mejor resultado
obtenido en este trabajo.

Sanjay y Sigh (2011) reportaron una acumulacion de PHB del 1% del peso seco
de la bacteria a las 48 h de fermentacion en la bacteria Bacillus cereus EGUS.
Comparando este resultado con el obtenido con la mejor condicion de este trabajo
(1.43 g L'} 41.2 g L'*100) 3.4% del peso seco de la bacteria, se obtiene 2.4 %

mas de acumulacién y se tiene un ahorro de 66% en tiempo de fermentacion.

Los datos obtenidos del disefio fueron analizados estadisticamente en el programa
NCSS version 2007. La ecuacion (3.10) representa el modelo obtenido con un
ajuste del 80% al modelo lineal, considerando variables codificadas. La ecuacion

(3.11) representa un modelo obtenido con un ajuste del 99%.

Proteina (g/L) = 15.807+6.347*T- 11.152*A (3.10)
Proteina (g/L)= 13.649+6.4125*T-5.237556*T%11.4125*A-4.4875*T*A (3.11)

Donde T es la temperatura y A es la aireacion

La ecuacion (3.12) representa el modelo obtenido con un ajuste del 69%, en el
modelo se consideran variables codificadas y representa el efecto de la
temperatura y la aireacion sobre la produccién de PHB.

PHB (ng/mL)= 460.1128-303.3857*T+280.3145*A (3.12)

El ajuste de la ecuacion 3.12 no es adecuado para representar apropiadamente la
manera en que la aireacion y temperatura afectan la produccién de PHB, debido al

bajo ajuste de la ecuacion a los datos. Para representar apropiadamente la
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manera en que la aireacion y temperatura afectan la produccion de PHB se genero

un modelo cuadratico dando como resultado un ajuste del 99.0% (Ec. 3.13).
PHB (ug/mL) = 314.650+332.702*T+182.922*T%-233.905*A-374.665*T*A (3.13)

Como era de esperarse, el crecimiento microbiologico tiene un mejor ajuste a un
modelo cuadréatico debido a que el crecimiento de las bacterias no se ajusta bien a
un modelo lineal. De igual manera, se logra observar en las Ec. (3.10) y (3.11) que
el efecto de la aireacion es mayor al efecto de la temperatura, demostrando que

a menor aireacion se tiene un aumento en biomasa.

De manera contraria a lo que ocurre en la produccion de biomasa, cuando se
busca aumentar la cantidad de PHB, como se logra observar en las Ec. (3.12) y
(3.13), la temperatura tiene un efecto mayor al efecto de la aireacion, teniendo un

coeficiente de 332.702 para temperatura y -233.906 para la aireacion.

La cuantificacion de proteina permitié estimar en cada experimento la cantidad de
biomasa producida. Se realizé adicionalmente un célculo de la produccién
especifica (este calculo se realiza dividiendo la cantidad de biopolimero producida
entre la cantidad de biomasa producida multiplicAndola por 100), (Tabla 3.11). De
esta manera es posible identificar en que experimento existio la mayor produccién
por unidad de biomasa. Los resultados muestran que el experimento 3 tuvo la
mayor produccion especifica, y que esta se ve favorecida en el nivel bajo de
aireacion y el nivel alto de temperatura. La produccion especifica determina la
capacidad de produccion de PHB de las bacterias que se desarrollaron en el
medio. Una produccion especifica alta es favorable, ya que dicha relacion significa

gue pocas bacterias producen una gran cantidad de PHB.
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Tabla 3.11 Produccion especifica de PHB a las 18 h de fermentacion

Experimento Biomasa Produccién PHB Produccion especifica
(gL™ L™ PHB (%)

1 9.4 0.221 2.2

2 5.55 0.024 0.4
3 41.2 1.43 3.4
4 19.7 0.305 15
5 14.65 0.400 2.7
6 12.3 0.303 2.4
7 13.55 0.257 1.8
8 13.78 0.285 2.0
9 14.04 0.298 2.1

En la Tabla 3.11 se pueden observar la productividad especifica, y aunque los
rendimientos no son mayores al 5 % de PHB por bacteria, estos valores tienen un
alto impacto debido a la gran cantidad de biomasa producida 41 g L™. La mejor
produccion, es decir la del experimento 3 tiene una productividad de 0.079 g L™ h°
! (esta productividad se calcula dividiendo la cantidad de biopolimero entre el
tiempo de fermentacion) que es un rendimiento 2.4 veces menor al reportado por
otras especies acumuladoras de PHB como lo es la Alcaligenes sp., cuya
productividad fue de 0.19 g L'* h™ de produccién de PHB, de acuerdo a Triphati et
al., (2013), aunque utilizé un reactor tipo Bach de 7.5 L con condiciones de
aireacion y temperatura controladas. De igual manera como fuente de carbono

utilizé un reactivo puro lo que vuelve mas caro el proceso.

Comparando la productividad de PHB los valores son muy cercanos a los
reportados para las especies de Bacillus utilizadas por Sanjay y Sigh (2011) a

excepcion de la reportada para el B. thuringiensis EGU45, en el cual Sanjay y Sigh
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reportaron una productividad del 11.3%. Pero esta fue obtenida a las 48 h de
fermentacion y con reactivo puro como fuente de carbono por lo que el proceso se

vuelve mas caro sin tener una produccion significativamente mayor de PHB.

3.3.2.1 Cuantificacion de azucares de las fermentaciones para la produccién
de PHB

Se realiz6 la cuantificacion de azucares (Tabla 3.12) después de las 24 h de
fermentacion para determinar la existencia de azlUcares por consumir en la
solucién. Tomando en cuenta que todas las muestras inician con 6.72 g L™ de

azucares.

Tabla 3.12 Consumo de azucares reductores del Bacillus sp. IBT42

Muestra Azicar (g L™) Azicar (g L™) Consumo de

restante consumido azucar (%)
1 3.48 3.42 50.8
2 1.22 55 81.8
3 1.83 4.89 72.7
4 0.698 6.02 89.5
5 2.49 4.23 62.9
6 2.91 3.81 56.6
7 2.55 4.17 62.0
8 2.91 3.81 56.6
9 3.264 3.45 51.3

Se observo que los experimentos 2 y 4 presentan un consumo mayor de azucar
después de las 24 h de fermentacién; sin embargo, son los que tienen un
rendimiento menor en cuanto a crecimiento y produccion de PHB, como se logra
observar en la Tabla 3.12. Por el lado contrario, el experimento 3 el cual es el que
tuvo la mayor produccion de PHB y de crecimiento bacteriano tiene un consumo
cercano al 70%, por lo que se puede concluir que no es falta de azucar lo que
limita su produccion de PHB y el crecimiento, si no alguno de los demas

componentes del medio de cultivo utilizado, como lo puede ser la fuente de
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nitrégeno o fosforo, o simplemente las limitaciones bioldgicas del microorganismo

son las que no permiten una mayor acumulacion de PHB.

Almeida et al., (2010) reportaron que en la bacteria E. coli utilizando glucosa
estandar como fuente de carbono la obtencion de energia es mas eficiente cuando
los niveles de aireacion son mayores. Es por esto que se reflejan diferencias en el
crecimiento bacteriano en las diferentes condiciones de aireacion reportando que
con agitacion de 125 rpm obtuvieron 4.75 g L™ de biomasa, mientras que a 500
rpm se alcanzaron 9.62 g L™*. Comparando con el mejor resultado obtenido 41.2 g
L™ de biomasa con una agitacién orbital de 250 rpm, se obtuvo 4.2 veces mas
biomasa en este trabajo utilizando como fuente de carbono hidrolizados acidos de
bagazo de agave.

3.3.3 Evaluacion del efecto con diferentes tipos de alimentacion

Para descartar algunas de las posibilidades del porque aun teniendo fuente de
carbono para su crecimiento, la bacteria deja de crecer y producir PHB, se
realizaron una serie de experimentos con diferentes tipos de alimentacion a

diferentes horas como se muestra en la Tabla 3.13.

Se evalud una realimentacion con diferentes concentraciones de nutrientes para
observar el efecto que tiene sobre el crecimiento de la bacteria, asi como el
efecto sobre la produccion de PHB, las realimentaciones se realizaron como se

muestra en la Tabla 3.1.3.

Donde: C= alimentacién de fuente de carbono, Cn= alimentacion de fuente de
Carbono con fuente de Nitrégeno, Cp= alimentacion de fuente de Carbono con
fuente de Fosforo, Cnp= alimentacion de fuente de Carbono con fuente de Fosforo

y Nitrégeno, cada alimentacion se realizé por duplicado.
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Tabla 3.13 Consumo de azucar con diferentes tipos de alimentacion

Muestra g L™ de azlcar restante
18 h 26 h 42 h

C1 0.841 1.389 2.099

Cc2 0.821 151 1.815

Cnl 0.476 1.145 1.551

Cn2 0.821 1.105 1.592

Cpl 0.618 0.882 1.470

Cp2 0.557 1.024 1.551
Cnpl 0.557 0.821 1.511
Cnp2 0.456 1.085 1.308

La Tabla 3.13 representa los consumos con diferentes tipos de alimentacion, el
mayor consumo se presenta con la alimentacion de Cnp2 a las 18 h dejando

solamente 0.456 g L™ de azlicar, es decir el 6.78% de aztcar alimentado.

Como se observa en la Figura 3.8 la alimentacién con un mejor consumo fue la de
fuente de Cnp2, con un consumo del 93.22% a las 18 h de fermentacion y, el peor
consumo fue la alimentacion con solo fuente de Carbono. El cual a las 18 h tuvo
un consumo del 87.5 %, aunque este valor fue disminuyendo con el tiempo, ya
gue a las 42 h de fermentacién se consumio el 79% de azucares disponibles. Esto
se puede deberse a que la bacteria necesita de los otros componentes y no

solamente de la fuente de Carbono para su reproduccion.

2.5
mcl
2 1 mc2

15 4 Ecnl

14 mcn2

0.5 - Hcpl

Azucar restante( g L)

0 - W cp2

18 26 42 cnpl

Tiempo de fermentacion (h) cnp2

Figura 3.8 Grafica de cuantificacion de azUcares restantes
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Se puede observar en la Tabla 3.14 y en la Figura 3.9 que existe un aumento del
17.2 % en el crecimiento microbiano a las 42 horas de la fermentacion con una
alimentacion de Carbono-Nitrdgeno, comparandolo con el mejor valor encontrado
en la Tabla 3.9. Este aumento tiene como inconveniente que aumenta el tiempo de
fermentacion en un 233%, lo cual no es rentable. También se observa que al
realimentar, la cantidad de biomasa se mantiene en un punto casi estable entre
35 y 42 g L*, a diferencia de lo que se observa cuando no existe una
realimentacién, donde la biomasa disminuye drasticamente como se observa en

la Figura 3.6.

Koller et al., (2005) utilizando desperdicios agricolas como fuente de carbono y
realizando realimentaciones de glucosa a las 50 y 75 h de fermentacion,
observaron el mismo comportamiento obtenido en este trabajo, el cual consiste en
gue realizando realimentaciones no aumenta la cantidad de biomasa de manera
significativa, aunque la cantidad de biomasa cuantificada por Koller fue de 6 g L™,
mientras que la mejor observada en la Tabla 3.14 es de 49.73 g L a las 48 h de

fermentacion siendo este valor 8.33 veces mayor.

Tabla 3.14 Biomasa producida con diferentes tipos de alimentacion

Cuantificaciéon de proteina (g/L)

muestra 18h 26h 42h
C1 36.539 40.939 37.739

Cc2 29.739 26.939 40.739

Cnl 38.939 41.339 46.539
Cn2 25.339 39.739 49.739
Cpl 31.739 38.139 33.339
Cp2 36.539 35.939 32.139
Cnpl 36.139 37.939 39.139
Cnp2 39.739 41.739 40.339
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Figura 3.9 Cuantificacion de crecimiento microbiolégico con diferentes tipos de

alimentacion

A partir de la Tabla 3.15 y la Figura 3.10 se puede observar una reduccién en la
produccion de PHB. En la alimentaciéon con solo fuente de carbono disminuyd un
93% entre las 18 h y las 48 h de fermentacion. Esto se puede deber a que al
aumentar las cantidades de los nutrientes se pierde el estado de estrés en el que
se debe encontrar la bacteria para producir PHB, por lo tanto utiliza los nutrientes
para su reproduccion. Esto explicaria el porqué aumenta la cantidad de biomasa,
como se observa en la Tabla 3.14 donde en C2 hay un aumento del 37% en
biomasa pero la cantidad de PHB producida disminuye conforme se hacen las

alimentaciones.

4 -
= 3
]
uo -
= 2 W18 h
I
e 1 - m26h
0 - m48h
C1 C2 Cnl Cn2 Cpl Cp2 Cnpl Cnp2
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Figura 3.10 Cuantificacion de produccién de PHB con diferentes tipos de

alimentacion
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Liu et al., (2011) hicieron una comparativa con diferentes tipos de alimentacion
Cnp, Cn y Cp y C para determinar el efecto del Fosforo y Nitrdgeno en la
acumulacion de PHB, utilizando un lodo activado como bacterias acumuladoras y
acetato de sodio como fuente de Carbono, reportando una mejor acumulacion con
solo fuente de Carbono como alimentacién dando 0.500 g L™ de PHB a 4 h de
fermentacion. El mejor resultado observado en la Tabla 3.15 y Figura 3.10 es a las
18 h con la alimentacién de Cnp2, obteniendo 3.47 g L™ que es 6.8 veces mayor al
reportado por Liu et al., (2011), aunque el tiempo de fermentacién es 4.5 veces

mayor.

Kulpreecha et al., (2009) utilizaron 3 diferentes alimentaciones para cultivar
Bacillus megaterium BA-019, con melaza, melaza + urea, y melaza + urea +
minerales, encontrando que con la alimentacion de melaza + urea + minerales, se
obtuvo una acumulacién de PHB del 20 %, pero sélo un crecimiento bacteriano de
9.75 g L™, es decir, obtuvieron 1.95 g L™ de PHB, mientras que como se observa
en la Tabla 3.15 el mejor resultado obtenido a las 18 h de fermentacion es de 3.47

g L™. El cual es un valor 1.77 veces mayor.

Tabla 3.15 Cuantificacion de PHB con diferentes tipos de alimentacion

PHB (g L)
Experimento 18 h 26 h 48 h

C1 2.491 1.946 1.289

Cc2 2.535 1.725 1.405
Cnl 2.431 1471 1.168
Cn2 1.747 2.216 1.008
Cpl 1.565 2.094 1.890
Cp2 1.527 1.764 1.549
Cnp1l 2.464 0.920 1.802
Cnp2 3.473 2.420 1.543
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Conclusiones y Recomendaciones

CONCLUSIONES

Los contenidos de hemicelulosa, celulosa y lignina tienen una variacion
significativa en las diferentes muestras, la hemicelulosa muestra una
variacion de hasta 10 %. Esto se puede deber a que no existe un control de
calidad para la recoleccién de la muestra y de igual manera no se lleva a
cabo una limpieza de ésta, lo que podria afectar los diferentes porcentajes
de la composicion del material lignocelulésico, aunque no se observaron

pruebas de que afecten los resultados de la hidrdlisis acida.

El tipo de &cido utilizado para realizar la hidrélisis afecta de manera muy
significativa el contenido de azucar obtenido. Hidrolizando con HCI se
convierte cerca del 98% del contenido de hemicelulosa presente en el
bagazo de A. angustifolia en azlcares. El acido comunmente ocupado es el
H,SO,, con el cual se obtuvo un rendimiento del 81.48% del valor obtenido
con HCI, en tanto que el H3PO, solamente presentd un rendimiento del
59.29%.

Las relaciones solido liquido superiores a 1:18 utilizadas en este proyecto,
no tienen un efecto positivo en la obtencion de azlcares, por lo que no se
recomienda aumentar estar relacion ya que el aumento en el consumo de

acido hace el proceso mas caro.

Aunque no se llegaron a cerrar las 3 graficas de contornos para obtener asi
optimos de las 3 variables probadas, debido a la alta conversion de
hemicelulosa en azucares cerca del 98%, se concluyd que los valores

obtenidos podian considerarse como Gptimos.

En la mejor condicién probada se obtuvieron 16 g L™, que es la
concentracion a la que se utiliza la fuente de carbono para realizar las
fermentaciones de la bacteria Bacillus sp., por lo que se ahorra el tiempo

para poner la fuente de carbono a la concentracién deseada.
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La cantidad de inhibidores en los hidrolizados acidos no llegé a
concentraciones altas, el mayor valor observado fue de 0.725 g L™ de &cido
aceético, el cual no es suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano. Al no
encontrar rastros de HMF vy furfural se concluye que no existe degradacion

de azucares en las condiciones de trabajo empleadas.

Al utilizar los hidrolizados para cultivar Bacillus sp. IBT42 y producir PHB se
alcanzaron rendimientos de 41 gL™ en obtencién de biomasa. Esto es un
beneficio debido al tiempo de fermentacion corto (18 h). De igual manera se
observo que al realizar las realimentaciones, la biomasa se mantiene en un
rango de entre 35 a 43 g L™, obteniendo asi una biomasa constante durante

tiempo de fermentacion largos.

Se observé que la variable de temperatura tiene un efecto mayor en la
acumulacion de PHB, mientras que la variable de aireacion afecta en mayor
proporcion el crecimiento microbiano. Tanto la acumulacion de PHB como
el crecimiento microbiano tienen un mejor ajuste a un sistema cuadrético,
por lo que se puede llegar a optimizar realizando un disefios de

experimentos.

El ANOVA indica que ambas variables afectan de manera significativa la
produccion de PHB y la biomasa, ya que a baja aireacion y alta temperatura
la biomasa duplica su cantidad en comparacion a trabajar con otras
condiciones, por lo que a las condiciones trabajadas se concluye que la
bacteria no esta en estado de estrés, lo que resulta en un bajo rendimiento
de PHB.

75



Conclusiones y Recomendaciones

RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar el efecto de agitacion en la hidrélisis acida, ya que
Jiménez et al., (2012) reportaron que al agregar efecto de agitaciéon (250
rpm) en la hidrolisis acida disminuye en un 50% la temperatura y tiempo de

operacion reduciendo asi costos.

Se recomienda buscar una alternativa para utilizar el residuo sélido
generado en la hidrolisis acida, que es aproximadamente el 30% del peso
del bagazo total seco, debido a que a las condiciones a las que se realiza
la hidrdlisis no afectan la celulosa pues esta tiene una alta resistencia a las

temperaturas.

Analizar el efecto de almacenamiento de la materia prima debido a que se
observaron diferencias significativas entre una materia prima recién

obtenida y una con un tiempo de almacenamiento superior a los 5 meses.

Realizar la fermentacion para la obtencion de PHB en 2 etapas, una con
condiciones especificas para incrementar el crecimiento microbiano,
aireacion baja y temperatura de 37 °C, y otra etapa con diferentes
condiciones de aireacion y temperatura que propicien la produccion de
PHB.

Buscar si existe un factor biolégico de la bacteria o por inhibidores del
medio de cultivo que impiden que la bacteria tenga un crecimiento continuo.
De igual manera buscar condiciones a las cuales se pueda realizar una

experimentacion de manera continua y no por lotes.
Definir la ruta metabdlica de la bacteria Bacillus sp IBT 42 para tener un

mejor entendimiento de cémo produce PHB y los factores que limitan su

acumulacién de PHB.
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ANEXO A
Determinacidon de azlcares y acido acético por HPLC
Tratamiento de las muestras:

Centrifugar la muestra de hidrolizado por 10 min a 5000 rpm, separar el liquido
sobrenadante y agregar por cada mL de liquido sobrenadante 1251L de 6xido de
bario y 125 pL de sulfato de zinc, para precipitar las impurezas. Colocar la mezcla
en tubos eppendorf, dejar reposar 10 min y posteriormente centrifugar durante 10
min a 10 000 rpm. Analizar las muestras en el HPLC para cuantificar xilosa,

glucosa y acido acético.

Se utilizé un HPLC marca Waters modelo 2414, con columna Shodex SH1011 y
detector indice de refraccién a 50 °C, empleando como fase movil H,SO4a una

concentracion de 5 mM con un flujo de 0.6 mL/min a 55°C.
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ANEXO B
CUANTIFICACION DE PROTEINAS METODO DE M. LOWRY
Reactivo 1

Mezclar 1 mL de la solucion A, con 1 mL de la solucion B y 98 mL de la solucion
C.

Solucion A: Disolver 40 g de NaOH en 300 mL de agua destilada, y 20 g

deNa,CO3; en 400 mL de agua destilada, mezclar y aforara 1 L.

Soluciéon B: Disolver 20 g de tartrato de sodio y potasio en 500 mL de agua

destilada, aforar a 1L.
Solucion C: Disolver 10 g de CuSO4 en 500 mL de agua destilada y aforar a 1L.

Nota: El reactivo 1 se prepara minutos antes de su uso, ya que se descompone

con la luz.

Reactivo 2

Folin-Ciocalteau / H,O (Relacién 1:2 en v/ v)
Procedimiento:

1. Tomar 1 mL del cultivo problema y centrifugarlo hasta obtener el paquete celular
(centrifugar 15 min a 10000 rpm).

2. Lavar las células con MgSO, 10 mM y resuspender las células en 1 mL o en un

volumen adecuado.

3. Tomar una alicuota de 200 uL y llevarlo a 1TmL con agua destilada.
4. Agregar 1 mL del reactivo 1, reposar 10 min.

5. Agregar 100 uL del reactivo 2.

6. Reposar 30 min.
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7. Centrifugar 2 min a 13 000 rpm en una centrifugadora

8. Leer la absorbancia a 625 nm en un espectrofotometro, dejando previamente

calentar el lente durante 10 min.

Para la curva de calibracion se preparan soluciones a las concentraciones de2.5,
5, 10, 20, 40, 60 y 80 mg/mL de albumina bovina, ademas de un blanco de agua
destilada, aplicando a 200 pL de cada Gsol@eor duplicado), el mismo
tratamiento que a las muestras, finalmente se realiza una grafica de concentracion

contra absorbancia.
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ANEXO C
Cuantificacién de azlUcares reductores mediante el método de DNS

El hidrolizado acido se filtr6 para la cuantificacion de los azlcares reductores
totales se utilizé el método de DNS de Miller, para ello se prepar6 el reactivo DNS,
disolviendo 0.8 g. de NaOH en agua destilada, adicionando 15 g. de tartrato de
sodio y potasio tetra hidratado y 0.5 g de DNS (acido 3,5-dinitrosalisilico). Esta
mezcla se aforé a 50mL con agua destilada y se almacend en un frasco ambar. La
concentracion de azlcares reductores se determind utilizando una curva de
calibracion de absorbancia en funcion de concentracion. Para obtener esta curva
se prepararon soluciones de 200-1000 mg L™, utilizando glucosa como estandar.
A estas soluciones se les aplico el método DNS y se leyo la absorbancia de cada
una de ellas en un espectrofotometro a una longitud de onda 540 nm. Una vez
construida la curva patron se aplico el método DNS a cada una de las muestras,
para lo cual se mezclaron 0.5 mL de cada muestra con 0.5 mL del reactivo DNS,
se colocaron a ebullicion por 5 min en Bafio Maria e inmediatamente se detuvo la
reaccion con bafio de agua y hielo. Se reconstruyeron las muestras con 5 mL de
agua destilada, se agitaron, se dejaron en reposo por 15 min, y se determiné su
absorbancia a 540 nm. El mismo tratamiento se realiz6 para el blanco con agua
destilada. Leyendo la absorbancia de cada una de las muestras en la curva patron

se determiné la concentracion de azucares reductores.
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ANEXO D
Cuantificacion de azlcares reductores mediante el método de Fehling

Fundamento:

Todos los monosacéridos y los disacaridos con enlace mono-carbonilo, cuando se
encuentran en solucibn a pH alcalino, tienen la capacidad de reducir otros
compuestos. Esta capacidad reside en las caracteristicas del grupo carbonilo (C
anomerico en formas cicladas) libre. Esta propiedad, y por tanto, la presencia de

un azucar reductor, se ponen de manifiesto mediante la reaccién de Fehling.

Reactivos:

-Fehling A: CuSQOq, disuelto en H,O

-Fehling B: NaOH y tartrato Na-K disueltos en agua
-Azul de metileno al 1%

Procedimiento:

1. Enun matraz de 250 mL agregar 5 mL De solucion Fehling Ay 5 mL de sol.
Fehling B
Diluir hasta alcanzar un volumen de 50 mL de solucion

3. Llevar a ebullicion en una parilla eléctrica, agregar 2 gotas de azul de
metileno al 1%.

4. En cuanto llegue a ebullicion titular con la muestra problema.

5. Cuantificar la cantidad volumétrica gastada hasta el vire a rojo ladrillo de la
solucion Fehling.

6. Realizar por duplicado para cada muestra problema.
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ANEXO E

Preparaciéon del medio Luria Bertani (LB)

El Caldo luria (Luria Bertani LB) o caldo LB contiene peptona de caseina y extracto
de levadura que proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el desarrollo

optimo de la mayoria de los microorganismos.
Ingredientes:

Cloruro de sodio 5.0 g L™

Extracto de levadura 5.0 g L™

Peptona de caseina 10.0 g L™

pH 7.2 +0.2.

Preparacion:

Rehidratar 20 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta completa disolucion. Distribuir en tubos
de ensayo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Conservar en

refrigeracion de 2° a 8°C
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