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Resumen

Los biopolimeros se presentan como una opcién promisoria a los polimeros
sintéticos convencionales, ya que son biodegradables y se obtienen de fuentes
renovables. Entre ellos, los poli(hidroxialcanoato)s (PHAs) son biopoliésteres
especialmente atractivos por su similitud en propiedades finales con algunos de los
polimeros sintéticos, pero con la ventaja adicional de ser biodegradables. Sin embargo,
el costo de produccion de los PHAs es alto debido, principalmente, al costo de la fuente
de carbono. Por lo que buscar materias primas mdas econdmicas es crucial para reducir
los costos asociados a la produccion de estos biopoliésteres. El objetivo de esta tesis fue
estudiar la produccidon de PHAs utilizando vinaza (residuo de la industria del bioetanol)
como sustrato y Bacillus megaterium como microorganismo productor. En este sentido,
se optimizd la composicién del medio de cultivo y las condiciones de fermentacién
mediante un disefio experimental y la metodologia de superficie de respuesta,
lograndose una productividad de 0,0105 g.L*.h"! Mediante optimizacién matematica se
demostré que producir PHAs a partir de vinaza es econdmicamente viable,
especialmente si el microorganismo productor posee una alta capacidad de
acumulacién del biopolimero, si la vinaza es pretratada o mezclada con otras fuentes de
carbono mas accesibles y si se agregan sales minerales al medio. Por otra parte, se
exploré la obtencién de vinaza seca mediante secado por aspersién, empleando
maltodextrina como aditivo coadyuvante y se demostrd que su uso como sustrato
resulté en una mayor productividad de PHAs (0,0227 g.L'* h'!) en comparacién con la
vinaza liquida. Este incremento podria atribuirse a la presencia de la maltodextrina que

resultaria en una fuente de carbono mas accesible en la fermentacion empleado como



cepa Bacillus megaterium, en concordancia con los resultados del estudio de factibilidad
técnico-econdmica. Los PHAs biosintetizados se sometieron a una caracterizacidon
molecular y térmica mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformada Fourier
(FTIR), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Andlisis Termogravimétrico (TGA). Los
valores de la temperatura de fusion de los PHAs obtenidos sugieren que el biopolimero
podria estar formado por 3HB con comondmeros de cadena mas larga como el 3HV,
entre otros. En funcién de los resultados reportados en la literatura los PHAs obtenidos
resentan una temperatura de fusion similar al P(3HB-co-3HV) con una concentracién
aproximada del 9 mol% HV. Los avances en la optimizacién de la produccion de PHAs
utilizando vinaza como sustrato, la evaluacidon econémica, la obtencidn de vinaza seca 'y
su uso para la sintesis de PHAs y la caracterizacién de los PHAs permiten avanzar hacia
una produccién mas sostenible de materiales poliméricos biodegradables y renovables.
Ademas, los resultados experimentales obtenidos representan una importante
contribucién al estudio de la biosintesis de PHAs empleando procesos biotecnolégicos

mas econdmicos.



Abstract

Biopolymers are presented as a promising option to conventional synthetic
polymers, since they are biodegradable and they can be obtained from renewable
resources. Among them, poly(hydroxyalkanoates)s (PHAs) are especially attractive
biopolyesters due to their similarity in final properties to some synthetic polymers, but
with the additional advantage of being biodegradable. However, the production cost of
PHAs is high, mainly due to the cost of the carbon source. Therefore, looking for more
economical raw materials is crucial to reduce the costs associated with the production
of these biopolyesters. This thesis focused on studying the production of PHAs using
vinasse (residue from the bioethanol industry) as substrate and Bacillus megaterium as
the producing microorganism. In this sense, the composition of the culture medium and
fermentation conditions were optimized through an experimental design and the
response surface methodology, achieving a productivity of 0.0105 g.L"1.h't. Through
mathematical optimization, it was shown that producing PHAs from vinasse is
economically viable, especially if the producing microorganism has a high capacity for
biopolymer accumulation, if the vinasse is pretreated or mixed with more accessible
carbon sources, and if mineral salts are added to the medium. On the other hand, spray
drying of vinasse by was explored, using maltodextrin as a coadjuvant additive, in order
to obtain dry vinasse. The use of dry vinasse as substrate resulted in a higher productivity
of PHAs (0.0227 g.L'! h'!) compared to the liquid vinasse. This increase could be
attributed to the presence of maltodextrin, which would result in a more accessible
carbon source for fermentation by Bacillus, in accordance with the results of the

technical-economic feasibility study. The biosynthesized PHAs were subjected to



molecular and thermal characterization using Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC), and Thermogravimetric Analysis (TGA).
The values of melting temperature of PHAs suggest that the biopolymer obtained could
be identified as a copolymer of 3HB with longer monomers such as 3-HV, among others.
Comparing the melting temperature with values reported in the literature the obtained
PHAs could be a P(3HB-co-3HV) with an approximate concentration of 9 mo % HV. The
advances in the optimization of the production of PHAs using vinasse as a substrate, the
economic evaluation, the obtaining of dry vinasse and its use for the PHAs synthesis, and
the biopolymer characterization allow progress towards more sustainable production of
biodegradable polymers using renewable resources. In addition, experimental results
obtained represent an important contribution to the biosynthesis of PHAs by cost-

effective biotechnological processes.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Introduccion

Los polimeros sintéticos presentan una amplia gama de ventajas que los han
hecho esenciales para la vida moderna. Su versatilidad y costo accesible, han permitido
su uso en multiples sectores como textil, envasado, construccion y transporte, entre
otros. A pesar de ser muy Utiles en la vida cotidiana tienen varias desventajas que deben
ser consideradas. Una de ellas es el agotamiento de los recursos fésiles, ya que gran
parte de su produccién se basa en el gas natural, el petréleo y sus derivados. A medida
que las reservas de gas y petréleo disminuyen, el costo de produccién de los polimeros
sintéticos aumenta, lo que podria tener un impacto significativo en la economiay en la
disponibilidad de productos que dependen de ellos (Bansal y Rosenholm 2020). Ademas,
la dependencia del gas y del petréleo para la produccidn de polimeros sintéticos tiene
un significativo impacto ambiental negativo. La extraccion y el procesamiento pueden
emitir gases toxicos y particulas que pueden afectar la calidad del aire y la salud humana
(Thompson et al. 2017). Ademas, estas actividades contaminan las fuentes de agua
cercanas y tienen un impacto negativo en la biodiversidad (Allen et al. 2012). Dentro de
este contexto, Jeffry et al. (2021) afirman que la explotacion del gas y del petréleo es
responsable de una gran cantidad de emisiones de gases de efecto invernadero, que son
los principales contribuyentes al cambio climatico. Otra desventaja importante es que
la mayoria de los polimeros sintéticos no son biodegradables, lo que significa que no
pueden ser descompuestos por los microorganismos presentes en el medio ambiente

(Muneer et al. 2020). Debido a su estructura quimica, estos materiales pueden persistir



en el medio ambiente durante décadas o incluso siglos, lo que puede generar un grave
impacto ambiental si no se manejan adecuadamente. En este sentido, la acumulacién
de residuos plasticos puede afectar la biodiversidad, la calidad del suelo y del agua, y el

equilibrio de los ecosistemas.

A pesar de estas desventajas, la produccidn mundial de polimeros ha aumentado
significativamente en las Ultimas décadas. Segln datos proporcionados por la Asociaciéon
de la Industria del Plastico (Plastics europe), en 2019 se produjeron 368 millones de
toneladas de plastico a nivel mundial, lo que representa un aumento del 3,2 % con
respecto al afio anterior (Busch et al. 2023). Ademads, se espera que tanto la demanda
mundial como la capacidad de produccidon de pldsticos convencionales contintden
aumentando. Sin embargo, solo el 9 % de los plasticos producidos han sido reciclados o
reutilizados y los plasticos restantes han sido incinerados, enterrados o simplemente
depositados en el medio ambiente (Sohn et al. 2020). Dado que la mayoria de los
polimeros sintéticos se descomponen lentamente, la acumulacién de residuos ha
provocado graves problemas ambientales, como la generaciéon de microplasticos en los
ecosistemas marinos y terrestres y la formacidon de islas de plastico. En respuesta a las
preocupaciones sobre la contaminaciéon ambiental y los sistemas de eliminacién de
plasticos, se ha convertido en una tendencia mundial la introduccién de regulaciones
sobre el uso de los mismos. Los gobiernos buscan nuevas alternativas que reduzcan el
impacto ambiental, econdmico y social negativo de los sistemas de energia no renovable
y los plasticos a base de combustibles fésiles. Es fundamental investigar nuevos
materiales que puedan sustituir a los polimeros sintéticos no biodegradables y que los
mismos se basen en fuentes renovables. En este contexto, los biopolimeros son una

alternativa a los polimeros sintéticos gracias a su renovabilidad y biodegradabilidad



(Suput et al. 2022). Algunos biopolimeros pueden tener propiedades mecanicas
similares a las de los polimeros sintéticos, lo que los hace adecuados para aplicaciones
similares. Por lo tanto, reemplazar parcialmente los polimeros sintéticos no
biodegradables con biopolimeros podria reducir significativamente el impacto

ambiental generado por la produccién y disposicion final de dichos polimeros sintéticos.

Los biopolimeros son materiales naturales formados por unidades monoméricas
gue se enlazan covalentemente para crear macromoléculas, como la celulosa, el
colageno y los alginatos, entre otros (Yahya et al. 2020). Los biopolimeros y polimeros
bio-basados se pueden clasificar segun su origen y su biodegradabilidad. Los polimeros
de base bioldgica se refieren a aquellos que estdn conformados total o parcialmente de
cualquier tipo de material organico renovable de origen biolégico (Moshood et al. 2022).
Los polimeros biodegradables son aquellos que podrian degradarse microbiolégica-
mente en metano, CO,, compuestos inorganicos, agua y biomasa (Ahmed et al. 2018).
Los polimeros biodegradables, a su vez, se pueden dividir en dos grupos: i) polimeros
producidos a partir de recursos naturales y ii) polimeros derivados de recursos
petroguimicos (no renovables). El poli (acido lactico) (PLA), los poli(hidroxialcanoato)s
(PHAs) y los polisacaridos (celulosa, almiddn, etc.) son ejemplos del primer grupo,
mientras que la poli(e-caprolactona) (PCL) y el poli (butilen adipate-co-tereftalato)
(PBAT) del segundo. Por otra parte, existen polimeros que pueden obtenerse de
recursos naturales o bio-basados que no son biodegradables como el bio-poli(etileno)
(Bio-PE) (Fredi y Dorigato 2021). En la Figura 1.1 se representa esta clasificacidn,

reportando varios biopolimeros de cada grupo.



BIOPOLIMEROS |

Biodegradable Biodegradable No biodegradable
de fuentes de fuentes de mondémeros
bio basadas petroquimicas bio basados

Poli (hidroxialcanoato)s (PHAs) —  Poli (butileno tereftalato de adipato) (PBAT)
Poli(acido lactico) (PLA) — Poli (caprolactona) (PCL)
Almidén Termoplastico (TPS) —
Poli(butileno) succinato (PBS) -

Bio-poli(etileno) (bioPE)
Bio-poli(tereftalato de etileno) (bioPET)
Poli(Tereftalato de politrimetileno) (bioPTT)
Poli(amidas) (bioPAS)

Figura 1.1: Clasificacion de biopolimeros segun su origen y biodegradabilidad

Existen diversas fuentes de donde se pueden obtener biopolimeros, incluyendo
microorganismos, plantas y animales terrestres y acudticos (Gopi et al., 2018). En el caso
de las fuentes microbioldgicas se pueden mencionar a los hongos, las bacterias y las
levaduras. En el caso de las fuentes vegetales, se pueden mencionar ejemplos como
maiz, trigo, sorgo, yuca, papa, platano, tapioca y algoddn, entre otros (Baranwal et al.,
2022). Por otro lado, las fuentes animales incluyen ganado, corales, esponjas, peces,

langostas y camarones.

Los biopolimeros biodegradables ofrecen una serie de ventajas en comparacién
con los plasticos convencionales, ya que pueden reducir significativamente el impacto
ambiental relacionado con la eliminacién de residuos plasticos debido a su corto tiempo
de biodegradaciéon en agua y en la superficie terrestre (Nya et al. 2022). Entre los
diversos tipos de biopolimeros, los PHAs son altamente atractivos para la industria de
los bioplasticos. Estos biopoliésteres son sintetizados por numerosas especies de

bacterias y ofrecen propiedades mecdnicas similares a algunos plasticos sintéticos
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convencionales como el poli(etileno) (PE) y el poli(propileno) (PP), pero con la ventaja

adicional de ser biodegradables.

1.1.1 Estructura y clasificacion de los PHAs

Los PHAs son polimeros de acidos hidroxialcanoicos, sintetizados por una amplia
variedad de microorganismos. La polimerizacién de los acidos hidroxialcanoicos, por
accion de enzimas intracelulares, tiene lugar mediante condensacion del grupo carboxilo
de un mondmero (acido hidroxialcanoico) con el grupo hidroxilo del siguiente,
formdandose un enlace éster, de alli que también se los conozca como biopoliésteres. Los
PHAs se acumulan como granulos intracelulares bajo ciertas condiciones cuando la
energia externa supera las necesidades energéticas para mantener el proceso de
division del crecimiento o la viabilidad celular (Obruca et al. 2020). Cuando el aporte de
energia externa no es suficiente, los PHAs se despolimerizan y metabolizan para obtener

carbono y fuente de energia (Prados y Maicas 2016).

Los PHAs son polimeros lineales compuestos por varias repeticiones del mismo
mondmero. Se han identificado mas de 150 tipos diferentes de mondmeros como
constituyentes de los PHAs (Butt et al. 2018). Esta diversidad le otorga a los PHAs una
gran versatilidad ya que es posible obtener diversos biopolimeros con distintas
propiedades fisicas, lo que permite su uso en multiples aplicaciones. La estructura
general de la unidad repetitiva de los PHAs y las sustituciones mas comunes del grupo
radical se presentan en la Figura 1.2. El valor de n dependera del grupo Ry de la bacteria
productora, variando entre 10 y 30.000 (Lee 1996) y el niumero de grupos -CH»-
consecutivos en el esqueleto del polimero oscila entre 1 y 4. Los PHAs mas estudiados

son: poli(3-hidroxibutirato) (PHB), poli(3-hidroxivalerato) (PHV) y el copolimero poli(3-



hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). Entre estos biopolimeros, el PHB fue la

primera clase de PHAs caracterizada (Tarrahi e 2020).

R

//CH\
(

CH,).

SN

O

—n

=1 R=hidrégeno Poli(3-hidroxipropionato)
R=metil Poli(3-hidroxibutirato)
R=etil Poli(3-hidroxivalerato)
R=propil Poli(3-hidroxihexanoato)
R=pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonil Poli(3-hidroxidodecanoato)

=2 R=hidrégeno Poli(4-hidroxibutirato)
R=metil Poli(4-hidroxivalerato)

=3 R=hidrégeno Poli(5-hidroxivalerato)
R=metil Poli(5-hidroxihexanoato)

=4 R=hexil Poli(6-hidroxidodecanoato)

Figura 1.2: Estructura general de los PHAs y algunos mondmeros.

Los PHAs se pueden clasificar segin la longitud de la cadena de carbono en:
PHAs de cadena corta (scl-PHA), PHAs de cadena media (mcl-PHA) y PHAs de cadena
larga (Icl-PHA). La longitud de la unidad de mondmero influye en las propiedades del

polimero. En el caso de los scl-PHA, compuestos por mondmeros de 3-5 carbonos, son



termoplasticos con un alto grado de cristalinidad, demasiado rigidos y quebradizos, y se
utilizan mayoritariamente para la produccién de articulos desechables y envases para
alimentos (Nigmatullin et al. 2015). Por otro lado, los mcl-PHA, constituidos por
unidades monoméricas de 6-14 carbonos, son elastoméricos, tienen un bajo grado de
cristalinidad y temperatura de fusidn, tienen una temperatura de transicion vitrea baja
y menor masa molecular en comparacion con los scl-PHA. Finalmente, los biopoliésteres
gue contienen componentes monoméricos de 15 o mas de 15 carbonos son Icl-PHA (Riaz
et al. 2021). Un PHA serd un polimero de cadena corta o media segun la enzima
responsable de la sintesis (PHA-sintasa) ya que la misma es especifica del sustrato y
puede actuar sobre mondémeros con diferente nimero de dtomos de carbono. Por lo
tanto, la composicidon quimica de los PHAs dependerd del sustrato, la enzima PHA-

sintasa y la ruta metabdlica involucrada (Lemos Delgado y Mina Cordoba 2015).

1.1.2 Vias biosintéticas de los PHAs

La composicion del mondmero esta relacionada con la fuente de carbono
utilizada. Hay tres rutas biosintéticas de PHAs bien conocidas (Figura 1.3). En lavia de la
acetoacetil coenzima A (acetoacetil-coA) (via 1), la 2-acetil-coA se produce a partir de
acidos grasos, azucares o aminoacidos y se convierte en acetoacetil-coA mediante la
enzima-B-cetotiolasa (Idi 2019). La acetoacetil-coA reductasa actua sobre la acetoacetil-
coA para formar 3-hidroxibutiril-coA, que luego es polimerizada por la PHA-sintasa para
producir PHA. Esta ruta describe la produccién de scl-PHAs que se componen de
mondmeros de 3-5 carbonos. En la via de los ciclos de oxidacién beta (via Il), los acidos
grasos se convierten en enoil-coA. Esto se cataliza a R-3-hidroxiacil-coA por la R-3-
hidroxiacil-coA hidratasa y luego se convierte en PHA por la PHA-sintasa. Esta via

describe la sintesis de mcl-PHA. La tercera via, la sintesis de acidos grasos in situ (via Ill),



se produce a partir de fuentes de carbono simples como glucosa, fructosa, gluconato,
glicerol, etanol y acetato. Estas fuentes de carbono generalmente estan presentes en
desechos organicos de bajo costo como el glicerol, un subproducto de la produccién de
biodiesel (Uribe Acosta et al. 2019). Estas fuentes de carbono se convierten en acetil-
coA y luego en malonil-coA que culmina en la proteina transportadora de 3-hidroxiacil-
acilo (ACP) (Kniewel et al. 2019). El 3-hidroxiacil-ACP se transforma en 3-hidroxiacil-coA
para la sintesis de PHA por la enzima 3-hidroxiacil-ACP-coA transferasa (Idi 2019). Esta

via también permite obtener mcl-PHAs.

VIA | | VIA I | viam |
Aminoacidos I Acidos Grasos I Azlcar I
i
Acetil-coA |—¢ Acil-coA Acetil-coA |
B-Cetotiolasa / \
Y 3-Cetoacil-coA Enoil-coA Malonil-coA

3-Cetoacil-ACP

Acetoacetil-coA I \ /

Acetoacetil-coA Reductasa () Sl <z

Biosintesis de ac. grasos,

. L (r) 3-Hidroxiacil-ACP
3-hidroxibutiril-coA I

(r) 3-Hidroxiacil-coA Acil-ACP-coA Transacilasa

Acetoacetil-coA (r) 3-Hidroxiacil-coA

PHA Sintasa Reductasa PHA Sintasa
PHA Sintasa l
4 v
PHA PHA PHA
SCL (C3-C5) MCL MCL

Figura 1.3: Rutas biosintéticas de PHAs

1.1.3 Especies bacterianas que acumulan PHAs

Los PHAs son producidos por una variedad de bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas. Comparando ambas bacterias, las Gram-negativas tienen una mayor



capacidad para acumular PHAs (Tan et al. 2014). Sin embargo, la principal desventaja de
los PHAs que se obtienen de este tipo de bacterias es la presencia de endotoxinas de
lipopolisacaridos (LPS) en la membrana celular externa que pueden provocar una fuerte
respuesta inflamatoria cuyo estdn en contacto directo con humanos. Por esta razén,
estos PHAs no son adecuados para aplicaciones biomédicas (Ponnusamy et al. 2019). Si
bien se pueden eliminar las endotoxinas LPS esta practica aumenta el costo total de
produccién de PHAs y genera cambios en las propiedades del biopolimero (reduccién de
la masa molecular y aumento de la polidispersidad). En cambio, las bacterias Gram-
positivas carecen de LPS, lo que las convierte en una mejor opcidn para obtener PHAs

para aplicaciones biomédicas (Kumar et al. 2020).

Las bacterias que se utilizan para la produccion de PHAs se pueden clasificar en
dos grupos dependiendo de las condiciones requeridas para su sintesis. El primer grupo
requiere la limitacién de nutrientes esenciales como el nitrégeno y el fésforo, asi como
la presencia de una fuente de carbono en exceso para la sintesis eficiente de
biopolimeros (Osman et al. 2016). Las bacterias incluidas en este grupo son Cupriavidus
necator (conocida también como Alcaligenes eutrophus, Wautersia eutropha y Ralstonia
eutropha), Bacillus sp., Protomonas extorquens y Protomonas oleovorans. Por otro lado,
el segundo grupo de bacterias no requiere limitacién de nutrientes y puede acumular
PHAs durante la fase de crecimiento exponencial como Alcaligenes latus, una cepa
mutante de Azotobacter vinelyii, y cepas recombinante de Escherichia coli. En la Tabla
1.1 se muestran diferentes cepas bacterianas productoras de PHAs. Es importante
resaltar que Pseudomonas es la Unica especie reportada que produce PHAs de cadena

larga de carbono (Meereboer et al. 2020).



Tabla 1.1: Cepas bacterianas productoras de PHAs

Cepa Bacteriana Gram Referencia
(Amini et al. 2020), (Bhatia et al. 2019), (Brojanigo et al. 2020),
Cupriavidus (Catota et al. 2022), (Ertan et al. 2021), (Insomphun et al.
Negativa
necator 2014),(Jeon et al. 2014), (Jung et al. 2019),(Khunthongkaew et
al. 2018), (Nygaard et al. 2021)
(Morya et al. 2018), (Ammar et al. 2021), (Yler et al. 2021), (Vu
et al. 2021), (Reddy et al. 2020), (Israni y Shivakumar 2020),
Bacillus sp. Positiva
(Evangeline y Sridharan 2019), (Yasin y Al-Mayaly 2021),
(Mascarenhas y Aruna 2019), (Das et al. 2018)
Alcaligenes
Negativa (Scott et al. 2021), (Amini et al. 2020), (Wang et al. 2013)
latus
(Gémez-Hernandez et al. 2021), (Padilla-Cordova et al. 2020),
Azotobacter sp. Negativa (EI-Nahrawy et al. 2018), (Urtuvia et al. 2020), (Semeniuk et al.
2020), (Aslam et al. 2020)
Aeromonas sp.  Negativa (Shi et al. 2020)
(Oliveira-Filho et al. 2022), (de Paula et al. 2021), (Al-Kaddo et
Burkholderia sp. Negativa
al. 2020)
(Kanavaki et al. 2021), (Aremu et al. 2021), (Sabarinathan et al.
Psedomonas sp. Negativa 2018), (Choi et al. 2021), (Pan et al. 2021), (Bose et al. 2020),
(Muniyyi y Punamalai 2021), (Kim et al. 2021)
(Yu et al. 2020), (El-malek et al. 2020), (Pernicova et al. 2019),
Halomonas sp.  Negativa
(Stanley et al. 2018), (Liu et al. 2021)
(Ino et al. 2020), (Priya et al. 2022), (Raho et al. 2020), (Ghosh
Haloferax sp. Negativa et al. 2022), (Melanie et al. 2018), (Sato et al. 2021), (Wangy
Zhang 2021)
(Thomas et al. 2021), (Sohn et al. 2020b), (Narayanan et al.
E. coli
Negativa  2020), (Wu et al. 2022), (Choi et al. 2020), (Miao et al. 2021),

recombinante

(Chen et al. 2018), (Torabi et al. 2021)

1.1.4 Aplicaciones de los PHAs

Los PHAs son biopolimeros altamente versatiles con diversas aplicaciones

industriales debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad. Inicialmente, los PHAs
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se han utilizado para articulos y empaques cotidianos con una amplia gama de
aplicaciones, como botellas, bolsas, productos de higiene femenina, alfombras y
tapiceria (Koller et al. 2010). La mayoria de los productores actuales de estos
biopolimeros a gran escala venden PHAs como materia prima en forma de polvo y pellets
gue pueden procesarse mediante extrusién convencional, moldeo por inyeccién,
termoformado y soplado de pelicula. Una aplicacién con alto valor es su uso como
materia prima para implantes médicos, suturas, matrices de administraciéon de fdrmacos
y otros productos para el cuidado de la salud. Varios grupos de investigacion y empresas
de biotecnologia estan estudiando estas aplicaciones ya que se ha comprobado que
varios tipos de PHAs son biocompatibles en distintos sistemas de modelos animales
(Kehail et al. 2015). Los homopolimeros, como el P(4HB), y los copolimeros, como el
P(3HB-co-4HB) o el P(HB-co-HHx), tienen propiedades apropiadas para su uso en suturas
debido a su flexibilidad y resistencia. Por otra parte, la capacidad de biodegradacién de
los PHAs los convierte en un vehiculo atractivo para la administracion de farmacos. Se
han evaluado diferentes tipos de matrices de PHAs para determinar su degradaciény la
liberacion simultdnea de farmacos como antibidticos o inhibidores del crecimiento de
células eucariotas (Brigham 2017). A nivel de investigacidn, las aplicaciones potenciales
de los PHAs se extienden a biocombustibles en forma de éster metilico de
hidroxialcanoato (3HAME), precursores quimicos finos en forma de mondmeros
enantioméricamente puros en configuraciones (R) y aditivos alimentarios saludables

(Koller et al. 2010).

Por consiguiente, los PHAs son materiales altamente versatiles y con un gran

potencial en una amplia variedad de aplicaciones. Su amplio rango de propiedades
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fisicas les otorga un gran numero de aplicaciones tanto a nivel industrial, comercial

como médico.

1.1.5 Produccidén industrial de PHAs

Los PHAs se han producido comercialmente desde la década de 1980, pero su
aplicacion se estanco debido a los bajos precios del petréleo. A principios de 2003, el
aumento de los precios del petréleo provocd un resurgimiento del interés industrial por
los PHAs (Koller et al. 2010). Desde entonces, se abrieron nuevas plantas en China,
Estados Unidos, Italia y Brasil. La produccién de PHAs se lleva a cabo en reactores de
fermentacion industrial y los procesos varian desde la eleccidn del sustrato, la cepa
bacteriana, la integracién en plantas de bioprocesamiento existentes y el tipo de PHA
producido. En la Figura 1.4 se presentan los niveles de produccién actuales, sustratosy
microorganismos utilizados por las principales plantas productoras de PHAs a nivel

mundial.

En comparacién con la produccion mundial de polimeros a base de petrdleo, los
biopolimeros solo representan el 1 %, pero la industria esta creciendo rapidamente. En
2018, el mercado global de biopolimeros mostré un crecimiento significativo; el tamafio
estimado fue de $12 mil millones de USD. Se espera que durante el periodo de 2019 a
2025, el mercado de biopolimeros crezca de manera significativa con una tasa de

crecimiento anual compuesta del 19 % (Baranwal et al. 2022). Ademas, la reciente
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produccién de PHAs ya conduce a una cadena de valor industrial existente que

probablemente se expyira con una mayor disponibilidad de PHAs comerciales.

Schwalbach, Alemania 1 Azohydromonas australica
2 Sacarosa
3PHB

900 ton/afio

Bolonia, Italia 1 Cupravidus necator

2000 ton/afio

Praga, Repiblica Checa 1 Coleccion
microbiolégica propia
2Desecho de aceite
de cocina
3PHB

2 Sacarosa de remolacha y
melaza de |a remolacha
azucarera mas productos
excedentes adicionales de
la agricultura

3PHB - PHBV

Huntington Beach, USA 1CH,& CO.de gases de
) efecto invernadero
0,25 ton/afio 2Bjocatalizador de Newlight 9x

3PHB

Bainbridge, USA 1 Presumiblemente Aeromonas caviae
2 Aceites economicos derivados de las
semillas de plantas como la canola

y la soja
3 Poli(3-hidroxi butirato)
co-3-hidroxi hexanoato

10.000 ton/afio

Atenas, USA 1Cupravidus necator

2Desecho de aceite de cocina

3Poli(3-hidroxi butirato)
co-3-hidroxi hexanoato

4000 ton/aio

Lexington, USA 1 Escherichia coli
2 Precursor 4-HB

100 ton/ario

;

Serrana, Brasil 1 Cupravidus necator
e 2 Sacarosa de cafia
100 fonvafio hidrolizada més propionato
3PHB

Beijing, China  1Halomonas sp
1000 ton/afio 2Presumible glucosa
3PHB

Beijing, China 1 Cupravidus necator
2Cultivos y residuos

1000 ton/afio
de cocina
3PHBV
Beijing, China 1Halomonas sp.

. 2Glucosa, macerado
1000-10.000 ton/afio 4o maiz y licor

3P(3HB-CO-4HB)

Tianjin, China 1 Rec Escherichia coli
2 Glucosa mas
14 butanodiol

3 P(3HB-CO-4HB)

10.000 for/afio

Seoul, Korea 1 Rec Escherichia coli
2 CGlucosa mas
14 butanodiol
3 P(3HB-CO-4HB)

Tokio, Japan 1 Cupravidus necator
2 Aceites vegetales

3 Paoli(3-hidroxi butirato)
c0-3-hidroxi hexanoato

Ningbo, China 1 Cupravidus necator
2 Glucosa mas

precursor 3HV
3PHBV

2000 ton/afio

Guangdong, China 2 pzvicar mas precursor
B

10.000 ton/afio

3 P(4HB)

3P(3HB-CO4HB)

Figura 1.4: Cepas bacterianas productoras de PHAs

1.1.6 Residuos agroindustriales para la produccion de PHAs

En general, el costo de produccién de los PHAs es mayor que el de los polimeros

sintéticos. Particularmente, el producir PHB cuesta al menos tres veces mas que

producir polimeros convencionales como poli(propileno) (PP) o poli(etileno) (PE),

debido principalmente a los costos del sustrato y al procesamiento (Kourmentza et al.

2017). Sin embargo, su costo es similar al de otros polimeros de base biolégica, como el

PLA (Kaur et al. 2017). En general, los factores mas importantes que contribuyen al

precio final de los PHAs son la productividad (g.L! h'), el rendimiento por sustrato, el

13



costo de las materias primas y el método de recuperacién (Choi y Lee, 1999). Cabe
destacar que, la fuente de carbono representa mds del 50 % del costo total de Ila
produccién. Por lo tanto, es fundamental el uso de materias primas mas econdmicas
para reducir los costos de produccion del PHB. Algunos recursos que se han investigado
para la produccién sostenible de PHB son: residuos de alimentos (Nielsen et al. 2017),
residuos de cervecerias (Amini et al. 2020), suero de queso (Pais et al. 2016), aguas
residuales (Alsafadi y Al-Mashagbeh 2017) y almidén de maiz hidrolizado (Fabra et al.

2016), entre otros.

Para mejorar su desempefio econdmico y ambiental, la produccién de PHAs
puede integrarse en biorrefinerias (Koutinas et al., 2014). Las biorrefinerias se
consideran las unidades de conversién centrales para la valorizacion de la biomasa en la
bioeconomia (Kamm et al.,, 2008). Al igual que las refinerias petroquimicas, las
biorrefinerias modernas pueden utilizar una variedad de materias primas y tecnologias
de procesamiento para producir una amplia gama de productos quimicos y energéticos
(Clark y Deswarte, 2015b). Los productos energéticos de alto volumen son los principales
impulsores del desarrollo de las biorrefinerias, pero el alto valor de los materiales y los

productos quimicos como co-productos optimizan la rentabilidad general de las plantas.

Con el fin de lograr una completa competitividad, las biorrefinerias estdn
disefiadas para convertir toda la materia prima en productos, minimizando los residuos
generados. Los PHAs tienen el potencial de sustituir a los polimeros derivados del
petrdleo, convirtiéndolos en un co-producto adecuado para una produccién a gran
escala compatible con los actuales escenarios de biorrefineria (Snell y Pueblos, 2009).

De este modo, los costos de produccién de los PHAs pueden reducirse mediante el uso
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de flujos de subproductos de biorrefinerias como materia prima mas econdmica. Se ha
demostrado con éxito que los flujos de residuos de plantas industriales ya en
funcionamiento, como el glicerol de las plantas de biodiesel, los subproductos de la
industria alimentaria y las plantas de bioetanol de segunda generacién, pueden ser
utilizados para la produccién de PHAs (Koutinas et al., 2014). Ademas, dado el creciente
interés para el desarrollo industrial de nuevas biorrefinerias, se debe considerar la
integracion de los PHAs en los nuevos disefios de procesos de refinacién adn en etapa

de investigacion con potencial de ampliacién.

Biocombustible

1V

= Residuo Harina de Glaten de Maiz
Biomasa Granos Secos de Destileria con
Compuestos Solubles
Vinasse

Remolacha Azucarera
Caha de Azucar

Trigo

Maiz

PHAs
CO; —I
HO \
Bi ' -
Sl Productos
basados en PHA

Figura 1.5: Cepas bacterianas productoras de PHAs

El uso de los flujos de desechos de la biorrefineria como materia prima para
obtener biopolimeros a través de la fermentaciéon microbiana (Figura 1.5) reduciria el
impacto ambiental negativo de los combustibles fdsiles y los plasticos sintéticos. En la

Tabla 1.2 se reportan varios trabajos académicos que emplearon diversos desechos
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residuales derivados de biorrefinerias como fuentes de carbono para producir PHAs por

diferentes cepas bacterianas. Ademas, se reporta el contenido de biopolimero y el

porcentaje de acumulacién.

Tabla 1.2: Residuos diversos derivados de biorrefinerias para producir PHAs por diferentes

microorganismos

Sustrato Cepa PHA PHA Referencia
€V (%)
Bagazo de
Bacillus cereus 0,3 23,1 (Belal y Farid 2016)
cafia de azucar
Bagazo de
cafia de azucar Burkholderia glumae nr 14,9 (de Paula et al. 2021)
hidrolizado
Bagazo de (Getachew y Woldesenbet
Bacillus sp. 5 55,5
cafia 2016)
Bagazo de
cafia + licor de
Lysinibacillus sp. 5,31 61,5 (Saratale et al. 2021)
maiz
fermentado
Bagazo de
Klebsiella pneumonia 61 9 nr (Sirapurapu et al. 2022)
cana
Bagazo de (Sakthiselvan y
Bacillus safensis EBT1 nr nr
cafia Madhumathi 2018)
Bagazo de
ART_MKT2E 0,088 55 (Tyagi et al. 2018)
cana
Vinaza (Bhattacharyya et al.
Haloferax mediterranei 19,7 70
pretratada 2012)
Vinaza Cupriavidus necator 1,33 26 (zanfonato et al. 2018)
Vinaza Chlorella sp. nr nr (Budianto et al. 2021)
10 % Vinaza
2,8 23
cruda
H. marismortui (Pramanik et al. 2012)
100 % Vinaza
4,5 30

pretratada
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10% Vinaza

Bacillus megaterium 0,25 25,5 (Trapé et al. 2021)
cruda
Vinazay
melaza de Cupriavidus necdtor 11,7 56 (Dalsasso et al. 2019)
cafia de azucar
Melaza de
cafia de azucar (Acosta-Cardenas et al.
Cupriavidus necator 3,17 85,9
y vinaza M/V: 2018)
25/75
Residuos de
Ralstonia eutropha 7,85 74 (Saratale et al. 2020)
trigo

% PHA: cantidad de biopolimero acumulado en relacién al peso de biomasa seca

nr: no reportada

La produccién de azucar y bioetanol es una de las principales actividades
agroindustriales del norte argentino. En el proceso de produccién de bioetanol a partir
de cafia de azucar se generan alrededor de 10 a 16 litros de vinaza por cada litro de
etanol producido, dependiendo de las condiciones tecnolégicas de la destileria. La
vinaza es un efluente liquido constituido por 93,5 % de agua, 4,6 % de materia organica
v 1,9 % de substancias minerales. Presenta un pH bajo (3,7 a 5), olor caracteristico y con

una coloracion que varia del amarillo ambar al marrén oscuro.

En la actualidad, en Tucuman se generan anualmente alrededor de 3.000.000 m3
de vinaza, dificultando su tratamiento y disposicidn final. El desecho de vinaza afecta los
recursos hidricos, asi como la vida de las especies animales y vegetales. La alta
concentracion de sélidos y componentes como fenoles y polifenoles, contaminan las
aguas superficiales y subterrdneas. Ademads, la presencia de vinaza aumenta la
eutrofizacién debido a su alto contenido de nitrégeno y fésforo (Parsaee et al. 2019).

Los compuestos coloreados de la vinaza reducen la permeabilidad de la luz solar en rios
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y lagos, disminuyendo asi la actividad fotosintética y la concentracién de oxigeno
disuelto en el agua generando perturbaciones en la vida vegetal y animal acuatica
(Syaichurrozi 2016). La vinaza también es téxica por su bajo pH, tiene un olor
desagradable para los humanos y su influencia en el agua potable podria causar malaria,
amebiasis y esquistosomiasis. La contaminacién por cada litro de vinaza es igual a la

contaminacién producida por 1,43 seres humanos (Parsaee et al. 2019).

Algunos autores han reportado el uso de vinaza como fuente de carbono para la
produccién de PHAs. Bhattacharyya et al. (2012) utilizaron vinaza con Haloferax
mediterranei para producir PHA e informaron que concentraciones superiores al 10 %
de vinaza cruda inhibian el crecimiento microbiano. Por otro lado, Zanfonato et al.
(2018) realizaron fermentaciones con C. necator utilizando vinaza como fuente de
carbono y no observaron efecto inhibitorio. Pramanik et al. (2012) emplearon vinaza
cruda como fuente de carbono para producir PHB con Haloarcula marismortuiy lograron
una acumulacién del 23 % del biopolimero (respecto del peso seco celular). Estos
autores también destacaron que después de un proceso de pretratamiento mediante
adsorcién sobre carbdn activado, se podria utilizar vinaza llegando a acumular un 30 %.
En otros casos, se utilizé C. necator como microorganismo productor y una combinacién
de vinaza y melaza de cafia de azlcar (Dalsasso et al. 2019, Acosta-Cardenas et al. 2018).
Estos autores demostraron que la vinaza puede ser un diluyente apropiado de la melaza

para usar como medio de cultivo no convencional en la produccidn de PHAs.

1.2 Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue optimizar la produccion de

poli(hidroxialcanoato)s (PHAs) mediante fermentacion empleando vinaza como sustrato
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(residuo de la industria del bioetanol) y Bacillus megaterium como microorganismo

productor.

Dentro de los objetivos especificos pueden destacarse:

1) Optimizaciéon de la composicion del medio de cultivo y de las condiciones de
fermentacion para la obtencion a escala laboratorio de PHAs a partir de vinaza 'y
B. megaterium.

2) Evaluacién de la factibilidad técnico-econémica de la produccién de PHAs a partir
de vinaza bajo el concepto de biorrefineria.

3) Optimizacion del proceso de secado de vinaza mediante la técnica de aspersién
a partir de la maximizacién del rendimiento del proceso y de la productividad de
PHB.

4) Caracterizaciéon molecular y térmica de los biopolimeros obtenidos.
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Capitulo 2: Produccion de poli(hidroxibutirato) a
partir de Bacillus megaterium y vinaza como fuente

de carbono

2.1 Introduccion

Existen diversas especies bacterianas capaces de sintetizar
poli(hidroxialcanoatos) (PHAs), siendo las mas utilizadas en la produccién de estos
biopolimeros las pertenecientes a los géneros Cupriavidus, Pseudomonas, Alcaligenes,
Azotobacter, Aeromonas y Bacillus. Cada una de estas especies tiene ventajas vy
desventajas especificas en cuanto a la produccién de PHAs y la eleccion dependerd de
factores tales como la disponibilidad de sustratos, la calidad deseada del producto y el
costo de produccién. Aunque la mayoria de las bacterias pueden acumular PHAs en un
rango del 30 al 50 % del peso de célula seca, Cupriavidus necator es capaz de acumular

mas del 90 % (Tsuge et al. 2015).

Sin embargo, desde el hallazgo del poli (hidroxibutirato) (PHB) en Bacillus
megaterium por el investigador francés Lemoigne en 1926 (Aristya et al. 2022), el género
Bacillus ha sido ampliamente estudiado en relacidn a su capacidad para sintetizar PHAs.
La estabilidad genética de las especies Bacillus los convierte en organismos modelo
tanto en la industria como en el mundo académico (Biedendieck et al. 2007). Ademas,
las especies de Bacillus son abundantes, incluso en condiciones ecoldgicas extremas, y
poseen una mayor tasa de crecimiento en comparacién con otras bacterias. Otra ventaja

del género Bacillus es que se trata de bacterias Gram-positivas, lo que favorece la
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extraccion de PHAs debido a la ausencia de una membrana externa de lipopolisacaridos

en la membrana celular.

El predominio en la naturaleza y la falta de la capa de lipopolisacaridos son
ventajas afiadidas para el uso de especies de Bacillus en la produccién de biopolimeros
a escala industrial. Dado que la mayoria de las especies de Bacillus son reconocidas como
seguras por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), un beneficio

adicional es su potencial uso en aplicaciones biomédicas (Mohapatra et al. 2017).

El principal inconveniente de las especies de Bacillus para su implementacién a
nivel industrial en la produccién de PHAs es su naturaleza esporulante. La esporulacién
es un proceso de supervivencia que desarrollan los organismos de este género cuyo
encuentran limitaciones nutricionales, formando un complejo inmune a diversas
condiciones adversas como valores extremos de pH y altas temperaturas.
Desafortunadamente el mismo proceso que estimula la acumulacién de PHAs, conlleva
también a la esporulacién como medio de supervivencia. Es por ello que los niveles de
PHAs acumulados en Bacillus son marcadamente menores que aquellos obtenidos en
microorganismos Gram negativos como Cupriavidus necator y Alacaligenes latus. Sin
embargo, se ha demostrado que se pueden alcanzar mejores productividades en cepas
Bacillus cuyo se hace una correcta busqueda del medio de cultivo y de las condiciones

de fermentacion (Lopez et al. 2012).

Las especies de Bacillus reportadas como productoras nativas de PHAs son las
siguientes: B. amyloliquefaciens, B. anthracis, B. aryabhattai, B. badius, B. brevis, B.
cereus, B. circulans, B. coagulans, B. firmus, B. flexus, B. laterosporus, B. lentus, B.

licheniformis, B. macerans, B. megaterium, B. mycoides, B. odyssey, B. pasteurii, B.
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pumilus, B. sphaericus, B. subtilis y B. thuringiensis (Tsuge et al. 2015). Particularmente,
Bacillus licheniformis M2-12 ha mostrado el nivel mas alto de acumulacién de PHAs, con

un 88,7 % respecto a la masa de célula seca (Sangkharak y Prasertsan 2013).

En los diferentes estudios que emplean cepas de Bacillus para la produccién de
PHAs, se observa una considerable variacidon en la composicién de los medios, el
rendimiento del biopolimero y la productividad reportada. Por otra parte, la produccién
de PHAs a gran escala se ve afectada principalmente por el costo de la materia prima
(Mohapatra et al. 2017). Debido a esto, la rentabilidad de la producciéon de PHAs estd
estrechamente relacionada con el desarrollo de tecnologias de fermentacién eficientes
gue utilicen fuentes de carbono de bajo costo. En este sentido, las cepas de Bacillus
tienen la capacidad de secretar diversas enzimas extracelulares, como a-amilasas y
proteasas, lo que les permite utilizar directamente polisacdridos y polipéptidos para su
crecimiento celular y la acumulacién de PHAs (Halami 2008). Estas cepas pueden ser
utilizadas para la produccidn rentable de PHAs, aprovechando materiales de desecho
agroindustriales y otras materias primas de bajo costo. Varios autores han reportado la
amplia variedad de fuentes de carbono asimilables por algunas cepas de Bacillus a partir
de recursos renovables o residuos provenientes de la biomasa para producir
poli(hidroxibutirato) (PHB), uno de PHAs mas conocidos. En la Tabla 2.1 se resumen

algunas de las cepas y fuente de carbono utilizadas para la obtencién de PHB.
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Tabla 2.1: Produccion de PHB a partir de Bacillus y fuentes de carbono de bajo.

PHB PHB  Productividad

Bacteria Fuente de carbono Referencia
(8/L) (%) (g/Lh)
Melaza cafia de (Suryawanshi et
Bacillus cereus nr 68,78 n.r
azucar al. 2020)
(Khattab et al.

Bacillus flexus Suero de queso 0,95 20,96 0,0132 |

2021

Ac. acético + ac.

propidnico + ac. (Reddy et al.
Bacillus sp. CYR1 n.r 33 n.r
butirico + ac. 2020)
caproico
Bacillus megaterium Frutos de palma (Zhang et al.
9,32 585 0,194
R11 aceitera 2013)
Bacillus megaterium (Mohd Yatim et
Glicerol 0,77 49 0,0035
UMTKB-1 al. 2017)
Bacillus megaterium Melaza de cafia de (Mohd Yatim et
0,29 15 0,0031
UMTKB-1 azucar al. 2017)
Bacillus megaterium (Mohd Yatim et
Agua dulce 0,04 9 0,0008
UMTKB-1 al. 2017)
Bacillus cereus ATCC Céscara de uva (Yler et al.
0,53 18,8 0,0073
14579 pretratada 2021)

Los PHAs se consideran como posibles sustitutos de los plasticos derivados de
productos petroquimicos. Sin embargo, el mayor desafio para una produccion
econdmica de PHAs es la bioconversidn de sustratos de bajo costo. La optimizacion del
proceso de fermentacién es otra forma de reducir los costos de PHAs. La optimizacidn
por métodos estadisticos, en comparacion con el método comun de “un factor a la vez”,
demostrd ser una herramienta poderosa y util para predecir el rendimiento maximo
para la sintesis de bioproductos. Los métodos estadisticos, como la metodologia de

superficie de respuesta, permiten diseiar los experimentos y evaluar las interacciones
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entre los factores y las respuestas a lo largo del estudio (Nor et al. 2017). Segun Nygaard
et al. (2019), en el caso de procesos de fermentacién microbioldgica para producir PHAs,
se puede utilizar la metodologia de superficie de respuesta para determinar la
composicion del medio de cultivo que proporcione una productividad éptima de PHAs.
Antes de utilizar el enfoque de la metodologia de superficie de respuesta, se debe
seleccionar el disefio experimental correcto para designar qué tratamientos se deben
realizar en la regidn experimental que se esta estudiando. Para ello, se deben aplicar
disefos experimentales para superficies de respuesta cuadratica, como factorial de tres
niveles, compuesto central y Box-Behnken (Yolmeh y Jafari 2017). Una comparacién
entre el disefio de Box-Behnken y otros disefios de superficie de respuesta (compuesto
central y disefio factorial completo de tres niveles) demostré que el disefio de Box-
Behnken es ligeramente mas eficiente que el disefio compuesto central pero mucho mas

eficiente que los disefios factoriales completos de tres niveles (Ferreira et al. 2007).

El objetivo de este capitulo fue optimizar la composiciéon del medio de cultivo y
las condiciones de fermentacion para obtener PHB a escala de laboratorio, empleando
Bacillus megaterium como cepa productora y vinaza como sustrato. Para determinar la
composicidon del medio de cultivo y las condiciones de fermentacidn que proporcionen

una productividad éptima de PHB, se aplicd un disefio Box-Behnken.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Cepa bacteriana
Las fermentaciones para la produccién de PHB se llevaron a cabo con B.

megaterium (numero de acceso a la base de datos GenBank: HM119600.1), denominado

BBSTA4. Esta cepa, aislada de sedimentos del Estuario de Bahia Blanca (38°45" y 39°40° S
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y 61°45°y 62°20° O, Buenos Aires, Argentina), fue identificada y caracterizada por Lopez
Jimenez (2012). Esta bacteria fue conservada a -20 °C en viales individuales que
contenian aproximadamente 1 mL de medio nutritivo (MN) (peptona de carne 5 g.L?,
extracto de levadura 3 g.L'!) con un 20 % de glicerol puro.
2.2.2 Sustrato

Como sustrato se empled vinaza suministrada por una empresa sucro-alcoholera
situada en Famailld (Tucuman, Argentina). Para el desarrollo de este capitulo se
utilizaron dos muestras de vinaza identificadas como V2017 y V201s. Con el fin de eliminar
el material particulado, las muestras de vinaza se sometieron a una centrifugacion a
8.000 rpm durante 7 minutos. Posteriormente, se almacend a una temperatura de

-20 °C hasta su uso.

Las muestras de vinaza se caracterizaron fisicoquimicamente mediante Ia
determinaciéon de: Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBQO), Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO), Carbono Organico Total (COT), Nitrégeno Total Kjeldahl (NTK) y pH.
Parte de estos estudios (DBO, DQO y COT) se realizaron en el Laboratorio de Quimica
Ambiental de la Universidad Nacional del Sur (Bahia Blanca, Argentina), mediante

diferentes métodos estandar.

La DBO consiste en determinar la concentracién del oxigeno disuelto consumida
por la degradacién microbiana (en condiciones aerdbicas) de la materia organica
presente en una muestra en un determinado periodo de tiempo y temperatura
especificos. La DBO fue determinada por el método de Winkler (Prambudy et al. 2019)
gue consiste en verter un volumen conocido de muestra en el interior de una botella

con cierre hermético. A medida que pasa el tiempo las bacterias consumen el oxigeno
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de la muestra, que es reemplazado por el de la cdmara de aire que queda por encima
del liquido. El CO2 producido por la actividad bacteriana es eliminado por adicién en la
junta de goma de una disolucion de KOH. Como resultado se produce una caida de la
presion de aire en el interior de la botella que es medido por un sensor y convertido en

mg.L "t de DBO.

La DQO es la cantidad de oxigeno obtenido a partir de oxidantes quimicos
necesarios para la oxidacidn completa de sustancias disueltas o suspendidas. La
determinacién de la DQO fue realizada por el método estandar de dicromato de potasio
(Burke y Mavrodineanu 1977); el cual permite evaluar cuantitativamente las sustancias
oxidables por oxidantes fuertes como el dicromato de potasio en disoluciones
fuertemente acidas de sulfurico concentrado. Tanto las sustancias organicas como
inorganicas pueden ser oxidadas. La oxidacidén obtenida al medir la DQO es mas fuerte
que la de la DBO, por lo que normalmente las concentraciones de DQO son mas altas.
La determinacién de la DQO consiste en una valoracién por retroceso afiadiendo una
concentracion conocida y en exceso de dicromato. La cantidad de sustancias oxidables
presentes en una muestra dada es directamente proporcional a la cantidad de

dicromato consumido.

Para medir el contenido de COT se utilizé un analizador de COT (CE440 de Exeter
Analytical). El método se basa en la oxidacién por combustién catalitica a 680 °C. El CO;
generado es detectado por un detector de infrarrojo no dispersivo (NDIR) y este valor
se relaciona con el carbono total mediante una curva de calibraciéon (previamente
obtenida con una disolucién estandar). Para medir el carbono inorganico se acidifica la

muestra, lo que transforma solamente los carbonatos y bicarbonatos en CO;, que es

40



Capitulo 2: Produccién de poli(hidroxibutirato) a partir de Bacillus megaterium y vinaza como fuente
de carbono

detectado por el NDIR. La concentracidn total de carbono organico se obtiene al restar

el carbono inorgdanico del total.

El NT se determind por el método Kjeldahl (Bradstreet 1954). Este método se
divide en tres etapas: digestién, destilacion y valoracién. El objetivo del procedimiento
de digestidon es romper todos los enlaces de nitrégeno de la muestra y convertir el

nitrégeno unido orgdnicamente en iones amonio (NHa4*).
(-N) + H,S0, - (NH,),S0, + CO, + H,0

El carbono orgénico y el hidrégeno forman CO, vy agua. La digestidn se realiza
mezclando la muestra con acido sulfirico a temperaturas entre 350 y 380 °C. Se afiade
sulfato de potasio para aumentar el punto de ebullicién del dcido sulfurico y se anaden
catalizadores para aumentar la velocidad y la eficiencia del procedimiento de digestion.
Finalizada la digestion, se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente, se diluye con
aguay se trasvasa a la unidad de destilacién. Durante el proceso de destilacién, los iones

amonio (NHz"*) se convierten en amoniaco (NH3) mediante la adicion de un alcali (NaOH).
(NH,),80, + 2NaOH < 2 NH; + Na,S0,

El amoniaco (NHs3) es arrastrado al vaso receptor por medio de una corriente de
vapor de agua. El vaso receptor del destilado se llena con una solucién de acido sulfurico

para capturar el gas amoniaco disuelto.
H,S0, + 2NH; —» SO;? + 2NH}

El 4cido sulfurico residual (es decir, el exceso que no reacciona con NHs) se valora
con una soluciéon de hidroxido de sodio y la cantidad de amoniaco se calcula por

diferencia.
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H,50,(residual) + 2NaOH - SO;% + 2Na* + 2H,0

El pH de las muestras de vinaza se midié usando un medidor de pH Sensorex.
2.2.3 Medios de cultivo

Se preparé un medio de cultivo siguiendo la formulacién reportada por Lépez
Jimenez (2011): 2,5 g.L' MgS04.7H,0, 2,5 g.L'! NaCl, 0,5 g.L'! FeS04.7H,0, 0,05 g.L?
MnS04.4H20, 2,5 g.L ™t de NH4NO3, 2,5 g.L'! de KH2PO4 y 10 g.Lt de carbono. A partir del
valor de COT de las muestras de vinaza se calculd la cantidad de sustrato a anadir para
alcanzar la concentracién de carbono establecida. Por otra parte, el pH del medio fue
ajustado a 7,0 con NaOH 2,5 M.
2.2.4 Fermentaciones para la produccién de PHB

Todas las fermentaciones bacterianas fueron inoculadas con 1 mL de MN, el cual
fue inoculado 24 h antes en Erlenmeyers de 250 mL en un agitador orbital a 200 rpm y
33 °C utilizé un vial con la cepa bacteriana. Es importante destacar que, todos los
componentes necesarios para la biosintesis de PHB se sometieron a esterilizacién en
autoclave durante 15 minutos a 121 °C, exceptuando la vinaza para evitar su
degradacién. La vinaza, por su parte, se esterilizé mediante filtracién utilizé una
membrana de 0,22 um de poro. Durante el transcurso de las fermentaciones en
Erlenmeyers se realizé un muestreo con el objetivo de cuantificar las concentraciones

de biomasa, glucosa y PHB cuyos resultados se muestran en el Capitulo 5.
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2.2.5 Optimizacion de la composicion de los medios de cultivo y de las
condiciones de fermentacion

Para la optimizacion de la composicion de los medios de cultivo y las condiciones
de fermentacién se empled un diseiio experimental de Box-Behnken y una metodologia

de superficie de respuesta.

Para optimizar la composicién de los medios de cultivo, se eligieron tres variables
independientes: concentraciéon de carbono (C), concentracion de nitrégeno (N) y
concentracion de fosforo (F), las cuales se prescribieron en 3 niveles de cddigo: -1, 0, 1
(Tabla 2.2). Los rangos de las concentraciones de C, N y F se seleccionaron en base a
datos reportados en trabajos previos (Acosta-Cardenas et al. 2018, Wang et al. 2013,

Berekaa y Al Thawadi 2012).

Tabla 2.2.: Niveles de factores para las variables independientes (C, Ny F) y para las condiciones
de fermentacion (C/N, T y t) para la produccion de PHB por B. megaterium utilizando vinaza

como sustrato

Composicion de los medios de cultivo

Carbono (C) Nitrogeno (N) Fosforo (F)
Nivel
(g:L") (g:L") (g:L?)
Alto (+1) 8 0,40 1,20
Central (0) 6 0,25 1,05
Bajo (-1) 4 0,10 0,90
Condiciones de fermentacién
el Carbono/Nitrégeno Temperatura (T) tiempo (t)
e (c/N) o) (h)
Alto (+1) 40 37,0 72
Central (0) 30 33,5 48
Bajo (-1) 20 30,0 24

C: concentracion de carbono; N: concentracion de nitrégeno; P: concentracion de fésforo. C/N: relacion

carbono/nitrégeno; T: temperatura de fermentacion; t: tiempo de fermentacion
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Las concentraciones de MgS04.7H,0, NaCl, FeS04.7H,0 y MnS04.4H;0 se
mantuvieron de acuerdo a la formulacién propuesta por Lépez Jimenez (2011); mientras
que las concentraciones de NH4NOs, KH2PO4 y vinaza se ajustaron de acuerdo al disefio

experimental.

La matriz de disefio para 15 experimentos se presenta en la Tabla 2.3. La variable
de respuesta fue la productividad de PHB (expresada en g.L'* h?). En los ensayos
experimentales, los cultivos se incubaron en Erlenmeyers de 250 mL, que contenian 100
mL de cada medio de cultivo dado por el disefo experimental, a 33 °C durante 24 h'y

200 rpm en un agitador orbital.

Tabla 2.3: Valores de los factores para las variables independientes (C, N y F) para optimizar la
composicion de los medios de cultivo para la produccidon de PHB por B. megaterium utilizando

vinaza como sustrato

Corrida C(g.lY N (g.L?) F(g.LY)
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1

10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

C: concentracién de carbono; N: concentracion de nitrogeno; F: concentracion de fésforo
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Para complementar la optimizacidn de la produccion de PHB por B. megaterium
y vinaza como sustrato, se realizé un segundo disefio experimental. Como variables
independientes se escogieron la relacion carbono/nitrégeno (C/N), la temperatura (T) y
el tiempo (t) y se prescribieron en 3 niveles de cédigo: -1, 0, 1 (Tabla 2.2). Los rangos de
relaciones C/N, Ty t se seleccionaron en base a trabajos previos (Pal et al. 2009, Grothe
et al. 1999). La matriz de disefio para los 15 experimentos se presenta en la Tabla 2.4. Al
igual que en el caso de optimizacién de medios de cultivo, la variable respuesta fue la
productividad de PHB. Los cultivos se incubaron en Erlenmeyers de 250 mL, que
contenian 100 mL de medio de cultivo con diferentes relaciones C/N a diferentes

temperaturas y tiempos, siguiendo el disefio experimental.

Tabla 2.4: Valores de los factores para las variables independientes (C/N, T y t) de los experimentos
para optimizar las condiciones de fermentacién para la produccién de PHB por B. megaterium

utilizando vinaza como sustrato

T t
Corrida C/N

(°C) (h)

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

C/N: relacion carbono/nitrégeno; T: temperatura de fermentacion; t: tiempo de fermentacion.
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Las superficies de respuesta se obtienen como resultado de los modelos de
regresion cuadratica. Los datos experimentales obtenidos del disefio se analizaron
mediante el procedimiento de regresién de la superficie de respuesta utilizando una

ecuacion polindmica de segundo orden:

Yi = Bo +Z/3i X; + Zﬁii xf +Zﬁij Xij [2.1]

donde Y; es la respuesta prevista por el modelo, xilas variables independientes analizadas y B los
coeficientes estimados: Bo es el término de compensacion, Bi los coeficientes lineales, Bii los
coeficientes cuadraticos y Bij los coeficientes de interaccion.

Se utilizaron graficos 3D para analizar los componentes optimizados del medio
gue influyen en la respuesta del disefio. Se llevaron a cabo fermentaciones empleando
la composicion del medio de cultivo y las condiciones de fermentacidon que condujeron
a la productividad éptima. Ademads, para validar adecuadamente el modelo se llevaron
a cabo fermentaciones adicionales empleando dos puntos en torno a la composicién
O6ptima del medio de cultivo y a las condiciones dptimas de fermentacion. Cada

condicidn se realizé por duplicado.

2.2.6 Métodos analiticos
2.2.6.1 Concentraciéon de biomasa celular

La concentracion celular se determiné mediante medidas gravimétricas de peso
seco y por medio de la densidad optica. Para las medidas gravimétricas, se tomaron
muestras del cultivo, las cuales fueron centrifugadas y secadas en una estufa a 60 °C
hasta alcanzar un peso constante. Por otro lado, se realizé la medicidén de la densidad
Optica mediante la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Utilizando

los datos obtenidos del peso seco y la absorbancia de una misma muestra, vy
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considerando el volumen de muestra extraido del medio de cultivo, se construyd una
curva de calibracion que permitié establecer la relacidon entre la densidad dptica y la

concentracién de biomasa (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Curva de calibracion para el calculo de la biomasa.

Biomasa (g.L?) = 0,244 x Absorbancia. R>=0,99

2.2.6.2 Cuantificacion de PHB acumulado

La biomasa seca se empled para la determinacidon de PHB acumulado a partir del
método reportado por Riis y Mai (1988). El mismo se basa en el andlisis por
cromatografia gaseosa (GC) del éster del acido hidroxibutirico producido luego de la
hidrdlisis del PHB con acido clorhidrico y posterior esterificacion del dcido con propanol.
En este método se empled 1,2-dicloroetano como solvente. Todos los reactivos
empleados fueron de grado analitico. Se pesaron aproximadamente 40 mg de biomasa
seca y se incorporaron a un tubo sellado. Luego se afiadieron 2 mL de 1,2-dicloroetano,
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2 mL de una solucidn de acido clorhidrico en propanol (1 volumen de acido clorhidrico y
4 volumenes de 1-propanol) y 200 pL de solucién estandar interna (2 g de acido benzoico
en 50 mL de propanol). La muestra se mantuvo durante 2 h en una estufa a 100 °C.
Después de enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 4 mL de agua destilada y la
mezcla se agitd durante 20-30 s. La fase pesada, usada para la determinacién de PHB, se
inyectd en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 (Serie Il). La columna usada
fue una PORAPLOT Q-HT (10x0.32 mm) con helio como gas carrier. Las temperaturas de
inyeccion y del detector fueron de 230 y 200 °C, respectivamente. En el tiempo inicial,
la temperatura fue 120 °C, ésta fue incrementada hasta 230 °C en los primeros tres

minutos y luego se mantuvo constante hasta el final del analisis.

Para cuantificar el PHB se realizé previamente una curva de calibracidn (Figura
2.2) utilizando un PHB comercial (Biomer, Alemania) la cual fue empleada para la
determinacién de la concentracidon de PHB a partir de las dreas obtenidas por GC. La

productividad (P) de PHB se calculé utilizando la ecuacién 2.2.

_PHB [2.2]
tV
donde PHB es la cantidad de biopolimero en gramos, t es el tiempo de fermentacidn en horas y

V el volumen del medio de cultivo en litros.
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Figura 2.2: Curva de calibracién para la determinacién de PHB.

PHB acumulado (mg) = 10,62 x Area PHB/4rea acido benzoico. R?=0,98

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Sustrato

Las muestras de vinaza se caracterizaron fisicoquimicamente y los resultados se
muestran en la Tabla 2.5. Como se puede observar, los parametros fisicoquimicos de
ambas muestras (V2017 Y Va018) fueron significativamente diferentes entre ellos. Esta
variabilidad depende de la variedad y maduracién de la cafa de azucar, el sustrato
utilizado en el proceso de fermentacién, destilacidén y sulfitacién que enriquece los
productos aguas abajo con compuestos de azufre (de Godoi et al. 2019). Esta amplia
gama de propiedades fisicoquimicas representa un desafio para utilizar la vinaza como
fuente de carbono en la produccion de PHB. A pesar de que ambas muestras de vinaza
estudiadas tenian niveles elevados de DBO y DQO, los valores de V17 fueron

significativamente mas altos que los de Vj018. Estos parametros son responsables de la
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dificil disposicién y estan de acuerdo con los valores promedio encontrados en la
literatura (Pal et al. 2009, Carrilho et al. 2016, Nakashima y de Oliveira Junior 2020). El
contenido de NT de V017 fue 4,3 veces superior al correspondiente a Vao1s. En la
bibliografia se encontré que los valores de NT van desde 60 mg.L"? (Zanfonato et al.
2018) hasta 587 mg.L! (Popolizio 2017), demostrando una vez mas la variabilidad de
este subproducto y el desafio de usarlo como sustrato para producir biopolimeros
mediante fermentacion microbiana. En cuanto al contenido de COT, el valor
correspondiente a V2013 fue aproximadamente la mitad del contenido obtenido para la
muestra Va017. Parsaee et al. (2019) reportaron un valor de COT de 20,16 g.L'%, similar al
valor obtenido para Vzo01s. Por otro lado, Fagier et al. (2018) obtuvieron un valor de COT
de 48 g.L', similar al valor obtenido para Va017. Los valores de pH de las muestras de

vinaza estan en el rango informado en la bibliografia (Fukushima et al. 2019).

Tabla 2.5: Propiedades fisicoquimicas de las muestras de vinaza V2017 y V2o1s.

Vinaza
Propiedades fisicoquimicas

V2017 V2018
DBO (g.L}) 96,5+0,5 36,2+1,8
DQO (g.L?) 101,6 £ 0,5 40,9+0,8
NT (g.L?) 1,1+0,02 0,25+ 0,01
COT (g.Lh) 40,5+0,5 16,3+0,5

pH 4,8 4,6

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigeno; DQO: Demanda Quimica de Oxigeno; NT: Nitrégeno Total; COT:
Carbono Organico Total.

2.3.2 Fermentaciones en Erlenmeyers (shake flasks)

Inicialmente se realizaron fermentaciones utilizando B. megaterium y vinaza
como sustrato empleando el medio de cultivo y las condiciones de fermentacién

propuestas por Lépez Jiménez (2011). La Figura 2.3 muestra la concentracién de
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biomasa total, biomasa residual y PHB acumulado en funcién del tiempo de

fermentacion.

La maxima concentracion celular obtenida fue de 0,426 g.L! y se alcanzé en 24
horas, momento en el cual también se logré la mayor acumulacién de PHB durante toda
la fermentacion, llegando a un 16,1 %. Este valor de acumulacién es similar a los
informados por Mohd Yatim et al. (2017) utilizando melaza de cafa de azucar y agua
dulce (15y 9 %, respectivamente), asi como al reportado por Yler et al. (2021) utilizando

cascaras de uva pretratadas, donde se obtuvo un valor de 18,8 % (Tabla 2.1).

El valor de la productividad para las condiciones ensayadas fue de
0,0028 g.L'! h', el cual se considera bajo en comparacién con los microorganismos
productores y fuentes de carbono convencionales. No obstante, este valor se encuentra
dentro del orden de las productividades reportadas al utilizar cepas de Bacillus y
subproductos agroindustriales. Por ejemplo, Yler et al. (2021) reportd una productividad
de 0,00736 g.L'! h'!, mientras que Mohd Yatim et al. (2017) obtuvo productividades de
0,0035, 0,0031 y 0,0008 g.L'! h', utilizando glicerol, agua dulce y melaza de cafia,
respectivamente (Tabla 2.1). Con el propdsito de mejorar dicha productividad, se llevé
a cabo un disefio de experimentos a fin de optimizar el medio de cultivo y las condiciones

de fermentacion.

51



Capitulo 2: Produccién de poli(hidroxibutirato) a partir de Bacillus megaterium y vinaza como fuente
de carbono

0,5 — T 1 - 1 T T T "~ T T T 1

‘T_I ® & ®

9 0,4 .

m ) A A

L

o ©

> 0,31 A -

©

S

o)

»

0 02 .

S

ke)

8 0,11 -
a2

@ i o o

&

jel .

m 0,04 ] -
1 1 L I Ll 1 L 1 L 1 L I L 1 L) 1 " 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)

Figura 2.3: Biomasa total, biomasa residual y PHB acumulado en funcién del tiempo de

fermentacién. Simbolos: (®) biomasa total, (A) biomasa residual y () PHB acumulado.

2.3.3 Optimizacién de la composicién del medio de cultivo y de las condiciones
de fermentacion

Para optimizar la composicion del medio de cultivo, se llevaron a cabo 15
experimentos, dados por el disefio experimental de Box-Behnken, y se obtuvieron

valores de la productividad de PHB (P) segun se indica en la Tabla 2.6. La muestra de

vinaza empleada en estos ensayos fue Vjo17.
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Tabla 2.6: Valores de productividad experimental (Pex) Yy estimadas por el modelo (Pmod) €n la
optimizacidon de la composicién del medio de cultivo para la produccién de PHB por B.

megaterium utilizando vinaza como fuente de carbono

Pexp. Prod.
Corrida
(g.L*h?) (g.L*h?)
1 0,0052 0,0058
2 0,0016 0,0027
3 0,0018 0,0025
4 0,0007 0,0020
5 0,0007 0,0024
6 0,0014 0,0025
7 0,0039 0,0045
8 0,0008 0,0011
9 0,0046 0,0048
10 0,0041 0,0041
11 0,0046 0,0063
12 0,0013 0,0029
13 0,0008 0,0017
14 0,0008 0,0017
15 0,0009 0,0017

La influencia de las diferentes variables independientes estudiadas
(concentracién de carbono, concentraciéon de nitrégeno y concentracién de fésforo)
sobre la productividad del biopolimero esta dada por el valor p. Aquellas variables que
presentaron un valor de p < 0,05 afectaron significativamente el parametro de
respuesta, mientras que las variables con p > 0,05 no fueron consideradas

estadisticamente significativas. Los valores de p para las tres variables independientes y
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sus interacciones se encuentran detallados en la Tabla 2.7. Es importante notar que no
todas las variables afectaron la productividad de la misma manera. Se puede observar
que Cy N influyeron estadisticamente en la productividad de PHB, considerando un nivel
de significacion de 0,05 (p=0,044 y 0,028, respectivamente). Por otro lado, la
concentracion de fésforo no fue estadisticamente significativa (p = 0,894). Las
interacciones entre las variables estudiadas no fueron destacables sobre Ia

productividad de PHB, excepto el término cuadratico N2 (p = 0,016).

Tabla 2.7: Valores de p para cada variable independiente (C, Ny F) y sus interacciones, obtenidos

a partir de la optimizacién de la composicion del medio de cultivo

Variable p
c 0,044
N 0,028
F 0,894
c 0,687
C-N 0,231
C-F 0,103
N2 0,016
N-F 0,203
F2 0,074

C: concentracién de carbono; N: concentracion de nitrégeno; F: concentracion de fésforo

Para predecir la composicién éptima del medio de cultivo, se ajusté una funcién

polinomial a los datos experimentales segun la ecuacién 2.4.

P =0,0378 +0,00291 C - 0,0265 N — 0,0756 F —0,00005 C?+ 0,0022C N — 0,0031C F + 0,0778
[2.4]
N?—0,0304 N F + 0,0487 F?
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donde P es la productividad de PHB (g.L™ h'!), mientras que C, N y F representan la
concentracion de carbono, la concentracidn de nitrégeno y la concentracion de fosforo
(g.L'Y) en los medios de cultivo.

Esta funcién polindmica representa un buen ajuste de los datos experimentales
ya que el coeficiente de determinacion (R?) fue de 0,894. Segun Nygaard et al. (2019), el
modelo tiene una alta correlacion porque R? estd en el rango de 0,7-0,9. Los términos
cuadraticos son coeficientes de ajuste del modelo que demuestran que existe una
curvatura y se puede encontrar un punto éptimo local. La representacién de los valores
observados experimentalmente en funcién de los ajustados (estimados) se presenta en
la Figura 2.4 indicando una buena correlacion entre ambos y con ello un buen ajuste del

modelo.

0,006 T T ' T ' T T T T T : T

0,005

0,004 —

0,003

0,002

0,001

Productividad experimental (g™'.L"" h™")

0,000 T T T T T T T T T T x T
Productividad modelo (g”'.L”" h")

Figura 2.4: Productividad de PHB: valores experimentales versus valores estimados por el

modelo
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Asi, el nivel éptimo para cada variable estudiada, estimado a partir del punto
maximo del modelo polinomial para la produccién de PHB, se calculé utilizando Ila
funcidn solver de las herramientas Statgraphics Centurion XV.II X64. Los niveles éptimos
de C, Ny F fueron 4, 0,1 y 1,19 g.L'}, respectivamente. La comparacién con los datos
encontrados en la bibliografia es dificil porque se deben tener en cuenta varios factores
para analizar el efecto de estas variables en la productividad de PHB. Por ejemplo, Bora
(2013) estudié la sintesis de PHB por B. megaterium mediante un disefio de
experimentos, utilizando fructosa, peptona, K;HPO4 y Na;HPOa. Este autor informé que
la peptonay la interaccion entre la fructosa y NaoHPO4 mostraron un efecto interactivo
positivo significativo tanto para el crecimiento celular como para el contenido de PHB.
Por otro lado, Nygaard et al. (2019) realizaron fermentaciones para la produccién de
PHB utilizando C. necator ATCC 17697, y evaluaron el efecto de la concentracion de
carbono, nitrégeno y fésforo, asi como el pH del medio sobre la productividad del
biopolimero. Los resultados obtenidos mostraron que la productividad fue
estadisticamente afectada por la concentracién de nitrégeno, el pH y el término
cuadratico de la concentracién de carbono. Estos ejemplos de la literatura demuestran
que el efecto de las variables de fermentacidn en la productividad de PHB depende de
muchos factores, como la cepa, las fuentes de nutrientes y las condiciones de
fermentacion, entre otros. Como se mencion®, la concentracion de féosforo no tuvo un
efecto significativo sobre la productividad de PHB, por lo que la superficie de respuesta
se construyd tomando en cuenta Unicamente las concentraciones de carbono y
nitrogeno como parametros independientes y la productividad como variable de
respuesta (Figura 2.5). Como puede verse, la productividad aumentd cuyo disminuyo la

concentracion de carbono y nitrégeno. Esto podria atribuirse a que la vinaza contiene
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compuestos fendlicos, de dificil degradacidon bioldgica por bacterias, que poseen
propiedades antimicrobianas y fitotdxicas (Parsaee et al. 2019). Ademas, la disminucién
de la productividad de PHB al aumentar la concentracién de nitréogeno puede deberse a
que las bacterias Bacillus requieren la limitacion de este nutriente para la produccién de

PHB como metabolito (Kanekar et al. 2015).

Productividad
—_— _______________——fw 0,008320

0,007546
0,006772
0,005998

0,005224

0,004450

0,003676
0,002902
0,002128

0,001354

5,800E-04

Figura 2.5: Superficie de respuesta del efecto de la concentracién de carbono y nitrégeno en el

medio de cultivo sobre la productividad de PHB.

A partir de los niveles 6ptimos determinados, se procedié a calcular la
productividad maxima de PHB, obteniéndose un valor de 0,0073 g.L'* h'l. Es importante
destacar que el valor obtenido se encuentra dentro del orden de los valores reportados
en la literatura para cepas de Bacillus utilizando residuos como sustrato (Tabla 2.1). Sin
embargo, otros autores han reportado valores de productividad superiores. Por
ejemplo, Bhattacharyya et al. (2012) reportaron una productividad de PHB de 0,21 g.L™*

h-tutilizando vinaza como sustrato y Haloferax mediterranei como cepa productora.
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2.3.3.1 Validacién
Para validar el modelo se consideraron tres puntos: el 6ptimo (Pto éptimo) y dos
puntos en su entorno (Pto 1y Pto 2). Los resultados se encuentran dentro de los limites

del intervalo de confianza para el valor predicho (Tabla 2.8).

Tabla 2.8: Validacion del modelo de produccién de PHB. Comparacion de los valores predichos

por el modelo con los valores experimentales para la composicién dptima del medio de cultivo

C N F Pmod. Pexp.
Punto
(s.L) (s.L?) (s.L") (s.L*h?) (s.L*h?)
1 4 0,25 1,19 0,0033 0,0026 = 0,0003
2 6 0,1 1,19 0,0051 0,0042 = 0,0004
éptimo 4 0,1 1,19 0,0073 0,0066 = 0,0005

La productividad obtenida experimentalmente empleando la composicién
optima del medio de cultivo fue de 0,0066 g.L ™t h"l, Comparando con el valor alcanzado
empleando el medio de cultivo propuesto por Lépez Jimenez (2011) (0,0028 g.L't h?), se

logré mejorar la productividad en un factor de 2,4.

Con el fin de mejorar ain mas la productividad de PHB por B. megaterium
empleando vinaza como sustrato, se realizd un disefio experimental adicional para
optimizar la relacion C/N y las condiciones de cultivo (tiempo y temperatura de
fermentacion). Por lo tanto, se realizaron los 15 experimentos dados por el disefo
experimental de Box-Behnken y se obtuvieron valores de productividad de PHB (P)

experimentales y los predichos por el modelo (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9: Valores de productividad experimental (Pex) ¥ estimadas por el modelo (Pmod) €n la
optimizacidn de las condiciones de fermentacion para la produccion de PHB por B. megaterium

utilizando vinaza como fuente de carbono

Pexp. Pmod.
Corrida
(g.L*h?) (g.L*h?)
1 0,0051 0,0053
2 0,0054 0,0045
3 0,0044 0,0052
4 0,0040 0,0038
5 0,0097 0,0099
6 0,0040 0,0052
7 0,0030 0,0018
8 0,0045 0,0044
9 0,0103 0,0100
10 0,0095 0,0084
11 0,0033 0,0043
12 0,0048 0,0052
13 0,0069 0,0066
14 0,0063 0,0066
15 0,0065 0,0066

La muestra de vinaza utilizada en estos ensayos como fuente de carbono fue
Va01s. El valor de p para las tres variables y sus interacciones se muestran en la Tabla
2.10. Teniendo en cuenta las diferentes variables independientes, el tiempo de
fermentacion tuvo un efecto estadisticamente significativo en la productividad de PHB
(p =0,0031). Mientras que, la temperatura de fermentacién y la relacion C/N no
afectaron significativamente la productividad de PHB por B. megaterium (p = 0,6724 y
0,2581, respectivamente). En cuanto a la interaccion entre las variables, la Unica que

influyé notablemente en la productividad de PHB fue la relacion C/N y el tiempo (p =
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0,0278). Los términos cuadraticos no fueron destacables sobre la productividad de PHB,

excepto el término (C/N)? (p = 0,0350).

Tabla 2.10: Valores de p para cada variable independiente (C/N, Ty t) y sus interacciones,

obtenidos a partir de la optimizacidn de las condiciones de fermentacion

Variable p

C/N 0,2581

T 0,6724

t 0,0031
C/N-T 0,8002
C/N-t 0,0278
T-t 0,3561
(C/N)? 0,0350
T? 0,8897

t? 0,3561

C/N: relacion carbono/nitrégeno; T: temperatura fermentacion; t: tiempo fermentacion.

La ecuacion 2.5 describe el modelo cuadratico que se ajustd bien a los datos
experimentales con un coeficiente de determinacién (R?) de 0,9093.

C C\?
P =0,0101 + 0,0008 vt 0,0002 T — 0,0006 t — 0,00002 (ﬁ)

C C , [2.5]
~0,000004— T +0,000007 — ¢ =0,000007 T

+ 0,000007 T t + 0,0000008 ¢

donde P es la productividad de PHB (g.L* h?), C/N es la relacién de carbono a nitrégeno, t es el

tiempo de fermentacién (h) y T es la temperatura de fermentacion (°C).

La representacion de los valores de productividad obtenidos experimentalmente
en funcion de los ajustados (estimados) se presenta en la Figura 2.6 indicando una buena

correlacién entre ambos y con ello un buen ajuste del modelo.
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0,010

0,008

0,006

0,004

0,002

Productividad experimental (g.L" h™)
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0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
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Figura 2.6: Productividad de PHB: valores experimentales versus valores estimados por el

modelo. R?=0,95

En la Figura 2.7 se muestran los graficos de superficie de respuesta de la
productividad en funcion de la relacién C/N y el tiempo de fermentacion (Figura 2.7a),
en funcién de la temperatura y el tiempo de fermentacion (Figura 2.7b), y en funcién de
la relacion C/N y la temperatura (Figura 2.7c). La Unica interaccion significativa fue entre
C/N vy t; la produccion de PHB aumenta cuando el valor de t es minimo y la relacion C/N
aumenta. Ademas, cuando t alcanza su valor mas alto, la pendiente de produccién de
PHB en funcién de C/N se vuelve negativa (Figura 2.7a). El factor asociado a la
contribucién cuadratica de C/N presenta su valor maximo en el entorno del punto
central. Asi, la produccién maxima de PHB tiene lugar cuando la relacién C/N alcanza un
valor de 23,95 (Figura 2.7a, c). Por otra parte, la productividad de PHB (Figura 2.7b, c)

no se ve afectada de manera significativa por el rango de temperatura utilizado en estas
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experiencias. Esto podria atribuirse a que dichos valores estan dentro del rango éptimo

de temperatura de crecimiento para esta cepa (Porras et al. 2017).

Productividad
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Figura 2.7: Superficie de respuesta de la productividad de PHB en funcion de: a) la relacién C/N

y el tiempo, b) la temperatura y el tiempo y c) la relacion C/N y la temperatura.

La variable tiempo conduce a una disminucién en la productividad de PHB;
cuanto mayor es el tiempo de fermentaciéon, menor es la productividad. Esta tendencia
podria atribuirse a la baja tasa de produccién de PHB, tal como se evidencia en la
Figura 2.3. Un comportamiento similar fue informado por Dalsasso et al. (2019)
estudiando la produccién de PHB por C. necator usando una mezcla de vinaza y melaza
de cafia de azlcar como sustrato. Los coeficientes cuadraticos y los de las interacciones
entre variables resultaron despreciables, excepto el correspondiente a la interaccién

C/N y t, atribuido principalmente al efecto del tiempo de fermentacién.

Los valores dptimos de la relacion C/N, el tiempo y la temperatura de
fermentacion para producir PHB por B. megaterium y vinaza como fuente de carbono

fueron 24,6,30°Cy 24 h.
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El valor éptimo de productividad en este caso, predicho por el modelo, fue de 0,0107
g.Lthl,
2.3.3.1 Validacion

Para validar el modelo, se consideraron tres puntos: el 6ptimo (Pto dptimo 2) y

dos puntos en su entorno (Pto 3 y Pto 4). Los resultados se encuentran dentro de los

limites del intervalo de confianza para el valor predicho (Tabla 2.11).

Tabla 2.11: Validacién del modelo de produccidon de PHB. Comparacién de los valores
predichos por el modelo con los valores experimentales para las condiciones éptimas de

fermentacion

T t Pmod. Pexp.
Punto C/N
(") (h) (s.L*h) (g.L*h)
3 24,6 30 48 0,0064 0,0060 + 0,0003
4 40 30 24 0,0061 0,0055 + 0,0005
Optimo 2 24,6 30 24 0,0107 0,0105 +0,0021

Para verificar la buena correlacion del modelo, se realizaron fermentaciones con
las condiciones éptimas que tedricamente maximizan la productividad de PHB y el valor
experimental resulté ser 0,0105 g.L™! hl. El valor obtenido a través de la optimizacién
fue de 0,0107 g.L* h'?, lo cual respalda la efectividad del modelo, ya que ambos valores
son similares. Pramanik et al. (2012), reportaron una productividad similar de PHB
(0,015 g.L'* h'?) utilizando un medio de cultivo con 10 % de vinaza cruda como fuente de

carbono y como cepa Haloarcula marismortui.
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Tabla 2.12: Productividades reportadas utilizando B. megaterium y diferentes fuentes de
carbono

Fuente de Carbono ’ Referencia
(g.L*h?)
Glicerol 0,032 (Ramos et al., 2019)
Almidén soluble 0,023 (Porras et al., 2016)
Vinaza 0,011 Este trabajo

Los valores de produccién de PHB por B. megaterium reportados por otros
autores son muy variables segun la fuente de carbono utilizada. En la Tabla 2.12 se
presentan las productividades previamente reportadas para esta cepa al utilizar diversas

fuentes de carbono.

La productividad obtenida experimentalmente empleando la composicién
Optima del medio de cultivo y las condiciones dptimas de fermentacién fue de
0,0105 g.L'* h't. Comparando con el valor alcanzado empleando el medio de cultivo y las
condiciones de fermentacion propuestas por Lopez Jimenez (2011) (0,0028 g.L'* h'l), se

logré mejorar la productividad en un factor de 3,7.

2.4 Conclusiones

Se optimizd la composicién de un medio de cultivo y las condiciones de
fermentacion para maximizar la produccién de PHB empleando B. megaterium como
cepa productora y vinaza como sustrato. En tal sentido, se implementé un disefio de
experimentos Box-Behnken, utilizando la metodologia de superficie de respuesta, a
partir de la realizacidon de un numero acotado de experiencias que permitio evaluar el

efecto de diferentes variables independientes (concentracion de carbono,
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concentracién de nitrégeno y concentracion de fosforo, relacion C/N, temperatura y
tiempo) sobre la productividad de PHB (Unica variable respuesta). El uso de esta
herramienta estadistica permitié incrementar la productividad 3,7 veces respecto a los
ensayos preliminares. Sin embargo, los valores de productividad obtenidos resultaron
bajos comparados con los valores reportados para Bacillus con fuentes de carbono
convencionales. Una alternativa para mejorar la productividad empleando vinaza como
sustrato, podria ser un pretratamiento de este residuo para disminuir su fitotoxicidad.
Por otra parte, el control de variables de fermentacién tales como pH y oxigeno disuelto

podrian conducir a un incremento mayor en la productividad.
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la produccion de PHAs a partir de vinaza

3.1 Introduccion

Los poli(hidroxialcanoato)s (PHAs) muestran propiedades fisicas similares a
algunos termoplasticos y elastémeros, por lo que se consideran una buena alternativa
para reemplazar a los polimeros sintéticos (Roohi et al. 2018). A pesar de las ventajas de
este biopolimero, el alto costo de produccién limita su uso masivo. Del total de los costos
de produccion, el 40-48 % se atribuye a la fuente de carbono (Gonzalez et al. 2021). Con
el fin de que la produccién de PHAs sea mas rentable, se han llevado a cabo
investigaciones sobre el uso de sustratos derivados de residuos (Mannina et al. 2020,
Pefa-Jurado et al. 2019, Nakashima y de Oliveira Junior 2020, Penkhrue et al. 2020). En
este sentido, se han reportado trabajos cientificos con el uso de vinaza como un sustrato
adecuado para obtener PHAs a un menor costo. Entre ellos, Bhattacharyya et al. (2012)
y Pramanik et al. (2012), han investigado el potencial de los microorganismos haldfilos
vinaza como sustrato para la produccién de PHAs mostrando diferentes niveles de
productividad. Sin embargo, ademas del costo de la materia prima, varios factores como
la productividad del microorganismo, el rendimiento del sustrato, o los métodos de
extraccién influyen en el valor final del PHA obtenido (Dietrich et al. 2019) por lo que la
reduccion de costos a escala industrial dependera, en gran medida, de la optimizacién
del proceso integral (Ramos et al, 2017). En la literatura se pueden encontrar

evaluaciones técnico-econémicas sobre la produccién de PHAs y se ha
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destacado la importancia de la optimizacion del proceso de produccién para lograr un
producto de alta calidad y econdmicamente competitivo. La eleccién de la estrategia de
fermentacion y la seleccién de cepas de bacterias productoras de PHAs también son
factores importantes que pueden afectar los costos de produccion (Posada et al. 2011,

Lopez-Arenas et al. 2017, Shahzad et al. 2017).

En este sentido, Ramos et al. (2019) desarroll6 un modelo de superestructura
para la optimizacién del proceso de sintesis de PHAs, utilizando programacién
matematica, incluidos balances de masa y energia, ecuaciones de disefio vy
dimensionamiento, asi como correlaciones detalladas para el costo de capital de los
equipos. De esta manera, el objetivo de este capitulo fue evaluar la viabilidad econémica
de producir PHAs a partir de vinaza utilizando diferentes microorganismos y empleando
la superestructura ya desarrollada por Ramos et al. (2019). La funcidn objetivo para el
problema de optimizacidn es la maximizacién del Valor Presente Neto (VPN). El modelo
tiene en cuenta varias productividades y microorganismos que se reportaron utilizando
vinaza como fuente de carbono y se analiza una comparacién de diferentes escenarios

desde el punto de vista técnico-econdmico y ambiental.

3.2 Materiales y métodos

La Figura 3.1 muestra el esquema de produccién de PHAs basado en el proceso
reportado por Ramos et al. (2019). Para evitar la presencia de otros microorganismos,
los medios de cultivo deben esterilizarse utilizando métodos como el autoclavado, que
utiliza vapor a presion como agente esterilizante (ST3). Este paso reduce la posibilidad
de que crezcan otros microorganismos que puedan competir con la cepa productora de

los biopolimeros. Las fermentaciones se realizan en dos etapas. En la primera etapa
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tiene lugar el cultivo de biomasa (BR13) y en la segunda la produccién de PHAs (BR14);
donde se impuso una limitacién de nutrientes para aumentar la produccién de los
biopolimeros. La extraccion es la Ultima etapa de los procesos de producciéon de PHAs.
Para la recuperacién de los biopolimeros se han desarrollado varios métodos, siendo la
extraccién por solventes, principalmente con cloroformo, la mas comuiunmente
realizada. Por otro lado, la digestidn enzimatica es un método ventajoso porque es un
proceso selectivo y energéticamente eficiente, ademas de ofrecer un menor riesgo de
dano al producto en comparacidn con otras metodologias (Laste Macagnan et al. 2019).
Las enzimas a menudo requieren condiciones operativas suaves de pH y temperatura,
lo que hace que su aplicacidn sea amigable con el ambiente. La extraccidon enzimatica a
menudo es asistida por un choque térmico a la biomasa para facilitar el proceso de
extraccion (Kumar et al. 2020), por lo tanto, el primer paso en la extraccidon enzimdtica
es un tratamiento térmico a 85 °C (HX8) (Posada et al. 2011). Luego se utiliza un digestor
(DG1), donde se lleva a cabo la lisis de la membrana celular mediante el uso de la enzima
pancreatina al 2 % en peso. Para mejorar la disolucion de la membrana celular se afladen
0,5 kg de NaOCl al 30 % por cada kg de biomasa total (Ramos et al. 2019). Se supone que
este proceso es capaz de extraer el 90 % del biopolimero presente en la biomasa de
microorganismos. La biomasa residual, disuelta en la solucién de NaOCI, se extrae
mediante centrifugacion (CN3). La corriente de PHAs re-suspendida se trata en un
tanque (TK4) con una solucién concentrada de H,0; al 1,73 % en peso, con una
proporcién peso de solucién:PHAs de 3,05:1, para blanquear el polimero (Jacquel et al.

2008). Finalmente, el agua se elimina parcialmente a través de la evaporacion
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instantanea (FL6), para obtener una corriente de PHAs con un 53 % en peso (Posada et

al. 2011).
.PHAs
Vinaza /\ Hx0,
o CN3 TK4 o | FL6
ST3 HX7 HX8 HX9
BR13 BR14 v
DG1

Biomasa Residual

Figura 3.1: Biorrefineria de produccién de PHAs utilizando vinaza como fuente de carbono.
Cédigo de los equipos: ST3: esterilizador, BR13: biorreactor, BR14: biorreactor, DG1: digestor,

CN3: centrifuga, TK4: tanque, FL6: evaporacién instantdnea.

3.2.1 Modelo matematico

Se planted la superestructura como un problema de programacién no lineal
mixta entera (MINLP) con un enfoque en objetivos econdmicos, y se implementd en
GAMS 32.2.0. El modelo se enfocé en una planta de produccién de 10,000 toneladas
anuales de PHAs, utilizando vinaza como sustrato y maximizando el Valor Presente Neto
(VPN) bajo una serie de restricciones, incluyendo balances de masa y energia, disefio

detallado de equipos y ecuaciones de costos de capital.

3.2.1.1 Balances de masa
Se formularon balances de masa para cada unidad en la superestructura. Las

unidades no reactivas (8) se representan en la ecuacién 3.1:
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K R
ng’fj - Zfrf’j VoED Vje] [3.1]
k r

donde,

fg'fj : Caudal masico de componente j desde la corriente de entrada k a la unidad 6 [kg j/h].

ffj : Caudal masico de componente j desde 6 a la corriente de salida r [kg j/h].

Los balances de masa totales para las unidades reactivas (") se formularon como

se muestra en la ecuacion 3.2:
K H K
fr?j = zfg’fj +Z¢’J’-fsh.ch.2f9’fsh VOeEY VreRVjeE]J VsheSH [3.2]
k h k

donde,

fr?j: Caudal masico de componente j desde 8 hacia la corriente de salida r [kg j/h].

fglfj: Caudal masico del componente j desde la corriente de entrada k hacia la unidad 6 [kg j/h].
f]’-fsh: Coeficiente de masa entre j y s, para la reaccion h [kg j/kg s;], es positivo para los
productos y negativo para los reactivos.

Cy: Conversidn del reactivo limitante para la reaccién h.

fg’fsh: Caudal masico del reactivo limitante sh desde la corriente de entrada k hacia la unidad 6

[kg j/h].

3.2.1.2 Balances de energia
En los balances de energia se tuvo en cuenta la cantidad de energia requerida

para operar los equipos de la superestructura propuesta. Estos requerimientos se
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pueden satisfacer mediante energia eléctrica (motores, agitacion, etc.) o térmica
(calentamiento o enfriamiento de corrientes de proceso). Para los intercambiadores de
calor se empled un balance general de energia en estado estacionario para las corrientes
calientes y frias considerando despreciables la transferencia de calor entre el
intercambiador y los alrededores, como asi también la energia potencial y cinética.
Conociendo las entalpias de entrada (he) y salida (hs) de las corrientes masicas totales
de entrada y salida, respectivamente, se pudo calcular el calor intercambiado (Qg) en

cada intercambiador mediante el uso de la ecuacién 3.3:

K J R J
ngzzf;j_hk—zzjffj.hr VO ED U [3.3]
k roj

donde,

Qg: Calor intercambiado en la unidad 6 en KJ/h
h;: Entalpias de la corriente de entrada k de la unidad 6.
h,: Entalpias de la corriente de salida k de la unidad 6.

Por su parte, la energia eléctrica requerida por centrifugas, reactores, digestores,
homogeneizadores y biorreactores se calculd mediante aproximaciones, las cuales

resultan no lineales segun la ecuacién 3.4:

K ]
ko j

donde:

ECgy: Consumo de energia eléctrica en KJ/h
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ECRg: Relacién de consumo de energia por unidad de caudal masico relativo a la unidad 6 en

Kl/kg

3.2.1.3 Restricciones enteras y mixtas

Las posibles unidades involucradas en la superestructura se asocian con variables
binarias (yi) que son las variables de decisién para determinar la ruta tecnoldgica éptima.
Las variables binarias se tienen en cuenta en los balances de masa mediante la légica

proposicional y las formulaciones de Big M, como se muestra en la ecuacién 3.5:

K J
Zng’fj—BM.yiso VO ey Uy Vi€l [3.5]
ko

Ademas, se utilizan variables binarias para la adicidn de restricciones enteras en
orden de enumerar las diferentes alternativas subéptimas para la produccion de PHAs.
Esto podria ser importante porque otras rutas tecnoldgicas también podrian tener un
potencial econdmico. Este proceso de iteraciéon implica en primer lugar la solucién del
modelo y, posteriormente, la adicion de restricciones especificas para excluir la dltima
mejor solucién. El proceso puede expresarse matemdaticamente mediante la ecuacién

3.6:

Zyi—ZyiSIA"I—l [3.6]

ieA™ ieBM

donde,

A" = {ilyik = 1}, B" = {ilyik = O}, siendo n: niUmero de cortes enteros
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Para determinar la viabilidad econdmica de los distintos escenarios se utilizo el
Valor Presente Neto (VPN), la Tasa Interna de Retorno (TIR), el Periodo de Recuperacion
(PBP) y el Retorno de la Inversion (ROI). El VPN es una medida del valor actual de los
flujos de efectivo futuros generados por un proyecto, descontados a una tasa de interés
determinada. Si el VPN es positivo, significa que el proyecto es rentable y se espera que
genere ganancias en el futuro. La TIR es la tasa de interés a la cual el VPN es igual a cero.
Es decir, es la tasa a la que el valor presente de los flujos de efectivo es igual al costo
inicial del proyecto. Una TIR mayor a la tasa de descuento indica que el proyecto es
rentable. El PBP es el tiempo que tarda un proyecto en generar flujos de efectivo
suficientes para recuperar la inversion inicial. Cuanto mas corto sea el PBP, mas rapido
se recupera la inversion. El ROl es una medida del rendimiento de la inversién y se
expresa como un porcentaje de la inversién inicial. Si el ROl es mayor que cero, significa
que el proyecto es rentable y ha generado beneficios en relacion a la inversién inicial.
Estas métricas son herramientas clave para evaluar la viabilidad financiera de un
proyecto de inversion y tomar decisiones informadas sobre su ejecucion (Lopez-Arenas

et al. 2017).

En la Tabla 3.1 se muestran las principales variables de biosintesis de PHAs para
los diferentes escenarios estudiados. Los datos reportados son cepas, rendimiento
(Yp/s), porcentaje de PHA acumulado y fuente de carbono utilizada para la obtencion
del biopolimero. El rendimiento de PHA corresponde a la relacién entre el PHA obtenido
tras la extraccién y el sustrato consumido, ambos expresados en g.L .. El porcentaje de
acumulacién de PHA se refiere a la cantidad de biopolimero en relacion con el peso de

biomasa seca.
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Tabla 3.1: Principales variables de biosintesis de PHAs para diferentes escenarios

PHAacum.b
Cepa Yp/s® Fuente de Carbono Referencia
(%)
25 % vinaza (Bhattacharyya
H. mediterranei DSM 1411 0,87 70
pretratada etal. 2012)
50 % vinaza (Bhattacharyya
H. mediterranei DSM 1411 0,52 66
pretratada etal. 2012)
Melaza de cafia de (Acosta-
C. necator 0,17 69 azlcar + vinaza + Cardenas et al.
MSMe¢ 2018)
Melaza de cafia de | (Dalsasso et al.
C. necator 0,25 58
azucar + vinaza 2019)
(Zzanfonato et
C. necator 0,11 26 Vinaza + MSM
al. 2018)
100 % vinaza (Pramanik et
H. marismortui 0,32 30
pretratada al. 2012)
(Trapé et al.
B. megaterium 0,26 45 10 % vinaza cruda

2021)

2 Ypss: relacion entre PHA obtenido tras la extraccidn y el sustrato consumido, ambos expresados en g.L™L.

b PHAzcum.: cantidad de biopolimero en relacién con el peso de la célula seca, expresado en porcentaje.

¢ MSM: medio salino

3.2.2 Analisis de sensibilidad

Se llevé a cabo un analisis de sensibilidad con el objetivo de evaluar el impacto

que tiene la incertidumbre de ciertos parametros sobre la funcién objetivo. Del mismo

modo, este estudio aporta informacién valiosa con respecto a las potenciales mejoras

tecnolégicas y de mercado que pueden ser implementadas para lograr un mayor

beneficio econdmico.
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3.3 Resultados y discusion

Se empled la superestructura desarrolla por Ramos et al. (2019) para calcular el
VPN de los diferentes escenarios y evaluar la factibilidad econémica de la obtencién de
PHAs empleando diferentes cepas y vinaza como sustrato. Los resultados derivados de

la superestructura modificada desarrollada se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Resultados obtenidos de la superestructura para la produccién de PHB

VPN Costo de produccion = Consumo de vinaza
Escenario Cepa
(MM USD) (USD.kg?) (10°kg.h™)
H. mediterranei
1 35,09 2,56 1992,2
DSM 1411
H. mediterranei
2 29,05 2,26 3409,7
DSM 1411
3 C. necator 24,03 2,27 10429,6
4 C. necator 13,30 2,56 7092,1
5 C. necator -5,43 3,02 5719,5
6 H. marismortui -5,08 3,03 5540,7
7 B. megaterium -5,50 3,02 6819,4

Como se puede observar, varios valores de VPN resultaron negativos, indicando
gue no se obtendrian beneficios o que no cumplirian con las expectativas del proyecto
de inversiéon (Kholis et al. 2022). Por esta razén, los escenarios con VPN negativo no
seran considerados en la discusién. Los valores negativos de VPN podrian atribuirse a la
baja acumulacién de PHAs y al bajo rendimiento de producciéon. Ademas, el
microorganismo seria otro factor a tener en cuenta a la hora de disefiar una planta de
produccién de PHAs.
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El VPN mas alto obtenido fue de 35,09 millones de délares. Este valor es
considerable, indicando la factibilidad de la instalaciéon de una planta de PHAs junto a
una planta de bioetanol a partir de cafia de azlcar. Este valor se obtuvo con el escenario
propuesto a partir de los datos publicados por Bhattacharyya et al. (2012), quienes
utilizaron como microorganismo H. mediterranei y vinaza pretratada con carbdn
activado, con una concentracion de 25 % como sustrato (escenario 1). Estos autores
repitieron esta experiencia, pero con una concentracion de vinaza pretratada del 50 %.
Esta alternativa se presenta como el segundo valor mas alto de VPN siendo de 29,05
millones de délares (escenario 2). Si bien los porcentajes de PHAs acumulados por el
microorganismo en ambos escenarios fueron similares, 70 y 66 % respectivamente, el
rendimiento de PHA respecto al sustrato consumido fue significativamente mayor en el
escenario 1, 0,87 contra 0,52 obtenido en el escenario 2. Por lo tanto, la eleccion del
medio de cultivo seria un factor fundamental a tener en cuenta a la hora de disefiar una
planta de produccién de PHAs. En este caso, se demostré que cuyo el medio de cultivo
estd compuesto por mayor cantidad de vinaza pretratada, se logra un menor
rendimiento de PHAs respecto al sustrato consumido.

También se obtuvieron valores positivos de VPN utilizando C. necator como
microorganismo productor. Acosta-Cardenas et al. (2018) utilizaron este
microorganismo con una combinacién de melaza y vinaza como fuente de carbono en
una proporcion de 25:75, con un suplemento de nitrogeno (NH4SOa) y sales en el medio
de cultivo (escenario 3). El VPN obtenido en este escenario fue de 24,03 millones de
délares. Por otro lado, Dalsasso et al. (2019) también utilizaron C. necator con una
combinacién de melaza y vinaza como fuente de carbono, sin la adicién de sales en el

medio de cultivo (escenario 4). Para este caso, el porcentaje de acumulacién de PHAs
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fue del 58 %, en contraste con el 69 % correspondiente al escenario 3. De los datos
reportados por estos autores, se obtuvo un valor de VPN considerablemente menor
(13,30 millones de ddlares) que el correspondiente al escenario 3. La presencia de sales
en el medio de cultivo también podria contribuir a una mayor produccién de PHAs. De
acuerdo con esto, segun lo informado por Soto et al. (2019) se lograron rendimientos de
produccién de PHAs mas altos al utilizar un residuo obtenido de la produccién de
hidrégeno a partir de paja de trigo hidrolizada y agregar un medio minimo de sales
(MSM). El MSM contiene por litro: 9 g Na;HPO4.12H,0, 1,5 g KH2PO4, 0,2 g MgS04.7H;0,
1 g NH4Cl, 0,02 g CaCl,.2H,0, 0,0012 g Fe(lll)NH4-citrato, 1 mL de soluciéon de
oligoelementos (que contiene por litro): 50 g EDTA, 8,3 g FeCls, 0,84 g ZnCl,, 0,13 g
CuCl,.2H20, 0,1 g CoCl,.6H,0, 0,016 g MnCl,.6H,0 y 0,1 g H3BO:s.

El modelo también permite calcular el costo potencial del biopolimero. En el caso
del escenario 1, el costo de produccién fue de 2,56 USD.kg?, encontrandose este valor
en el rango 1,41-2,6 USD.kg* reportado por otros autores (Shahzad et al. 2017, Jacquel
et al. 2008, Chidambarampadmavathy et al. 2017). Cabe sefalar que, no se considerd
ningun costo asociado al transporte de la vinaza ya que la superestructura considera que
la planta de produccidon de PHAs estd anexa a una planta de bioetanol. Para una planta
de PHAs alejada de la produccion de etanol, se debe tener en cuenta el costo de
transporte, el cual se puede suponer de 0,52 USD.ton! km™ (Shahzad et al. 2017). Los
costos de produccién de los demas escenarios analizados fueron ligeramente inferiores
a los correspondientes al escenario 1, ubicandose en el rango de 2,26-2,56 USD.kg™. Si
bien el costo de produccion de PHAs aun es alto en comparacién con la produccion de
polimeros sintéticos como el polietileno (PE) y el polipropileno (PP), que se encuentran

en el rango de 0,23-0,48 USD.kg?, la propuesta de utilizar vinaza como fuente de
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carbono y obtener un producto de alto valor agregado podria reducir el impacto
ambiental negativo de este subproducto ya que representa un gran problema ambiental
y econdmico para las empresas de bioetanol.

El consumo de vinaza para la produccion de PHAs es muy variable en los
escenarios estudiados, oscilando entre 17.451 y 91.363 ton.afio™. Por ejemplo, el
escenario 1 mostré una menor cantidad de vinaza requerida, siendo esta cantidad de
17.451 ton.afio}, esto se debe a su alto desempefio en el consumo del sustrato. Los
consumos de vinaza estan muy por debajo de la produccidn anual de vinaza en Argentina
ya que se estima que anualmente se generan 4,1 millones de toneladas de vinazas en la
produccién de bioetanol (Ortiz y Erazzd 2019). La gran disponibilidad de vinaza
favoreceria la viabilidad de la produccién de PHAs a partir de este subproducto.

El consumo total de energia para cada escenario se reporta en la Tabla 3.5. El
consumo de energia para el escenario 1 se estimé en 11,9 MJ.kg! de PHA. Otros
escenarios estudiados presentaron un consumo similar entre ellos, variando entre 12 y
14 MJ.kg! de PHA. Estos resultados son comparables con los valores disponibles en la
literatura. Lopez-Arenas et al. (2017) informaron un consumo de alrededor de 10 MJ.kg
1 de PHA para una planta con una capacidad de 1.000 ton.afio que usa sacarosa como
fuente de carbono. Leong et al. (2017) reportaron un consumo de energia eléctrica de
10 MJ.kg! usando glicerol como sustrato para lograr 9.000 ton.afio™ de produccién de

PHA.
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Tabla 3.3: Consumo y costo de energia de diferentes escenarios de biosintesis de PHAs

Energia Energia Costo de
Escenario Cepa Eléctrica Térmica energia Referencia

(KI/h)  (KI/h)  (USD/afio)

H. mediterranei (Bhattacharyya et al.
1 1,08 10° 1,25 10’ 5,66 10°
DSM 1411 2012)
H. mediterranei (Bhattacharyya et al.
2 1,58 10° 1,26 10’ 6,54 10°
DSM 1411 2012)
(Acosta-Cardenas et
3 C. necator 3,8310° 11,2510’ 1,02 10°
al. 2018)
4 C. necator 2,9010%° 1,29 10’ 8,80 10° (Dalsasso et al. 2019)

El consumo de energia se puede subdividir en energia térmica y eléctrica. En
particular, para el escenario 1, que fue el valor éptimo desde el punto de vista de la
viabilidad econdmica, tuvo un consumo de energia térmica de 10,95 MJ.kg* y eléctrico
de 0,95 MJ.kg?! .Considerando que el costo de la energia térmica y eléctrica es de
0,01279y0,0678 USD.kW-th! (Ramos et al. 2019), respectivamente, para este escenario
el costo total de la energia fue de 880.000 USD.

La energia térmica requerida para la produccién de PHAs utilizando vinaza como
fuente de carbono podria obtenerse del bioetanol producido. En este sentido,
considerando un costo de produccion de bioetanol de 0,27 USD.L, el costo asociado a
la energia térmica seria de 1,57 M USD.

Otra alternativa podria ser el uso de vinaza para generar energia. Segun Mufioz
Solares (2015), se requiere una mezcla del 10-30 % con un combustible fésil para que
sea factible. En el caso de utilizar una mezcla de vinaza con bioetanol, el costo asociado

seria mayor. Cabe sefialar que, si bien el costo aumenta al utilizar biocombustibles, el
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uso de energias renovables y residuos es una idea atractiva a la hora de generar un
proceso con un menor impacto ambiental.

El costo de inversidn inicial varié entre 7 y 13 M USD segun el escenario. En
particular, el escenario 1 representd el menor costo de inversién con un valor de 7,89 M
USD. Cabe seialar que, para el calculo de la inversidn total se tuvo en cuenta el costo de
capital requerido para la construcciéon de la planta, la puesta en marcha de Ia
biorrefineria, el capital de trabajo y el costo de los equipos. Este valor es similar al
encontrado en la bibliografia, Vaz Rossell et al. (2008) obtuvo una inversiéon de 15 M USD
para una planta de PHAs a partir de cafia de azlcar. Por otro lado, Ramos et al. (2019)
obtuvo una inversion de 21 M USD para una planta de producciéon de PHAs a partir de
cafia de azlcar. Cabe sefialar que, este valor incluye el procesamiento de la cafia de
azucar para la obtencién de su jugo que se utiliza para la obtencién de biopolimeros.
Tanto Vaz Rossell et al. (2008) como Ramos et al. (2019) consideraron plantas de 10.000
ton.afio™.

En la literatura abierta se pueden encontrar diferentes alternativas para la
disposicion de la vinaza. La concentracion de vinaza y la posterior fertirrigacidén es una
alternativa que cuenta con unainversioén inicial de 4 M USD. La fertirrigacidén no requiere
de una inversidn inicial, sin embargo, se debe considerar el costo de transporte para el
traslado de la vinaza. Otra alternativa es la digestién anaerdbica de vinaza para generar
biogas, la inversion inicial requerida es de 7,8 M USD. Si bien el biogas se puede utilizar
para generar electricidad y calor, se requiere un paso previo de limpieza. La digestion
anaerdbica para la obtencién de este gas renovable tiene una inversién de 8,1 M USD.
Como se puede apreciar, estas alternativas tienen un costo de inversién inicial de la

misma magnitud que la propuesta en este trabajo, sin embargo el uso de vinaza para la
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producciéon de PHAs generaria un beneficio econdmico ya que no solo se podria tratar
un desecho, sino ademas se obtendria un producto de alto valor agregado (de Abreu et
al. 2019).

Para estimar el resultado econdmico, se evalud la viabilidad de la inversién
utilizando la Tasa Interna de Retorno (TIR) del proyecto. La diferencia entre la TIR y la
tasa de descuento puede considerarse como un indicador de la mayor rentabilidad del
proyecto. En este proyecto se utilizé una tasa de descuento del 10 %. El escenario 1
tendria una TIR del 55 %, siendo un valor superior a los encontrados en la bibliografia.
de Abreu et al. (2019) informaron una TIR del 24,1 %, y el PHB se obtuvo a partir de dcido
succinico del hidrolizado de hemicelulosa junto con un 75 % de glucosa. Estos valores
fueron similares a los obtenidos para el escenario 3 que seria del 28 %. Ramos et al.
(2019) obtuvo un valor de TIR de 52 % utilizando cafa de azlUcar como fuente de
carbono, similar al obtenido para los escenarios 1 y 2 que serian de 55 y 56 %,
respectivamente. Lopez-Arenas et al. (2017) reportaron una TIR de 34,2 % utilizando
sacarosa como fuente de carbono.

En cuanto al periodo de recuperacion (PBP), este seria de 1-2 afios en todos los
escenarios excepto en el escenario 4 que seria de 2-3 anos. Estos valores son inferiores
a los encontrados en la bibliografia. Por ejemplo, Shahzad et al. (2017) reportaron un
PBP de 3,25 a 4,5 afios para una planta de PHAs que usa corrientes de la industria de
procesamiento animal como fuente de carbono. Por otro lado, Lopez-Arenas et al.
(2017) presentaron un PBP de 2,9 afios para una planta de PHAs a partir de sacarosa.

El Retorno de la Inversion (ROI) obtenido en los escenarios 1 y 2 fue superior al
20%, (27 y 21 %, respectivamente). Un valor superior al 20 % indica que el proceso

puede ser rentable (Lopez-Arenas et al. 2017).
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Se realizd un andlisis de sensibilidad en el escenario 1 para evaluar la influencia
de los diferentes valores de los pardmetros sobre el VPN. En la Figura 3.2 se puede
observar que el polimero acumulado por el microorganismo y el precio de venta del PHA
son los pardmetros mas significativos. Por otro lado, el costo de la energia eléctrica y
térmica tiene poca influencia en la funcién objetivo. El rendimiento de PHA tiene una
menor influencia en el VPN que el PHA acumulado, esto se debe a que no se considera

el costo del sustrato.

40 ~

Variacion del VPN

-10 -5 0 5 10
Variacion del parametro (%)

Figura 3.2: Analisis de sensibilidad realizado en el escenario 1 para evaluar la influencia de
diferentes valores de los parametros sobre el VNP. Simbolos: (---) Costo energia térmica,

(---) Rendimiento PHA, (- ) Costo energia eléctrica, (---) PHA acumulado y (---) Precio PHA.
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3.4 Conclusiones

Los resultados de la superestructura analizada demostraron que es rentable
obtener poli(hidroxialcanoato)s a partir de vinaza, un residuo contaminante de la
produccién de bioetanol. Los valores de VPN se ven afectados principalmente por dos
de las variables estudiadas: biopolimero acumulado por la biomasa y rendimiento de
PHA. Estas variables pueden incrementarse seleccionando una cepa productora de PHAs
gue acumule mayores cantidades de biopolimero y un medio de cultivo optimizado. En
cuanto a los medios de cultivo, se recomienda pretratar la vinaza para obtener
nutrientes mas accesibles para los microorganismos. En caso de utilizar vinaza cruda, se
sugiere mezclarla con otras fuentes de carbono como la melaza de cafia de azucar.
Ademas, la presencia de sales inorganicas en el medio favoreceria la acumulacion de

PHAs.
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vinaza

4.1 Introduccion

El proceso de obtencidn de bioetanol a partir de la cafia de azlcar genera un
subproducto conocido como vinaza que, si no se elimina adecuadamente, puede tener
consecuencias ambientales negativas. Sin embargo, se ha demostrado que este residuo
puede ser aprovechado para la produccién de compuestos valiosos, como los
polihidroxialcanoatos (PHAs), mediante procesos biotecnolégicos. La integracion de la
produccién de PHAs utilizando vinaza en una planta de bioetanol puede generar
beneficios econémicos y ambientales. Es importante destacar que, el transporte de la
vinaza desde la planta de bioetanol hasta la planta de PHAs puede ser costoso debido a
los grandes volumenes generados. Una solucion para reducir los costos de transporte es
la deshidratacién de la vinaza, obteniendo un polvo de menor volumen. La obtencidn de
un producto en polvo presenta otras ventajas tales como la facilidad de manejo y una
vida util mas larga.

El secado por aspersidon es una técnica de deshidratacién que se utiliza para
convertir un sistema liquido, como soluciones, dispersiones y emulsiones, en un polvo
de particulas secas. En este proceso, el sistema liquido se atomiza en pequenas gotas
gue se secan mediante el contacto con un medio de secado, generalmente aire a alta
temperatura. Durante el proceso de secado por aspersion, las gotas se reducen vy el
solvente, que suele ser agua, se evapora. El secado por aspersidn se caracteriza por su

alta eficiencia de evaporacién y su corto tiempo de contacto con el medio de secado, lo
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gue proporciona un costo de procesamiento bajo, una capacidad de produccién alta y

productos de alta calidad (Zhang et al. 2018).

Durante el proceso de secado por aspersion, las condiciones de procesamiento
pueden ocasionar la formaciéon de productos pegajosos, especialmente cuando la
composicion de la alimentacion es rica en azlcares y dcidos. La adherencia de particulas
a la pared interna de la cdmara de secado puede generar aglomeracion y reducir el
rendimiento del producto. Bhyari et al. (1997) seialan que el comportamiento pegajoso
de los materiales ricos en azucar se atribuye principalmente al contenido de azucares de
bajo peso molecular, que tienen bajas temperaturas de transicion vitrea. Para solucionar
este problema, se ha investigado ampliamente el uso de agentes coadyuvantes como
maltodextrinas, gomas, pectinas, fibras vegetales y almidones que facilitan el
procesamiento de secado por aspersion. Estos aditivos se utilizan para proteger las
sustancias de la humedad y la oxidacién, y mejorar su estabilidad y calidad (Braga et al.

2020).

La maltodextrina (MD) es un producto derivado del almidén que se presenta
como un polvo blanco. Su obtencién se logra mediante un proceso de hidrélisis parcial
del almidén, el cual conduce a la formacién de fragmentos mas pequenos de
carbohidratos, tales como dextrinas y maltosas (Xiao et al. 2022). Las dextrinas son
cadenas cortas de moléculas de glucosa, mientras que la maltosa es un disacarido que
se forma a partir de dos moléculas de glucosa. En términos de composicion, la MD
contiene entre un 2 y un 3 % de glucosa, y entre un 5y un 7 % de maltosa. Ademas, se
caracteriza por ser ligeramente dulce, soluble en agua y poco o casi insoluble en alcohol

(Xiao et al. 2022).
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Es importante destacar que, la composicién quimica y estructura de la MD
pueden variar en funcién de diversos factores como el grado de polimerizacién y la
fuente de almidon utilizada en su produccion. El grado de depolimerizacién del almidén
se puede medir mediante el valor equivalente de dextrosa (DE), que indica la cantidad
de enlaces de glucosidico que se han roto en el almidén. Por otro lado, el valor inverso
del grado medio de polimerizacion (DP) de las unidades de glucosa deshidratada
también puede utilizarse para evaluar el grado de depolimerizacién del almidén. Un DP
mas bajo indica que el almiddn se ha hidrolizado en fragmentos mas pequefios (Garnero
et al. 2013). En el caso de la MD, su valor DE oscila entre 3 y 20, lo que sugiere que su
cadena de carbohidratos es larga y esta compuesta por una mezcla compleja de
polimeros de mediano y bajo peso molecular (Zhang et al. 2018). Como resultado de la
digestion del almidoén, la MD presenta una estructura parcialmente hidrolizada de
amilosa y amilopectina, con unidades de D-glucosa unidas principalmente por enlaces

a-(1->4) y segmentos ramificados unidos por enlaces a-(1->6)(Garnero et al. 2013).

Las condiciones operativas del secado por atomizacidon y la relacion MD/sustrato
influyen en el rendimiento del secado. La aplicacion de disefios de experimentos permite
la evaluacidon simultdanea de varios factores, evitando la realizacion de numerosas
corridas independientes que caracteriza a la tradicional aproximacion paso a paso
(Molla-Alizadeh-Zavardehi et al. 2013). En este capitulo se optimizaron las condiciones
de secado por atomizacién de la vinaza utilizando maltodextrina (MD) como
coadyuvante, mediante un disefio experimental de Box-Behnken. El producto seco
obtenido se empled para la produccidon de PHAs, especificamente polihidroxibutirato

(PHB), mediante fermentaciones con Bacillus megaterium como microorganismo.
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4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Materiales

Se empled maltodextrina (MD) marca Globe 019150, con un valor de dextrosa
equivalente (DE) de 15, y vinaza proporcionada por una empresa sucroalcoholera
ubicada en Famailld (Tucumdn, Argentina). Cabe destacar que, en este capitulo se utilizd

una muestra de vinaza distinta a las empleadas en los capitulos 2 y 3, denominada V20z0.

4.2.2 Caracterizacion de la vinaza

Se determind el Carbono Orgénico Total (COT) y el pH, de acuerdo a lo descripto
en el Capitulo 2 (2.2 Materiales y métodos 2.2.2 Sustrato). Ademads, se determinaron los
Sélidos Totales (ST) por el Método Estandar 2540 D. Los ST son los residuos de material
gue quedan después de la evaporacion en estufa a 103 - 105 °C. Estos métodos se
encuentran descritos en la 20° edicion de los Métodos Estandar para el examen de agua

y aguas residuales (Li et al. 2011).

4.2 .3 Secado de vinaza

El disefio experimental Box-Behnken contemplé 4 factores evaluados en 3 niveles
(Tabla 4.1). Las variables independientes fueron las siguientes: temperatura de
secado (°C), caudal de alimentacion liquida (L.h™), caudal de aire de atomizacion (L.h™?)
y concentracion de MD (%). Los niveles bajo, medio y alto de cada factor, codificados
como -1, 0 y +1, respectivamente, fueron seleccionados en base experiencias
preliminares (Tabla 4.1). Para todas las experiencias, se registré la temperatura de salida

y se colecté el material depositado en la camara de secado.

Tabla 4.1: Variables independientes con sus valores codificados y niveles correspondientes
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Temperatura Caudal de Caudal de aire de Concentracion
Nivel de secado alimentacion liquida atomizacion de MD
(°Q) (L.h?) (L.h?) (%)
Alta (+1) 160 0,09 357 50
Central (0) 145 0,17 479 40
Baja (-1) 130 0,24 601 30

La matriz de disefio para los 27 experimentos se presenta en la Tabla 4.2. Las
variables de respuesta fueron el rendimiento de secado (%) y la productividad de
PHB (g.L'! h'') empleando las muestras de vinaza secadas. Se prepararon las mezclas de
vinaza y MD de acuerdo a las formulaciones arrojadas por el disefio de experimentos.
Las preparaciones liquidas se atomizaron en un secadero Biichi B-290 Mini Spray Dryer
(Buchi, Suiza) modificando las condiciones operativas de: temperatura de entrada del
aire de secado (T); caudal de alimentacion y el caudal de aire de atomizacion de acuerdo

al disefio de experimentos.

Tabla 4.2: Valores de los factores para las variables independientes de los experimentos para

optimizar las condiciones de secado por aspersion de vinaza

Temperatura de Caudal de aire de Caudal de Concentracion
Corrida secado atomizacién alimentacion liquida de MD
(°C) (L.h?) (L.h?) (%)
1 1 -1 0 0
2 0 0 1 -1
3 -1 -1 0 0
4 0 1 1 0
5 1 0 -1 0
6 1 0 1 0
7 -1 0 0 1
8 0 0 1 1
9 1 0 0 -1
10 0 -1 1 0
11 0 0 -1 -1
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12 0 -1 0 -1
13 -1 0 0 -1
14 0 0 -1 1
15 0 -1 0 1
16 0 -1 -1 0
17 0 1 -1 0
18 0 1 0 1
19 0 1 0 -1
20 -1 0 1 0
21 1 0 0 1
22 -1 1 0 0
23 1 1 0 0
24 -1 0 -1 0
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0

Por otro lado, el caudal de aire de secado se mantuvo en 35 - 38 m3.h'!
(correspondiente al 100 % de aspiracion). Con el objeto de mantener la homogeneidad,

las suspensiones se mantuvieron en agitacidn mientras la alimentacién era bombeada.

4.2.3.1 Rendimiento de secado

A partir de los sdlidos recuperados del ciclén de separacion gas-sélido, los del
vaso recolector de producto y el contenido total de sélidos alimentados se calculd el

rendimiento de secado (RS) segun la ecuacién 4.1:

__ Masa Solidos Recuperados .

RS [% ] 100 [4.1]

" Masa Sélidos Alimentados

4.2.3.2 Determinacioén del COT de los polvos obtenidos

Una vez obtenidos los polvos se determind el COT de cada uno de ellos, de

acuerdo a lo descripto en el Capitulo 2.
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4.2.4 Obtencién de PHB a partir de vinaza seca

Las fermentaciones se llevaron a cabo en Erlenmeyers de 250 mL, que contenian
100 mL de medio de cultivo, a 30 °C durante 24 h y 200 rpm en un agitador orbital. El
medio de cultivo utilizado fue: 2,5 g.L't MgS04.7H0, 2,5 g.L't NaCl, 0,5 g.L'! FeSO4.7H-0,
0,05 g.L't MnS04.4H,0, 1,9 g.L ™t KH2PO4, 0,17 g.L' NH4NOs y vinaza seca. La cantidad de
vinaza agregada al medio de cultivo varié en funcién del valor de COT para mantener
una concentracion de carbono (C) de 4 g.L%. Por otra parte, el pH del medio fue ajustado
a 7,0 con NaOH 2,5 M. Cabe destacar que, la composicidon del medio de cultivo y las
condiciones de fermentacién empleadas corresponden a las optimizadas en el

Capitulo 2.

La cuantificacién del PHB acumulado se llevé a cabo también segun lo descripto

en el Capitulo 2.

4.2.5 Optimizacién global del proceso de secado: deseabilidad individual (d) y
global (D)

En muchas ocasiones, la calidad de un producto manufacturado no puede ser
caracterizada por una Unica respuesta, sino por un conjunto de respuestas que pueden
estar correlacionadas o no. Cada una de estas respuestas esta determinada en unidades
y escalas de medicidn diferentes, lo que hace que se requieran diferentes criterios de
optimizacién. En este escenario, lograr una optimizacién global del sistema se vuelve
complicado, ya que un conjunto Unico de condiciones dptimas no garantiza que todas
las respuestas sean optimizadas simultaneamente. Para abordar esta optimizacién
simultanea global, se han utilizado diversas metodologias heuristicas que combinan los
requerimientos individuales de cada respuesta en un Unico requerimiento compuesto.

(Raissi y Farsani 2009). En este contexto, en 1965, Harrington desarrolld la funcion de
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deseabilidad para optimizar simultaneamente multiples respuestas. Desde entonces, la
funcion ha sido modificada para mejorar su aplicabilidad (Kuhn 2016) y se ha convertido
en una de las técnicas mas utilizadas para la optimizacidn multi-respuesta. La estrategia
de la funcién de deseabilidad consiste en transformar cada una de las funciones de
superficie de respuesta (Yi') en su correspondiente funcidon de deseabilidad individual
(di), y luego combinarlas para formar la funcién de deseabilidad global (D) como Unico
objetivo de optimizacion.

4.2.5.1 Funcién de deseabilidad individual (d)

La respuesta individual puede ser disefiada de forma que su deseabilidad se
establezca en 1 cuyo se alcance el nivel deseado de respuesta, ya sea minimo, maximo
u objetivo, y tienda a 0 a medida que se aleje de dicho valor (Kuhn 2016). Por lo tanto,
se pueden proponer tres formas diferentes de la funcién de deseabilidad (d) en funcién
del objetivo de optimizacion (dmin, dmax, dobj). En los casos en los que se busca maximizar

la funcion variable de respuesta, se define dmsx de acuerdo a la ecuacion 4.2:

0, Y <L
dmsr =3 [(Y = L)/U-D)], L<Y¥ <vU [4.2]
1, Y >U

donde Ly U son los limites inferior y superior del intervalo donde se desea que
se encuentre la respuesta, independientemente del objetivo de optimizacidn. El peso s

establece la linealidad de la funcidén deseabilidad con respecto al modelo.

Por otro lado, en los casos en que Y' desea ser minimizada, la deseabilidad se

define como dmin de acuerdo a la ecuacién 4.3:
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0, Y >U
dnin =3 [(Y =)/ L -], L<Y <U [4.3]
1, Y <L

Finalmente, cuyo se busca que la variable de respuesta tenga un valor especifico
(t*), su funcién de deseabilidad se define como dobj, tal que tome el valor 1 en ese punto
y se definen nuevas expresiones a ambos lados del punto objetivo de acuerdo a la
ecuacién 4.4:

[ -0/ -], L<YV <t

dovj = [(¥ = U)/(L-W)]? <Y <u [4.4]
1, En cualquier otro caso

En todos los casos, fuera del intervalo L — U la deseabilidad se anula (Raissi y
Farsani 2009). Los valores de s, s1y sz se eligen de acuerdo a la facilidad o dificultad con
la que se satisfacen las condiciones. Un valor de s = 1 establece una relacion lineal entre
la funcidn ajustada de la respuesta y la deseabilidad. Cuyo se desea penalizar las
situaciones en las que la funcién ajustada se aleja del dptimo, se debe considerar un
valor de s > 1, de modo que la deseabilidad caiga abruptamente a medida que las
condiciones se alejan del 6ptimo. Finalmente, un valor de s < 1 se aplica en una situacion
mas flexible, es decir cuyo se espera que la deseabilidad se encuentre cercana a 1 aun

en lejanias de los puntos éptimos (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Funciones de deseabilidad. Se desea que la respuesta de interés alcance: a) un

valor maximo (dmsx); b) un valor minimo (dmin) 0 ¢) un valor objetivo (dob;)

4.2.5.2 Funciéon de deseabilidad global (D)

Una vez establecida la funcién de deseabilidad para cada una de las respuestas
de interés, éstas pueden ser combinadas para formar una Unica funcién deseabilidad
compuesta (o global) que convierte el problema multi-respuesta en uno de respuesta
simple (Raissi y Farsani 2009). La funcién de deseabilidad global (D) se define como la
media geométrica de las deseabilidades individuales (di) (Kuhn 2016), de acuerdo a la

ecuacion 4.5:

1
D= (H(C&)) (3]

donde n es el niumero total de respuestas involucradas.

Asi, si todas las caracteristicas de calidad alcanzan su valor ideal, la deseabilidad
es 1 para todas las respuestas individuales (di = 1 para todo i); si alguna respuesta no

alcanza su valor ideal, su deseabilidad es menor a 1, por lo tanto la global también lo es;
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y si alguna de las respuestas cae fuera de los requerimientos de calidad, su deseabilidad

es 0y entonces la deseabilidad total también es nula (Raissi y Farsani 2009).

El proceso de optimizacidn global consiste entonces en encontrar las condiciones
gue conducen a un maximo valor de deseabilidad global, que puede ser resuelto
mediante técnicas computacionales. En el caso particular del proceso de optimizacién
de secado de la vinaza, se construyeron las funciones de deseabilidad maxima individual
en base a las superficies de respuestas obtenidas para el rendimiento de secado y la
productividad de PHB. A partir de estas deseabilidades individuales se construyé la
funciéon de deseabilidad global con el fin de lograr una optimizacién integral del proceso
de secado. Para este estudio se utilizaron las herramientas de analisis del software

Statgraphics Centurion XV.II X64.

4.2.6 Ensayos de caracterizacion de las muestras de vinaza seca

4.2.6.1 Tamafio de particulas

La distribucion de tamafio de particulas en suspensién se determiné utilizando
un equipo de difraccidon laser Horiba LA - 950 V2 (Horiba Ltd., Japdn). El tamafio

promedio de las particulas se expresdé como el diametro volumétrico medio D [4,3].

4.2.6.2 Fluidez

Para determinar las propiedades de flujo se calculé el indice de Carr. Para ello, el
polvo se vertid en una probeta de 10 cm? previamente tarada y se pesd para determinar
la masa del mismo. La densidad a granel (Densg) se calculé como la relacién entre la
masa de polvo y el volumen ocupado por el mismo (graduado en la probeta). La densidad
empaquetada (Densg) se determind sometiendo la probeta con el polvo pesado a una
serie de impactos verticales suaves hasta que el volumen final ocupado no presenté

variaciones. La Dense se calculé como la relacién entre la masa de polvo y el volumen

104



Capitulo 4: Optimizacion del proceso de secado de vinaza

ocupado por el mismo después de los impactos. La fluidez del polvo se determind
utilizando el indice de Carr (Schiissele y Bauer-Bryl, 2003) segln la ecuacién 4.6:

_ DESg — DES;

I¢ DES;

100 % [4.6]

Valores de IC por debajo del 10 % indican flujo excelente, valores entre 11y 15 %
son representativos de buena fluidez, desde 16 y hasta 20 % el flujo es razonable,
mientras que entre 21 y 25 % el material presenta aceptables propiedades de flujo. El
polvo posee pobre fluidez cuando los valores de IC se encuentran entre 26 y 31 %.

4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Caracterizacion de la muestra de vinaza

El COT, el pH y los ST de la muestra de vinaza V2020 se muestran en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Propiedades fisicoquimicas de las muestras de vinaza

Propiedades Vinaza
fisicoquimicas V2017 V2018 V2020
COT (g.L'?) 40,5+0.5 16,3+0.5 42,0+1,5
pH 4,8 4,6 4,7
ST (mg.L™?) nd nd 114,56 + 1,34

COT: Carbono Orgdnico Total; ST: Sélidos Totales. nd: no determinado.

Con respecto al contenido de COT, se observd un valor similar entre las muestras
V2020 ¥ V2017. Los valores de pH de las muestras de vinaza se encontraron dentro del
rango reportado en la literatura (Fukushima et al. 2019), lo que representa un desafio

en términos de disposicion de este subproducto debido a su pH bajo.
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El valor de ST se encuentra dentro del rango reportado en la bibliografia, que va
de 113,4 a 599,4 mg L™* (Ortegdn, 2016). El valor de ST obtenido se utilizé para calcular

los sélidos alimentados en el secadero y posteriormente el rendimiento del secado.

4 3.2 Secado de vinaza

4.3.2.1 Optimizacion del proceso para maximizar el rendimiento del secado

Para optimizar el secado de la vinaza se llevaron a cabo 27 experimentos, dados
por el disefio experimental de Box-Behnken, y se obtuvieron los valores de rendimiento

(RS) que se incluyen en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Valores de la variable de respuesta rendimiento de secado (RS) experimentales y

estimados por el modelo para optimizar el secado de vinaza por aspersiéon

Corrida RSexp. (%) RSmod. (%)
1 80,4 76,1
2 84,7 83,2
3 82,7 76,6
4 87,5 84,2
5 42,2 36,7
6 49,5 46,2
7 82,5 78,2
8 76,0 73,9
9 42,7 44,0
10 45,7 50,1

11 76,9 77,4
12 82,4 86,0
13 67,0 68,4
14 74,2 77,9
15 78,5 79,7
16 68,2 71,7
17 60,1 65,4
18 81,0 80,4
19 72,3 75,6
20 77,9 75,3
21 45,8 47,6
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22 45,7 47,0
23 79,4 80,8
24 82,2 83,1
25 61,7 62,2
26 60,0 62,2
27 65,0 62,2

De acuerdo con la Tabla 4.4, el rendimiento de secado obtenido
experimentalmente estuvo comprendido entre 87,5 (corrida 4) y 42,2 % (corrida 5). A
continuacion, se presenta el modelo cuadratico ajustado para el rendimiento de secado

(RS), en funcién de las variables independientes estudiadas y sus interacciones.

RS = 762,18 — 6,258 MD — 11,249 T + 12,005 CL + 6,780 CA + 0,087 MD? +
0,0008 MD T — 0,0765 MD CL + 0,006 MD CL + 0,040 T?> — 0,058 T CL + [4.6]
0,005T CA+ 0,126 CL? — 0,069 CL CA — 0,066 CA?

donde MD es la concentracion de maltodextrina (%), T es la temperatura de secado (°C),
CL es el caudal de alimentacidn liquida (L.h'!) y CA es el caudal de aire de atomizacion
(L.h2).

El R? obtenido fue de 95,36 %. La representacion de los valores obtenidos
experimentalmente en funcién de los ajustados (estimados) se presenta en la Figura 4.2

indicando una buena correlaciéon entre ambos y con ello un buen ajuste del modelo.
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Figura 4.2: Rendimiento de secado experimental en funcion de los obtenidos por el modelo

cuadratico ajustado. R?=0,99

Realizando un analisis de la varianza de los valores obtenidos, se estudiaron las
variables que afectaron significativamente a la respuesta de interés (p < 0,05). Los
valores de p para las cuatro variables independientes y sus interacciones se reportan en
la Tabla 4.5. Es importante notar que, no todas las variables afectaron al rendimiento de
secado de la misma manera. Se puede observar que el caudal de aire de atomizacién
(CA) y la concentracion de MD influyeron estadisticamente en el rendimiento del
secado, considerando un nivel de significacion de 0,05 (p = 0,0000 y 0,0185,
respectivamente). Por otro lado, la temperatura de secado (T) y el caudal de
alimentacion liquida (CL) no fueron estadisticamente significativos (p = 0,7767 y 0,3606,
respectivamente). Las interacciones entre las variables estudiadas no fueron
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destacables sobre el rendimiento de secado y los efectos de orden superior que
resultaron significativos fueron la concentracién de MD, la temperatura de secado (T) y

el caudal de alimentacién (CA) (p = 0,0010, 0,0008 y 0,0066, respectivamente).

Tabla 4.5: Valores de p para las variables independientes y sus interacciones, obtenidas a

partir de la optimizacién del proceso para maximizar el rendimiento del secado.

Variable p
MD 0,0185
T 0,7767
CL 0,3606
CA 0,0000
MD? 0,0010
MDT 0,9582
MD CL 0,1278
MD CA 0,7938
T2 0,0008
TCL 0,0859
TCA 0,7618
CL? 0,1443
CLCA 0,1659
CA? 0,0066

MD = Concentracién de maltodextrina (%), T = Temperatura de secado (°C), CL = Caudal de alimentacién

liquida (L.h™), CA = Caudal de aire de atomizacién (L.h'%)

Estos efectos se vieron reflejados en la Figura 4.3, la cual presenta la superficie
de respuesta ajustada del rendimiento de secado para las variables independientes que

tienen una influencia significativa en esta variable (MD y CA).
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Figura 4.3: Superficie de respuesta del rendimiento de secado de vinaza en funcién de la

concentracién de maltodextrina y del caudal de aire de atomizacién

El rendimiento de secado fue mayor a elevados caudales de aire de atomizacién
y las mayores concentraciones de maltodextrina empleada (Figura 4.3). El andlisis de la
varianza evidencid como parametro influyente sobre el rendimiento al caudal de
atomizacion, tanto en su término lineal como cuadratico. Una mayor energia aplicada al
proceso de atomizacién (observada en este caso como caudal de aire de atomizacidn)
conduce a particulas con tamafios cada vez menores, aumentando asi el area total de
transferencia de calor por unidad de volumen y, por ende, la transferencia de calor y
masa (Phisut 2012). Por otra parte, cuyo los tamafios de particula son mas pequenos, el
cono de atomizacién formado es mas estrecho, por lo que las gotas generadas tienen
menos posibilidad de alcanzar las paredes de la camara de secado y, cuyo lo hacen (hacia

el final de la longitud total de la cdmara), éstas ya se encuentran casi secas, reduciendo
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asi las pérdidas por pegado (Di Battista 2015). La concentracién de MD también mostrd
un impacto significativo sobre el rendimiento de secado, pero de menor importancia. El
orden cuadratico prepondera sobre el lineal. El aumento en la proporcion de MD se
asocié con un aumento en el rendimiento del proceso de secado. Este resultado es
consistente con estudios previos, como el realizado por Fang y Bhyari (2012) sobre el
secado por atomizacién de jugo de bayas, quienes encontraron la misma tendencia.
Ademas, el estudio realizado por Kog¢ y Dirim (2018) sobre el secado por atomizacion de
jugo de espinaca demostrd que una mayor concentracion de MD condujo a un mayor
rendimiento de secado. Las mejores condiciones para el rendimiento de secado ajustado
por el modelo se encontraron cuando ambos factores (caudal de alimentacion y

concentracion de MD) estaban en su nivel alto.

Después de desarrollar la ecuacion que modela el rendimiento de secado en
funcién de las variables independientes, se determinaron las condiciones éptimas para
esta respuesta. Estas condiciones son: temperatura de secado de 156 °C, caudal de
atomizacién de 553 L.h"* en el rotdmetro, apertura de la bomba de alimentacién del 0,09
L.h"* y concentracién de MD de 49,7 %. Siguiendo estas condiciones, se podria alcanzar

un rendimiento de secado del 100 %.

4.3.2.2 Determinacion del COT de las muestras de vinaza seca

En la Tabla 4.6 se muestra el valor del COT determinado para las muestras de
vinaza secas, el cual varié entre 68,5 y 112,6 mg.L'l. Este valor de COT se utilizé
posteriormente para la preparacion de los medios de cultivo utilizados en la produccién

de PHB por B. megaterium.
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Tabla 4.6: Valores de Carbono Organico Total (COT) de las muestras de vinaza secas

Corrida (n::;:_l)
1 74,6
2 79,8
3 80,1
4 83,8
5 84,6
6 90,0
7 72,5
8 85,7
9 79,0
10 70,7
11 83,7
12 89,7
13 83,1
14 93,2
15 73,4
16 72,2
17 112,6
18 106,5
19 75,1
20 69,8
21 76,0
22 69,5
23 79,2
24 72,3
25 86,3
26 68,5
27 94,3

4.3.2.3 Optimizacién de proceso de secado para maximizar la productividad de PHB

Luego de obtener las 27 muestras de vinaza seca y determinar su COT, se llevd a
cabo la preparacién de los medios de cultivo, las fermentaciones correspondientes y la

determinacién de la productividad de PHB (Tabla 4.7). De acuerdo con los resultados, la
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productividad obtenida experimentalmente estuvo comprendida entre 0,0052

(corrida 9) y 0,0285 g.L't h'! (corrida 2).

Tabla 4.7: Valores productividad experimental de PHB (P) y estimada por el modelo para

optimizar el secado de vinaza por aspersion

Pexp. Pmod.
Corrida
(g.L1h?) (g.L1h?)
1 0,0066 0,0072
2 0,0285 0,0216
3 0,0055 0,0103
4 0,0212 0,0226
5 0,0120 0,0203
6 0,0123 0,0120
7 0,0130 0,0204
8 0,0116 0,0098
9 0,0052 0,0094
10 0,0184 0,0237
11 0,0056 0,0087
12 0,0128 0,0171
13 0,0119 0,0204
14 0,0096 0,0157
15 0,0110 0,0084
16 0,0114 0,0004
17 0,0053 0,0129
18 0,0210 0,0372
19 0,0064 0,0062
20 0,0211 0,0042
21 0,0125 0,0138
22 0,0075 0,0103
23 0,0079 0,0076
24 0,0081 0,0142
25 0,0143 0,0170
26 0,0139 0,0170
27 0,0142 0,0170
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El modelo cuadratico ajustado para la productividad (P) en funcidon de las
variables independientes estudiadas y sus interacciones se describe en la ecuacién 4.7:

P = -0,1569 + 0,0023 MD + 0,0015T — 0,0002 CL + 0,0019 CA +

0,000007 MD? — 0,00001 MD T — 0,000005 MD CL —
[4.7]
0,00001 MD CA — 0,000006 T2 + 0,000009 T CL —

0,00003 CL?* — 0,000008 CL CA — 0,00003 CA?

donde MD es la concentracidon de maltodextrina (%), T es la temperatura de secado (°C),
CL es el caudal de alimentacién liquida (L.h'!) y CA es el caudal de aire de atomizacion
(L.hh).

El R?> obtenido fue de 89,42 %. Los valores de productividad obtenidos
experimentalmente en funcidon de los predichos por el modelo se muestran en la
Figura 4.4, indicando una buena correlacidon entre ambos y con ello un buen ajuste del

modelo.
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Figura 4.4: Productividad de PHB experimental en funcién de los obtenidos por el modelo

cuadrético ajustado. R?=0,99

Realizando un analisis de la varianza de los valores observados, se encontré que
la concentracién de MD afectd significativamente a la respuesta de interés (p = 0,000).
Los valores de p para las cuatro variables independientes y sus interacciones se reportan
en la Tabla 4.8. Se puede observar que el caudal de aire de atomizacién (CA), la
temperatura de secado (T) y el caudal de alimentacién (CL) no influyeron
estadisticamente en la productividad de PHB, considerando un nivel de significacion de
0,05 (p = 0,3721, 0,1416 y 0,9187, respectivamente). Las interacciones entre las
variables estudiadas no fueron destacables sobre la productividad y el efecto cuadratico

que resultod significativo fue CA? (p = 0,0226).

Tabla 4.8: Valores de p para las variables independientes y sus interacciones, obtenidas a

partir de la optimizacién del proceso para maximizar la productividad de PHB

Variable p
MD 0,0000
T 0,1416
CL 0,9187
CA 0,3721
MD? 0,5704
MDT 0,2851
MD CL 0,8598
MD CA 0,3002
T2 0,3043
TCL 0,6349
TCA 0,3665
cL? 0,5840
CLCA 0,7643
CA? 0,0226

MD = concentracién de maltodextrina (%), T = Temperatura de secado (°C), CL = Caudal de

alimentacién liquida (L.h'1), CA = Caudal de aire de atomizacion (L.h™?)
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Estos efectos se vieron reflejados en la Figura 4.5, que muestra la superficie de

respuesta ajustada de la productividad en funcién de la concentracidn de maltodextrina

y la temperatura de secado.

e Productivdad
0,02375

0,02196
0,02017
0,01828

0,01659

- 0,01480
0,01301

0,01122

0,008430

Productividad (g Ay

0,007640

- 0,005850

Figura 4.5: Superficie de respuesta de la productividad de PHB en funcién de la concentracidn

de maltodextrina y de la temperatura del aire de atomizacion.

Se obtuvo un aumento significativo en la productividad de PHB al incrementar la
concentracion de maltodextrina, lo cual sugiere que ésta es una fuente de carbono
adecuada para el crecimiento y acumulacién de PHB por B. megaterium. Una vez
establecida la ecuacién que modela el comportamiento de la productividad con las

variables independientes, se busco y encontrd el conjunto de condiciones éptimas para
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esta respuesta. En efecto, estableciendo una temperatura de secado de 130°C, un
caudal de atomizacidn correspondiente a 404 L.h'%, 0,14 L.h"! de caudal de alimentacion
liguida y una concentracion de maltodextrina del 50 %, se podria alcanzar una

productividad de 0,0248 g.L't h1,

El valor de productividad de PHB alcanzado fue significativamente mayor que el
obtenido en el Capitulo 2 empleando vinaza liquida (0,0105 g.L'! h'), lo que confirma la
influencia positiva de la MD en la produccién de PHB por Bacillus megaterium. Aunque
la produccion de PHB empleando hidrolizados de almidén ha sido abordada por diversos
autores, son pocos los estudios que han utilizado cepas del género Bacillus. En este
sentido, Ramadas et al. (2009) reportd una productividad similar a la obtenida en este
capitulo, alcanzando un valor de 0,0197 g.L' h'! empleando hidrolizado de almidén de
papa y Bacillus sphaericus NCIM 5149 como microorganismo. Asimismo, Porras (2016)
obtuvo una productividad de 0,023 g.L' h™* empleando este microorganismo y almidén
soluble. Segun los resultados obtenidos y los reportados por otros autores, la vinaza por
si sola no proporcionaria una fuente de carbono suficiente para lograr grandes
cantidades de produccién de biomasa y PHB. Por lo que, complementar el cultivo con
una fuente de carbono adicional resultaria beneficioso. En este sentido, Acosta Cardenas
etal. (2018) utilizd como sustrato una combinacién de vinaza y melaza de cafia de azucar

reportando una mejora significativa en la productividad de PHAs.

4.3.2.4 Optimizacion de las condiciones de secado para maximizar el rendimiento del

proceso y la productividad de PHB
En la seccidn precedente se obtuvieron las condiciones de secado que conducen
al 6ptimo de cada respuesta individual. Las condiciones para maximizar el rendimiento

del secadoy la productividad de PHB fueron diferentes entre si. En consecuencia, resulta

117



Capitulo 4: Optimizacion del proceso de secado de vinaza

imposible establecer un Unico conjunto de variables para el cual todas las respuestas se
encuentren en su valor maximo. Por lo tanto, la deseabilidad es una herramienta util

para determinar las condiciones que aseguren la optimizacién global del proceso.

De acuerdo con esto, y empleando la ecuacién [4.2], se establecieron las
funciones de deseabilidad individual (di) para cada una de las respuestas de interés. Cada
di fue definida en términos de la ecuacion de ajuste de la respectiva respuesta
(ecuaciones [4.6] y [4.7]). Para cada funcidn, el correspondiente intervalo de valores se
establecié considerando los valores experimentales minimo y madaximo de cada
respuesta. Ademads, en todos los casos el peso s se establecié igual a 1. Asi, para el
rendimiento del secado (di), la funciéon deseabilidad queddé definida segun la

ecuacion 4.8:

0, Y <422
di =q[(Y —42,2)/(874 - 42,2)]1, 422 <Y <874 (4.8]
1, Y > 874

Por su parte, la deseabilidad asociada a la productividad (dz) se define segun la
ecuacion 4.9:

0, Y < 0,0052
d, ={[(Y" - 0,0052)/(0,0285 — 0,0052)]1, 0,0052 < Y < 0,0285 [4.9]
1, Y > 0,0285

Una vez establecidas las deseabilidades individuales, se definid, la funcidén global

(D) de acuerdo a la ecuacién 4.10.

1
D = (dyd,)? [4.10]
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Una vez especificada la funcion deseabilidad global ajustada fue posible predecir
las condiciones operativas del proceso de secado que conducirian a un dptimo global
dentro de la ventana operativa de disefio utilizando la opcion de optimizacidon de
multiples respuestas del software Statgraphics. Los valores obtenidos para cada variable
independiente como asi también la deseabilidad global estimada se presentan en la

Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Condiciones dptimas del proceso de secado y deseabilidad global estimada

MD (%) 50
T(C) 130,6

CA (L.h71) 500

CL(L.hY) 0,09
Deseabilidad global estimada 0,879

Se realizéd un ensayo experimental por duplicado del punto éptimo bajo las
condiciones descriptas en la Tabla 4.9 y se calcularon los rendimientos del proceso de
secado. Posteriormente, las muestras de vinaza seca obtenidas bajo estas condiciones
se emplearon para llevar a cabo fermentaciones con B. megaterium y se calcularon las
productividades de PHB. Los resultados experimentales de las respuestas de interés del
disefio (rendimiento de secado y productividad de PHB) se emplearon para calcular las
deseabilidades individuales y posteriormente la deseabilidad global experimental
(Tabla 4.10). Tal como se puede observar la deseabilidad global experimental (0,853)
resulté muy proxima a la deseabilidad global estimada por la funcion ajustada (0,879).
Ademads, en la Tabla 4.10 se muestran los valores estimados y los intervalos de confianza
del 95 % para el rendimiento de secado bajo las condiciones éptimas y la productividad

de PHB empleando la vinaza secada bajo esas condiciones. Los resultados obtenidos
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demuestran la validez del modelo y la utilidad de estas herramientas estadisticas para
la optimizacidn del proceso de secado de vinaza.

Tabla 4.10: Valores experimentales dptimos y predichos del proceso de secado

Valor Experimental Valor Predicho Intervalo de confianza
Rendimiento (%) 87,0+2,8 87,5 79,7-95,5
Productividad (g.L'* h%) 0,0227+ 0,0020 0,0232 0,0186-0,0278
Deseabilidad global
0,853 £ 0,080

experimental

4.3.3 Caracterizacién de las muestras de vinaza seca
Se realizaron ensayos de caracterizacion de la vinaza seca obtenida empleando

las condiciones dptimas descriptas en la Tabla 4.9.

4.3.3.1 Tamafio de particula

La distribucién de tamafio de particulas de las muestras de vinaza seca reveld
una naturaleza bimodal, caracterizada por la presencia de dos poblaciones distintas.
Estas poblaciones se describen mediante distribuciones log-normales separadas. El
primer grupo, denominado "particulas pequefias", exhibe un rango de tamafio que varia
entre 3,9y 12,5 um con un tamafio de particula medio de 11,1 £ 1,2 um. Por otro lado,
el segundo grupo corresponde a las "particulas grandes", cuyo rango de tamafio se sitla

entre 12,5y 394,2 um con un tamano de particula medio de 164,1 + 28,4 um.

Ademas de identificar las dos poblaciones, se determinaron los valores del
diametro medio y la desviacidn estandar geométrica para cada grupo. Estos parametros
proporcionan una medida cuantitativa de la tendencia central y la dispersidon de los

tamarfios de particulas en cada distribucion
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Figura 4.6: Distribucién de tamafio de particula en la muestra de vinaza seca.

4.3.3.2 Fluidez

El polvo exhibié una fluidez pobre, ya que sus valores de indice de Carr se sitian
alrededor de 26 %. En situaciones que requieran un polvo con una buena fluidez, se
debera realizar un acondicionamiento previo antes de su uso.

4.4 Conclusiones

Se estudid y demostrd la factibilidad de obtener muestras de vinaza seca
mediante un proceso de secado por aspersién, obteniendo rendimientos entre 42,2 y
87,5 %. Las muestras de vinaza seca se emplearon como sustrato para realizar
fermentaciones con B. megaterium para obtener PHB, alcanzando valores de

productividad entre 0,0052 y 0,0285 g.L't h'2.
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Mediante un disefio experimental se logré optimizar el proceso de secado de
manera tal de maximizar simultdneamente el rendimiento del mismo y la productividad
de PHB a partir de vinaza seca. A partir de la maximizacién de la funcién deseabilidad
global, se encontraron las condiciones éptimas de secado que permitieron alcanzar un
rendimiento del proceso del 87 % y una productividad de PHB de 0,0227 g.L'* h1. Dichos
valores experimentales resultaron similares a los estimados por las superficies de

respuestas validando el modelo estadistico.

Cabe destacar que, la productividad de PHB obtenida empleando vinaza seca
(0,0227 g.L'* h'!) como sustrato resulté el doble que la obtenida a partir de vinaza liquida
(0,0105 g.L* hl). Esta diferencia podria atribuirse a la presencia de maltodextrina en la
vinaza seca que constituye una fuente de carbono mas accesible a los microrganismos,
favoreciendo la produccién del biopolimero.
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y seca. Caracterizacion de los PHAs obtenidos.

5.1 Introduccion

Los PHAs son polimeros semicristalinos que exhiben una amplia variedad de
propiedades mecdnicas dependiendo de su composicion y tipo de mondmeros
constituyentes (Costa et al. 2018). Como se menciond en el Capitulo 1, los PHAs se
pueden clasificar en diferentes tipos segun la longitud de la cadena de carbono: PHAs
de cadena corta (scl-PHA), PHAs de cadena media (mcl-PHA) y PHAs de cadena larga (lcl-
PHA). La longitud de la unidad de mondmero influye en las propiedades del polimero.
En el caso de los scl-PHA, compuestos por mondmeros de 3-5 carbonos, son
termopldsticos con un alto grado de cristalinidad en el rango de 60 a 80 % (Anjum et al.
2016), rigidos y quebradizos, y se utilizan mayoritariamente para la produccién de
articulos desechables y envases para alimentos (Nigmatullin et al. 2015). Por otro lado,
los mcl-PHA, constituidos por unidades monoméricas de 6-14 carbonos, son
elastomeros cristalinos, flexibles y elasticos, tienen bajo grado de cristalinidad (20-
25 %), baja resistencia a la traccion y alta elongacién a la rotura (Grigore et al. 2019).
Ademas, tienen una temperatura de transicidn vitrea baja y menor masa molecular en
comparacion con los scl-PHA. Finalmente, los biopoliésteres que contienen mondmeros
de 15 o mas carbonos se denominan Icl-PHA (Riaz et al. 2021). Un PHA serd un polimero
de cadena corta o media segun la enzima responsable de la sintesis (sintasa) ya que la
misma es especifica del sustrato y puede actuar sobre mondmeros con diferente

numero de atomos de carbono. Por lo tanto, la composiciéon quimica de los PHAs
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dependera del sustrato, la enzima PHA-sintasa y la ruta metabdlica involucrada (Lemos
Delgado y Mina Cordoba 2015). En este sentido, B. megaterium posee enzimas sintasas
de Clase |V, capaces de polimerizar principalmente unidades monoméricas de cadena
corta. Se ha reportado que B. megaterium produce P(3HB) a partir de azucares y P(3HB-
co-3HV) a partir de precursores de 3HV como propionato y valerato (Chen et al. 2010,
Park et al. 1997). A pesar de la adicién de un precursor de 4-hidroxibutirato (4HB), no se
observo la incorporacién de 4HB en el polihidroxialcanoato (PHA) producido por la cepa
de B. megaterium (Tay et al. 2010). Existen pocos reportes de B. megaterium DSM509,
produciendo PHAs de longitud de cadena media o larga (Shahid et al. 2013, Zribi-

Maaloul et al. 2013).

Las propiedades térmicas de los PHAs pueden ser caracterizadas en términos de
la temperatura de transicidn vitrea (Tg) para la fase amorfa y la temperatura de fusion
(T¢) para la fase cristalina. De acuerdo con Grigore et al. (2019), el aumento de la longitud
de la cadena lateral de 1 a 7 carbonos reduce la Tg, mientras que un cambio de 4 a 7
carbonos aumenta la Tr de 45 a 69 °C. La adicién de otros acidos hidroxialcanoicos (HA)
puede modificar la Tr, como se observa en el copolimero PHBV, donde el aumento del
contenido de 3HV disminuye la T sin afectar significativamente la degradacidon térmica
(Melendez-Rodriguez et al. 2021). En consecuencia, se puede ajustar el contenido de
3HV durante la fermentacién para controlar las propiedades térmicas y lograr una mayor
ventana de procesamiento térmico sin degradacién. La Tabla 5.1 presenta valores de

propiedades mecanicas y térmicas de diversos PHAs.
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Tabla 5.1: Propiedades térmicas y mecdanicas del PHB y otros PHAs (Anjum et al. 2016)

Temperatura
Temperatura Mddulo de Resistencia a Deformacion a
de transicion
Polimero de fusién Young la traccién la rotura
vitrea
(°C) (GPa) (MPa) (%)
(°C)
P(3HB) 173-180 5-9 3,5-4 40 3-8
P(3HB-co-3HV) (3
170 nr 2,9 38 nr
mol% 3HV)
P(3HB-co-3HV) (9
162 nr 1,9 37 nr
mol% 3HV)
P(3HB-co-3HV)
150 nr 1,5 35 nr
(14 mol% 3HV
P(3HB-co-3HV)
145 -1 1,2 32 nr
(20 mol% HV)
P(3HB-co-3HV)
137 nr 0,7 30 nr
(25 mol% 3HV)
P(4HB) 53 -50 149 104 1000
P(3HB-co-4HB)
166 nr nr 28 45
(3 mol% 4HB)
P(3HB-co-4HB)
159 nr nr 24 242
(10 mol% 4HB)
P(3HB-co-4HB)
130 -7 nr 26 444
(16 mol% 4HB)
P(3HB-co-4HB)
50 -35 30 17 591
(64 mol% 4HB)
P(3HB-co-4HB)
50 -42 100 65 1080
(90 mol% 4HB)
P(3HB-co-3HA) (6
133 -8 0,2 17 680
mol% 3HA)
P(3HB-co-HP) (67
44 -19 nr nr nr
mol% HP)
P(3HB-co-3HHx) 52 -4 nr 20 850

nr: no reportado

Las propiedades finales de los PHAs se pueden controlar durante la fermentacién

empleando diferentes sustratos y en diferentes proporciones. Las propiedades del PHA
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obtenido dependen de fuente de carbono empleada, las rutas metabdlicas que utilizan
las bacterias para convertir los precursores y la especificidad del sustrato enzimatico
involucrado; ademas, también debe tenerse en cuenta los métodos de recuperacion y
purificacidon, entre otros. El tiempo de fermentacién también afecta las propiedades de
los PHAs, por ejemplo, en la fase estacionaria tardia del cultivo, la degradacién de los
PHAs intracelulares causada por las PHA-despolimerasas enddgenas puede disminuir
drasticamente el peso molecular del polimero (Volova et al. 2021). Ademas, otros
factores no relacionados con la biosintesis, como la técnica utilizada para extraer el
polimero de la biomasa celular, el tipo de agente de extraccion utilizado y el método de

purificacién, pueden modificar las propiedades del biopolimero sintetizado.

El PHB es el miembro mas estudiado entre los PHAs. Sus propiedades mecanicas,
como el médulo de Young y la resistencia a la traccién, son muy similares al
poli(propileno), aunque el alargamiento a la rotura es menor que el de otros polimeros
sintéticos (Byun y Kim 2013). La principal desventaja del PHB es el alto grado de
cristalinidad que da como resultado un material fragil. La incorporacion de otros HA,
como hidroxivalerato (HV), hidroxihexanoato (HHx), 3-hidroxipropionato y 4-
hidroxibutirato, para formar copolimeros puede reducir su fragilidad, volverlo menos

cristalino y mas flexible (Dominguez-Diaz et al. 2015).

En el presente capitulo, se realizé el seguimiento del proceso de fermentacién
optimizado en el Capitulo 2 empleando como sustratos vinaza liquida y la vinaza seca
obtenida en el Capitulo 4. En tal sentido, se determind la concentracidon de biomasa, la
acumulacién del biopolimero, el consumo de glucosa y la variacidon de pH a lo largo del

proceso fermentativo a escala Erlenmeyer y mini-biorreactor. Los PHAs fueron extraidos
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y caracterizados estructuralmente mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) y se determinaron sus propiedades térmicas a través de calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA).

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Fermentaciones para la produccion de PHAs
5.2.1.1 Fermentaciones en Erlenmeyers (shake flasks)

Se llevaron a cabo fermentaciones en Erlenmeyers siguiendo las condiciones
Optimas de fermentacién obtenidas en el Capitulo 2. Se prepararon dos medios de
cultivo: uno utilizando vinaza liquida y otro utilizando vinaza seca. Las fermentaciones
se realizaron en Erlenmeyers de 250 mL, que contenian 100 mL de medio de cultivo, a
una temperatura de 30 °C durante 24 horas, con una velocidad de agitacidon de 200 rpm

en un agitador orbital.

El medio de cultivo utilizado consistié en los siguientes componentes:
2,5 g.L'! MgS04-7H,0, 2,5 g.L't NaCl, 0,5 g.L'! FeS04:7H,0, 0,05 g.L'! MnSOa4-4H,0,
1,9 g.L't KH2PO4, y 0,17 g.L' NH4NOs. La cantidad de vinaza agregada al medio de cultivo
vario segun el valor de COT (Carbono Organico Total) para mantener una concentracién
de carbono (C) de 4 g.L'. Ademads, el pH del medio se ajusté a 7,0 mediante el uso de
NaOH 2,5 M. Es importante destacar que, la vinaza seca utilizada fue aquella obtenida

mediante las condiciones de secado que condujeron a una deseabilidad global 6ptima.

5.2.1.2 Fermentaciones en mini-biorreactor

Se empled un mini-biorreactor con una capacidad de 150 mL (Figura 5.1),
perteneciente a los Laboratorios de Sistemas Organizados y Desarrollos Analiticos
(SIODA) del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional del Sur. Este

dispositivo cuenta con un sistema de control de temperatura y agitacion, el cual se lleva
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a cabo mediante el uso de impulsores que rotan alrededor de un eje central en el interior
del biorreactor. El vaso del biorreactor fue esterilizado durante 15 min a 121 °C. La
temperatura de operacion fue mantenida a 30 °C durante la fermentacién. Una vez que
se alcanzd la temperatura de operacion, el indculo que contiene las células fue
introducido asépticamente en el biorreactor. En todos los casos, este indculo representd

el 10 % del volumen de trabajo del biorreactor.

o 95:9®

@ @
e e

Figura 5.1: Mini-biorreactor usado en esta tesis.

5.2.2 Meétodos analiticos empleados para el seguimiento de las
fermentaciones

Durante las fermentaciones llevadas a cabo en Erlenmeyers y mini-biorreactor
se tomaron alicuotas del medio de cultivo a diferentes tiempos con fin de determinar la
concentracion de biomasa celular, el PHB acumulado, el consumo de glucosa vy la
variacién de pH. La determinacién de la concentracion de biomasa celular, la
cuantificacién del PHB acumulado y la variacién de pH se llevaron a cabo siguiendo los

procedimientos descriptos en el Capitulo 2.

La cuantificacion de glucosa remanente en el medio de cultivo se realizé con el

método enzimatico-colorimétrico de la glucosa oxidasa/peroxidasa, empleando un kit
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enzimatico (Wiener, Argentina) para la determinacion de glucosa en suero o plasma en
medio acuoso. En primer lugar, se combinan ambos reactivos del kit enzimatico y se
adiciona 20 pL de la mezcla resultante con 2 uL de la muestra que se quiere cuantificar.
A continuacion, la solucion obtenida se homogenizé e incubé durante 10 min en un bafio
de agua a 37 °C. Finalmente, se retird la muestra del bafio y se realizé una medida de la
absorbancia en el espectrofotdmetro utilizando una longitud de onda de 505 nm. La
técnica se fundamenta en el uso de dos reacciones acopladas catalizadas por las enzimas
glucosa oxidasa y peroxidasa que convierten la glucosa en quinoneimina (Garcia et al.

2017), compuesto que absorbe a 505 nm.
GOD 7 ] 7 Il
glucosa + 0, + H,0 — acido glucénico + H, 0,
POD
2 H, 0, + 4 AF + fenol — quinona coloreada + 4 H,0

Para la construccién de la curva de calibracidon de la glucosa en el medio de
cultivo relativo a un estandar, se aplicd la misma metodologia descripta previamente.
Como muestra estandar, se utilizé glucosa con una concentracion de 5 g.L* a la que se
le realizaron diluciones sucesivas y luego se la hizo reaccionar con los reactivos del kit

enzimatico. La curva de calibrado para la glucosa se muestra en la Figura 5.2.
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Figura 5.2: Curva de calibracion para el calculo de la concentracién de glucosa. Glucosa

(mg.L?) = 26,22 x Absorbancia. R>=0,99
5.2.3 Extraccién del biopolimero
Las células fueron separadas del medio de cultivo por centrifugacién a
10.000 rpm durante 10 min y posteriormente se liofilizaron (Rificor, L-A-B3-C). Las
células liofilizadas fueron colocadas directamente en un equipo Soxhlet usando
cloroformo como solvente y extraidas durante 48 h. El rendimiento (R) se calculd

mediante la ecuacion 5.1:

Biopolimero ‘
R (%) — p _ extraido x 100 [5.1]
Peso células secas

donde Biopolimeroexiraido cOrresponde al biopolimero obtenido tras la extraccion con el
disolvente y Peso células secas es la cantidad de células liofilizadas utilizadas, ambos
expresados en g.L%.
5.2.4 Caracterizacion estructural y térmica

Para la caracterizacién estructural y térmica de los PHAs se emplearon los
biopolimeros extraidos. Por otra parte, los resultados obtenidos fueron comparados con

los de un PHB comercial (Biomer, Alemania).
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5.2.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El analisis FTIR se realizé utilizando un espectrofotometro Thermo Nicolet
Nexus (USA), empleando una resolucion de 4 cm?, realizando 100 escaneos en el rango
de 400 a 4000 cm™ en el modo transmitancia. Las muestras se mezclaron con KBr (Sigma-

Aldrich, 99 % de pureza) al 1 % p/p y se prensaron para obtener discos transparentes.

5.2.4.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas se evaluaron mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) utilizando un calorimetro Perkin-ElImer en atmdsfera de nitrégeno. La
muestra (~8 mg) fue calentada de 25 a 200 °C, seguido de un enfriamiento posterior a
25 °Cy, finalmente, un segundo calentamiento hasta 200 °C. Todas las rampas térmicas
se realizaron a una velocidad de 10 °C.min"%. La temperatura de fusion (Te) y la entalpia
de fusién (AH¢) se obtuvieron a partir de los termogramas correspondientes a la segunda
etapa de calentamiento. El grado de cristalinidad (Xc) se estimé mediante la
ecuacion 5.2:

AHp
XC(%) = m 100 [5.2]
F

donde AHe es la entalpia de fusion de la muestra expresada en J.g' y AH% es la entalpia
de fusion de una muestra 100 % cristalina de PHB con un valor de 146 J.g* (Bluhm et al.

1986).

5.2.4.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

La degradacion térmica se estudié utilizando una balanza termogravimétrica
Discovery TA Instruments. Las muestras (~¥8 mg) se calentaron de 25 a 700 °C, en

atmésfera de nitrogeno, a 10 °C.mint. Se obtuvieron curvas masa-temperatura y se
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calculd la primera derivada. El pico de la primera derivada indica la temperatura maxima

de degradacién térmica (Tq), punto de maxima tasa de cambio en la curva de masa.

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Seguimiento de las fermentaciones para la produccion de PHAs
5.3.1.1 Fermentaciones en Erlenmeyers utilizando vinaza liquida como sustrato

En la Figura 5.3 se muestran los graficos correspondientes a la concentracién de
biomasa, el PHB acumulado, la concentracién de glucosa y la variacién de pH durante el
proceso de fermentacion en Erlenmeyer empleando vinaza liquida como sustrato. Se
puede observar la tendencia sigmoidal tanto de la concentracidon de biomasa como del
PHB acumulado en funciéon del tiempo (Figura 5.3a). Teniendo en cuenta la
concentracién de PHB y de biomasa a las 24 horas de fermentacion, se alcanzé una
acumulacion del biopolimero del 37 %. Se encontraron valores similares en la literatura
utilizando vinaza como sustrato. En este sentido, Pramanik et al. (2012), empleando
como cepa Haloarcula marismortui, obtuvieron una acumulacion de PHA del 23 %,
mientras que Zanfonato et al. (2018) reportaron una acumulacién maxima de PHA del
26 % utilizando C. necator. Dentro del género Bacillus, Valappil et al. (2008) informaron
un valor del 31 % al utilizar glucosa como sustrato y B. cereus como microorganismo,
similar al obtenido en este trabajo. Por otro lado, Ramos (2019) informd una
acumulacién del 37 % utilizando glicerol y B. megaterium, en fermentaciones realizadas

en Erlenmeyers. La productividad alcanzada fue de 0,0102 g.L*h™2.

En la Figura 5.3b se observa la disminucion de la concentracion de glucosa a lo
largo de la fermentacidon conforme aumenta la produccién de PHB por Bacillus. Se

observa una disminucién marcada del pH del medio de cultivo la cual puede ser atribuida
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a la produccidn de acido lactico, acido tartarico y acido acético de B. megaterium debido

a la utilizacién de KH,PO4 como fuente de fésforo (Zhong 2017).
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Figura 5.3: Evolucidn de las variables de la fermentacién con el tiempo para cultivo en

Erlenmeyers empleando vinaza liquida y B. megaterium.

Simbolos: a) (®) biomasa y (H) PHB y b) (©) glucosa y (H) pH.

5.3.1.2 Fermentaciones en mini-biorreactor utilizando vinaza liquida como sustrato

En la Figura 5.4 se muestran los graficos correspondientes a la concentracién de
biomasa, el PHB acumulado, la concentracién de glucosa y la variacién de pH durante el
proceso de fermentacidn en mini-biorreactor empleando vinaza liquida como sustrato.
La tendencia observada para las cuatro curvas en funcién del tiempo de fermentacidn
es similar a la obtenida para las fermentaciones en Erlenmeyers. Sin embargo, se registré
un mayor porcentaje de acumulacién de PHB (45 %) y un aumento en la biomasa en
comparacion con las fermentaciones realizadas en Erlenmeyers, alcanzando un valor de
0,784 g.L 't en contraste con los 0,681 g.L'! obtenidos anteriormente. Este incremento en
la biomasa podria atribuirse a la mayor disponibilidad de sustratos en el medio de
cultivo. Es importante destacar que la principal distincidon de este equipo es que estd

equipado con paletas, lo que posibilita una homogeneizacion mas efectiva del medio de
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Figura 5.4: Evolucidn de las variables de la fermentacidon con el tiempo para cultivo en mini-

biorreactor empleando vinaza liquida y B. megaterium.

Simbolos: a) (®) biomasay (H) PHB y b) () glucosa y (H) pH.

Aunque el porcentaje de acumulacion aumentd, se han reportado valores de

acumulacién superiores empleando cepas de Bacillus. Por ejemplo, Mohanrasu et al.

(2020) reportaron una acumulacion del 54,6 % utilizando glucosa y B. megaterium.

Ademads, se han registrado valores de acumulacion mas elevados utilizando la cepa

empleada en esta investigacién, como el 59 % utilizando glucosa como fuente de

carbono (Lépez et al. 2012) y el 68 % utilizando glicerol como fuente de carbono (Ramos

2019). Es relevante mencionar que, estas fermentaciones se llevaron a cabo en

biorreactores que permitieron el control de variables criticas como el pH, el oxigeno

disuelto, la temperatura y la agitacién.
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5.3.1.3 Fermentaciones en Erlenmeyers utilizando vinaza seca como sustrato

En la Figura 5.5 se muestran los graficos correspondientes a la concentracion de
biomasa, el PHB acumulado, la concentracién de glucosa y la variacidn de pH durante el
proceso de fermentacidn en Erlenmeyer empleando vinaza seca como sustrato. Si bien
la tendencia de las curvas resulté similar a las de fermentaciones con vinaza liquida, se
observaron diferencias significativas en los valores registrados. El incremento en la
concentracion de biomasa comparado con las fermentaciones en Erlenmeyer utilizando
vinaza liquida como sustrato, podria atribuirse a la presencia de maltodextrina que
resulta una fuente de carbono mas accesible para los microorganismos (Figura 5.5a). Sin
embargo, el porcentaje de acumulacién de PHB resultd ser del 39 %, comparable al
obtenido en las fermentaciones realizadas a partir de vinaza liquida en Erlenmeyers
(Figura 5.5a). Como se menciond anteriormente, esta acumulacion es similar a la
reportada por otros autores en fermentaciones a esta escala (Pramanik et al. (2012),
Zanfonato et al. (2018) y Valappil et al. (2008)). La productividad obtenida fue de

0,0220 gLt ht.

La concentracién inicial de glucosa en el medio fue mayor utilizando vinaza seca
como sustrato debido al agregado de maltodextrina durante el secado de la vinaza

(Figura 5.5b).
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Figura 5.5: Evolucidn de las variables de la fermentacién con el tiempo para cultivo en

Erlenmeyers empleando vinaza seca y B. megaterium.

Simbolos: a) (®) biomasa y (H) PHBy b) (©) glucosa y (H) pH.

5.3.1.4 Fermentaciones en mini-biorreactor utilizando vinaza seca como sustrato

En la Figura 5.6 se muestran los graficos correspondientes a la concentracién de
biomasa, el PHB acumulado, la concentracién de glucosa y la variacidon de pH durante el
proceso de fermentacién en mini-biorreactor empleando vinaza seca como sustrato. Es
importante destacar que la principal distincién de este equipo es que esta equipado con

paletas, lo que posibilita una homogeneizacién mas efectiva del medio de cultivo.

Se registro un porcentaje de acumulacion de PHB del 48 % y se observd un
aumento en la concentracién de biomasa en comparacién con las fermentaciones
realizadas en Erlenmeyer, alcanzando un valor de 1,495 g.L%. La productividad también
se incremento, alcanzando un valor de 0,0230 g.L' hl. Estos valores son mas altos que
los alcanzados con vinaza liquida, debido principalmente a la maltodextrina que se
agrega durante el proceso de secado. Estos resultados demuestran la necesidad de

complementar el cultivo con una fuente de carbono adicional debido a que las vinazas
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por si solas no proporcionarian una fuente de carbono suficiente para lograr buenas

cantidades de biomasa y produccién de PHAs.
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Figura 5.6: Evolucion de las variables de la fermentacion con el tiempo para cultivo en mini-

biorreactor empleando vinaza seca y B. megaterium.

Simbolos: a) (®) biomasa y (H) PHB y b) (©) glucosa y (H) pH.

5.3.2 Caracterizacioén estructural y térmica

Se utilizé la técnica de FTIR para caracterizar molecularmente los PHAs obtenidos
a partir de B. megaterium empleando vinaza liquida (PHAvL) y vinaza seca (PHAvs) como
sustrato. En la Figura 5.7 se presentan los espectros correspondientes a las muestras
obtenidas en este trabajo como asi también el de un PHB comercial a modo de
comparacion. Los espectros FTIR de todas las muestras fueron practicamente idénticos.
Es importante destacar que la técnica de espectroscopia infrarroja no permite identificar
diferentes mondmeros debido a la similitud de los grupos quimicos que los componen
(Bayari y Severcan 2005). Por lo tanto, en este estudio, se utilizd esta técnica de
caracterizacidn para confirmar la produccién de PHAs a partir de este microorganismo,

pero no para identificar la composicién quimica de los mismos.
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Figura 5.7: Espectro FTIR de los PHAs producidos por B. megaterium empleando vinaza liquida

y sélida.

Se observaron bandas caracteristicas a 1724 y 1278 cm™, que corresponden al
grupo carbonilo de la unidn éster y al grupo —CH, respectivamente. Seglin Hong et al.
(1999), estas dos bandas son completamente caracteristicas de los PHAs. La banda
observada a 1456 cm™ se atribuye a la deformacién asimétrica del enlace C-H en los
grupos CHa, mientras que la banda a 1380 cm se asigna al movimiento simétrico de los
grupos CHs. La banda a 1280 cm™ indica la presencia de conformaciones de cadenas
helicoidales, mientras que las bandas a 1186 y 1132 cm™ son caracteristicas de las
vibraciones asimétrica y simétrica del grupo C—O-C, respectivamente. Las bandas
restantes, localizadas entre 1000 y 1300 cm™, corresponden a la vibracién del enlace
C-0 del grupo éster presente en los PHAs. Las bandas a 3438 cm™ se deben a los grupos

OH terminales (Bayari y Severcan 2005).
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La Figura 5.8 muestra los termogramas correspondiente al segundo
calentamiento de las muestras de PHAs obtenidas a partir de B. megaterium y vinaza
liquida y seca como sustrato. Para ambas muestras, durante el primer calentamiento se
detectaron dos picos en la regidn de fusion: el primero puede atribuirse a la fusién de
cristales mas irregulares y el segundo a los cristales mdas ordenados. En el segundo
calentamiento se detecté la presencia de un pico asociado a la cristalizacién a 52,8°C
con una entalpia de 11,3 J.g** para el PHAvLy a 51,2 °C con una entalpia de 8,5 J.g! para
el PHAvs. Segin Ramos Wellen et al. (2015), la cristalizacion del PHB ocurre parcialmente
durante la etapa de enfriamiento (desde el estado fundido) y parcialmente durante la
etapa de recalentamiento (como cristalizacién en frio). Por lo tanto, probablemente el
PHB se cristalizé totalmente durante la etapa de calentamiento a 10 °C/min. Las
temperaturas de fusidn de los PHAs obtenidos se determinaron a partir del maximo del
pico endotérmico en el segundo calentamiento. Para el PHAy. se observé un Unico pico
de fusién a 161,8 °C, con un pequeiio hombro a una temperatura mas baja mientras que

para el PHAys la Tr fue de 162,6 °C observandose un hombro menor a temperaturas mas
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bajas. Los picos de fusidén del PHAy. y PHAys presentaron una entalpia de 67,1 y

69,1 J.g' y un grado de cristalinidad del 46 y 47,3 % respectivamente.
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Figura 5.8: Termogramas correspondientes a las muestras de PHAs obtenido a partir de

Bacillus megaterium y vinaza liquida o seca como sustrato.

En la Figura 5.9 se muestra el termograma correspondiente al segundo
calentamiento de la muestra de PHB comercial. En este caso se obtuvo un pico de fusion
a 170, 8°C; siendo este valor mayor con respecto a la Tr de los PHAs obtenidos en este
trabajo empleando vinaza liquida y seca (161,8 y 162,6°C). En consecuencia, se puede
resaltar la ampliacién de la ventana de procesamiento del biopolimero el cual puede ser
fundido a menor temperatura (Mannina et al. 2019). Por otro lado, el grado de
cristalinidad de los polimeros obtenidos resultd menor que el calculado para el PHB
comercial (56,1 %). Un menor indice de cristalinidad implica un incremento en la
velocidad de degradacién ya que las regiones amorfas del polimero pueden ser

degradadas mas rapidamente que las regiones cristalinas (Ramos 2019).
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Adicionalmente, un menor grado de cristalinidad, facilita el uso de estos biopolimeros
en aplicaciones biomédicas como la ingenieria de tejidos, entre otras (Valappil et al.

2008).
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Figura 5.9: Termograma correspondiente a la muestra de PHB comercial.

En la Tabla 5.2 se reportan los valores de Te, AHry el grado de cristalinidad (Xc)
de los PHAs obtenidos, junto con el PHB comercial y otros PHAs reportados en la

literatura.

Tabla 5.2: Propiedades térmicas de los PHAs obtenidos empleando vinaza liquida y seca

Te AHF Xc
Biopolimero Referencia
(°c) (/g) (%)
PHAwL 161,8 67,1 46 Este trabajo
PHAvs 162,6 69,1 47,3 Este trabajo
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PHB comercial 170,8 81,9 56,1 Este trabajo
PHB 170,6 91,8 61,5 (Lépez Jimenez 2011)
PHB 165,2 36,5 50 (Sindhu et al. 2011)
PHB 168,5 n.r n.r (Mohanrasu et al. 2020)
PHB 181,7 n.r 48,1 (Baikar y Rane 2017)
PHB 165,1 136,8 n.r (Soni et al. 2020)
PHB 176 33 23 (Pradhan 2018)
148,9
P(3HB-co-3HV) 70,8 48,5 (Ramos 2019)
158,5

La Trde los PHAs obtenidos con vinaza liquida y vinaza seca es unos grados menor
que los valores reportados por Nya et al. (2022) y Sindhu et al. (2011) (165,1y 165,2 °C,
respectivamente) para el PHB obtenido utilizando cepas del género Bacillus. Sin
embargo, la temperatura de fusion obtenida es un indicio de la produccién de un
copolimero por parte de B. megaterium. Bloebergen et al. (1986) demostraron que la T¢
del copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) P(3HB-co-3HV) es
proporcional al contenido de 3HV en el mismo (Tabla 5.3). Dichos autores mencionan
que la inclusiéon de unidades de HV dentro de la red cristalina del PHB provoca una

disminucion en la temperatura de fusién del polimero.
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Tabla 5.3: Variacién de la temperatura de fusién del P(3HB-co-3HV) en funcién de la

composicion molar de 3HV (Ramos 2019)

P(3HB-co-3HV) T
(mol% HV) (°C)
3 170
9 162
14 150
20 145

En base a los resultados reportados en la literatura y considerando Ia
temperatura de fusidon determinada experimentalmente para el biopolimero producido,
se puede estimar que el mismo podria tener aproximadamente un 9 % de 3HV, o algun
otro mondmero de cadena mas largar, en su estructura. En este sentido, Anjum et al.

(2016) reportd una Tr de 162 °C para un P(3HB-co-3HV) con un 9 % de 3HV.

El analisis termogravimétrico de las muestras de PHAs obtenidas fue llevado a
cabo con el objetivo de estudiar la estabilidad térmica de los biopolimeros en funcién
de la temperatura. Las curvas de masa en funcion de la temperatura se presentan en las
Figuras 5.10y 5.11; la temperatura de degradacién (Tq) de los PHAs obtenidos se obtuvo

a partir de la derivada primera de dichas curvas.
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Figura 5.10: Termograma correspondiente a la muestra de PHA obtenido a partir de B. megaterium

empleando vinaza liquida.

El PHA obtenido utilizando vinaza liquida como sustrato exhibié, en atmosfera
de nitrégeno, un maximo en la degradacién térmica a 277 °C, con una curva
caracterizada por una Unica etapa de pérdida de masa. Este resultado es consistente con
los informados por Lépez Jimenez (2011) (281,5 °C) y Sindhu et al. (2019), quienes

también utilizaron cepas del género Bacillus.

Por otro lado, el PHB comercial mostré una Tq menor, observandose el maximo
de la degradacién térmica a 221 °C (Figura 5.11). El incremento en la Tqobservado en el
PHA sintetizado podria sugerir la presencia de hidroxivalerato o monémeros de cadena
mas larga en su estructura. En este sentido, investigaciones previas realizadas por

Carrasco et al. (2006) demostraron que la incorporacién de hidroxivalerato en el
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copolimero conduce a un material con mayor estabilidad térmica, lo que amplia su
ventana de procesamiento. La Tabla 5.4 proporciona los valores de temperatura de
degradacion de los biopolimeros obtenidos, asi como del PHB comercial y los reportados
por otros autores. Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por diversos
investigadores en la literatura para los polimeros estudiados. Cabe destacar que los
termogramas corroboraron la ausencia de residuos inorgdnicos tanto en las muestras

de biopolimero sintetizado como en el comercial.
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Figura 5.11: Termograma correspondiente a la muestra de PHB comercial

Tabla 5.4: Temperatura de degradacion de PHB y P(3HB-co-3HV)

Td
Biopolimero Atmosfera Referencia
(°C)
PHAwL Nitrégeno 277 Este trabajo
PHBcomercial Nitrégeno 221 Este trabajo
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P(3HB) Nitrégeno 291 (Lopez Jimenez 2011)

P(3HB) Nitrégeno 249 (Sindhu et al. 2011)
P(3HB-co-HV) Nitrégeno 277,8 (Pradhan 2018)
P(3HB-co-HV) Nitrégeno 284 (Senthil Muthu Kumar et al. 2019)

5.4 Conclusiones

En este capitulo, se utilizaron diversas técnicas de caracterizacién de polimeros
para identificar la estructura de los PHAs producidos a partir de Bacillus megaterium
BBST4 empleando vinaza liquida y seca como fuente de carbono. Teniendo en cuenta
los valores de temperatura de fusién y grado de cristalinidad de los PHAs obtenidos se
puede suponer que Bacillus megaterium es capaz de producir P(3HB-co-3HV) con una
concentracion aproximada de 9 mol% de HV u otros copolimeros conteniendo 3HB y
mondémeros de cadena mas larga. Estos hallazgos son alentadores, ya que ademads de
utilizar subproductos industriales generados en grandes cantidades cada afio como la

vinaza se podrian obtener copolimeros con mejores propiedades finales que el PHB.

5.5 Referencias
Anjum A, Zuber M, Zia KM, Noreen A, Anjum MN, Tabasum S (2016) Microbial production of

polyhydroxyalkanoates (PHAs) y its copolymers: A review of recent advancements. Int J Biol

Macromol 89:161-174. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2016.04.069

Baikar V, Rane A (2017) Characterization of Polyhydroxyalkanoate Produced by Bacillus megaterium
VB89 Isolated from Nisargruna Biogas Plant. 241-253. https://doi.org/10.1007/s12010-017-

2441-4

Bayari S, Severcan F (2005) FTIR study of biodegradable biopolymers: P(3HB), P(3HB-co-4HB) y
P(3HB-co-3HV). J Mol Struct 744-747:529-534.

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2004.12.029

149



Capitulo 5: Fermentaciones empleando vinaza liquida y seca. Caracterizacion de los PHAs
obtenidos.

Bluhm TL, Hamer GK, Marchessault RH, Robert H, Colin A, Veregin, Richard P (1986) Isodimorphism
in Bacterial Poly(B-hydroxybutyrate-co-B-hydroxyvalerate). Macromolecules 19:2871-2876.

https://doi.org/10.1021/ma00165a035

Byun Y, Kim YT (2013) Bioplastics for Food Packaging: Chemistry y Physics 353-368. Elsevier Ltd.

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-394601-0.00014-X

Carrasco F, Dionisi D, Martinelli A, Majone M (2006) Thermal stability of polyhydroxyalkanoates. J

Appl Polym Sci 100:2111-2121. https://doi.org/10.1002/app.23586

Chen HJ, Tsai TK, Pan SC, Lin JS, Tseng CL, Shaw GC (2010) The master transcription factor SpoOA is
required for poly(3- hydroxybutyrate) (PHB) accumulation y expression of genes involved in
PHB biosynthesis in Bacillus thuringiensis. FEMS Microbiol Lett 304:74-81.

https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.2009.01888.x

Costa SS, Mirya AL, Yrade BB, de Jesus Assis D, Oliveira Souza C, Greque de Morais M, Vieira Costa
JA, 1zabel Druzian J (2018) Influence of nitrogen on growth, biomass composition, production,
y properties of polyhydroxyalkanoates (PHAs) by microalgae. Int J Biol Macromol 116:552-562.

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.064

Dominguez-Diaz M, Meneses-Acosta A, Romo-Uribe A, Espin G (2015) Thermo-mechanical
properties, microstructure y biocompatibility in poly-B-hydroxybutyrates (PHB) produced by
OP 'y OPN strains of Azotobacter vinelyii. Eur Polym J 63:101-112.

https://doi.org/10.1016/j.eurpolym;j.2014.12.002

Garcia ADP, Herndndez AGS, Diaz PAR, Gémez Camargo DE, Gémez Alegria CJ (2017) Determinacion
colorimétrica de glucosa y consumo de glucosa en cultivos de células adiposas 3T3-L1. Acta

Bioquim Clin Latinoam 51:195-202

Grigore ME, Grigorescu RM, lancu L, lon RM, Zaharia C, Yrei ER (2019) Methods of synthesis,
properties y biomedical applications of polyhydroxyalkanoates: a review. J Biomater Sci Polym

Ed 30:695-712. https://doi.org/10.1080/09205063.2019.1605866

150



Capitulo 5: Fermentaciones empleando vinaza liquida y seca. Caracterizacion de los PHAs
obtenidos.

Hong K, Sun S, Tian W, Chen GQ, Huang W (1999) A rapid method for detecting bacterial
polyhydroxyalkanoates in intact cells by Fourier transform infrared spectroscopy. Appl

Microbiol Biotechnol 51:523-526. https://doi.org/10.1007/s002530051427

Lemos Delgado AC, Mina Cordoba A (2015) Polihidroxialcanoatos (PHA) producidos por bacterias y
su posible aplicacion a nivel industrial. Inf Técnico 79:93-101.

https://doi.org/10.23850/22565035.139

Lépez JA, Naranjo JM, Higuita JC, Cubitto MA, Cardona CA, Villar MA (2012) Biosynthesis of PHB from
a New lIsolated Bacillus megaterium Strain : Outlook on Future Developments with Endospore

Forming Bacteria. Biotechnol Bioprocess Eng 17:250-258. https://doi.org/10.1007//s12257-

011-0448-1

Lépez Jimenez JA (2011) Biopolimeros de interés industrial. Sintesis y caracterizaciéon de

polyhidroxibutirato (PHB). Tesis Doctoral. Universidad Nacional del Sur

Mannina G, Presti D, Montiel-Jarillo G, Suarez ME (2019) Bioplastic recovery from wastewater : a
new protocol for polyhydroxyalkanoates (PHA) extraction from mixed microbial cultures.

Bioresour Technol 282:361-369. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.03.037

Melendez-Rodriguez B, Torres-Giner S, Reis MAM, Silva F, Matos M, Cabedo L, Lagarén JM (2021)
Blends of Poly(3-Hydroxybutyrate-co-3-Hydroxyvalerate) with Fruit Pulp Biowaste Derived
Poly(3-Hydroxybutyrate-co-3-Hydroxyvalerate-co-3-Hydroxyhexanoate) for Organic Recycling
Food PackagingFruit Pulp Biowaste Derived Recycling Food Packaging. Polymers 2021, 13(7).

https://doi.org/10.3390/polym13071155

Mohanrasu K, Rao RGR, Dinesh GH, Zhang K, Prakash GS, Song DP, Muniyasamy S, Pugazhendhi A,
Jeyakanthan J, Arun A (2020) Optimization of media components y culture conditions for
polyhydroxyalkanoates  production by Bacillus megaterium. Fuel 271:117522.

https://doi.org/10.1016/j.fuel.2020.117522

Nya S, Patra BR, Patel R, Bakos J, Dalai AK (2022) Innovations in applications y prospects of bioplastics

y biopolymers: a review. Environ Chem Lett 20:379-395. https://doi.org/10.1007/s10311-021-

151



Capitulo 5: Fermentaciones empleando vinaza liquida y seca. Caracterizacion de los PHAs
obtenidos.

01334-4

Nigmatullin R, Thomas P, Lukasiewicz B, Puthussery H, Roy | (2015) Polyhydroxyalkanoates, a family
of natural polymers, y their applications in drug delivery. ] Chem Technol Biotechnol 90:1209-

1221. https://doi.org/10.1002/jctb.4685

Park SK, Lee KT, YoungBaek K, Rhee YH (1997) Biosynthesis of Polyhydroxybutyrate y Poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) by Bacillus thuringiensis R-510. J Microbiol 35:127—-

133.

Pradhan S (2018) Production, ultrasonic extraction, y characterization of poly(3- hydroxybutyrate)
(PHB) using Bacillus megaterium y Cupriavidus necator. Polymers for Advanced Technologies

29(8):2392-2400. https://doi.org/10.1002/pat.4351

Pramanik A, Mitra A, Arumugam M, Bhattacharyya A, Sadhukhan S, Ray A, Haldar S, Mukhopadhyay
UK , Mukherjee J (2012) Utilization of vinasse for the production of polyhydroxybutyrate by
Haloarcula marismortui. Folia Microbiol (Praha) 57:71-79. https://doi.org/10.1007/s12223-

011-0092-3

Ramos FD (2019) Produccién de poli( hidroxialcanoato)s (PHA)S: Estudios experimentales y disefio

6ptimo de biorrefinerias. Tesis Doctoral. Universidad Nacional del Sur.

Ramos Wellen MR, Rabello MS, Araujo IC, Macedo Fechine GJ, Canedo EL (2015) Melting vy
crystallization of poly(3-hydroxybutyrate): effect of heating/cooling rates on phase

transformation. Polimeros 25:296—304. https://doi.org/10.1590/0104-1428.1961

Riaz S, Rhee KY, Park SJ (2021) Polyhydroxyalkanoates (PHAs): Biopolymers for biofuel y biorefineries.

Polymers (Basel) 13:1-21. https://doi.org/10.3390/polym13020253

Senthil Muthu Kumar T, Yorseng K, Rajini N, Yorseng K, Rajulu AV, Siengchin S, Ayrilmis N (2019)
Mechanical y thermal properties of spent coffee bean filler/poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate) biocomposites: Effect of recycling. Process Saf Environ Prot 124:187-195.

https://doi.org/10.1016/j.psep.2019.02.008

152



Capitulo 5: Fermentaciones empleando vinaza liquida y seca. Caracterizacion de los PHAs
obtenidos.

Shahid S, Mosrati R, Ledauphin JO, Amiel C, Fontaine P, Gaillard JL, Corroler D (2013) Impact of carbon
source y variable nitrogen conditions on bacterial biosynthesis of polyhydroxyalkanoates:
Evidence of an atypical metabolism in Bacillus megaterium DSM 509. J Biosci Bioeng 116:302—

308. https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2013.02.017

Sindhu R, Ammu B, Binod P, Sreelatha K, Deepthi SK, Ramachadran KB, Soccol CR, Pyey A (2011)
Production y Characterization of Poly-3-hydroxybutyrate from Crude Glycerol by Bacillus
sphaericus NIl 0838 y Improving Its Thermal Properties by Blending with Other Polymers.

54:783-794. https://doi.org/10.1590/51516-89132011000400019

Sindhu R, Binod P, Pyey A, Ankaram S, Duan Y, Awasthi M (2019) Biofuel Production From Biomass :

Toward Sustainable Development. Current Developments in Biotechnology y Bioengineering

Soni S, Chhokar V, Beniwal V, Kumar R, Badgujjar H, Chauhan R, Dudeja S, Kumar A (2020) Cost
effective media optimization for PHB production by Bacillus badius MTCC 13004 using the

statistical approach. Int J Biol Macromol 233: 123575. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2023.123575

Tay BY, Lokesh BE, Lee CY, Sudesh K (2010) Polyhydroxyalkanoate (PHA) accumulating bacteria from
the gut of higher termite Macrotermes carbonarius (Blattodea: Termitidae). World J Microbiol

Biotechnol 26:1015-1024. https://doi.org/10.1007/s11274-009-0264-3

Valappil SP, Rai R, Bucke C, Roy | (2008) Polyhydroxyalkanoate biosynthesis in Bacillus cereus SPV
under varied limiting conditions y an insight into the biosynthetic genes involved. J Appl

Microbiol 104:1624-1635. https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03678.x

Volova T, Kiselev E, Nemtsev |, Lukyanenko A, Sukovatyi A, Kuzmin A, Ryltseva G, Shishatskaya E
(2021) Properties of degradable polyhydroxyalkanoates with different monomer compositions.

Int J Biol Macromol 182:98-114. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.04.008

Zanfonato K, Schmidt M, Quines LK, Santos Gai C, Schmidell W, Falcdo de Aragdo GM (2018) Can
vinasse be used as carbon source for Poly(3-hidroxybutyrate). Production by Cupriavidus
necator DSM 545. Brazilian J Chem Eng 35:901-908. https://doi.org/10.1590/0104-

6632.201803535s20170265

153



Capitulo 5: Fermentaciones empleando vinaza liquida y seca. Caracterizacion de los PHAs
obtenidos.

Zribi-Maaloul E, Trabelsi I, Elleuch L, Chouayekh H, Ben Salah R (2013) Purification y characterization
of two polyhydroxyalcanoates from Bacillus cereus. Int J Biol Macromol 61:82-88.

https://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2013.06.043

154



Capitulo 6: Conclusiones y trabajos futuros

Actualmente, los polimeros sintéticos se utilizan de manera masiva debido a sus
buenas propiedades finales, su gran versatilidad y su capacidad de procesamiento
mediante diferentes técnicas. Sin embargo, presentan ciertas desventajas debido a su
origen no renovable, su escasa o nula biodegradabilidad y su acumulacion en el medio
ambiente. En tal sentido, los biopolimeros se presentan como una alternativa
prometedora, ya que son biodegradables y se obtienen de fuentes renovables,
ayudando a mitigar el impacto negativo asociado al uso de los polimeros
convencionales. Entre los biopolimeros, los poli(hidroxialcanoato)s (PHAs) resultan
especialmente atractivos, ya que son sintetizados por bacterias y poseen propiedades
similares a las de los polimeros sintéticos, con la ventaja adicional de ser biodegradables.
No obstante, la produccién de PHAs suele ser mas costosa que la de los polimeros
sintéticos mas comunes, principalmente debido al elevado costo de la fuente de
carbono que representa mas del 50 % del costo total de produccion. Por lo tanto, resulta
crucial buscar materias primas mas econémicas para reducir los costos asociados con la
produccién de PHAs. En este contexto, el objetivo principal de esta tesis fue optimizar
la produccién de PHAs mediante un proceso de fermentacién utilizando vinaza como
sustrato, un residuo generado por la industria del bioetanol, y Bacillus megaterium

como microorganismo productor.

6.1 Conclusiones

A continuacién, se mencionan las principales contribuciones del trabajo

realizado:
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En el Capitulo 2, se demostré la capacidad de crecimiento de la cepa B.
megaterium y su produccion de PHAs a partir de vinaza como sustrato. Se realizaron
experimentos en Erlenmeyers, empleando condiciones de fermentacidn reportadas en
la literatura, alcanzandose una concentracién de biomasa de 0,426 g.L'' en 24 horas, una
acumulacién de poli(hidroxibutirato) (PHB) del 16,1 % y una productividad de 0,0028 g.L°
L.h'l. Posteriormente, el capitulo se enfocd en optimizar la composiciéon del medio de
cultivo y las condiciones de fermentacién para maximizar la produccion de PHB
utilizando la cepa B. megaterium y vinaza como sustrato. Se implementé un disefio
experimental Box-Behnken junto con la metodologia de superficie de respuesta para
evaluar el impacto de diferentes variables independientes (concentracion de carbono,
concentracién de nitrégeno y concentracion de fésforo, relacion C/N, temperatura y
tiempo) sobre la productividad de PHB. Los resultados de estos estudios mostraron que
el uso de esta herramienta estadistica permitié optimizar el medio de cultivo y las
condiciones de fermentacién de manera tal de aumentar la productividad en 3,7 veces
(0,0105 g.L't h'l), en comparacidn con los ensayos preliminares. Sin embargo, este valor
fue bajo en comparacion con los informados para Bacillus utilizando fuentes de carbono
convencionales debido, principalmente, a la posible presencia de compuestos
fitotdxicos en la vinaza que podrian afectar el crecimiento de los microorganismos y la

produccién del biopolimero.

El objetivo del Capitulo 3 fue evaluar la viabilidad econdmica de producir PHAs a
partir de vinaza utilizando diferentes microorganismos, empleando una superestructura
desarrollada previamente que incluye balances de masa y energia, ecuaciones de disefio
y dimensionamiento, asi como correlaciones detalladas para el costo de capital de los
equipos. La funcién objetivo para el problema de optimizacién fue la maximizacion del
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Valor Presente Neto (VPN). El modelo tuvo en cuenta varias productividades y
microorganismos reportados en la literatura que utilizan vinaza como sustrato para la
produccién de PHAs y se realizd una comparacion de diferentes escenarios desde el
punto de vista técnico-econdmico y ambiental. El valor positivo de la funcidén objetivo
conjuntamente con el cdlculo adicional de otros indices de rentabilidad en la evaluacién
econdmica, como la Tasa Interna de Retorno, el Retorno sobre la Inversién y el Periodo
de Recuperacidn indicaron que esta propuesta productiva tiene atractivo desde el punto
de vista econdmico. Los resultados de este estudio demostraron la viabilidad tecno-
econdmica de obtener PHAs a partir de vinaza en algunos de los escenarios estudiados.
Los valores del VPN se vieron afectados principalmente por dos de las variables
estudiadas: la cantidad de biopolimero acumulado por la biomasa y el rendimiento de
PHA. Estas variables pueden incrementarse seleccionando una cepa productora de PHAs
que acumule grandes cantidades de biopolimero, utilizando un medio de cultivo
adecuado. Los resultados también mostraron que es recomendable realizar un
pretratamiento de la vinaza para obtener nutrientes mas accesibles para los
microorganismos, y en caso de utilizar vinaza cruda, mezclarla con otras fuentes de
carbono como la melaza de cafia de azucar. Ademas, se destacd que la presencia de
sales inorganicas en el medio favorece la acumulacién de PHAs. Se estimd que el costo
de produccién del biopolimero se encontraria en el rango 2,26-2,56 USD.kg™%, similar a
los valores que actualmente se encuentran en el mercado. Por ultimo, el analisis de
sensibilidad realizado permitié identificar los potenciales pardmetros que deberian
tenerse en cuenta para lograr reducir el costo de los PHAs, siendo los mas significativos
el porcentaje de acumulacién del biopolimero por el microorganismo y el precio de

venta del PHA.
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En el Capitulo 4 se demostré la factibilidad de obtener muestras de vinaza seca
mediante un proceso de secado por aspersién, empleando maltodextrina (MD) como
aditivo coadyuvante. Las muestras de vinaza seca se utilizaron como sustrato para
realizar fermentaciones con B. megaterium y obtener PHAs. A través de un disefio
experimental se optimizé el proceso de secado para maximizar tanto el rendimiento del
proceso como la productividad de PHA a partir de vinaza seca. Se encontraron las
condiciones 6ptimas de secado (temperatura del aire de secado, caudal de alimentacion
liquida, caudal de aire de atomizacién y concentracion de maltodextrina) mediante la
maximizacion de la funcién deseabilidad global, obteniendo un rendimiento del proceso
del 87 % y una productividad de PHB de 0,0227 g.L'! h'l. Estos valores experimentales
resultaron similares a los estimados por las superficies de respuesta, validando el disefio
experimental utilizado. Se observé que la productividad de PHB obtenida utilizando
vinaza seca como sustrato fue el doble en comparacion con el uso de vinaza liquida, lo
cual podria atribuirse a la presencia de MD en la vinaza seca, que proporciona una fuente
de carbono mas accesible para los microorganismos y favorece la produccién del

biopolimero.

En el Capitulo 5 se utilizaron técnicas de caracterizacién molecular y térmica de
polimeros con el objetivo de estudiar las propiedades de los PHAs biosintetizados a
partir de B. megaterium y vinaza liquida y seca como sustratos. Los resultados obtenidos
sugieren que el biopolimero obtenido podria ser un copolimero de 3HB con otros
comondmeros de cadena mds larga como el 3HV, entre otros. En particular, la
temperatura de fusion del PHA obtenido es similar a la reportada para el copolimero
P(3HB-co-3HV) con una concentracién aproximada del 9 mol% 3HV. Estos hallazgos son
prometedores, ya que ademas de utilizar un subproducto industrial generado en
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grandes cantidades cada afio como la vinaza, este proceso bioldgico produce polimeros

con mejores propiedades finales que el PHB.

6.2 Trabajo futuro

Si bien la optimizacién del medio de cultivo y las condiciones de fermentacién
permitieron aumentar la productividad de PHB utilizando vinaza liquida y seca como
sustrato, los valores obtenidos fueron inferiores en comparacién con los reportados a
partir de fuentes de carbono convencionales como glucosa. Por lo tanto, seria
interesante continuar con el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar ain mas la
produccién de PHA utilizando vinaza. Algunas alternativas a considerar se enumeran a

continuacion:

1. Explorarla combinacion de diferentes subproductos y residuos agroindustriales como
fuente de carbono. Seria interesante investigar la incorporacion de otros residuos o
subproductos de la industria alimentaria o agricola como posibles fuentes de
carbono para mejorar la disponibilidad de nutrientes y facilitar la produccién de
PHAs a partir de la mezcla. La busqueda de sustratos alternativos contribuiria a la
reduccion de residuos y a la produccidon sostenible de PHAs. El control de las
variables de fermentacidon, como el pH y el oxigeno disuelto, también podria

desempeiiar un papel importante en el aumento de la productividad.

2. Estudiar diferentes microorganismos. Si bien en esta tesis se utilizd la cepa
B. megaterium, existen otros microorganismos reportados en la literatura que son
capaces de sintetizar PHAs. Por consiguiente, seria interesante investigar y comparar
diferentes cepas microbianas para determinar cudles podrian ofrecer una mayor
productividad o PHAs con buenas propiedades finales empleando vinaza. De esta
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manera, la diversidad microbiana puede abrir nuevas oportunidades para optimizar

la produccién de PHAs.

3. Desarrollo de procesos de produccion a gran escala. Resulta fundamental investigar
y desarrollar procesos de produccidon a mayor escala que consideren factores como
la escalabilidad del proceso, la seleccion de equipos y sistemas adecuados, la gestion
de la fermentacién en grandes volumenes y la optimizacién de la eficiencia del
proceso. Estos estudios proporcionarian informacidon crucial para llevar la
produccién de PHAs a nivel industrial, permitiendo su adopciéon y su uso en

diferentes aplicaciones comerciales.

4. Caracterizacion y aplicaciones de los PHAs obtenidos. Seria importante llevar a cabo
estudios de caracterizacion mds detallados de los biopolimeros obtenidos. Ademas
de las propiedades moleculares y térmicas, se deberian estudiar sus propiedades
mecdnicas, su degradacion en condiciones especificas y realizar pruebas de
biocompatibilidad, entre otras. Una caracterizacion mdas completa de los PHAs
permitiria comprender mejor sus propiedades y su potencial aplicacion en diversas
areas como en la industria de envasado, agricultura, medicina u otras areas donde
los polimeros sintéticos convencionales representan un significativo impacto

ambiental.
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