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RESUMEN

Se utiliz6 agua residual sintética de una industria de jugos como sustrato para
la produccion de PHAs. La materia organica contenida en el agua residual se
transformo en &cidos grasos volatiles de cadena corta (AGVS) en un reactor
de mezcla completa bajo condiciones anaerobias. La concentracion de los
AGVs totales alcanzada fue de alrededor de 1.9 g L™ a partir de una carga de
entrada al sistema de 4.4 kg DQO/m®d™. El efluente 4cido, después de un
proceso de ultrafiltracién, se utiliz6 como sustrato para la produccién de
PHAs por medio de la cepa Ralstonia eutropha H16. EI maximo contenido de
PHAs se alcanzd a las 72 horas de incubacion con un porcentaje de
acumulacion del 65 % del peso seco de la biomasa. La caracterizacion del
material polimérico por medio de cromatografia de gases permitié determinar

que hubo formacion del homopolimero polihidroxibutirato (PHB).

1. Introduccion

Debido al incremento del precio del petréleo durante
los Ultimos 10 afios, la sociedad estd cambiando de
una infraestructura basada en derivados del mismo a
una mas sostenible basada en recursos renovables.
Este cambio ha requerido el desarrollo de nuevos
campos de investigacion enfocados en el estudio de
la produccién de plasticos biodegradables, a partir de
biomasa, por medio de actividad microbioldgica.
Investigaciones previas han demostrado que una
gran variedad de microorganismos cuentan con los
mecanismos metabolicos necesarios para catalizar la
formacién de subproductos que podrian tener alto
uso comercial al ser utilizados como plasticos [1].

Dentro de los biopolimeros mas investigados se
encuentra principalmente el grupo conocido como
polihidroxialcanoatos (PHAS). Los PHAs son una
familia diversa de poliésteres naturales, sintetizados
por una variedad de bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas de al menos 300 especies diferentes
[2,3]. Estos se caracterizan por acumularse

naturalmente en el citoplasma bacteriano como
material de reserva de carbono y energia cuando los
microorganismos se encuentran en condiciones de
estrés por limitacion de macronutrientes esenciales
(nitrégeno o fésforo) o limitadas en términos de
aceptor de electrones (principalmente de oxigeno) y
exceso de fuente de carbono [4,5]. Su
almacenamiento se da en forma de granulos moviles,
liquidos y amorfos usualmente de caracter lipidico
[5]. Los PHAs pueden ser degradados
biol6gicamente mediante metabolismo microbiano y
también se pueden moldear y reciclar como los
plasticos convencionales [6].

Entre los PHAs, el polihidroxibutirato (PHB) es el
biopolimero que méas se ha estudiado y cuya
produccion se da con mayor frecuencia en la
naturaleza [5]. Este es interesante en el mundo de los
materiales elastomeros y termoplasticos por tener
propiedades similares a las de los plésticos
petroquimicos como el polipropileno (punto de



ebullicion y su forma de cristalizacion) pero a
diferencia de estos Ultimos, es producido a partir de
fuentes renovables [4,5,7,8]. A pesar que algunos
estudios se han enfocado en determinar cuales son
las rutas y los mecanismos que regulan la
produccién de PHB, las enzimas implicadas en su
sintesis y sus propiedades méas importantes como
biopolimero [4, 8], su produccién y uso (asi como el
de otros bioplasticos menos comunes) todavia son
limitados a nivel comercial debido a los altos costos
asociados a su fabricacion y recuperacion [4,9]. Para
disminuir estos costos, en nuevas investigaciones se
han abordado diferentes estrategias, entre ellas el uso
de cepas especializadas modificadas genéticamente,
la optimizacién de los procesos de fermentacion y el
uso sustratos mas econémicos [4, 7,8].

En la actualidad, entre el 30 y el 50 % del costo total
de produccion de los PHAs se debe al sustrato
elegido para el crecimiento de los microorganismos
responsables de su sintesis (lactosa, glucosa, acido
acetico, entre otros) [4]. Esto significa que es de gran
interés encontrar fuentes de carbono que sean mucho
mas econdmicas. Recientemente se han venido
haciendo pruebas con sustratos como la materia
organica presente en agua residuales o desechos
organicos [9]. Sin embargo, estos sustratos son
complejos para ser utilizados directamente por las
bacterias productoras de PHA como Ralstonia
eutropha (antes conocida como Alcaligenes
eutrophus) [9]. Para solucionar esto, se han utilizado
bioreactores que permiten transformar dicha materia
organica, mediante su hidrolizacion y acidificacion
por un proceso anaerobio, en acidos grasos volatiles
de cadena corta como el acido acético, propionico y
butirico. Estos compuestos pueden ser utilizados
como fuente de carbono por R. eutropha para formar
y almacenar inclusiones de PHA de diferentes
tamafios en su citoplasma [4].

Con base en las anteriores observaciones, el objetivo
de este estudio es evaluar el potencial de utilizar el
material organico contenido en un agua residual
sintética de una industria de jugos como sustrato,
después de un proceso de fermentacion, para la

produccién de polihidroxialcanoatos (PHAS) por
medio de la cepa productora R. eutropha. Para esto
se debe contestar la siguiente pregunta: ¢después del
proceso de fermentacién del agua residual, la
concentracion de acidos grasos volatiles es suficiente
para permitir el crecimiento de R. eutropha y la
acumulacion intracelular de PHAs? El presente
proyecto contestard esta pregunta por medio de
metodologias experimentales que estaran enfocadas
hacia los siguientes los objetivos especificos:

Q) Transformar el agua residual industrial de
jugos en &cidos grasos de cadena corta bajo
condiciones anaerobias al utilizar un reactor
de mezcla completa.

(i) Analizar la capacidad de crecimiento de R.
eutropha H16 y la produccion de PHAs al
utilizar como sustrato la materia organica
contenida en el permeado después del
proceso de ultrafiltracion del agua residual
fermentada.

(iii) Detectar, cuantificar y caracterizar el
polimero acumulado intracelularmente por
R. eutropha.

2. Materiales y Metodologia

2.1. Bioreactor

Para el desarrollo de la investigacion se utilizéd un
reactor anaerobio de mezcla completa por lotes,
elaborado en acero inoxidable (Figura 1). El reactor
tenia un volumen efectivo de 6 L, se manejé un
volumen de descarga y alimentacion de 4 L, dejando
asi 2 L como remanente en el sistema para conservar
parte de la biomasa durante el proceso. En la parte
superior del reactor se encontraban los sistemas de
control automético de temperatura, agitacion y pH
(controlado con la dosificacion de NaOH y HCI 2N).

El reactor se oper6 en condiciones mesofilicas (29-
35 °C). El lodo semilla utilizado para inocular el
reactor fue un lodo proveniente de un reactor
anaerobio utilizado para la produccion de H,
mediante fermentacion oscura y fue suministrado



por el Centro de Investigaciones en Ingenieria
Ambiental (CIIA) de la Universidad de los Andes
[10].

2.2. Médulo de membrana de ultrafiltracion

Para la construccion de la base del modulo de
ultrafiltracion se utilizé un tubo de acrilico de 30 cm
de largo y 2.5 cm de diametro. Las membranas
utilizadas fueron de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) con un tamafio de poro méximo de 0.05 pm,
y un didmetro exterior de 1 mm. El nimero de
membranas acopladas fue de 13, resultando en un
area de membrana disponible para filtracién de
0.031 m?.

Antes de pasar el agua por el mddulo de
ultrafiltracion se realiz6 un proceso de filtracion
(filtro de 0.40 um Millipore) para la remocion de los
sOlidos suspendidos totales (SST) provenientes del
reactor anaerobio, con el fin de disminuir el
taponamiento de las membranas. Para determinar si
hubo un proceso de esterilizacion del agua a través
de las membranas se sembraron alicuotas de 100 uL
de agua filtrada en cajas petri con medio LB. Las
cajas fueron incubadas a 30 °C durante 48 horas y se
observo si hubo crecimiento de bacterias.

2.3. Alimentacién del reactor

El reactor fue alimentado con un agua residual
sintética de una industria de jugos que tenia una
demanda quimica de oxigeno soluble (DQO) de
3300 mg DQO L™, equivalente a una carga orgénica
(OLR- Organic Loading Rate) de 4.4 + 0.7 kg
DQO/m® d™. En la Tabla 1 se puede observar la
caracterizacion del agua (soluble) con los parametros
mas importantes.

Tabla 1. Caracterizacion del agua residual utilizada como
alimento del bioreactor.

Parametro Valor

DQO (mg O,L ) 3300
Nitrégeno total (mgL™) 7.6
Fosforo total (mgL™) 5.84
pH 4.4

2.4. Muestreo

Para hacer un seguimiento sobre las condiciones del
reactor anaerobio, se realizaron dos tipos de
muestreo: frecuente y regular. EI muestreo frecuente
se hizo todos los dias y correspondi6 al control de
los parametros de pH y AGV totales. ElI muestreo
regular fue realizado cada 7 dias en los cuales la
DQO, SST v los sélidos suspendidos voléatiles (SSV)
fueron determinados. A excepcién de los SSV y
SST, todas las muestras se centrifugaron a 13000
rpm durante 15 minutos y luego se pasaron por un
filtro de 0.2 um (Millipore).

2.5. Métodos de cuantificacion de paradmetros en
el bioreactor

La cantidad de material organico fue medida
indirectamente por medio de pruebas de DQO
(Método: SM 5220 D Modificado). Esta prueba se
realizé para el influente al sistema y el efluente del
reactor. Los AGVs totales se midieron por medio del
método titulométrico (MT-PRE-018-Uniandes) y su
composicion  se cuantific6 por medio de
cromatografia de gases (CG) en un cromatografo
HP-6890 Plus con detector fotométrico de llama FID
y columna capilar (60 m x 0,25 mm x 0,25 um)
(Uniandes).

2.6. Microorganismo y condiciones de cultivo

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé la cepa
Ralstonia eutropha H16, la cual fue donada por el
laboratorio de Jim Span en Gatech (Atlanta, USA).
La bacteria se conservd a -80 °C mediante la
preparacion de criovales de 1 mL con glicerol
(agente crioprotector).



El agua residual fermentada, después del proceso de
filtracion, fue usada como medio para el crecimiento
de R. eutropha. Para el experimento se usaron
Erlenmeyers de 250 mL con 47.5 mL del medio y
2.5 mL de in6culo (representando 5% de indculo). El
pH del medio se ajusté a 7.5 con NaOH 2N vy el
cultivo se mantuvo en condiciones controladas de
temperatura y agitacion (30°C, 150 rpm), durante 72
horas [11].

2.7. Monitoreo del cultivo

Se hizo un seguimiento al crecimiento de R.
eutropha mediante la medicién de la absorbancia de
los cultivos y la concentracion de AGVs en el
medio. La densidad celular de los cultivos fue
analizada a partir de una muestra de 1 mL, a la cual
se le realizaron medidas de densidad dptica (OD o)
en un espectrofotometro modelo NanoDrop 2000c
[12]. La concentracion de AGVs en el medio se
determiné por el método titulométrico (MT-PRE-
018-Uniandes) cada 24 horas durante el periodo
incubacion.

La biomasa del cultivo se determiné teniendo en
cuenta una curva de calibracion construida
previamente que relacionaba la absorbancia y la
concentracién de la biomasa en peso seco.

Para los ensayos se usé como blanco un medio de
agua fermentada filtrada sin indculo, bajo las
mismas condiciones de temperatura, pH y agitacién
aplicadas para el crecimiento de R. eutropha.

2.8. Deteccion, cuantificacion y caracterizacion
del polimero

Para hacer un seguimiento de la produccion de
PHAs, se tomaron muestras de los cultivos a las 24,
48 y 72 horas de la inoculacion y se observo la
acumulacion del polimero en las células de R.

eutropha mediante la tincion de los granulos con la
solucion Negro Sudan B [13]. Las preparaciones se
examinaron en el microscopio éptico Olympus a un
aumento de 100x bajo aceite de inmersian.

La técnica para la cuantificaciéon de los PHAs
acumulados se desarroll6 mediante dispersiones de
hipoclorito de sodio y cloroformo conforme a la
metodologia descrita por [14]. EI método consistio
en la liberacién del polimero de las células bajo
condiciones controladas de tiempo y temperatura, en
las cuales el material celular fue disuelto (excepto
los granulos de PHA) en una solucidn alcalina de
hipoclorito. Los PHAs liberados quedaron
contenidos en la fase con cloroformo, donde
posteriormente se recuperé el polimero por
centrifugacion, se secé a 60°C hasta peso constante
y finalmente se peso.

Se realiz6 un blanco con todos los reactivos usados
en la técnica anterior, para determinar que el
producto obtenido no proviniera de la reaccion entre
ellos y un control negativo con una cepa no
productora de  PHAs  (Bacillus  cereus).
Adicionalmente, para determinar qué porcentaje de
PHAs se habia acumulado intracelularmente en la
bacteria, se tomaron muestras previas y se calculd la
concentracion de la biomasa en peso seco.

La caracterizacion del tipo de PHA formado se
desarroll6 por medio de cromatografia de gases (HP
6890 Series) equipado con una columna HP 5 (30 m
x 0,53 mm x 1um) [15]. Las muestras se prepararon
de acuerdo a la metodologia aplicada por [15] y se
usé PHB (Sigma Aldrich) como estandar.

En la figura 1 se puede observar el proceso
esquematico que se llev6 a cabo durante la
investigacion para transformar el agua residual a
PHA:s.
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Fig 1. Proceso esquematico de la transformacion del agua residual a PHA a partir de la formacién de acido en un reactor
de mezcla completa, un médulo de ultrafiltracion para esterilizacion del agua y polimerizacion por medio de R. eutropha

bajo condiciones controladas de agitacion y temperatura.

3. Resultados y discusion

3.1. Comportamiento del reactor y mddulo
de membranas

En la Tabla 2 se observa el comportamiento
general del reactor durante su operacion. La
materia organica disuelta del influente fue
removida por medio de procesos bioldgicos
en un 24% aproximadamente. No hubo
deteccién de acidos organicos en el influente
del reactor lo que permite concluir que los
acidos se formaron Unicamente a partir de la
digestion del agua residual. La produccion de
AGVs en el reactor anaerobio de mezcla
completa fue de alrededor de 1.9 g L™+ 0.45
durante el tiempo de estudio bajo un tiempo
de retencién (TRH) de 12 horas (Figura 2).

El pH se mantuvo estable en 5.5 durante el
proceso, con el propo6sito de inhibir el
crecimiento de las archeas consumidoras de
AGVs (metanogénicas) y potenciar la
presencia de las bacterias acidogénicas en el
reactor [10].

Las membranas cumplieron un papel
fundamental en términos de esterilizacion del

agua usada para la produccion de PHAs. No
se evidencio crecimiento de microorganismos
durante el proceso de filtracion y se pudo
utilizar el agua como medio para el
crecimiento de R. eutropha.

Tabla 2. Comportamiento general del reactor

Parametro Valor
OLR kg m~dia™ 4.4+0.7
pH 5.5+ 0.2
% Remocion (DQO 24+4.9
soluble)
SSVmg L™ (% 766+12.3 (81.32
SSV/SST) +4.96)
AGV (gL? 1.9 +0.45
3,0
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Fig 2. Resultados de la produccion de AGVs en el
reactor anaerobio durante los Gltimos 30 dias de
ensayos.



3.2. Crecimiento de R. eutropha

El comportamiento del crecimiento de R.
eutropha durante el experimento, se muestra
en la Figura 3.
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Fig 3. Cinética de crecimiento de la cepa R. eutropha en cultivo alimentado con agua residual fermentada. Los valores
presentados son el promedio de un duplicado con sus respectivas desviaciones estandar mostradas con barras de error.

En la curva de crecimiento se puede observar
gue la fase de latencia de la bacteria tomé
aproximadamente dos horas; periodo en el
cual el microorganismo acomoddé sus
herramientas para degradar el sustrato.
Después de este tiempo, la bacteria crecid
exponencialmente durante las siguientes 28
horas de incubacion donde crecié con mayor
rapidez. A partir de este punto, la velocidad
de crecimiento disminuy6 considerablemente
hasta que entr6 completamente a la fase
estacionaria a las 48 horas.

Para determinar la cinética de crecimiento de
R. eutropha y degradacion de los AGVs
durante el periodo de incubacidn, se ajustaron
los datos experimentales al modelo de Monod
mediante el uso de la herramienta de Excel.
Este modelo es el mas cominmente usado
para relacionar el crecimiento bacteriano con
la utilizacién de sustrato (fuente de carbono).
La tasa de crecimiento (dX/dt) estd en
funcion no solamente de la concentracion
microbiana sino también de algln sustrato
limitante (S):

S
Ks+ S

[ = pmax

Donde p: es la tasa de crecimiento especifico
(d™M): pmac: Tasa de crecimiento especifico
maximo (d™); S: Concentracién de sustrato
(mg/L) y Ks: Constante de saturacion (mitad)
(mg/L).

La ecuacién anterior se puede sustituir por
(Modelo de Monod):

X —-bX

— = pumax

dt Ks+S

En la figura 4 se puede ver el resultado
obtenidos del ajuste de los datos
experimentales al modelo de Monod. Durante
el seguimiento cinético con el modelo se
obtuvo un rendimiento (Y) de 0.41 g de
biomasa/ g de AGVs, una velocidad
especifica de crecimiento maximo (pmax) de
0.3h ™y unKs de 0.6 g/L, el cual fue usado
de acuerdo a la literatura reportada [25]



Se pudo observar de la misma manera un
incremento gradual en el consumo de los
AGVs en el medio a medida que R. eutropha
utilizaba los &cidos como fuente de carbono y
energia para su crecimiento celular y sintesis
de PHAs (Figura 4). EI mayor consumo de
AGVs se presentd durante las primeras 24
horas incubacion (1.42 g L™); periodo en el
cual la bacteria se encontraba en fase
exponencial de crecimiento. Después de este
punto el crecimiento celular disminuyd
considerablemente hasta que entré a la fase
estacionaria, como consecuencia de una
limitacion de la fuente nitrégeno en el medio
y no del carbono; al finalizar los ensayos, se
encontré que la fuente de carbono no se habia
consumido en su totalidad, quedando
alrededor de 11% de AGVs residual.

Lo anterior se pudo ver reflejado de igual
manera en los resultados obtenidos al utilizar
el modelo de Monod (Figura 4). Los Gltimos
datos experimentales para la degradacién de
los AGVs no fueron posibles de ajustar con el
modelo debido a que el sustrato limitante (S)
durante esta ultima etapa no fue el carbono
(AGVs) como se venia evaluando, sino el
nitrogeno. Por lo tanto, estas condiciones
bajo limitacion de la fuente de carbono
favorecieron a la acumulacion intracelular
de los PHAs y no al crecimiento celular.
Du, G (2001) En su investigacion compar6
la cinética de crecimiento de R. eutropha
cuando esta se encontraba bajo dos
condiciones de nutrientes diferentes por
limitacion en la fuente de carbono (glucosa)
y por la fuente de nitrégeno, encontrando
que bajo limitacion de este ultimo nutriente
en el medio, las tasas de crecimiento
especifico de la bacteria eran més bajas y la
tasa de sintesis de PHB era diez veces
mayor que cuando habia una limitacion por
glucosa [25]; esto se debe a que la bacteria
utiliza la fuente de carbono como reserva de
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energia cuando se encuentra en condiciones
de estrés.

Estudios han demostrado que R. eutropha
puede metabolizar los AGVs de cadena corta
para la formacion de PHAs [11,16,17]. Sin
embargo, la utilizacion de estos acidos puede
variar considerablemente dependiendo de la
concentracion inicial de AGVs que haya en el
medio [2]. Bajas concentraciones iniciales de
AGV, pueden resultar en bajas tasas de
utilizacién de los acidos por parte de R.
eutropha para que pueda acumular los PHAS
intracelularmente debido a la limitacion de
sustrato, mientras que bajo concentraciones
iniciales adecuadas las moléculas de los
acidos grasos pueden entran al citoplasma, ser
activadas y metabolizadas en CO,, biomasa y
PHAs [2]. La concentracion inicial de AGVs
utilizada en este estudio se encuentra dentro
de los rangos reportados [18] para el uso
efectivo de los AGVs como fuente de
carbono para la sintesis de PHAs por medio
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Fig 4. Cinética de crecimiento de R. eutropha (a) vy
consumo y consumo de AGVs durante el periodo de
incubacion (s). Las lineas continuas corresponden al ajuste
de los datos al modelo



3.3.Deteccion 'y cuantificacion de la
acumulacién de Polihidroxialcanoatos
(PHAS)

Durante el crecimiento de R. eutropha se
evalud la acumulacion intracelular de PHA en
sus células mediante la técnica de deteccion
por microscopia Optica al usar la solucion
lipofilica Negro Sudan B. Este colorante se
usé por su gran afinidad por los compuestos
de naturaleza lipidica como lo son los PHAs.
Cuando hay presencia del polimero los
granulos se tifien de gris-negro bajo
iluminacidn directa, mientras que en ausencia
la célula se ve de color rosado-rojizo.

Tras la tincién con el colorante, se logrd
visualizar los granulos de PHA de color negro
refringentes en el citoplasma de la bacteria
(Figura 5). La técnica permitié monitorear la
formacion del polimero en las diferentes
etapas de incubacién para posteriormente
proceder a su extraccion y caracterizacion
(Figura S1); la acumulacién de PHAs fue
apreciable en las células de la bacteria a partir
de la hora 24 hasta que terming el ensayo.

Fig 5. Acumulacion de granulos de PHA a un aumento
de 100X en R. eutropha H 16 en un cultivo de 48 horas
tras la tincién con la solucion Negro Sudan. Las flechas
negras sefialan ejemplos de granulos de PHA dentro de
las células.

En la Figura 6 se muestran los resultados
obtenidos de la técnica para la cuantificacion
de los PHAs acumulados en la bacteria. Se

puede ver gue hubo un incremento gradual en
la concentracion de PHAs a partir de la hora
24 hasta la hora 48 y después de este punto se
presentd un incremento brusco durante toda
la fase estacionaria hasta la hora 72. El
maximo contenido de PHAS se registré una
vez finalizé el ensayo con una concentracion
de 1.3 g L' + 028, representado un
porcentaje de acumulacion del 65% del peso
seco de la biomasa y una productividad de
0.05 g PHAs / hora. . Estos resultados
coinciden con los reportados por [19,20],
quienes concluyeron que la cepa R. eutropha
acumula el mayor contenido de PHAs una
vez entra a la fase estacionaria.

Los datos anteriores también evidenciaron
que el cultivo de R. eutropha se mantuvo
exitosamente, produciendo una biomasa con
alto contenido de PHAs comparado con el
obtenido de producciones convencionales de
PHAs a partir del uso de glucosa pura como
fuente de carbono [11]. En la investigacion
desarrollada por EIl-Sayed, se registrd una
maxima acumulacion de PHAs del 60.3% a
partir de un medio con 20 g L™ de glucosa
como fuente de carbono [19]. De la misma
manera, Se encontr6 que el porcentaje
acumulado de PHASs en esta investigacién se
encuentra por encima de la mayoria de los
resultados reportados para la produccion de
PHA a partir del uso de agua residual
fermentada como sustrato; en algunos casos
se registran porcentajes de acumulacion de
alrededor del 50% del peso seco de la
biomasa [21]. Esto demuestra que la materia
orgénica contenida en sustratos econémicos
como el agua utilizada en este estudio, puedes
ser usada para generar productos de alto valor
como lo es el plastico.



La imagen del polimero extraido de la
bacteria después del periodo de incubacién,

se puede wver en la Figura S2
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Fig 6. Porcentaje de acumulacion de PHAs durante el tiempo de incubacion. Para esta prueba se determind inicialmente
la concentracion de la biomasa en peso seco producida en cada etapa y luego se realiz6 la cuantificacion de PHAs.

3.4. Caracterizacion del polimero

Se ha demostrado que los acidos grasos
volatiles de cadena corta como el &cido
acético, propionico y butirico, pueden ser
utilizados por R. eutropha como fuente de
carbono y energia para el crecimiento celular
y sintesis de PHA [11, 16,17]. Sin embargo,
de acuerdo a la literatura consultada, el
contenido final de PHAs puede variar
considerablemente  dependiendo de la
composicién de los AGVs de cadena corta
que estén presentes en el medio [18]. Por este
motivo, mediante la prueba de cromatografia
de gases, se determind la composicion de los
principales acidos presentes en el medio de
cultivo que fueron utilizados por R. eutropha
para la produccion de PHAs.

De acuerdo a los resultados obtenidos el
acido butirico fue el &cido que predominé en
el medio representando el 68 % * 0.72 de los
AGVs producidos, seguido del &cido
propiénico con un 31% +0.72 y en menor

proporcion el &cido isobutirico y valérico
(<1% + 0.72).

La prueba de cromatografia mostré que hubo
formacién del homopolimero poli (3-
hidroxibutirato) o PHB al utilizar el agua
fermentada como sustrato para su sintesis por
medio de R. eutropha; biopolimero que mas
se ha estudiado y cuya produccién se da con
mayor frecuencia en la naturaleza [5]. El
tiempo de retencion obtenido durante esta
prueba para el metil-B-hidroxibutirato fue de
3.87 minutos (Figura S3).

Lo anterior sugiere que la composicion de los
acidos en el medio fue adecuada como fuente
de carbono para la sintesis de PHB por medio
de R. eutropha, principalmente por la
presencia en mayor concentracion del acido
butirico en el medio. Esto coincidiendo con
los datos reportados por varios autores [17-
18], quienes concluyeron que dependiendo
del &cido que predomine en el medio, R.
eutropha va a preferir el acido butirico para la
formacion de PHB y el &cido propiénico para
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la formacién del copolimero
poli(hidroxibutirato-hidroxivalerato). Este
altimo es el polimero mas deseado para
produccién debido a que tiene mejores
propiedades termo-mecanicas que el PHB
[22] y cuya formacidn se podria incrementar
al variar pardmetros operativos en el reactor
que permitan aumentar la formacién del acido
propidnico durante la fermentacion del agua.

4. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se evalud el
potencial de utilizar el agua residual sintética
de una industria de jugos (después de un
proceso de fermentacion) como sustrato para
la produccion de polihidroxialcanoatos
(PHAS) al utilizar a Ralstonia eutropha como
microorganismo productor. Se analiz6 su
crecimiento y la sintesis de PHAs por medio
de técnicas cualitativas y cuantitativas.

Se pudo utilizar el reactor de mezcla
completa para la produccion de AGVs a partir
de la digestién de la materia orgéanica del
agua residual, alcanzando concentraciones de
alrededor de 1.9 g L* a partir una carga
organica aplicada al sistema de 4.4 kg DQO
m® d'. Después de un proceso de
ultrafiltracion, el efluente acido pudo ser
utilizado por R. eutropha como fuente de

carbono y energia para su crecimiento.

Mediante la técnica cualitativa, se pudo
monitorear la acumulacién de PHA en las
células de R. eutropha en las diferentes etapas
de crecimiento. lgualmente, se pudo
cuantificar la concentracion de PHA,
obteniendo como resultado una produccion de
PHAs de 1.3 g L% representando un
porcentaje de acumulacién del 65%. La
caracterizacion  del  material  extraido
mediante cromatografia de gases permitio
determinar que hubo formacién  del
homopolimero polihidroxibutirato o PHB.

5. Recomendaciones

Si se quiere obtener polimeros de mejores
propiedades como por ejemplo el copolimero
poli’(hidroxibutirato-hidroxivalerato),  seria
recomendable evaluar diferentes variables
operativas como la temperatura, carga
orgénica, tipo de sustrato y el pH para
determinar cémo varia la composicion final
de los AGVs en el efluente y cdmo puede
afectar el tipo de PHA formado en cuanto a
estructura y peso molecular. Se podria usar
otros estandares que permitan identificar por
medio de cromatografia de gases la
formacion de otros tipos de PHAs.

En proximas investigaciones, seria ideal
determinar las propiedades fisicas y
mecénicas del material extraido debido
porque de esta forma se podria evaluar su
calidad como biopolimero. Dentro de las
propiedades fisicas y mecénicas se destacan:
el elevado punto de fusion, baja rigidez,
temperatura de transicién vitrea (el cual se
puede realizar por medio de calorimetria
diferencial de barrido DSC) y la cristalinidad
[24].
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

B. C.

Figura S1. Resultados obtenidos durante la deteccion de PHA por medio de la técnica de microscopia con
Negro Sudan. La imagen A corresponde a la bacteria utilizada como blanco para esta prueba (Bacillus
cereus) y las imagenes B y C a las detecciones del biopolimero a las 24 y 48 horas de incubacion,
respectivamente.

Figura S2. Polimero extraido con 6,5 cm de largo.
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Figura S3 Cromatograma de una muestra de PHA del cultivo de R. eutropha sometido a metanélisis donde

se aprecia el pico del metil-B-hidroxibutirato con un tiempo de retencion de 3.87 minutos. Los primeros picos
corresponden al cloroformo y el metanol utilizados para la metandlisis de la muestra. Las siguientes curvas
corresponden al metil-benzoato usado como estandar interno (1) y metil éster del &cido butanoico (2).
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