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VALORIZACIÓN DEL SUBPRODUCTO RAQUIS DE PALMA MEDIANTE LA PRODUCCIÓN DEL 

BIOPOLÍMERO POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB) 

 

Resumen 

Halomonas boliviensis es una bacteria halófila moderada capaz de crecer utilizando varias 

fuentes de carbono, y así mismo puede acumular polihidroxibutirato (PHB) a partir de 

sustratos económicos como hidrolizados de biomasa lignocelulósica o no convencionales. 

La producción de PHB con H. boliviensis debe llegar a ser competitiva como los procesos a 

partir de fuentes petroquímicas. Para que este proceso sea económicamente viable, se 

necesitan altos rendimientos utilizando los medios de cultivo económicos, por lo cual se 

deben encontrar las condiciones operacionales y nutricionales que favorezcan la 

producción de PHB, tales como: pH, temperatura, agitación, concentración de la fuente de 

carbono y de las fuentes de nutrientes claves en el direccionamiento a la acumulación del 

material de interés, entre ellos nitrógeno, fósforo y azufre. 

 

Al utilizar hidrolizado de raquis de palma como sustrato no convencional de bajo costo, H. 

boliviensis es capaz de utilizar los azúcares glucosa, xilosa y arabinosa presentes en el 

hidrolizado, prefiriendo a la glucosa para un mayor crecimiento y acumulación de PHB. Al 

realizar esta evaluación, se logró alcanzar un contenido de PHB del 38,8 % (m/m) del peso 

seco de la célula (7,8 g/L) consumiendo 6,5 g/L y 1,0 g/L de glucosa y xilosa, 

respectivamente, después de 72 horas de fermentación a escala matraz, entre 250 mL y 500 

mL. 

 

Para favorecer la acumulación de PHB, en este estudio se determinó que, de seis 

condiciones experimentales (tres nutricionales y tres operacionales), los valores de los 

factores que permitían obtener el máximo de biomasa y de PHB fueron: 31 °C, 7,0 y 1,6 g/L 

para temperatura, pH y concentración inicial de KH2PO4, respectivamente. La validación de 

los valores máximos predichos se realizó con un ensayo experimental, obteniendo 

concentraciones de 9,2 g/L y 6,5 g/L de biomasa y PHB, respectivamente, para observar el 

porcentaje de desviación con respecto a los valores teóricos de 26 % (m/m) para biomasa y 

4 % (m/m) para PHB. 

 

Bajo las condiciones nutricionales y operacionales definidas como mejores condiciones para 

la obtención de PHB, se realizó la validación usando como fuente de carbono hidrolizado de 

raquis de palma y como fuente de nitrógeno hidrolizado de gluten de trigo, presentándose 

un consumo de glucosa de 11,1 g/L, una concentración máxima de biomasa de 6,4 g/L y una 

concentración máxima de PHB de 2,3 g/L, para un porcentaje de acumulación de PHB del 
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35,7 % (m/m); lo que representa un buen comportamiento para la obtención de PHB con 

Halomonas boliviensis usando medios de cultivo económicos.   

 

Finalmente se escaló la producción de PHB a nivel biorreactor de 3 L utilizando H. boliviensis 

bajo las condiciones nutricionales y operacionales definidas anteriormente. Se presentó un 

consumo de glucosa de 13,1 g/L y de xilosa de 2,0 g/L a partir del hidrolizado de raquis de 

palma, y se obtuvieron concentraciones finales de biomasa y PHB de 10,6 g/L y 4,1 g/L, 

respectivamente; lo que representa un porcentaje de acumulación del 45,5 % (m/m). 

 

Es así como en esta tesis doctoral se determinaron las condiciones operacionales y 

nutricionales que favorecen el proceso de producción de polihidroxibutirato (PHB) a partir 

de Halomonas boliviensis utilizando como fuente de carbono hidrolizado de raquis de 

palma, lo que viabiliza la valorización de este desecho de la industria colombiana de palma 

de aceite. 

 

Palabras clave: Polihidroxibutirato (PHB), Halomonas boliviensis, hidrolizado raquis de 

palma aceitera, diseño Plackett Burman, diseño Box Benkhen. 
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VALORIZATION OF THE EMPTY FRUIT BUNCH BY-PRODUCT FROM THE OIL PALM 

INDUSTRY FOR THE PRODUCTION OF POLYHYDROXYBUTYRATE (PHB) 

 

Abstract 

Halomonas boliviensis is a moderate halophilic bacterium, capable of growing using various 

carbon sources, and accumulate polyhydroxybutyrate (PHB) from inexpensive substrates 

such as hydrolysates from lignocellulosic biomass or non-conventional sources. The 

production of PHB with H. boliviensis should become as competitive as biopolymers from 

petrochemical sources. For this process to be economically viable, high yields are needed 

when using low-cost culture media. Therefore, the operational and nutritional conditions 

improving the obtaining of PHB must be found, e.g., pH, temperature, agitation, carbon 

source, and essential nutrient sources, among them, nitrogen, phosphorus, sulfur. 

 

H. boliviensis can consume the main reducing sugars from the oil palm empty fruit bunch 

hydrolysate, a low-cost non-conventional substrate, (i.e., glucose, xylose, and arabinose) 

where glucose is the preferred sugar for growth Biomass production and PHB accumulation. 

A 38.8% of PHB content (wt. %) from the dry weight of the cell (7.8 g/L) was obtained, and 

the consumption of sugars after 72 hours of fermentation at flask scale was 6.5 g/L and 1.0 

g/L, of glucose and xylose, respectively. 

 

To increase the accumulation of PHB, six experimental factors (nutritional and operational 

conditions) were evaluated in this study, biomass and PHB higher values were obtained at: 

31 °C, 7.0 and 1.6 g/L of temperature, pH and KH2PO4, respectively. Validation of the 

predicted values showed concentrations of 9.2 g/L and 6.5 g/L of biomass and PHB, 

respectively. A deviation from the theoretical values was 26 (wt. %) for biomass and 4 (wt. 

%) for PHB. 

 

Under the nutritional and operational conditions defined as the best conditions for 

obtaining PHB, validation was carried out using as a carbon and nitrogen sources the oil 

palm empty fruit bunch hydrolysate and hydrolyzed wheat gluten, respectively. Glucose 

consumption was 11.1 g/L, biomass growth 6.4 g/L, and 2.3 g/L PHB production related to 

35.7 (wt. %) of PHB accumulation, which are notable results for the obtaining of PHA with 

Halomonas boliviensis using economic culture media.   

 

Finally, the production of PHB was scaled up to a 3L bioreactor level using H. boliviensis 

under the nutritional and operational conditions defined above. It was show a glucose and 

xylose consumption of 13.1 g/L and 2.0 g/L from the oil palm empty fruit bunch hydrolysate, 



 

 

Página 12 de 118 

 

respectively. Final biomass and PHB concentrations of 10.6 g/L and 4.1 g/L were obtained, 

respectively, leading to a 45.5% PHB accumulation (wt. %). 

 

Thus, in this doctoral thesis the operational and nutritional conditions improving the 

production of polyhydroxybutyrate (PHB) by Halomonas boliviensis using an oil palm empty 

fruit bunch hydrolysate as carbon source were determined, giving an insight of the potential 

valorization of this by-product from the Colombian oil palm industry. 

 

Keywords: Polyhydroxybutyrate (PHB), Halomonas boliviensis, hydrolyzate of oil palm 

empty fruit bunch, Plackett Burman design, Box Benkhen design. 
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Introducción general 

En la actualidad se generan una amplia variedad de desechos agroindustriales los cuales son 

susceptibles de ser aprovechados y valorizados, entre ellos: melazas residuales de la 

industria azucarera, la lactosa y el ácido láctico de la industria láctea, los alcoholes como 

metanol y glicerol de la producción de biodiesel, la celulosa hidrolizada (desecho de la 

industria papelera), la biomasa lignocelulósica de la extracción de jugo de caña o la 

obtención de aceite de palma; teniendo como premisa evitar el uso de materias primas que 

compitan con la alimentación humana (Davis et al., 2013; Ghimire et al., 2015).  

 

En este sentido, se logra identificar que Colombia alcanzó a generar para el 2016, alrededor 

de 874,000 toneladas de biomasa lignocelulósica en el proceso de extracción del aceite de 

palma (representada por los racimos de frutos vacíos o raquis y la fibra) (Fedepalma, 2017); 

y para el 2017 reportó un aumento en la producción del 42 % con respecto al 2016, lo que 

representa alrededor de 1,2 millones de toneladas de residuos generados como biomasa 

lignocelulósica (Colprensa, 2018). Esto presenta una industria en crecimiento, lo cual ha 

logrado mantener el país como cuarto productor de aceite de palma a nivel mundial, y 

primero en América.  

 

Dada la disponibilidad de estos residuos agroindustriales en el país y teniendo en cuenta la 

posibilidad de valorizarlos al usarlos como materias primas para obtener productos con un 

mayor valor agregado, es importante toda investigación que pueda ser orientada bajo esta 

premisa. El material lignocelulósico tiene un gran potencial para la producción de una 

amplia variedad de productos industriales, entre ellos: papel, maderas, bioetanol, 

biopolímeros como los polihidroxialcanoatos (PHAs) y algunos productos de química fina 

(Obruca et al., 2015). 

 

Específicamente en el caso de los PHAs, los residuos agroindustriales se tienen como 

sustratos muy promisorios para su producción ya que es un material abundante, 

económico, no compite con la cadena alimenticia humana, por lo cual aplica para tener un 

proceso de producción de PHA sostenible. Los PHAs cuentan con un amplio rango de 

aplicaciones que va desde su uso como commodities, plásticos usados de forma masiva 

como empaques para alimentos, hasta biomateriales usados en medicina, lo que los 

convierte en un producto de mayor valor agregado, el cual puede ser almacenado por 

bacterias en un proceso de fermentación. Este puede usar diferentes tipos de materia prima 

de acuerdo con la ruta metabólica que se pretenda seguir, entre ellos biomasa 

lignocelulósica. 
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Partiendo de la presunción de que se puede valorar de manera técnica la fracción celulósica 

del raquis de palma como fuente de carbono alternativa, renovable y económica para la 

obtención de PHAs, generando procesos más limpios y amigables con el ambiente. 

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, este documento presentará la ruta 

seguida y los resultados obtenidos teniendo como norte la siguiente pregunta: ¿Cómo se 

podría mejorar la productividad de obtención de PHB a partir de hidrolizados de raquis de 

palma, variando las condiciones operacionales y nutricionales? Por lo anterior, el 

documento se estructuró por capítulos, distribuidos de la siguiente manera: 

 

El Capítulo 1 se enfoca en la introducción a la temática, se presenta una revisión 

bibliográfica de las generalidades de la producción de polihidroxialcanoatos, a través de un 

análisis de sus propiedades, características de acumulación y especies productoras. 

Posteriormente, se realiza una revisión sobre las formas alternativas para la acumulación 

del biopolímero, con especial énfasis en las rutas metabólicas, denotando interés en las 

fuentes no convencionales que se han estado utilizando y las de potencial aplicación, en 

miras de las posibilidades en el marco Colombia y las oportunidades de desarrollo. Una vez 

descrita la situación de las condiciones para acumular PHAs, se introduce la temática de la 

recuperación del metabolito intracelular, procesos basados en las técnicas convencionales 

y las propuestas actuales para la eficiente separación de los PHAs. Finalmente, el campo de 

aplicación de este bioproducto es uno de los puntos que mayor atención atrae porque está 

relacionado con el mayor valor agregado que puede proponerse a la hora de aprovechar 

residuos agroindustriales en el país. 

 

En los capítulos posteriores se extendieron los estudios sobre cada etapa de la producción 

de polihidroxibutirato a partir del hidrolizado de raquis de palma. En el Capítulo 2 se 

presentan los ensayos para evaluar la capacidad de Halomonas boliviensis para obtener PHA 

a partir de glucosa, xilosa y/o arabinosa como fuentes de carbono, y también a partir del 

hidrolizado de raquis de palma, evaluando como variables de respuesta el consumo de 

sustratos, crecimiento de biomasa y acumulación de PHA. 

 

El Capítulo 3 presenta evaluaciones experimentales sobre algunas condiciones nutricionales 

y operacionales empleando Halomonas boliviensis en la búsqueda de la definición de las 

condiciones que favorecen el proceso de acumulación de PHA. Se evaluaron seis factores, 

tres nutricionales y tres operacionales de manera simultánea bajo un diseño experimental 

Plackett Burman. Este diseño arrojó que los factores significativos fueron pH, temperatura 

y concentración inicial de K2HPO4, a partir de éstos se buscaron las mejores condiciones 

para dichos factores usando un diseño Box Benkhen, formulando valores máximos de 

biomasa y PHB trabajando a 31 °C, pH 7 y 1,6 g/L de K2HPO4. La validación experimental 
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representó un 74 % y 96 % (m/m) de los valores predichos por el modelo cuadrático para 

biomasa y PHA, respectivamente. 

 

En el Capítulo 4 se evalúan las condiciones óptimas definidas y validadas en el capítulo 3, 

trabajando a escala de matraz y usando como fuente de carbono hidrolizado de raquis de 

palma que favorezcan crecimiento de biomasa y producción de PHA. En este capítulo, 

también se evalúa el uso del agua de cocción de mejillones como medio de cultivo para 

lograr acumulación de PHA a partir de Halomonas boliviensis. Siendo ambos sustratos, 

subproductos industriales con posibilidad de valoración. En el caso del hidrolizado de raquis 

de palma, se logró un porcentaje de acumulación de PHA de 35,7 % (m/m), valor que 

representa aproximadamente el 50 % (m/m) del obtenido con el medio estándar, en el cual 

se usó glucosa pura como fuente de carbono. 

 

En el capítulo 5, se validó a escala biorreactor de 3L el crecimiento de biomasa y obtención 

de PHA a partir de Halomonas boliviensis utilizando hidrolizado de raquis de palma e 

hidrolizado de gluten de trigo como fuentes de carbono y nitrógeno, respectivamente. El 

ensayo se mantuvo por 60 horas y se mantuvieron las condiciones de agitación a 300 rpm 

y flujo de oxígeno de 5 vvm para garantizar el oxígeno disuelto apropiado para la 

reproducción celular y acumulación de PHA. Bajo estas condiciones, se determinó el 

porcentaje de acumulación de biopolímero y se confirmó que el material obtenido es un 

PHA del tipo polihidroxibutirato (PHB). 

 

Finalmente, en el Capítulo 6 se incluye una discusión final de los resultados de la 

investigación, donde se integran los resultados obtenidos de forma articulada, las 

conclusiones a las que condujeron y las recomendaciones.   

 

Marco teórico 

Generalidades de polihidroxialcanoatos 

Los polihidroxialcanoatos son plásticos biodegradables con propiedades térmicas, 

fisicoquímicas y mecánicas similares a los polímeros de origen petroquímico. También 

cuentan con propiedades inherentes a su estructura molecular y proceso de obtención 

como son: biocompatibilidad, no toxicidad y ser amigable con el ambiente. Todo esto lo 

convierte en un material promisorio para uso en diferentes aplicaciones, incluso médicas 

(Anjum et al., 2016a). 

 

De acuerdo con su estructura molecular los PHAs son una familia de biopoliésteres con 

alrededor de 150 monómeros diferentes para su conformación, tanto con cadenas lineales 
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como ramificadas, saturadas, insaturadas y aromáticas. Estos termoplásticos son 

producidos como reserva de fuente de carbono y energía de la bacteria y son acumulados 

como una inclusión esférica en el citoplasma. Esta producción se da en condiciones de 

limitación de uno o varios nutrientes esenciales como nitrógeno, fósforo, oxígeno, azufre, y 

con exceso de fuente de carbono (Kaur & Roy, 2015; Leong et al., 2014). Excepcionalmente 

existe un grupo de bacterias que no requieren de limitación de nutrientes para la síntesis 

de PHA, entre ellas: Alcaligenes latus, una cepa mutante de Azotobacter vinelandii y 

Escherichia coli recombinante (Albuquerque & Malafaia, 2017; Anjum et al., 2016a). 

Muchas de las bacterias tienen la capacidad de acumular hasta un 80 % (m/m) de su peso 

seco en PHA, pero si se encuentran en condiciones limitantes de fuente de carbono 

realizarían el proceso de degradación del material (Albuquerque & Malafaia, 2017; Anjum 

et al., 2016a; Leong et al., 2014). 

 

Para la producción de PHAs actualmente se han reportado cientos de especies de bacterias 

que pueden ser usadas para este fin, incluso, en algunos casos bacterias modificadas 

genéticamente. Asimismo, se han reportado algunos trabajos de obtención de este 

biopolímero a partir de microalgas y de plantas. A la fecha se han reportado alrededor de 

90 géneros de especies de bacterias como productores de PHAs, tanto de bacterias Gram 

positivas como Gram negativas (Anjum et al., 2016a; Rodriguez-Perez et al., 2018). Entre las 

especies de bacterias usadas para la obtención de PHAs por su capacidad de acumular 

grandes cantidades de este material se encuentran: Cupravidus necator, Azotobacter sp., 

Bacillus sp., Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Halomonas sp., Haloferax sp., Aeromonas 

sp., Methylobacterium sp., Thermus thermophilus., Hydrogenophaga pseudoflava, 

Saccharophagus degradans, Comamonas sp., Zobellella denitrificans, Chromobacterium sp., 

Erwinia sp, E. coli recombinante (Albuquerque & Malafaia, 2017; Anjum et al., 2016a). 

 

Especies halófilas para la producción de polihidroxialcanoatos 

Halomonas sp., la primera especie halófila con capacidad de almacenar PHAs, fue 

descubierta en 1972 por Kirk and Ginzburg, luego de esto muchas otras especies halófilas 

fueron descubiertas con esta capacidad, entre ellas: Haloferax mediterranei, 

microorganismo capaz de almacenar hasta un 46 % (m/m) de PHBHV usando como fuente 

de carbono glucosa y teniendo como nutriente limitante el fósforo (Melanie et al., 2018). 

Halomonas boliviensis, tolera concentraciones de sal hasta del 25 % (m/v), crece en un 

rango de temperatura de 0-45 °C y un pH de 6-11, usa como fuente de carbono glucosa, 

xilosa o sacarosa para obtener PHB con alto peso molecular (Quillaguamán et al., 2010). 

Otras bacterias de este género han sido identificadas como productoras de PHAs con un 

gran potencial de disminuir los costos de obtención de dicho producto, entre ellas: 
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Halomonas sp. TD01, acumula hasta un 80 % (m/m) de PHB en glucosa y un 70 % (m/m) 

sobre biomasa con condiciones limitantes de nitrógeno.  

 

Halomonas campaniensis LS21, crece en agua de mar artificial y desechos de cocina, la cual 

tiene como sustratos celulosa, proteínas, ácidos grasos y almidón. Esta bacteria alcanza una 

acumulación sobre biomasa de hasta el 26 % (m/m), sin embargo, la cepa modificada 

genéticamente llega a acumular hasta un 70 % (m/m). El uso de bacterias halófilas para la 

obtención de PHAs permite disminuir los costos en los procesos de fermentación y 

extracción ya que al estar en medios con altas concentraciones de sal se previene la 

contaminación por microorganismos no halófilos, el agua de mar puede ser usada para la 

preparación del medio de cultivo, son capaces de usar fuentes de carbono no 

convencionales como desechos y en algunos casos es posible realizar la extracción del 

material mediante un tratamiento hipo osmótico para permitir la lisis celular. Esto fue 

confirmado por Koller et al. (2007), al demostrar que el costo de producción de PHBHV a 

partir de H. mediterranei fue un 30 % más bajo que la producción del mismo biopolímero a 

partir de Escherichia coli (Yin et al., 2014). 

 

Rutas metabólicas 

En la Figura 1 se presenta un esquema general de las rutas metabólicas para la producción 

de polihidroxialcanoatos. Las enzimas que participan en la ruta metabólica de obtención de 

PHAs están agrupadas en 4 categorías, así: las clases I y II son enzimas que consisten en un 

solo tipo de subunidad (PhaC), de las cuales la clase I utiliza preferentemente tioésteres-

CoA de R-3-hidroxiácidos grasos de 3 a 5 átomos de carbono (scl-HAs) mientras la clase II 

usa los tioésteres-CoA de R-3-hidroxiácidos grasos de 6 a 14 átomos de carbono (mcl-HAs). 

La clase III está compuesta por dos subunidades PhaC y PhaE, los cuales prefieren los 

tioésteres-CoA de scl-HAs; la subunidad PhaE no es similar a otra PHA sintasa. La clase IV es 

similar a la clase III, sin embargo, en lugar de la subunidad PhaE tiene otra, PhaR, la cual ha 

sido presentada para producción de scl PHAs (Singh et al., 2015; Ray & Kalia, 2016). 

 

De manera general hay 3 rutas metabólicas bien conocidas para la obtención de PHAs, en 

las cuales se presenta la relación entre la fuente de carbono usada y la composición del 

monómero obtenido. La ruta metabólica I es la más conocida y es usada por C. necator. Esta 

ruta se da en 3 etapas; en la primera se presenta la condensación de dos moléculas de 

acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA catalizada por la enzima β-ketotiolasa. En la 

segunda etapa el acetoacetil-CoA se reduce por acción de la enzima acetoacetil CoA 

reductasa (R-3. hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) para formar la molécula 3-hidroxibutiril-

CoA. En la tercera etapa se da la polimerización, vía esterificación del 3-hidroxibutiril-CoA 

en PHA por acción de la enzima PHA-polimerasa, propia de cada microorganismo.  
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La ruta metabólica II, genera sustratos por oxidación de ácidos grasos que pueden ser 

polimerizados por la PHA polimerasa de la especie Pseudomonas, en esta ruta se presenta 

la oxidación del trans-2-enoil-CoA a R-hidroxiacil-CoA debido a la acción del R-específico 

enoil-CoA hidratasa. Esta ruta permite la conformación de copolímeros integrados por PHAs 

de corta y mediana cadena o de homopolímeros de mediana cadena. Los ácidos grasos son 

degradados por la remoción de 2 unidades de carbono que se convierten en acetil-CoA, y el 

remanente es oxidado pasando a la formación del monómero, para lo cual el sustrato 

específico está en un rango de sustratos con 6 a 14 átomos de carbono, con preferencia por 

los monómeros de 8, 9 y 10; por esta razón, el monómero obtenido para la conformación 

del PHA depende directamente de la fuente de carbono empleada.  

 

La ruta metabólica III es de gran interés ya que esta ayuda a la generación de monómeros 

para la obtención de PHAs a partir de fuentes de carbono económicas tales como glucosa, 

sacarosa y fructosa (Anjum et al., 2016; Madison & Huisman, 1999).  
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Figura 1. Esquema general de las rutas metabólicas para la obtención de PHAs. Tomado de 

(Anjum et al., 2016b). 
 

Producción de polihidroxialcanoatos y uso de fuentes no convencionales 

Las condiciones de cultivo presentes en las fermentaciones para la obtención de PHAs, 

requieren ser controladas con el fin de mantener condiciones que favorezcan el 

rendimiento y la productividad de obtención del biopolímero y asimismo mantenga sus 

propiedades térmicas, mecánicas y fisicoquímicas estables. Esto último teniendo en cuenta 

que variables como concentración de nutrientes, pH, aireación, tiempo de fermentación, 

etc. pueden alterar la composición del biopolímero en cierto grado. Por ejemplo, un pH no 

controlado puede ocasionar una baja en el rendimiento de obtención del PHA, un cambio 

en la velocidad de agitación puede afectar el peso molecular del biopolímero, lo que a su 

vez afecta propiedades térmicas y mecánicas del mismo (M. Singh et al., 2015). 

 

El costo de producción de PHB usando azúcares comerciales no es competitivo con respecto 

a los plásticos de origen petroquímico, debido a los altos costos de los azúcares puros y los 
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esquemas convencionales de separación y purificación. Una estrategia para aprovechar la 

biomasa se ha presentado desde el desarrollo de biorrefinerías integradas y generar un 

espectro de productos de valor agregado dentro del concepto de bioeconomía circular. En 

este sentido, se identifican como factores clave que deben abordarse en el diseño y cálculo 

de costos de la biorrefinería la alta productividad, los altos rendimientos de conversión de 

producción y la demanda del mercado final. Adicionalmente, se han identificado como 

parámetros fundamentales que afectan el costo final de producción, las fuentes de carbono 

y nitrógeno (Kachrimanidou et al., 2021). 

 

Teniendo en cuenta que alrededor del 40 a 48 % del costo total de producción de PHAs se 

puede acreditar al costo de las materias primas, y que de estas la principal es la fuente de 

carbono usada para el crecimiento de la bacteria y la síntesis del PHA, se ha estudiado la 

reducción de costos en la producción de PHAs empleando diferentes sustratos económicos 

(no convencionales) ricos en azúcares y ácidos grasos volátiles como fuente de carbono 

(Rodriguez-Perez et al., 2018; Kalia, Prakash, & Koul, 2016). Lo cual unido al concepto de 

biorefinería y bioeconomía circular, puede aportar a tener un proceso de obtención de PHAs 

competitivos económicamente. 

 

El material lignocelulósico es un sustrato muy promisorio para la producción de PHAs ya 

que es abundante, económico, no compite con la cadena alimenticia humana, por lo cual 

aplica para tener un proceso de producción de PHA sostenible. Sin embargo, hay que tener 

presente que el usar el material lignocelulósico para procesos biotecnológicos representa 

un reto por la necesidad de realizar un pretratamiento para su uso en las fermentaciones. 

Generalmente este pretratamiento incluye una etapa de remoción de lignina y reducción 

de la cristalinidad de la celulosa y otra etapa de hidrólisis de la biomasa a azúcares 

fermentables (Obruca et al., 2015). Es así como han sido presentados estudios de obtención 

de PHAs usando azúcares reductores o hidrolizados de diferentes tipos de material 

lignocelulósico.  

 

Desde la industria alimentaria se están generando desechos que pueden ser utilizados como 

fuente de carbono en procesos biotecnológicos para la obtención de diferentes productos, 

incluidos los PHAs. Algunos de estos desechos que son potencialmente valorizables, se 

pueden encontrar como residuos sólidos vegetales y como corrientes de aguas residuales, 

entre ellos se encuentran: salvado de arroz, cáscaras de guisantes, achicoria de raíz, 

cáscaras de patata, orujo de manzana, cáscaras de cebolla, orujo de uva, desechos de 

animales de granja y arena para aves de corral, aguas residuales de la aceituna trifásica del 

proceso de extracción de aceite, aguas residuales de procesamiento de leguminosas y aguas 
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residuales de procesamiento de frutas; también subproductos de bajo o medio valor 

agregado como suero de queso y destilado de aceite de oliva (Rodriguez-Perez et al., 2018). 

 

El lactosuero es un material excedente que proviene de la industria de productos lácteos, 

por ejemplo, en la producción del queso se tiene una relación másica de 9:1 suero/queso. 

La mayor parte del suero es usado para producir suero de leche en polvo para nutrición 

humana o de animales, también para usos farmacéuticos y producción de bioetanol. 

Teniendo en cuenta la cantidad de suero producido, la disposición final de éste constituye 

un problema para la industria de productos lácteos (Koller, Sandholzer, et al., 2013).  

 

En las zonas costeras, donde se encuentran empresas procesadoras de mejillón se obtienen 

aguas residuales de procesamiento de este molusco. Estas aguas residuales contienen 

principalmente glucógeno y proteína (10,0 y 3,5 g/L, respectivamente), las cuales son fuente 

de carbono y nitrógeno, lo que la hace muy apta para su uso como medio de cultivo en 

procesos biotecnológicos para obtención de ácidos orgánicos, hormonas vegetales, 

péptidos antibacterianos, enzimas y biopolímeros (Torrado et al., 2013). Una potencial 

aplicación de estas aguas es la producción de biopolímeros a partir de bacterias halófilas 

como Halomonas boliviensis. 

 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se muestra la Tabla 1 donde se presentan estudios 

realizados para diferentes microorganismos en los cuales se evalúa la incidencia en la 

producción de PHB de diferentes parámetros nutricionales y operacionales que juegan un 

rol clave en el proceso (Johnson et al., 2010). 

 

Tabla 1. Estudios de la incidencia de parámetros nutricionales y operacionales en la 
obtención de PHB para diferentes microorganismos con fuentes de carbono alternativas 

Microorganismo 
Fuente de 

Carbono (FC) 
Variables 

Resultado 
PHB (g/L) 

Referencia 

Azohydromonas 
austrálica DSM 
1124 

Suero de 
queso 

Licor de maíz, urea, 
extracto de levadura, 
(NH4)2SO4, lactosa, 
MgSO4.7H2O, CaCl2, 
Na2HPO4, KH2PO4, ácido 
cítrico. 

2,07 
(V. Sharma 

et al., 
2017) 

Bacillus 
megaterium 

Glicerol 
residual 

Glicerol, (NH4)2SO4, 
KH2PO4, Na2HPO4, 
trazas, temperatura, 
agitación. 

0,43 
(Moreno et 
al., 2015) 
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Bacillus formus 
NII0830 

Hidrolizado 
de paja de 

arroz 

Edad de inóculo, 
concentración de 
inóculo, agitación, 
temperatura, tiempo de 
inoculación, xilosa. 

1,68 
(Sindhu et 
al., 2013) 

Bacillus cereus 
ps10 

Melaza de 
caña 

Concentración de 
inóculo, peptona, 
melaza, tiempo de 
incubación, pH, KH2PO4, 
NH4Cl, NH4C2H3O2. 

14,02 
(P. Sharma 

& Bajaj, 
2015) 

Methylobacterium 
extorquens DSMZ 
1340 

Metanol 
(NH4)2SO4, metanol, 
KH2PO4, Na2HPO4. 

1,48 
(Mokhtari-
hosseini et 
al., 2009) 

 

Procesos de recuperación de polihidroxialcanoatos 

Para la extracción de PHAs se han utilizado diferentes métodos, entre ellos: extracción con 

solventes, digestión química, digestión enzimática, etc. Cada uno de estos métodos 

presenta ventajas y desventajas en su aplicación industrial, permitiendo en algunos casos 

procesos más amigables con el ambiente y a su vez viables desde un punto de vista 

económico (Koller, Niebelschütz, et al., 2013; Rodriguez-Perez et al., 2018). 

 

Extracción con solventes: cloroformo, no halogenados, otros solventes 

La técnica de extracción con solventes es una de las más ampliamente usadas para la 

recuperación de PHAs desde la biomasa en el laboratorio, ya que su aplicación a gran escala, 

por el uso de solventes, se identifica como un método que no es amigable con el ambiente, 

además de requerir altos costos operacionales y de capital. Sin embargo, con este método 

es posible obtener PHA muy puro, con alto peso molecular y una degradación despreciable 

del mismo. Este método consiste en dos etapas: la primera es la modificación de la 

permeabilidad de la membrana celular, de tal manera que permita la liberación del PHA y 

su posterior solubilización; la segunda, es la precipitación del mismo usando un no-solvente 

(Kunasundari & Sudesh, 2011).  

 

Los más utilizados han sido los solventes halogenados, entre ellos: cloroformo, 

dicloroetano, diclorometano, etano policlorado, los cuales presentan un buen desempeño 

tanto con los PHAs de cadena corta como de cadena mediana. Como no-solventes son 

usados alcoholes de bajo peso molecular como etanol o metanol, agua, hexano, éter o 

acetona, estos tres últimos siendo aplicados solo para precipitación de PHAs de cadena 

corta (Koller, Niebelschütz, et al., 2013). Teniendo en cuenta que el uso de solventes 

orgánicos halogenados representa un riesgo tanto para el ambiente como para la salud, se 
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ha buscado reemplazarlos por solventes no halogenados como ésteres de ácido láctico de 

base biológica, por ejemplo lactato de etilo y metilo (Koller, Niebelschütz, et al., 2013). 

 

En este sentido, se ha investigado el uso de solventes orgánicos no clorados para la 

extracción de PHB, entre ellos anisol y ciclohexanona, con los cuales se reportaron 

rendimientos de recuperación de 97 y 93 % (m/m), respectivamente, usando una relación 

biomasa/solvente 1,5 % (m/v) y temperatura de 120-130 °C; condiciones para las cuales se 

obtuvo una pureza del 98 % (m/m). Resultando en un proceso con un rendimiento de 

recuperación similar al obtenido usando cloroformo, con una cantidad de solvente usado 

mucho menor; y en un producto con similares condiciones de pureza, peso molecular 

promedio y propiedades térmicas (Rosengart et al., 2015). 

 

Digestión química 

Este método se basa en la solubilización de la masa celular diferente a PHA (NPCM). Se han 

usado como precursores hipoclorito de sodio y surfactantes como el dodecil sulfato de 

sodio (SDS), Triton X-100, betaina, entre otros. La calidad del PHA obtenido usando 

surfactantes o hipoclorito de sodio de manera independiente no ha sido buena, por lo cual 

se han realizado estudios en los cuales combinan el uso de ambas sustancias (Kunasundari 

& Sudesh, 2011). Es aclarado por algunos autores que el uso de hipoclorito de sodio para la 

recuperación de PHA representa un riesgo de formación de compuestos halogenados 

tóxicos, por lo cual no lo consideran como una técnica promisoria para ser aplicada a gran 

escala (Koller, Niebelschütz, et al., 2013). 

 

En la búsqueda de mejores resultados, se han llevado a cabo investigaciones con el fin de 

encontrar sustancias que puedan actuar como surfactante y reemplazar el SDS, como es el 

caso del hidróxido de sodio y el potasio de sodio, los cuales reportaron un producto con 

mayor pureza y con un impacto despreciable del peso molecular, a la vez que presentaron 

mayor rendimiento de recuperación, son sustancias más amigables con el ambiente y son 

más económicas respecto al SDS (Koller, Niebelschütz, et al., 2013). Adicionalmente, se ha 

combinado con la técnica de extracción con solventes usando una dispersión de hipoclorito 

de sodio y cloroformo. Esta técnica permite reducir significativamente la degradación del 

polímero (Kunasundari & Sudesh, 2011). 

 

Otro estudio en el cual se integran las técnicas de digestión química y extracción con 

solventes se realizó usando una mezcla de diclorometano con hipoclorito de sodio bajo 

condiciones de acidez moderada, con lo cual se reportó una mejor preservación de la 

estructura del polímero y menos reducción en la masa molar de las cadenas poliméricas. 
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Este tratamiento resultó en un polímero con una pureza mayor de 98 % (López-Abelairas et 

al., 2015). 

 

Digestión enzimática 

Esta técnica busca la solubilización de NCPM a partir de un tratamiento con calor, una 

hidrólisis enzimática y un lavado con agua. Especialmente se han usado las proteasas para 

este fin. Esta técnica es atractiva por tener condiciones operacionales moderadas y por la 

especificidad de las enzimas, lo que permite recuperar un PHA con una buena calidad, sin 

embargo, su alto costo es una de las desventajas de este proceso (Kunasundari & Sudesh, 

2011). Por ejemplo, Kachrimanidou et al., (2016) reportó el uso de una enzima para la 

recuperación de PHB-co-PHV a partir de Cupriavidus necator, con la cual obtuvieron un 

rendimiento de recuperación y una pureza de 98 y 96,7 % (m/m), respectivamente. 

Adicionalmente, la biomasa bacteriana obtenida después de retirar el biopolímero fue 

evaluada como un suplemento nutricional que podía adicionarse al glicerol crudo para la 

obtención de PHB.  

 

Aplicaciones de los polihidroxialcanoatos 

Estos biopolímeros tienen diferentes aplicaciones, las cuales van desde su uso como 

material de empaque, materia prima para obtención de productos industriales, hasta las 

aplicaciones biomédicas; como se muestra en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Aplicaciones de los PHAs en diferentes ámbitos productivos. (Adaptado de 
Masood, Yasin, & Hameed, 2015) 

PHAs como un remedio 

ambiental 

PHAs como una materia 

prima valorizable 

industrialmente 

Aplicaciones biomédicas 

 

• Material de empaque 

• Biocombustibles 

 

• Síntesis de compuestos 

quirales y drogas 

• Purificación de proteínas 

• PHAs como implantes 

biomédicos 

• PHAs y la medicina 

regenerativa 

• PHAs como 

conductores 

terapeuticos 

 

Desde las aplicaciones biomédicas hay una gran variedad de usos que a la fecha presenta 

este tipo de material, entre ellas, suturas, regeneración de huesos, reparación de nervios, 

implante de parches, sistemas de liberación de medicamentos, sistemas de 
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almacenamiento de medicamentos, vacunas, sustancias para diagnósticos de algunas 

enfermedades, etc. (A. K. Singh et al., 2019). 

 

Los PHAs han sido utilizados para regeneración tanto de tejidos duros como de tejidos 

blandos, como son: huesos, cartílagos, tendones, tejidos del corazón (Masood et al., 2015). 

Cabe aclarar que inicialmente los PHAs producidos no fueron enfocados para implantes, por 

tanto, no cumplían con la calidad necesaria para esta aplicación, teniendo en cuenta que en 

este caso se requiere de alta pureza, verificación de biodegradación in vivo, fabricación de 

scaffolds, entre otros. Aquellos PHAs que cuentan con las condiciones de calidad y/o 

modificaciones necesarias, son los que tienen un gran potencial para su aplicación en la 

ingeniería de tejidos, por ejemplo, injertos vasculares, válvulas cardíacas, tejidos nerviosos, 

etc. (Ray & Kalia, 2017). De manera especial los Scl-PHA, aportan en la adhesión y 

proliferación de células debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad, 

campo de gran aplicación en la ingeniería de tejidos (Wang et al., 2016). 

 

Con el fin de mejorar la eficacia de los medicamentos, se ha buscado como administrarlos 

de manera controlada y específica, para este fin se han identificado los PHAs como 

materiales con las propiedades físicas adecuadas para este propósito y con una alta 

biocompatibilidad, por lo cual se han usado para producir tabletas, nanopartículas y 

scaffolds para eluir medicamentos y lograr su liberación controlada (Ray & Kalia, 2017). 

 

Problema y justificación 

Los biopolímeros tipo PHA actualmente son de gran interés, ya que tienen propiedades muy 

similares a los polímeros de origen petroquímico, lo que permite que tengan un amplio 

rango de aplicaciones en utensilios de uso básico y desechable. Otra razón para esto se 

encuentra, en que cuenta con propiedades diferenciadoras como la alta biodegradabilidad 

y la biocompatibilidad, características que hacen que pueda tener aplicaciones de mayor 

valor agregado como son las biomédicas; o que si es usado para aplicaciones desechables 

se disminuya la problemática de contaminación.  

 

Sin embargo, a pesar de las buenas propiedades de este material, para la industria no es 

tan llamativo debido a sus altos costos de producción en comparación con los polímeros de 

origen petroquímico. Esto hace necesario que se realicen mejoras en el proceso de 

obtención de PHAs, con el fin de mejorar su competitividad en el mercado. 

 

Específicamente para el PHB, el costo total de producción depende del microorganismo 

(rendimiento y productividad), los sustratos utilizados como fuente de carbono y nitrógeno, 
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las condiciones de la fermentación (temperatura, aireación, pH) y los procesos de 

recuperación y purificación. La fuente de carbono puede contribuir entre un 25 – 45 % del 

costo total de producción (Nath et al., 2008). Es así como se ha planteado la posibilidad de 

aprovechar residuos agroindustriales tales como: las melazas residuales de la industria 

azucarera, la lactosa y el ácido láctico de la industria láctea, los alcoholes como metanol y 

glicerol de la producción de Biodiesel, la celulosa hidrolizada (desecho de la industria 

papelera), la biomasa lignocelulósica de la extracción de jugo de caña o la obtención de 

aceite de palma; evitando usar materias primas que compitan con la alimentación humana 

y que signifiquen una disminución en los costos de obtención del biopolímero  (Davis et al., 

2013; Ghimire et al., 2015). 

 

El hidrolizado de raquis de palma se ha reportado como fuente de carbono promisoria para 

la obtención de PHB a partir de Halomonas boliviensis (Arcila Echavarría, 2016), sin 

embargo, se hace preciso realizar un estudio que permita buscar las condiciones 

nutricionales y operacionales que mejoren la productividad del proceso, logrando disminuir 

los costos de producción del material obtenido; todo esto teniendo como norte la siguiente 

pregunta: ¿Cómo se podría mejorar la productividad de obtención de PHB a partir de 

hidrolizados de raquis de palma variando las condiciones operacionales y nutricionales? 

Hipótesis y objetivos 

Hipótesis 

La productividad de obtención de PHB al utilizar hidrolizados de raquis de palma aumenta 

porque Halomonas boliviensis puede aprovechar los azúcares reductores principales 

(glucosa, xilosa y arabinosa) presentes en el hidrolizado. 

 

Sub-hipótesis 

 La productividad de obtención de PHB al utilizar hidrolizados de raquis de palma 

aumenta al aumentar la concentración inicial de fuente de carbono. 

 La productividad de obtención de PHB al utilizar hidrolizados de raquis de palma 

aumenta al disminuir la concentración inicial de fuente de nitrógeno. 

 La productividad de obtención de PHB al utilizar hidrolizados de raquis de palma 

aumenta al disminuir la concentración inicial de fuente de fósforo. 

 La productividad de obtención de PHB aumenta al estar en una temperatura cercana 

al límite inferior del rango óptimo de crecimiento. 

 La productividad de obtención de PHB aumenta al estar en un pH cercano al punto 

central del rango óptimo de crecimiento. 

 La productividad de obtención de PHB aumenta al disminuir la disponibilidad de 

oxígeno en el medio a través de la agitación suministrada. 
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Objetivo General 

Estudiar el efecto de algunas condiciones operacionales y nutricionales que favorezcan la 

productividad de PHB a partir de Halomonas boliviensis usando como fuente de carbono 

hidrolizados de raquis de palma.  

 

Objetivos específicos 

 Determinar las concentraciones de fuente de nitrógeno, fósforo y carbono que 

favorezcan la productividad de PHB.  

 Establecer el efecto de los azúcares presentes en el hidrolizado de raquis de palma 

sobre la calidad del PHB. 

 Estudiar el efecto de la temperatura, la agitación y el pH, condiciones operacionales 

sobre la síntesis de PHB. 

 Estudiar la producción de PHB a una mayor escala, partiendo de las mejores 

condiciones obtenidas en los diseños experimentales a escala de matraz. 

Metodología 

A continuación, se describe de manera general los procedimientos y medios de cultivo 

usados para el crecimiento bacteriano, así como los métodos analíticos utilizados para 

realizar el seguimiento al crecimiento de la bacteria, la formación de productos y el 

consumo de sustratos. 

 

Los diseños experimentales y métodos analíticos específicos de cada etapa del trabajo se 

describen en el capítulo correspondiente. 

 

Cepa utilizada y protocolo de mantenimiento 

Para la realización de este estudio se utilizó la bacteria Halomonas boliviensis ATCC BAA-

759. H boliviensis es una bacteria halófila moderada, bacilo Gram negativo. Para la 

activación de la cepa se siguió la metodología recomendada por la ATCC y fue cultivada en 

medio descrito por Quillaguamán et al. (2006), compuesto por (% m/v): NaCl 4,45, 

MgSO4·7H2O 0,025, CaCl2·2H2O 0,009, KCl 0,05, NaBr 0,006, peptona 0,5, extracto de 

levadura 1,0, glucosa 0,1, agar granulado 2,0. El método de siembra fue en estría por 

agotamiento y fue incubado a una temperatura de 30 °C/24 h. Para su mantenimiento la 

bacteria previamente crecida en este medio se almacenó en placa Petri a 4ºC, durante un 

mes; tiempo en el que se realizó un repique para su propagación y siembra en medio fresco. 

Las colonias obtenidas en el mantenimiento se usaron como caja madre para los cultivos de 

producción del inóculo. 
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Para la conservación de la cepa, se incubó la bacteria en el medio reportado por 

(Quillaguamán et al., 2006), a condiciones de 30 °C/200 rpm/16 h en un volumen total de 

100 mL. Transcurrido este tiempo se tomaron 500 µL de glicerol al 40 % (v/v) y 500 µL del 

medio descrito anteriormente con las células cultivadas, obteniendo una solución 1:1 de 

células y glicerol para un volumen total de 1mL en viales estériles de 2 mL. Estos viales 

fueron almacenados en nevera a -20 °C.  

 

Medio de cultivo 

Los medios de cultivo fueron preparados en agua destilada y esterilizados en autoclave a 

121 °C durante 20 minutos. Una solución con las sales y la fuente de carbono fueron 

esterilizados de manera independiente, bajo las condiciones ya indicadas, y mezclados en 

condiciones estériles para evitar precipitaciones y/ degradación de los azúcares. El pH fue 

ajustado a 7,5 con NaOH 5 M. La composición del medio para la preparación del inóculo y 

del medio de producción se presentan en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Composición medio de cultivo (Quillaguamán et al., 2008). 

 Concentración (g/L) 

Compuesto Medio para inóculo Medio para producción 

Glucosa* 1,0 20 

NaCl 80 45 

MgSO4·H2O 20 0,38 

K2HPO4 0,50 1,60 

NH4Cl** N. A. N. A. 

CaCl2·2H2O 0,13 0,13 

KCl 0,75 0,75 

NaBr 0,20 0,20 

Peptona** 2,0 N. A. 

Extracto de levadura** 2,0 N. A. 

*La fuente de carbono es cambiada en los diferentes experimentos, lo cual será 

especificado en el capítulo correspondiente. 

**La fuente de nitrógeno es cambiada por fuente económica para el mejoramiento del 

proceso 

 

Crecimiento bacteriano 

Para cada experimento se partió de una caja fresca de H. boliviensis incubada a 30 °C por 

48 horas. El inóculo fue preparado en dos etapas, aumentando el volumen para su 

crecimiento. Inicialmente, usando el medio para inóculo de la Tabla 3 con H. boliviensis de 

caja fresca, se dejó en crecimiento a 30 °C y 200 rpm durante 12 horas, se pasó a mayor 

volumen durante 12 horas a las mismas condiciones. Este inóculo se centrifugó a 9500 rpm 
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y 5 minutos, para obtener la biomasa y suspenderla en agua isotónica para inocular al medio 

de experimentación buscando una concentración inicial de biomasa de 0,6 g/L. 

 Escala de matraz: como condiciones generales los cultivos fueron incubados a 30 °C, 

200 rpm con un volumen de trabajo de 200 mL, en matraz de 500 mL. Se realizaron 

cambios en condiciones operacionales y nutricionales de acuerdo con el tipo de 

experimento realizado. Las muestras para seguimiento a las fermentaciones fueron 

tomadas de manera periódica cada doce horas. 

 Escala de biorreactor: se utilizó un biorreactor con volumen de trabajo de 2 L marca 

New Brunswick. Equipado con sensores de temperatura, pH y oxígeno disuelto. Para 

el control de la temperatura el equipo contó con chaqueta de calentamiento, el pH 

fue controlado por adición de NaOH/HCl 5M, para el control de espuma se adicionó 

antiespumante al inicio de la fermentación. El oxígeno disuelto fue monitoreado, el 

sensor fue calibrado usando N2 y aire para definir el 0 y el 100 %, respectivamente. 

Las condiciones operacionales fueron: 30 °C, pH de 7, 400 rpm y un flujo de aire de 

5 vvm. 

 

Métodos analíticos 

Cuantificación de biomasa 

La concentración de biomasa se determinó por espectrofotometría, relacionando su valor 

con la densidad óptica mediante una curva de calibración. Para esta medición la muestra 

fue centrifugada a 9500 x g por 5 minutos. Luego, la biomasa fue lavada dos veces con agua 

destilada y finalmente suspendida en un volumen de agua igual a la inicial. La absorbancia 

fue medida a 600 nm en un espectrofotómetro (Synergy H1 microplate reader, Biotek). En 

caso de ser necesario la muestra se diluía previamente para obtener un valor de 

absorbancia en un rango entre 0 y 1,0. La curva de calibración y el procedimiento para su 

obtención se presentan en los anexos, como Anexo 1 (pág. 87). 

 

Cuantificación de nitrógeno: proteína, nitrógeno amoniacal 

 Cuantificación de proteína (prueba de Biuret): el nitrógeno presente por fuente 

proteica fue cuantificado mediante la prueba de Biuret. Esta prueba se basa en la 

reacción de Biuret, la cual es de color violeta y se presenta debido a la formación del 

complejo Cu en un medio alcalino con los enlaces peptídicos de la proteína. El 

reactivo de Biuret se mezcló con la muestra y se dejó reaccionando durante 20 

minutos, luego se midió la absorbancia a 540 nm en el espectrofotómetro. La curva 

de calibración se presenta en los anexos, como Anexo 2 (pág. 87). 

 Nitrógeno amoniacal: fue cuantificado por el método colorimétrico 4500-NH3 F 

(APHA, 1998), el cual se basa en la reacción del NH3 con HClO y fenol, formando un 

compuesto azul. La intensidad del color azul es proporcional a la concentración de 
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amonio, la cual puede ser determinada usando un espectrofotómetro a 635 nm. La 

curva de calibración, la preparación de los reactivos y el procedimiento se detalla en 

el Anexo 3 (pág. 88). 

 

Cuantificación de azúcares  

 La determinación de azúcares en la fermentación con hidrolizado de raquis se realizó 

mediante la técnica de Miller del DNS para cuantificación de azúcares reductores. 

La curva de calibración se muestra en los anexos, como Anexo 4 (pág. 89). 

 También se realizó medición de azúcares por HPLC. Se usó un equipo Agilent 

Tecnologies serie 1200 y un detector IR con una columna Transgenomic ICsep 

COREGEL-87H3. Se pasó fase móvil de H2SO4 0,01 N con un flujo de 0,6 mL/min e 

inyección de 20 mL. La temperatura de la columna se mantuvo a 80 °C y la del 

detector a 55 °C. 

 El consumo de glucosa se determinó mediante mediciones en el tiempo de la 

concentración de esta. Para su cuantificación se usó el método de glucosa oxidasa 

con el kit de Biosistem S.A. Éste es un método colorimétrico, que relaciona la 

absorbancia obtenida a 500 nm a partir de cada muestra con la concentración de 

glucosa en la misma. Se toma un mililitro de reactivo y se mezcla con 10 μL de 

muestra o estándar (1 g/L glucosa). Después de 20 minutos de incubación a 

temperatura ambiente la absorbancia fue medida en un espectrofotómetro 

(Synergy H1 microplate reader. Biotek). 

 

Cuantificación de PHA  

El PHB se mezcló con H2SO4, luego se sometió a calentamiento (95 °C por 20 minutos al 

baño maría), convirtiendo el PHB en ácido crotónico, sustancia que presenta un pico 

característico a una absorbancia de 235 nm. El protocolo detallado de cuantificación se 

presenta como Anexo 5 (págs. 89 90). La lectura se realizó en un espectrofotómetro marca 

Thermo Fischer Scientific EVO300 LC (Gnanasekhar, 2012). La absorbancia de cada muestra 

se relacionó con una curva de calibración realizada con PHB comercial de Sigma-Aldrich que 

se presenta como Anexo 6 (pág. 90).  

 

Extracción de PHA 

La extracción de PHA de las células se realizó con la metodología empleada por (Salmiati et 

al., 2009) que consiste en mezclar cloroformo e hipoclorito al 5 % (m/v) en una relación 1:2 

con las células. Luego se someten a 40 °C y 200 rpm por un tiempo de 180 min. Después se 

toma la mezcla y se centrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos de donde se obtiene una 

mezcla de tres fases. Luego se hacen tres lavados con etanol a la parte sólida obtenida con 
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el procedimiento anterior y se finaliza lavando con agua destilada. Se deja secar a 

temperatura ambiente. 

Cuantificación de contenido de carbono orgánico total y nitrógeno total 

El carbono orgánico total y el nitrógeno total del sobrenadante, fue determinado por el 

método 5310-B (APHA, 1998) usando un analizador automático Shimadzu TOC-LCSN. 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico fue realizado en el software R. Se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) para determinar las variables significativas. Se realizó análisis de superficie de 

respuesta con la cual se obtuvo la regresión para modelar los factores de respuestas y 

definir las mejores condiciones para optimizar la ecuación. 

 

En una primera fase, se definió un diseño de experimentos Plackett-Burman con el fin de 

identificar los factores que tuvieron un efecto significativo en la producción de PHB. En total 

se evaluaron seis (6) factores, entre ellos: los diferentes parámetros de producción, 

temperatura, pH y agitación; además, concentración inicial de nutrientes tales como: 

glucosa, nitrógeno y fósforo. Cada factor se evaluó en un nivel alto y uno bajo. En una 

segunda fase, aquellos factores que presentaron un efecto significativo en la producción de 

PHB se evaluaron mediante un diseño Box-Behnken que permitió encontrar los valores que 

favorecieran el proceso a través de la metodología de superficie de respuesta. Se tuvieron 

como variables respuesta tanto la cantidad de biomasa generada como la cantidad de PHB 

producido (Aramvash et al., 2015; Moreno et al., 2015). Estas corridas experimentales se 

llevaron a cabo por triplicado, a escala de matraz y utilizando como fuente de carbono 

glucosa, una vez se tuvieron las condiciones operacionales y concentraciones iniciales de 

nutrientes que favorecen la producción de PHB, se evaluó a igual escala y usando como 

fuente de carbono el hidrolizado de raquis de palma. 
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Introducción  

Un factor limitante para la comercialización de PHAs es su alto costo de producción 

comparado con el costo de polímeros de origen petroquímico, influenciado 

primordialmente por los costos asociados a la fuente de carbono como materia prima. En 

este sentido, se han estudiado diferentes sustratos ricos en carbono provenientes de 

desechos o subproductos de diferentes industrias como una alternativa para la reducción 

de costos en la producción de PHAs, dada a su alta disponibilidad, economía y que no ponen 

en riesgo la seguridad alimenticia (Kalia et al., 2016; Rodriguez-Perez et al., 2018). 

 

Las bacterias halófilas han demostrado su capacidad para seguir diferentes rutas 

metabólicas existentes para usar los azúcares y/o ácidos grasos volátiles disponibles en 

diferentes sustratos económicos (no convencionales), y así acumular PHA entre un 70 y 90 

% de su peso seco (Guzmán et al., 2017; Kucera et al., 2018), explicando así su gran atractivo 

para establecer la producción de PHA a escala industrial. Asimismo, la alta salinidad del 

medio de cultivo podría contribuir a disminuir los requerimientos de esterilización, y su 

naturaleza halofílica podría favorecer la lisis celular durante el proceso de extracción de 

PHA, favoreciendo aún más el proceso de producción (Ghosh et al., 2019; Moorkoth & 

Nampoothiri, 2016; Oliart-Ros et al., 2016). 

 

Guzmán y colaboradores, 2017, evaluaron la capacidad de producción de PHAs de bacterias 

halófilas nativas e identificaron a Halomonas sp. como la cepa con mayor rendimiento 

utilizando glucosa y almidón como fuentes de carbono (0,889 g/g y 0,144 g/g, 

respectivamente) (Guzmán et al., 2017). Haloferax mediterranei alcanzó un contenido de 

PHA de 33,4 y 17,34 % (m/m) usando xilosa y arabinosa, respectivamente (Ghosh et al., 

2019). H. mediterranei también ha sido evaluado con diferentes sustratos como: hidrolizado 

de biomasa de macroalgas, lactosuero y vinazas de caña de azúcar y de arroz, reportando 

contenidos de PHA de 48, 66, 70 y 71 % (m/m), respectivamente (Ghosh et al., 2019; 

Moorkoth & Nampoothiri, 2016; Nielsen et al., 2017; Oliart-Ros et al., 2016). Halomonas 

halophila alcanzó máximas acumulaciones de PHA del 49,4 y 61,4 % (m/m) cuando se 

usaron xilosa y arabinosa como fuente de carbono, respectivamente. Esta cepa también fue 

evaluada con hidrolizados de aserrín, rastrojo de maíz y borra de café arrojando máximos 

contenidos de PHA del 46,8, 38,6 y 61,9 % (m/m), respectivamente (Kucera et al., 2018). 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, en este capítulo se presenta como objetivo de este estudio 

evaluar la capacidad de la bacteria halófila Halomonas boliviensis para obtener PHAs a partir 

de glucosa, xilosa y/o arabinosa como fuentes de carbono, y también a partir del hidrolizado 

de raquis de palma, una materia prima económica altamente disponible en Colombia que 

contiene estos azúcares.  
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Metodología  

Microorganismo y medio de cultivo 

Las características del microrganismo utilizado, las condiciones para preparar el inóculo, 

medio de cultivo y el medio de producción estándar se reportan y detallan en la sección de 

metodología del capítulo introductorio (págs. 28-29 Cepa utilizada y protocolo de 

mantenimiento). La glucosa del medio de producción estándar fue sustituida por cada 

fuente de carbono evaluada. Cuando la xilosa y arabinosa fueron ensayadas en sustitución 

de la glucosa, sus concentraciones fueron la misma a la utilizada con glucosa.  

 

Preparación del hidrolizado de raquis de palma 

El raquis de palma fue suministrado por la empresa Bioplanta Palmera para el Desarrollo 

S.A, una planta extractora de aceite de palma (Urabá, Colombia). En la Tabla 4 se presenta 

la composición química del raquis de palma usado, la cual fue determinada mediante el 

protocolo “Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass” adaptado del 

Laboratorio Nacional de Energía Renovable (NREL por sus siglas en Inglés). 

 

 Tabla 4. Composición química del raquis de palma 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antes de ser usado como una fuente de carbono, el raquis de palma fue pretratado 

aplicando reducción de tamaño mecánica y remoción de lignina con NaOH en relación 1:10 

(sólido: 0,225 M NaOH), la mezcla fue dejada en una autoclave por 180 minutos a 121 °C. 

Luego fue lavada con agua (Gómez Vanegas, 2015). La hidrólisis enzimática se realizó en 

una solución buffer de citrato (0.1 M, pH 4.8) con una relación de carga de sólidos 1:7,5 a 

180 rpm y 50 °C por 120 horas. La hidrólisis se realizó con el cóctel enzimático comercial 

CEB3L (Sinobios, Shanghái), utilizando una carga enzimática de 30 FPU/g material 

pretratado, según lo reportado por (Gómez Vanegas, 2015). 

 

 

 

Componente (%) m/m 

Lignina 26,53% 

Hemicelulosa 13,72% 

Celulosa 39,31% 

Humedad 9,96% 

Cenizas base 
seca 7,36% 

 Extractivos 
base seca 9,81% 
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Producción de PHA con sustratos puros  

Para la evaluación de glucosa, xilosa y arabinosa como fuentes de carbono para la 

producción de PHA, se usaron reactivos puros suministrados por Sigma-Aldrich, Acros 

Organics y Alfa Aesar, respectivamente. Las fermentaciones se realizaron por 72 horas a 30 

°C, 200 rpm y pH 7. Esta prueba fue llevada a cabo en matraces de 500 mL con un volumen 

de trabajo de 200 mL. La concentración inicial de la fuente de carbono fue de 10 g/L. Se 

evaluó el consumo de la fuente de carbono, crecimiento de biomasa y acumulación de PHA. 

Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

Producción de PHA con hidrolizado de raquis de palma  

El contenido de glucosa, xilosa y arabinosa presente en el hidrolizado de raquis de palma 

fue cuantificado por HPLC. En este caso se tomó como sustrato la suma de glucosa, xilosa y 

arabinosa presentes en el hidrolizado de raquis de palma. Las fermentaciones se realizaron 

bajo las mismas condiciones en las que se realizó el ensayo con los sustratos puros. Se 

evaluó el consumo de la fuente de carbono, crecimiento de biomasa y acumulación de PHA. 

Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

Métodos analíticos 

El consumo de la fuente de carbono fue determinado en el tiempo con la cuantificación de 

glucosa, xilosa y arabinosa por HPLC. El crecimiento de biomasa fue determinado por la 

concentración de células de H. boliviensis en los intervalos de tiempo establecidos. La 

acumulación de PHA fue determinada luego de extraer el metabolito intracelular y 

determinar el contenido por el método colorimétrico. Todas las evaluaciones de las 

variables fueron ejecutadas siguiendo la metodología descrita y detallada en el capítulo 

introductorio (págs. 30-31). 

 

Resultados y discusión 

Producción de PHA con sustratos puros 

En la Figura 2 se presenta el perfil de fermentación de Halomonas boliviensis para 

acumulación de PHA usando xilosa, arabinosa y glucosa. La glucosa fue el sustrato usado 

como estándar, y fue el que presentó los mejores resultados de consumo de sustratos, 

crecimiento y acumulación de PHA. Los resultados demuestran que H. boliviensis puede 

usar tanto xilosa como arabinosa como fuente de carbono para su crecimiento y 

acumulación de PHA, presentando un comportamiento similar con ambos sustratos. 
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Figura 2. Cinéticas de fermentación usando fuentes de carbono puras: a) xilosa, b) 
arabinosa y c) glucosa. Concentración de fuente de carbono (diamante), biomasa 

(cuadrado) y PHB (triángulo). 

La Tabla 5 muestra los rendimientos para biomasa y PHA, así como la velocidad máxima de 

crecimiento (µmax) calculada para las fermentaciones con las fuentes de carbono puras. El 

cálculo de los parámetros cinéticos fue realizado por el método integral de análisis del 

modelo de Monod, que es utilizado para calcular estos parámetros de los datos 

experimentales. Los rendimientos se calcularon a partir de datos experimentales de la 



 

 

Página 38 de 118 

 

cantidad de sustrato consumido, la biomasa obtenida y el PHA acumulado, teniendo en 

cuenta el rendimiento de biomasa-sustrato como el cociente entre el aumento de la masa 

celular obtenida y el consumo de sustrato, y el rendimiento de PHA-sustrato como el 

cociente entre el aumento de PHA obtenido y el consumo de sustrato. Las tres 

fermentaciones presentaron velocidades de crecimiento y rendimientos similares para la 

biomasa (YX/S), que estuvieron en el rango de 0,99 - 1,14 g/g. La afinidad obtenida fue del 

orden glucosa > xilosa > arabinosa.  

 

Tabla 5. Parámetros cinéticos y resultados obtenidos en las cinéticas presentadas en las 
figuras 2 y 3 

Fuente de 
Carbono 

Consumo FC 
(g/L) 

Biomasa 
(g/L) 

Y X/S 

(g/g) 
Y PHA/S 

(g/g) 
µmax 

(h-1) 
PHA 

(% m/m) 

Glucosa 8,5 8,4±0,007 0,99 0,59 0,0841 60,11 

Xilosa 5,1 5,7±0,015 1,12 0,51 0,0750 45,61 

Arabinosa 5 5,7±0,016 1,14 0,45 0,0701 39,07 

Hidrolizado 
de raquis 

7,5 7,8±0,093 1,04 0,32 0,0540 30,77 

 

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los reportados por Van-Thuoc et al. 

(2008) y (López-Abelairas et al., 2015; Van-Thuoc et al., 2008), que utilizaron la xilosa como 

fuente de carbono y comunicaron el crecimiento de Halomonas boliviensis, así como la 

acumulación de PHA. Aunque el catabolismo de las pentosas puede afectar el crecimiento 

de algunas bacterias Gram negativas, se ha reportado que H. boliviensis sigue la xilosa por 

la vía de la pentosa-P para el crecimiento y posterior acumulación de PHA (Van-Thuoc et al., 

2008).  

 

Según los datos presentados en la Tabla 6, el porcentaje de PHA alcanzado en este estudio 

es superior al obtenido por (Van-Thuoc et al., 2008) con Halomonas boliviensis, utilizando 

xilosa como fuente de carbono. Al mismo tiempo, en este estudio se obtuvieron porcentajes 

de acumulación de PHA más altos en comparación con los reportados por (Ghosh et al., 

2019) al evaluar Haloferax mediterranei usando xilosa y arabinosa como fuente de carbono. 

Mientras tanto, Kucera et al., (2018) trabajaron con Halomonas halophila y obtuvieron 

acumulaciones de PHA 10 y 28 % (m/m) mayores a las alcanzadas en este estudio, al utilizar 

como fuentes de carbono xilosa y arabinosa, respectivamente. 
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Tabla 6. Comparación de microrganismos halófilos productores de PHB usando xilosa y 
arabinosa como la única fuente de carbono. 

Microorganismo 
PHA (% m/m) 

Referencia 
Xilosa Arabinosa 

Haloferax mediterranei 33,4 17,3 (Ghosh et al., 2019) 

Halomonas halophila 49,4 61,4 (Kucera et al., 2018) 

Halomonas boliviensis 23,1 N.C. (Van-Thuoc et al., 2008) 

Halomonas boliviensis 45,6 39,1 Este estudio 

N.C. “No calculado” 

 

Producción de PHA con hidrolizado de raquis 

El hidrolizado obtenido tenía una concentración de azúcar de 48,89 g/L (59,7%) en glucosa, 

31,98 g/L (39%) en xilosa y 1,04 g/L (1,3%) en arabinosa; lo cual representó una 

recuperación del 80% de azucares reductores. Después de ser diluida para lograr la 

concentración requerida para el ensayo, la concentración de arabinosa se hizo despreciable, 

con una concentración inicial de 0,13 g/L, por lo que la fuente inicial de carbono estaba 

compuesta principalmente por glucosa y xilosa. 

 

Las cinéticas de la fermentación de Halomonas boliviensis para la acumulación de PHA 

utilizando el hidrolizado de raquis de palma como fuente de carbono se presentan en la 

Figura 3. Estos resultados muestran que, aunque el microorganismo puede utilizar los dos 

principales azúcares del hidrolizado, la glucosa se consume completamente, mientras que 

la xilosa sólo se consumió parcialmente. Respecto a esto, la Figura 3 no muestra claramente 

si la xilosa se consumió para el crecimiento de la biomasa o para la acumulación de PHA. 

También es evidente que, aunque hay cierto consumo de xilosa, éste fue inferior al 

alcanzado cuando se utilizó como única fuente de carbono. Teniendo en cuenta que las 

concentraciones inicial y final de xilosa fueron de 4,15 y 3,10 g/L, respectivamente, esto 

representa un consumo de xilosa del 25,3 %, mientras que fue del 45,1 % cuando se utilizó 

como única fuente de carbono. 

 

En la fermentación del hidrolizado de raquis, H. boliviensis consumió 6,5 g/L y 1,0 g/L de 

glucosa y xilosa, respectivamente. Después de 72 horas de fermentación se alcanzó una 

concentración total de biomasa de 7,8 g/L, de los cuales 2,4 g/L correspondían a la 

acumulación de PHA (30,8 % (m/m)). 

 

Considerando la composición del hidrolizado de raquis, los consumos y rendimientos 

presentados en la Tabla 5 para cada azúcar, se esperaba una producción de PHA de 3,92 
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g/L. Sin embargo, en la fermentación del hidrolizado sólo se lograron 2,4 g/L de PHA, lo que 

indica que la contribución en la mezcla es diferente. 

 

 
Figura 3. Cinética de fermentación usando hidrolizado de raquis de palma como fuente de 

carbono. Concentración de glucosa (diamante), xilosa (triángulo), biomasa (cuadrado) y 
PHA (círculo). 

 

La mayor productividad de PHA se obtuvo con la glucosa (0,0701 g/L-h), la cual es casi el 

doble la alcanzada con la xilosa (0,0361 g/L-h). Productividades ligeramente inferiores, en 

comparación con la alcanzada con xilosa, se obtuvieron con el hidrolizado de raquis y 

arabinosa (0,0334 g/L-h y 0,0310 g/L-h, respectivamente). 

 

Según lo reportado en la Tabla 7 donde se compara el porcentaje de acumulación de PHA 

obtenido con diferentes microorganismos utilizando hidrolizados de biomasa como fuente 

de carbono, el resultado obtenido en este estudio es el más bajo. Sin embargo, aunque se 

utilizó un hidrolizado del mismo material, el microorganismo productor de PHA era 

diferente y las condiciones operacionales no eran las óptimas. Según lo que conocemos 

hasta el momento, este es el primer estudio que reporta la producción de PHA por bacterias 

halófilas usando como sustrato el hidrolizado de raquis de palma. Por otro lado, cabe aclarar 

que el hidrolizado de raquis utilizado en este estudio se obtuvo por hidrólisis enzimática, a 

diferencia de los reportados que se obtuvieron por hidrólisis ácida, además, en este estudio 

se utilizó una concentración inicial de FC (10 g/L) inferior a la utilizada en los otros reportes. 

 

El hidrolizado de raquis de la palma aceitera es una fuente económica de carbono, con un 

precio significativamente menor que los sustratos puros evaluados en este estudio (Malán 
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Courdín, 2015). Sin embargo, el análisis comparativo que se muestra en la Tabla 5 

demuestra que presenta un rendimiento y una acumulación de PHA cercanos a los 

obtenidos con la glucosa. 

 

Tabla 7. Comparación de los microorganismos productores de PHA que utilizan diferentes 
hidrolizados de biomasa como fuente de carbono. 

Microrganismo Fuente de carbono 
PHA  

(% m/m) 
Referencia 

Haloferax mediterranei 
Hidrolizado de 

macroalgas  
48,1 (Ghosh et al., 2019) 

Halomonas halophila Hidrolizado de aserrín 46,8 (Kucera et al., 2018) 

Bacillus megaterium R11 Hidrolizado de raquis 51,6 (Zhang et al., 2013) 

Bacillus cereus suaeda B-001 Hidrolizado de raquis 55,4 (Yustinah et al., 2019) 

Halomonas boliviensis Hidrolizado de raquis 30,8 Este estudio 

 

Conclusiones  

Halomonas boliviensis es capaz de utilizar glucosa, xilosa y arabinosa, los tres principales 

azúcares reductores presentes en el hidrolizado de raquis de palma, como fuente de 

carbono. Sin embargo, H. boliviensis prefiere a la glucosa por encima de la xilosa y la 

arabinosa, y el mayor crecimiento y acumulación de PHA se produce también con la glucosa. 

Los parámetros cinéticos de las fermentaciones con el hidrolizado de raquis de palma 

aceitera complementado con sales fueron muy similares a los obtenidos con el medio de 

cultivo sintético utilizando xilosa y arabinosa como fuente de carbono, lo que hace al 

hidrolizado de raquis de palma un sustrato no convencional de bajo costo promisorio para 

la producción de PHA. Sin embargo, para aprovechar plenamente su potencial es necesario 

determinar las condiciones óptimas de fermentación.  
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CONDICIONES NUTRICIONALES Y 

OPERACIONALES 
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Introducción  

En la valorización de subproductos y la disminución de costos de procesos biotecnológicos, 

tienen un papel muy importante las condiciones operacionales, las cuales permiten 

aumentar productividades. En este sentido, teniendo en cuenta que se tiene un amplio 

rango de variables que pueden afectar la producción de PHA (por ejemplo, la concentración 

de nutrientes esenciales y de inóculo, agitación, temperatura, pH, etc.) se hace necesario el 

estudio de estas variables de manera sistemática haciendo uso de diseños experimentales. 

 

Los diseños de experimentos de tipo factorial son ampliamente usados para evaluar la 

significancia de factores que actúan sobre un proceso. Sin embargo, es claro que, a mayor 

número de factores, es necesario contar con mayor cantidad de ensayos, por lo tanto, 

mayor consumo de recursos. Por esta razón, se cuentan con diseños factoriales 

fraccionados como el Plackett Burman, diseño de experimentos propuesto por Plackett y 

Burman en 1946, con el fin de optimizar el diseño con respecto al uso de recursos, es más 

flexible y ha sido usado para estudios realizados en temas similares con bacterias diferentes. 

  

Es posible unir de manera secuencial los diseños factoriales con metodologías de superficie 

de respuesta con el fin de encontrar mejores condiciones para un proceso determinado, 

entre ellos se encuentra el Box Benkhen, diseño que permite estimar funciones cuadráticas 

para conocer el comportamiento de las variables estudiadas. 

 

En este capítulo se presentarán los diseños experimentales llevados a cabo para seleccionar 

las mejores condiciones para la obtención de PHA, dentro del rango de estudio definido. 

Estos se basaron en un diseño Plackett Burman utilizado para seleccionar los factores 

significativos, seguido de un diseño Box Benkhen que permitió encontrar las condiciones 

óptimas que maximizan las variables respuesta estudiadas. 

 

Metodología  

Microorganismo y medio de cultivo 

Las características del microrganismo utilizado, las condiciones para preparar el inóculo, 

medio de cultivo y el medio de producción estándar se reportan y detallan en la sección de 

metodología del capítulo introductorio (págs. 28-29 Cepa utilizada y protocolo de 

mantenimiento). El medio de producción estándar fue utilizado para evaluar las diferentes 

condiciones operativas y de nutrientes, únicamente modificando las fuentes de nitrógeno 

por hidrolizado de gluten de trigo. Para los ensayos de este capítulo, se trabajó en matraz 

de 250 mL y un volumen de trabajo de 100 mL, se tomó como punto final la hora 72 y la 

agitación se mantuvo en 200 rpm.  
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Preparación del hidrolizado de gluten de trigo 

La preparación del hidrolizado de gluten de trigo se realizó de acuerdo con lo reportado por 

Marsiglia López et al. (2019). El gluten utilizado fue de marca Italcol, 10 g de éste y 1 mL de 

proteasa (Savinase 16L, Novozymes) se adicionaron a 1 L de agua destilada. El 

procedimiento se realizó en plancha de calentamiento, con agitación interna de 500 rpm y 

a una temperatura de 60 °C durante 24 horas. Luego fue centrifugado a 5000 rpm durante 

10 minutos para retirar los lodos y finalmente el sobrenadante fue esterilizado en autoclave 

a 121 °C durante 20 minutos (Marsiglia López et al., 2019).  

 

Diseño de experimentos  

En este estudio se evaluaron seis factores, tres nutricionales y tres operacionales de manera 

simultánea bajo un diseño experimental Plackett Burman. En la Tabla 8 se presentan los 

factores y niveles definidos para este diseño experimental. Asimismo, en la Tabla 9 se 

presenta el diseño de las corridas a realizar.  

 
Tabla 8. Factores y niveles para evaluar la incidencia en la obtención de PHA a partir 
de Halomonas boliviensis bajo un diseño Plackett Burman. 

Factor Alto (1) Bajo (-1) Punto Central (0) 

Temperatura °C (T) 34 28 31 

pH 8 6 7 

Agitación rpm 250 150 200 

Glucosa (FC) g/L 15 5 10 

Fuente de nitrógeno (FN) g/L 3 0,5 1,75 

KH2PO4 g/L 3 0,2 1,6 

El rango experimental de estos valores fueron tomados de: a) Aramvash et al., (2015), b) 
Moreno et al., (2015), c) Quillaguaman et al., (2004) y d) Sindhu et al., (2013). 
 

Tabla 9. Corridas del diseño experimental Plackett Burman 

Ensayo Corrida T (°C) pH 
Agitación 

(rpm) 
Glucosa 

(g/L) 
Nitrógeno 

(g/L) 
KH2PO4 

(g/L) 

1 1 34 6 150 15 0,5 3 

1 2 34 8 150 5 3 0,2 

2 3 34 8 250 5 0,5 3 

3 4 28 8 250 15 0,5 0,2 

2 5 34 6 250 15 3 0,2 

4 6 28 8 150 15 3 3 

3 7 28 6 250 5 3 3 

4 8 28 6 150 5 0,5 0,2 

5 9 31 7 200 10 1,75 1,6 

El diseño de experimentos fue basado en: a) Carvajal (2013) y b) Plackett & Burman (1946). 



 

 

Página 45 de 118 

 

Después de realizar la evaluación del diseño Plackett Burman donde se definieron los 

factores significativos, se buscaron las mejores condiciones para dichos factores usando un 

diseño de experimentos basado en la metodología de superficie de respuesta, con tres 

factores y tres niveles, para lo cual se realizó un diseño Box Benkhen, con cinco réplicas en 

el punto central. En la Tabla 10 se detallan los factores y niveles definidos para el diseño 

experimental, mientras que en la Tabla 11 se presentan los experimentos definidos para 

este diseño. Como última parte experimental se realizó la validación de los máximos 

teóricos, obtenidos con el polinomio de segundo grado definido bajo el diseño Box Benkhen. 

 
Tabla 10. Factores y niveles diseño Box Benkhen 

Nivel Temperatura (°C) pH KH2PO4 (g/L) 

Alto (1) 34 8 3 

Bajo (-1) 28 7 0,2 

Central (0) 31 6 1,6 

 
Tabla 11. Corridas del diseño experimental Box Benkhen* 

Corrida KH2PO4 (g/L) pH Temperatura (°C) 

1 -1 0 -1 

2 1 0 -1 

3 0 -1 -1 

4 0 1 -1 

5 -1 0 1 

6 1 0 1 

7 0 1 1 

8 0 -1 1 

9 -1 1 0 

10 -1 -1 0 

11 1 1 0 

12 1 -1 0 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 

16 0 0 0 

17 0 0 0 

*Cada corrida, excepto el punto central, fue realizado por duplicado. 

 
Validación de valores máximos definidos para el modelo cuadrático 

La validación de los valores máximos se realizó en matraz de 500 mL con un volumen de 

trabajo de 200 mL. Se tomaron muestras cada 12 horas, hasta la 72, para hacer seguimiento 

a las variables respuesta (biomasa y PHA) y al consumo de nutrientes esenciales, en este 
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caso, glucosa, nitrógeno y fosfato (los datos de nitrógeno y fosfato no son presentados). Las 

pruebas se realizaron por triplicado.  

 

Métodos analíticos 

Se evaluaron como variables respuesta biomasa y PHA. El crecimiento de biomasa fue 

determinado por la diferencia de la concentración de células de H. boliviensis al inicio y al 

final del ensayo. La acumulación de PHA fue determinada luego de extraer el metabolito 

intracelular y determinar el contenido por el método colorimétrico. Todas las mediciones 

de las variables fueron ejecutadas siguiendo la metodología descrita y detallada en el 

capítulo introductorio (págs. 30-32).  

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó en el software R (CRAN R 3.6.0). Un valor de significancia 

(Alpha) de 0,05 fue considerado. Los análisis de varianza (ANOVA) fueron realizados para 

cada variable de respuesta, con cada diseño experimental (Plakett Burman, Box Benkehn). 

Los puntos máximos del modelo se hallaron con el software Matlab (R 2018A). 

 

Resultados y discusión 

Evaluación de variables operacionales y nutricionales con mayor significancia en la 

obtención de PHAs (Diseño Plackett Burman) 

En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos para las variables respuesta en cada 

una de las corridas de acuerdo con el diseño presentado de Plackett Burman. 

Adicionalmente, en la Tabla 13 y la Tabla 14 se presentan los análisis de varianza (ANOVA) 

realizados para cada variable respuesta: biomasa y PHA, respectivamente.  

 

Tabla 12. Diseño Plackett Burman con sus variables respuestas  

Corrida 
T 

(°C) 
pH 

Agitación 
(rpm) 

Glucosa 
(g/L) 

Nitrógeno 
(g/L) 

KH2PO4 
(g/L) 

Biomasa 
(g/L) 

PHA 
(mg/L) 

1 1 -1 -1 1 -1 1 2,41 44,81 

2 1 1 -1 -1 1 -1 3,19 150,76 

3 1 1 1 -1 -1 1 8,15 51,68 

4 -1 1 1 1 -1 -1 9,48 147,90 

5 1 -1 1 1 1 -1 0,85 42,84 

6 -1 1 -1 1 1 1 7,29 46,47 

7 -1 -1 1 -1 1 1 3,28 0 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 3,71 0 

9 0 0 0 0 0 0 10,31 250,60 

9 0 0 0 0 0 0 10,03 245,50 

9 0 0 0 0 0 0 10,39 250,40 
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Tabla 13. ANOVA para Biomasa 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

Temperatura 2 92,54 46,27 80,437 2,72e-07 *** 

pH 1 85,83 85,83 149,208 9,69e-08 *** 

Agitación 1 5,97 5,97 10,371 0,00815 ** 

Glucosa 1 3,14 3,14 5,459 0,03943 * 

Nitrógeno 1 23,28 23,28 40,471 5,36e-05 *** 

KH2PO4 1 1,91 1,91 3,313 0,09602 , 

Residuales 11 6,33 0,58   

Signif. Codes: 0 ´***´0,001 ´**´0,01 ´*´0,05 ´,´0,1 ´ ´1 

 

Tabla 14. ANOVA para PHA 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

Temperatura 2 91578 45789 48,757 3,41e-06 *** 

pH 1 23578 23578 25,106 0,000396 *** 

Agitación 1 4 4 0,004 0,947866 

Glucosa 1 1321 1321 1,407 0,260548 

Nitrógeno 1 5 5 0,005 0,945327 

KH2PO4 1 9283 9283 9,885 0,009341 ** 

Residuales 11 10330 939   

Signif. Codes: 0 ´***´0,001 ´**´0,01 ´*´0,05 ´,´0,1 ´ ´1 

 

De acuerdo con los análisis de varianza, se identifican como factores significativos para la 

variable respuesta biomasa: temperatura, pH, nitrógeno (p = 0,001), agitación (p = 0,01), 

glucosa (p = 0,05); mientras que para la variable respuesta PHA, temperatura y pH (ambos 

con p = 0,001) y KH2PO4 (p = 0,01) fueron significativos. 

 

Tanto el pH como la temperatura tienen una influencia significativa sobre el PHA y la 

biomasa, lo cual está en concordancia con el estudio de Quillaguamán, et al. (2007) quienes 

encontraron una relación directa entre la biomasa y el PHA. Ellos estudiaron la optimización 

de las condiciones de producción de PHB utilizando Halomonas boliviensis con sacarosa 

como fuente de carbono, donde concluyeron que la productividad de PHB está limitada por 

las bajas densidades celulares de los microorganismos, obtenidas durante el cultivo. Sin 

embargo, se espera que cuando se presente el consumo de NH3, para el crecimiento celular, 

se produzca una disminución del pH, que puede afectar de manera directa el rendimiento 

de H. boliviensis. En cuanto a las condiciones nutricionales, el comportamiento para la 

biomasa y el producto están influenciados por diferentes factores, la biomasa está 

influenciada por la concentración de nitrógeno, lo cual concuerda con los resultados 

reportados por Quillaguamán, et al. (2007). Ellos también observaron que el aumento en la 
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síntesis de PHB fue reflejado en la variación de la concentración de fosfato, lo cual se 

relaciona en este estudio con la importancia que presenta la concentración de fosfato 

frente a la variable respuesta del PHA.  

 

De acuerdo con estos resultados, los factores que se definieron para el siguiente diseño 

experimental fueron: temperatura, pH y KH2PO4. La temperatura y el pH tuvieron 

significancia alta (p<0,001) para ambas variables respuesta. Para PHA, el KH2PO4 presentó 

una significancia de 0,01, mientras que los demás factores no presentaron ningún grado de 

significancia. Cabe aclarar que, si bien el nitrógeno se presentó como variable significativa 

para la biomasa, para la obtención de PHB presentó mayor significancia el fósforo, 

adicionalmente es un factor que ha sido estudiado previamente y se tiene condiciones 

propuestas que no limitan la producción de biomasa y no afectan negativamente la 

obtención del biopolímero. 

 

Teniendo en cuenta que el análisis estadístico anterior no valida la significancia por cruce 

de factores, fue necesario validar que los factores temperatura, pH y KH2PO4 continúan 

siendo significativos sin interactuar con los otros factores que fueron evaluados 

inicialmente. En la Tabla 15 y Tabla 16 se presentan los resultados del análisis de varianza 

realizado para biomasa y PHA, respectivamente, analizando solo los factores seleccionados 

para el siguiente diseño de experimentos. 

 

Tabla 15. ANOVA para biomasa con factores definidos para diseño Box Benkhen 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

Temperatura 2 92,542 46,271 16,7327 0,0001942 *** 

pH 1 85,831 85,831 31,0387 6,89e-05 *** 

KH2PO4 1 1,906 1,906 0,6892 0,4203755 

Residuales 14 38,714 2,765   

Signif. Codes: 0 ´***´0,001 ´**´0,01 ´*´0,05 ´,´0,1 ´ ´1 

 

Tabla 16. ANOVA para PHA con factores definidos para diseño Box Benkhen 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

Temperatura 2 91578 45789 54.975 2.345e-07 *** 

pH 1 23578 23578 28.308 0.0001081 *** 

KH2PO4 1 9283 9283 11.146 0.0048738 ** 

Residuales 14 11661 833   

Códigos Signif.: 0 ´***´0,001 ´**´0,01 ´*´0,05 ´,´0,1 ´ ´1 
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Como se observa en la Tabla 15 y en la Tabla 16, los factores seleccionados para continuar 

el estudio siguieron teniendo una significancia mayor de 0,01, lo cual muestra que su 

significancia no se debía a la interrelación con los otros factores. 

 

Evaluación de variables significativas bajo metodología de superficie de respuesta (Diseño 

Box Benkhen)  

En la Tabla 17 se presenta el diseño Box Benkhen con los resultados obtenidos para cada 

variable respuesta en cada una de las corridas, con su respectivo duplicado.  

 

Tabla 17. Diseño Box Benkhen con sus variables respuesta. 

Corrida KH2PO4 (g/L) pH T (°C) Biomasa (g/L) PHA (g/L) 

1 -1 0 -1 3,378 0,031 

1 -1 0 -1 3,144 0,044 

2 1 0 -1 5,69 0,303 

2 1 0 -1 5,472 0,268 

3 0 -1 -1 4,002 0,107 

3 0 -1 -1 4,191 0,13 

4 0 1 -1 6,016 0,212 

4 0 1 -1 5,312 0,316 

5 -1 0 1 3,573 0,054 

5 -1 0 1 3,516 0,092 

6 1 0 1 5,163 0,091 

6 1 0 1 5,209 0,056 

7 0 1 1 5,203 0,092 

7 0 1 1 6,205 0,092 

8 0 -1 1 2,732 0,092 

8 0 -1 1 6,205 0,092 

9 -1 1 0 5,358 0,242 

9 -1 1 0 4,997 0,286 

10 -1 -1 0 1,731 0,021 

10 -1 -1 0 1,468 0,013 

11 1 1 0 5,049 0,064 

11 1 1 0 5,398 0,050 

12 1 -1 0 5,713 0,092 

12 1 -1 0 5,913 0,086 

13 0 0 0 2,698 0,074 

14 0 0 0 6,119 0,092 

15 0 0 0 5,501 0,097 

16 0 0 0 6,422 0,095 

17 0 0 0 5,695 0,100 
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Con los resultados de las variables respuesta se realizó el análisis de varianza para obtener 

los coeficientes del modelo polinomial de segundo orden, que permitieron modelar el 

comportamiento de las variables respuesta (biomasa y PHA) en función de los factores 

definidos como significativos (temperatura, pH y KH2PO4). La Ecuación 1 describe de manera 

general la ecuación de segundo orden que se definió para cada una de las variables 

respuesta, con el fin de llegar a obtener los mejores valores de cada variable respuesta en 

función de los factores. 

 

 

Ecuación 1 

Dónde x1 es temperatura, x2 es pH, x3 es KH2PO4, y1  es biomasa, y2 es PHA. 

 

Ecuaciones específicas: 

Y1= b0+b1X1+b2X2+b3X3+b12X1X2+b13X1X3+b23X2X3+b11X1+b22X2+b33X3 

Y2= b0+b1X1+b2X2+b3X3+b12X1X2+b13X1X3+b23X2X3+b11X1+b22X2+b33X3 

 

Tabla 18. ANOVA de los modelos polinomiales de segundo orden ajustados. 

Coeficiente y1 y2 

b0 5,29a 0,09a 
b1 0,04 -0,05b 
b2 0,72a 0,04b 
b3 1,03a 0,01 
b12 -0,08 -0,04c 
b13 -0,17 -0,06b 
b23 -1,04a -0,07a 
b11 0,18 0,03 
b22 0,12 0,02 
b33 -0,71c -0,004 

R2 0,834 0,771 
F-exp 154,3 17,3 

Nivel de significancia (%) 99,998 99,997 
a Coeficientes significativos con un nivel de confianza del 99,9 %  

b Coeficientes significativos con un nivel de confianza del 99 %  

c Coeficientes significativos con un nivel de confianza del 90 % 
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Como valores máximos para cada una de las variables respuesta se obtuvieron las 

condiciones presentadas en la Tabla 19. 

 

Tabla 19. Valores de los factores para los máximos de cada variable respuesta. 

Variable respuesta Temperatura (°C) pH KH2PO4 (g/L) 
Máximos teóricos 

(g/L) 

Biomasa 31 7 1,6 12,43 

PHA 31 7 1,6 6,77 

 

En ensayos anteriores, utilizando glucosa como fuente de carbono y bajo condiciones 

nutricionales y operacionales seleccionadas desde las referencias bibliográficas, se lograron 

concentraciones de biomasa y de PHA de 8,4 g/L y 5,05 g/L, respectivamente. Al comparar 

los valores teóricos predichos por el modelo obtenido bajo este diseño de experimentos, 

con los mencionados anteriormente; se identifica que puede darse un incremento del 48 % 

para la biomasa y del 34 % para el PHA, operando bajo las condiciones del modelo predicho. 

 

Validación de valores máximos definidos para el modelo cuadrático 

Bajo las condiciones presentadas en la Tabla 19 se realizó la validación experimental de los 

valores predichos por el modelo cuadrático para cada una de las variables respuesta (Figura 

4). Se obtuvieron concentraciones de biomasa y PHA de 9,2 g/L y 6,5 g/L, respectivamente, 

lo que representa un 74 % y 96 % del valor teórico de biomasa y PHA, respectivamente. Esto 

muestra la validez del modelo definido para la obtención de PHA con Halomonas boliviensis, 

bajo las condiciones propias de este trabajo. 

 

 
Figura 4. Cinética de fermentación validación de las mejores condiciones en medio 

estándar. Concentración de glucosa (diamante), biomasa (cuadrado) y PHA (círculo).  
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En la Figura 4 se puede identificar que, en la cinética de validación de las mejores 

condiciones, se presentó: un consumo de glucosa de 14,4 g/L, una concentración máxima 

de biomasa de 9,2 g/L y una concentración máxima de PHA de 6,5 g/L, para un porcentaje 

de acumulación de PHA del 70,6 % (m/m), el cual bajo estas condiciones experimentales 

presenta un aumento del 21,1 %, con respecto a los resultados presentados en el capítulo 

2 de esta tesis. En este caso, con respecto a los estudios presentados como comparativos 

en el capítulo anterior, se encuentra que el porcentaje de acumulación reportado en este 

capítulo es mayor. 

 

Conclusiones  

El modelo cuadrático definido para las variables respuesta, bajo el diseño Box Benkhen, 

presentó validez una vez se hizo la comparación de los valores predichos por este y los 

obtenidos con un ensayo experimental bajo las mejores condiciones definidas. 

 

El diseño Plackett Burman permitió identificar como factores significativos para la variable 

respuesta biomasa: la temperatura, el pH y la concentración inicial de nitrógeno y para la 

variable respuesta PHA la temperatura, el pH y concentración inicial de KH2PO4. 

 

El desarrollo del diseño experimental permitió establecer como mejores condiciones para 

la obtención de PHA 31°C, 7 y 1.6 g/L para temperatura, pH y concentración inicial de 

KH2PO4 respectivamente. 

 

El modelo cuadrático definido para las variables respuesta, bajo el diseño Box Benkhen, 

permitió un aumento en las concentraciones de biomasa y PHA obtenidas bajo otras 

condiciones de los factores estudiados. 
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Introducción  

A pesar de que los biopolímeros tipo PHA pueden reemplazar de manera efectiva a los 

polímeros convencionales de origen petroquímico, su producción a gran escala se ve aún 

limitada por los altos costos de producción, al compararlos con los costos de obtención de 

los polímeros convencionales, teniendo en cuenta que el costo de los PHAs, dependiendo 

de la composición del biopolímero, puede estar en un rango de 2,2 a 5,0 €/kg, lo que está 

alrededor de ser 3 veces mayor a los polímeros convencionales, los cuales tienen un costo 

de menos de 1,0 €/kg (Sabapathy et al., 2020). En este sentido, se hace importante el uso 

de fuentes de carbono no convencionales, obtenidas a partir de desechos agroindustriales, 

lo cual aporta considerablemente en la disminución de estos costos. 

 

Dentro de estos desechos agroindustriales, el material lignocelulósico tiene un gran 

potencial para la producción de una amplia variedad de productos industriales, entre ellos: 

papel, maderas, bioetanol, biopolímeros como los PHAs y algunos productos de química 

fina (Obruca et al., 2015). Específicamente en el caso de los PHAs, se tienen como un 

sustrato muy promisorio para su producción ya que es un material abundante, económico, 

no compite con la cadena alimenticia humana, por lo cual aplica para tener un proceso de 

producción de PHA sostenible, sin embargo, hay que tener presente que el usar el material 

lignocelulósico para procesos biotecnológicos representa un reto por la necesidad de 

realizar un pretratamiento para su uso en las fermentaciones. Generalmente este 

pretratamiento incluye una etapa de remoción de lignina y reducción de la cristalinidad de 

la celulosa y otra etapa de hidrólisis de la biomasa a azúcares fermentables (Obruca et al., 

2015).  

 

De manera específica en Colombia, existe una gran disponibilidad de residuos 

agroindustriales. Entre ellos, el raquis de palma, el cual se genera en el proceso de 

extracción del aceite de palma y se calcula que se genera alrededor de 1M ton/año. Desecho 

que tiene un alto contenido de holocelulosa, la cual es una fuente potencial para obtención 

de productos de alto valor agregado a partir de procesos biotecnológicos, como pueden ser 

químicos o precursores de combustible, entre ellos, bioetanol, ácido láctico, nanotubos de 

biocarbono, furfural y electrodos para supercapacitores (Laverde et al., 2019).  

 

Por otro lado, grandes volúmenes de desechos líquidos provenientes de la industria de 

cocción de mejillones son producidos en su procesamiento a lo largo de la costa de Galicia 

en España (lugar de realización de la pasantía). Este desecho, tiene un alto contenido de 

material orgánico, principalmente glucógeno y proteína, alrededor de 10 y 3,5 g/L, 

respectivamente. Esto hace que tengan una alta demanda de oxígeno químico (DQO), 

convirtiendo este residuo en un problema ambiental por su difícil procesamiento de 
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purificación, pero a su vez, lo convierte en un muy buen candidato para usarlo como medio 

de cultivo para la obtención de productos de alto valor agregado a partir de procesos 

biotecnológicos, como son: ácidos orgánicos, hormonas, péptidos antibacteriales y enzimas 

(Torrado et al., 2013). 

 

Metodología  

Medios de cultivo  

Validación de mejores condiciones definidas para la obtención de PHA usando como 

fuente de carbono hidrolizado de raquis de palma. 

Para validar las mejores condiciones de obtención de PHA usando como fuente de carbono 

hidrolizado de raquis de palma, se usó como medio de cultivo para la preparación del 

inóculo el reportado en el capítulo 1 (pág. 28). El medio de cultivo para la obtención de PHA, 

se preparó con las sales del medio de cultivo reportado en el capítulo 1 (pág. 29), se 

reemplazó la fuente de nitrógeno por hidrolizado de gluten y la fuente de carbono por 

hidrolizado de raquis de palma. El raquis de palma utilizado y el procedimiento de obtención 

del hidrolizado de dicho material se realizó de acuerdo con lo reportado en capítulo 2 (pág. 

35). El gluten utilizado y el procedimiento de obtención del hidrolizado de gluten fue 

realizado de acuerdo con lo reportado capítulo 3 (pág. 44). 

 

Valorización del agua de cocción de mejillones como medio de cultivo para obtención de 

PHA. 

El inóculo se preparó en matraz de 100 mL, con un volumen de trabajo de 20 mL, se usó el 

medio de activación de Halomonas boliviensis el cual se reporta en la Tabla 20. Se dejó en 

crecimiento por 24 horas en agitador orbital a 30 °C y 165 rpm. Para inocular se adicionaron 

10 mL del inóculo en 90 mL de medio definido usando agua de cocción de mejillones 

hidrolizada. 

 

Tabla 20. Medio de cultivo para inóculo 

Compuesto Concentración (g/L) 

NaCl 80 

Casaminoácidos 7,5 

Peptona 5 

Extracto de Levadura 1 

Citrato de Sodio 3 

MgSO4 20 

K2HPO4 0,5 

(NH4)2Fe(SO4)2·6H2O 0,05 
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En el trabajo realizado para identificar el potencial del agua de cocción de mejillones para 

ser valorizado al usarlo como medio de cultivo para la obtención de PHA, el medio utilizado 

fue agua de cocción de mejillones pretratada, con adición de KH2PO4, con el fin de 

garantizar una concentración de fosfatos que no limiten el crecimiento de Halomonas 

boliviensis, ni la obtención de PHA. Esto teniendo en cuenta que es un desecho que cuenta 

con alto contenido de sales, fuente de carbono (glucógeno) y fuente de nitrógeno 

(proteína); cómo se puede observar en la Tabla 21, en la cual se presenta la caracterización 

del material usado. 

 

Tabla 21. Caracterización agua de cocción de mejillones de conservera zona de Galicia 
(España) 

Caracterización general  
(g/L) 

Cuantificación de cationes 
(mg/L) 

Cuantificación de aniones 
(mg/L) 

Sustancia Concentración Catión Concentración Anión Concentración 

Sólidos 
totales 

34,8 Na (+) 6557,29 Cl (-) 11210,59 

Cenizas 21,2 NH (+4) 185,19 Br (-) 80,26 

Cationes y 
aniones 

21,7 K (+) 720,03 NO2 
(-) 27,44 

Glucógeno 5,7 Mg (+2) 695,13 NO3 
(-) 149,46 

Proteína 2,2 Ca (+2) 321,18 PO4 
(-3) 2014,11 

    SO4 
(-2) 1574,23 

 

El pretratamiento del ACM consistió en dos etapas: clarificación e hidrólisis del glucógeno. 

Para la clarificación se adicionó HCl 5N hasta obtener un pH de 4,5, luego se dejó sedimentar 

por 3 horas y finalmente se centrifugó a 4000 rpm por 10 minutos para retirar lodos. El 

sobrenadante pasaba a la segunda etapa, la cual consistió en la hidrólisis del glucógeno 

usando glucoamilasa, la cual se adicionó en una concentración de 300 μL de enzima por 

cada 100 mL de ACM, para luego dejar la mezcla durante una hora a una temperatura de 

50 °C y con agitación orbital de 150 rpm. Este procedimiento fue llevado a cabo en una 

incubadora de agitación orbital. El agua de cocción de mejillones fue esterilizada por medio 

de filtrado, con el fin de evitar su descomposición al usar autoclave.  

 

Condiciones operacionales 

Validación de mejores condiciones definidas para la obtención de PHA usando como 

fuente de carbono hidrolizado de raquis de palma. 

En este caso se mantuvieron las condiciones operacionales definidas en el capítulo 3 (pág. 

45) para la etapa de validación de los valores máximos para el modelo cuadrático y en la 

Tabla 19 para temperatura, pH y concentración de KH2PO4.  
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Valorización del agua de cocción de mejillones como medio de cultivo para obtención de 

PHA. 

Las condiciones operacionales en este caso, fueron definidas bajo las condiciones utilizadas 

por García Torreiro (2017) y Arcila Echavarría (2016), así: temperatura: 30 °C, pH 7, agitación 

200 rpm. A escala de matraz se trabajó en Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de trabajo 

de 100 mL, estos ensayos fueron realizados en incubadoras de agitación orbital; mientras a 

escala de biorreactor se trabajó con un equipo Biostat Q, usando un recipiente con volumen 

total de 1 L y usando un volumen de trabajo de 0,5 L. En este caso la agitación interna fue 

con agitación magnética a 250 rpm, el flujo de oxígeno se inició en 0,1 vvm y se fue 

aumentando hasta el flujo máximo a medida que el porcentaje de oxígeno disuelto 

disminuía, se adicionaron 100 µL de antiespumante y el pH se controló con NaOH 1M. 

 

Métodos analíticos  

Validación de mejores condiciones definidas para la obtención de PHA usando como 

fuente de carbono hidrolizado de raquis de palma. 

La caracterización del hidrolizado de raquis de palma, así como la cuantificación del 

consumo de azúcares presentes durante la fermentación, fue realizada por HPLC. La 

caracterización del hidrolizado de gluten, así como la cuantificación del consumo de 

nitrógeno se realizó por el método de Biuret, descrito en el capítulo 1 (pág. 30). La biomasa 

y el PHA se cuantificaron utilizando los métodos descritos en el capítulo 1 (págs. 30-31), 

ambos por métodos colorimétricos. La extracción del PHA se realizó aplicando el protocolo 

presentado en el capítulo 1 (pág. 31). 

 

Valorización del agua de cocción de mejillones como medio de cultivo para obtención de 

PHA. 

Para la caracterización del agua de cocción de mejillones y su hidrolizado, se usaron 

analíticas como: cuantificación de carbono orgánico total y nitrógeno total, cuantificación 

de aniones y cationes, todos realizados usando la técnica de HPLC.  

La cuantificación del consumo de nitrógeno se realizó por el método de cuantificación de 

nitrógeno amoniacal. El consumo de la fuente de carbono fue cuantificado haciendo uso del 

Kit de cuantificación de glucosa. El seguimiento al crecimiento de la biomasa fue realizado 

por espectrofotometría. Todas las analíticas anteriores, se realizaron de acuerdo con el 

protocolo descrito en el capítulo 1 (págs. 30- 31).  

 

Cuantificación de PHA 

La cuantificación del PHA se realizó por cromatografía de gases, siguiendo el protocolo 

descrito a continuación. El método se basa en la propanólisis del PHA. Como estándar 

externo se usó el copolímero P(3HB-co-3HV) de sigma y como estándar interno su utilizaron 
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20 mg/mL de ácido benzoico en 1-propanol. Las muestras liofilizadas y el estándar de PHA 

se pesaron usando una balanza analítica en tubos de tapa rosca. 1,5 mL de la solución HCl:1-

propanol (1:4), 1,5 mL de dicloroetano y 50 µL de estándar interno fueron adicionados en 

los tubos, los cuales fueron calentados durante 2 horas a 100 °C. Después de enfriados, se 

adicionaron 3 mL de agua destilada, 1 mL de fase orgánica, la cual contiene los ésteres del 

PHA, fue filtrada y analizada en un cromatógrafo de gases HP 6850 Series II G. C. Este equipo 

estaba equipado con un detector FID y una columna HP-INNOWAX Agilent 19091N-133E. 

La fase móvil fue helio con un flujo de 1 mL/min, temperatura de inyección 250 °C, 

temperatura de detección 275 °C, temperatura inicial del horno 60 °C, la cual incrementó 

hasta 230 °C con una velocidad de 10 °C/min hasta alcanzar los 160 °C, para continuar su 

incremento de a 20 °C hasta los 230 °C (García Torreiro, 2017). 

 

Etapas definidas para la valorización del agua de cocción de mejillones como medio de 

cultivo para obtención de PHA a partir de Halomonas boliviensis. 

Verificación del crecimiento celular 

Una vez fue validado el procedimiento para el pretratamiento del agua de cocción de 

mejillones y su hidrólisis, se realizó una fermentación con Halomonas boliviensis, usando 

como medio de cultivo el agua de cocción de mejillones hidrolizada. La cuantificación de los 

nutrientes presentes en el medio se realizó de acuerdo con lo indicado en el apartado de 

métodos analíticos de este capítulo (pág. 57). 

 

La preparación del inóculo se realizó de acuerdo con lo reportado en el ítem de medios de 

cultivo (pág. 55), las condiciones operacionales se mantuvieron acordes con lo descrito 

previamente (pág. 56). Durante la fermentación se realizó cuantificación de glucosa y de 

biomasa, con el fin de verificar el crecimiento de la bacteria y el consumo de la fuente de 

carbono. Se definió mantener la fermentación hasta obtener el consumo total de la fuente 

de carbono. 

 

Definición del medio de cultivo para acumulación de PHA 

Teniendo en cuenta que Halomonas boliviensis creció sin inconvenientes usando como 

medio de cultivo el hidrolizado de agua de cocción de mejillones, pero no fue detectado 

acumulación alguna de PHA, se hace necesario verificar la necesidad de ajustar la 

concentración inicial de algunos nutrientes, con el fin de direccionar la acumulación de PHA. 

Adicionalmente, se identifica la necesidad de controlar el pH del medio durante la 

fermentación (mientras se trabaja a escala de matraz), ya que, al no tener buffer en el 

medio, esta baja considerablemente, situación que también puede afectar la acumulación 

de PHA. En ese sentido, se definieron los siguientes ensayos. 
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 Control de pH con NaHCO3: En este ensayo se realizó una fermentación adicionando 

al hidrolizado del agua de cocción de mejillones NaHCO3, en una relación 1:1 con 

respecto a la concentración de glucosa inicial. Adicionalmente, se define ajustar la 

concentración inicial de glucosa a 20 g/L, de acuerdo con los medios trabajados por 

(López Abelairas, 2013; Arcila Echavarría, 2016), con el fin de lograr una 

fermentación que dure el tiempo suficiente para la acumulación del PHA. Durante 

la fermentación se realiza seguimiento al crecimiento de la biomasa, consumo de 

glucosa y pH, con el fin de verificar el crecimiento de la bacteria y el control del pH. 

 Ajuste de concentración de nutrientes: La concentración de glucosa inicial se ajusta 

a 40 g/L, de acuerdo con (López Abelairas, 2013) y de acuerdo con los resultados 

obtenidos en la etapa previa. En esta etapa, se planteó un ensayo en el cual se 

comparó el comportamiento de la bacteria usando como medio de cultivo el 

hidrolizado de agua de cocción de mejillones ajustando la concentración inicial de 

NaCl a 45 g/L, de acuerdo con los medios de cultivo usados para Halomonas 

boliviensis, y sin adición de sal. Durante la cinética se hace seguimiento al 

crecimiento de la biomasa, consumo de glucosa y pH cada 12 horas, mientras a la 

acumulación de PHA se le realiza cada 24 horas; esto durante las 72 horas que duró 

el ensayo. 

 

Validación de la acumulación de PHA en biorreactor de 1L. 

Se plantea un ensayo en biorreactor a escala de 1L con el medio de cultivo definido a partir 

de las etapas previas y con las condiciones operacionales descritas previamente (pág. 56), 

con el fin de validar a esta escala y con un mayor control de pH, la capacidad de crecimiento 

y acumulación de PHA de Halomonas boliviensis, usando el hidrolizado de agua de cocción 

de mejillones como medio de cultivo. Durante este ensayo se realiza seguimiento al 

crecimiento de la biomasa, el consumo de glucosa y a la acumulación de PHA. 

 

Resultados y discusión 

Obtención de PHA a escala de matraz usando hidrolizado de raquis de palma.  

Bajo las condiciones operacionales definidas como mejores condiciones, en el rango 

estudiado para cada uno de los factores de este estudio, usando como fuente de carbono 

hidrolizado de raquis de palma, se obtuvieron concentraciones de biomasa y PHA de 6,4 g/L 

y 2,3 g/L, respectivamente; lo que representa un acercamiento del 70 % y del 35,4 % al valor 

obtenido con el medio estándar para biomasa y PHA, respectivamente. Lo cual muestra un 

potencial en el uso de estas fuentes de nutrientes no convencionales, fuente de carbono 

hidrolizado de raquis de palma y como fuente de nitrógeno hidrolizado de gluten, para la 
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obtención de PHA con Halomonas boliviensis. Se presenta en la Figura 5 la cinética de la 

fermentación de este ensayo.  

 
Figura 5. Cinética de fermentación usando las mejores condiciones en medio usando 

Hidrolizado de Raquis de Palma e Hidrolizado de Gluten como fuente de carbono y de 
nitrógeno, respectivamente, a escala de matraz. Concentración de glucosa (diamante), 

xilosa (triángulo), biomasa (cuadrado) y PHA (círculo). 

 

En la Figura 5 se puede identificar, que en la cinética usando fuente de carbono y nitrógeno 

no convencionales y las mejores condiciones identificadas, se presentó un consumo de 

glucosa de 11,1 g/L, una concentración máxima de biomasa de 6,4 g/L y una concentración 

máxima de PHA de 2,3 g/L, para un porcentaje de acumulación de PHA del 35,7 % (m/m). 

 

En la Tabla 22 se presentan los resultados obtenidos en los diferentes ensayos realizados 

en esta investigación a escala de matraz. En ella se puede evidenciar, al comparar los 

ensayos realizados bajo condiciones basadas en referentes, con respecto a los ensayos 

realizados usando las mejores condiciones definidas, que el porcentaje de acumulación de 

PHA aumentó en un 21,1% (m/m) y en un 15,9% (m/m), al usar como fuente de carbono 

glucosa e hidrolizado de raquis de palma, respectivamente; y usando como fuente de 

nitrógeno hidrolizado de gluten. 

 

Al comparar con los resultado obtenidos en otros estudios, presentados en la Tabla 7, en 

los cuales evaluaron la acumulación de PHA a partir de microorganismos productores de 

este biopolímero y usando como fuente de carbono hidrolizado de material lignocelulósico, 

se puede evidenciar, que el porcentaje de acumulación de PHA alcanzado en este capítulo 

continúa por debajo de los demás estudios en un rango de 11,9 y 16,7 % (m/m), porcentaje 
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que mejoró con respecto a los resultados presentados en el capítulo 2, como se mencionó 

anteriormente. Sin embargo, es importante resaltar el uso de hidrolizado de gluten como 

fuente de nitrógeno, la cual es una fuente no convencional, económica y que pudo interferir 

en la obtención de un mayor porcentaje de acumulación de PHA. 

 

Tabla 22. Comparación ensayos realizados en este estudio 

Microorganismo 
Fuente de 
Carbono 

Condiciones de 
trabajo 

PHA  
(% m/m) 

Referencia 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
raquis de palma 

Basadas en 
referentes 

30,8 
Este estudio, 

capítulo 2 

Halomonas 
boliviensis 

Glucosa pura 
Basadas en 
referentes 

58,3 
Este estudio, 

capítulo 2 

Halomonas 
boliviensis 

Glucosa pura 
Mejores 

condiciones 
70,6* 

Este estudio, 
capítulo 3 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
raquis de palma 

Mejores 
condiciones 

35,7* 
Este estudio, 

capítulo 4 

*Resultados obtenidos usando como fuente de nitrógeno hidrolizado de gluten 

 

Obtención de PHAs usando agua de cocción de mejillones hidrolizada.  

Verificación del crecimiento celular 

Como se presenta en la Figura 6, al usar el hidrolizado del agua de mejillón como medio de 

cultivo, se logra un crecimiento de la bacteria alcanzando una concentración de biomasa 

máxima de 1,9 g/L, la cual se presenta a la hora 24, hora final de la experimentación y en la 

cual se presenta un consumo total de la fuente de carbono.  

 

 
Figura 6. Crecimiento de H. boliviensis usando como medio de cultivo agua de cocción de 

mejillones hidrolizada. Concentración de glucosa (diamante), biomasa (cuadrado). 
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En el punto final de la cinética, se realizó extracción y cuantificación de PHA. Sin embargo, 

no se detectó acumulación alguna del biopolímero por parte del microorganismo. 

 

Con este ensayo se identifica que este material cuenta con los nutrientes necesarios para 

el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, no se presentó acumulación del PHA, lo cual 

sugirió que posiblemente la concentración de alguno de los nutrientes no está en la 

cantidad necesaria para direccionar la acumulación del PHA, que debía tener un mayor 

tiempo de cultivo o tener un mayor control del pH.  

 

Con los resultados obtenidos con este ensayo se evalúa la necesidad de ajustar la 

concentración de glucosa en el hidrolizado de agua de cocción de mejillones, de tal manera 

que la cinética pueda durar más tiempo y no presentar un consumo total de la fuente de 

carbono, situación importante para lograr acumulación del PHA.  

 

Otro aspecto identificado fue la reducción significativa del pH (valor de 4), por lo cual, 

mientras se estén realizando ensayos a escala de matraz, se hace necesario adicionar una 

sustancia al medio que cumpla la función de buffer, con el fin de lograr que el pH no 

presente valores por debajo de 6, y tener condiciones que permitan la acumulación del PHA. 

Para este fin se decide adicionar NaHCO3. 

 

Definición del medio de cultivo para acumulación de PHA 

 Control de pH con NaHCO3: en este primer ensayo se usó una concentración inicial 

de NaHCO3 de 3 g/L, la cual no fue suficiente ya que el pH bajó hasta 5 en las 

primeras 24 horas de la fermentación. Se optó por realizar un ajuste del pH hasta 7 

en el momento de la toma de muestra, sin embargo, una vez cumplidas las 48 horas 

del ensayo el pH se encontraba nuevamente en 5. Este ensayo se inició con una 

concentración de glucosa de 15 g/L y se realizó un pulso a la hora 27 de 10 g/L. Al 

finalizar el ensayo en la hora 48 se tenía una concentración de glucosa de 6,9 g/L, lo 

que representó un consumo de fuente de carbono de 18,1 g/L, con lo cual se 

presentó crecimiento de la bacteria sin acumulación de PHA. 

 

Con estos resultados se realizó un segundo ensayo con una concentración inicial de 

NaHCO3 de 10 g/L, con la cual se logró que el pH tardara hasta la hora 48 para llegar 

a 5, momento en el que se realizó un pulso de NaHCO3 de 5 g/L luego de ajustar el 

pH a 7. Esto permitió que el pH estuviera en 6 a la hora 72, hora hasta la cual se 

buscó llevar la cinética con el fin de lograr un tiempo suficiente que permitiera la 

acumulación de PHA. En este caso se inició con una concentración de glucosa de 36 
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g/L y se presentó un consumo de este nutriente de 22 g/L. Sin embargo, al igual que 

en el ensayo anterior se presentó crecimiento de biomasa sin acumulación de PHA. 

A partir de los resultados obtenidos se ratificó la importancia del control del pH, 

buscando evitar valores por debajo de 6. Estando en concordancia con estudios 

previos, que con la misma bacteria en otros medios de cultivo logran acumulación 

de PHA con un valor de pH igual o mayor a 6. Se concluyó tener una concentración 

de inicio de NaHCO3 de 10 g/L, con un pulso de NaHCO3 de 5 g/L en la hora 40 del 

ensayo. Además, tener una concentración inicial de fuente de carbono de 30 g/L.  

 Ajuste de concentración de nutrientes: en la Figura 7 se puede evidenciar un alto 

consumo de glucosa, 21,2 y 22,1 g/L para a y b, respectivamente. Sin embargo, se 

presenta un bajo crecimiento de biomasa, 4,34 y 4,46 g/L para a y b, 

respectivamente. Adicionalmente, para el ensayo a, en el cual no se realizó ajuste 

de la concentración inicial de NaCl al medio, se detectó acumulación de PHA en un 

porcentaje del 3,59 %; mientras que en el ensayo b, no se detectó acumulación 

alguna del biopolímero. 
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Figura 7. Crecimiento de H. boliviensis en agua de cocción de mejillones hidrolizada, con 
adición de NaHCO3 y glucosa. a) Sin ajuste de concentración inicial de NaCl. b) Con ajuste 

de la concentración inicial de NaCl. Concentración de glucosa (diamante), biomasa 
(cuadrado). 

En este caso se concluyó que no era necesario hacer ajuste en la concentración de NaCl al 

medio. Con lo cual el siguiente ensayo a escala de biorreactor se trabajó usando como 

medio de cultivo el agua de cocción de mejillones hidrolizada con ajuste de la concentración 

inicial de glucosa. 

 

Validación de la acumulación de PHA en biorreactor de 1L. 

Los resultados obtenidos a escala de bioreactor usando como fuente de carbono hidrolizado 

de agua de cocción de mejillones se presentan en la figura 8. 
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Figura 8. Cinética de fermentación en biorreactor a escala de 1L. Concentración de glucosa 

(diamante), biomasa (cuadrado) y PHA (círculo). 
 

En este ensayo se presentó un porcentaje de acumulación de PHA del 48,5 % (m/m), con un 

crecimiento máximo de biomasa de 8,6 g/L y un consumo total de glucosa de 22,9 g/L. Se 

puede observar que con respecto al uso de fuentes de carbono no convencionales, en el 

ensayo que se presenta un mayor porcentaje de acumulación de PHA, es en el que se usa 

agua de cocción de mejillones. Incluso, al comparar este resultado con el obtenido usando 

como fuente de carbono glucosa pura, se presenta un acercamiento en la acumulación de 

PHA de un 68,7 % (m/m) y un 83,2 % (m/m) al tener condiciones de trabajo basadas en 

referentes y las mejores condiciones definidas en este estudio, respectivamente.  

 

De acuerdo con lo presentado en la Tabla 7, el porcentaje de acumulación de PHA obtenido 

en este capítulo fue del 35,7 y 48,5 % (m/m) utilizando hidrolizado de raquis de palma e 

hidrolizado de agua de cocción de mejillones, respectivamente, se evidencia que en este 

estudio se presenta el mayor porcentaje alcanzado con microorganismos halófilos. Con 

respecto al mayor valor presentado con otra especie (Bacillus megatreium R11) sobre 

hidrolizado de material lignocelulósico, está 3,1 % por debajo.  

 

En este caso el agua de cocción de mejillones se presenta como un desecho de la industria 

marina, con un alto potencial de ser aprovechado por medio de la producción de 

biopolímeros tipo PHA. Su mayor viabilidad de uso se presenta, logrando un pretratamiento 

que permita concentrar bien sea el glucógeno (etapa previa a la hidrólisis) o la glucosa 

(etapa posterior a la hidrólisis), con el fin de alcanzar la concentración inicial de fuente de 

carbono necesaria para la acumulación del PHA. 
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Conclusiones  

El porcentaje de acumulación de PHA al usar como fuente de carbono hidrolizado de raquis 

de palma, con respecto a los resultados obtenidos en el capítulo 2 (fuentes puras), aumentó 

(21.1%) al usar las condiciones identificadas como mejores. Esto permitiría presumir, que el 

uso de la fuente de nitrógeno no convencional puede favorecer esta acumulación. 

 

El porcentaje de acumulación de PHA usando como fuente de carbono hidrolizado de raquis 

de palma, fue menor al obtenido con glucosa pura, con una diferencia del 35 % 

aproximadamente.  

 

El agua de cocción de mejillones cuenta con los nutrientes necesarios para el crecimiento 

de Halomonas boliviensis, requiere solo una etapa de pretratamiento y el proceso de 

hidrólisis es de corto tiempo y sencillo.  

 

Se presenta un comportamiento similar en el crecimiento de H. boliviensis con el medio 

ajustado de NaCl y sin adición de esta, sin embargo, no se presentó acumulación de PHA en 

la fermentación realizada haciendo uso del medio con adición de NaCl. 

 

El mayor porcentaje de acumulación de PHA se presentó usando como medio de cultivo el 

hidrolizado del agua de cocción de mejillones, en comparación con los resultados obtenidos 

usando como fuente de carbono el hidrolizado de raquis de palma. 

 

El agua de cocción de mejillones se identifica como un subproducto con un alto potencial 

de valorización, al usarlo como medio de cultivo para la obtención de biopolímeros tipo PHA 

a partir de Halomonas boliviensis. 
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Introducción  

Los PHAs son biopolímeros degradables que pueden reemplazar los plásticos 

convencionales de manera efectiva debido a que las propiedades del material son similares 

a las de los termoplásticos y elastómeros (Al-battashi et al., 2019). Sin embargo, su 

producción a gran escala es aún limitada por sus altos costos de producción. Entre los 

aspectos que afectan estos costos y por tanto limitan la comercialización para las compañías 

productoras de PHAs a escala comercial, se encuentran: la necesidad de esterilización en el 

proceso, el uso de sustratos puros, en algunos casos por falta del uso de microorganismos 

que tengan la capacidad de emplear sustratos no convencionales, residuos de otras 

industrias, que sean mucho más económicos en comparación con los sustratos puros. En 

este sentido, también se hace importante la evaluación de condiciones de cultivo tales 

como: pH, temperatura, relaciones C/N/P, factores que inhiban la producción, 

especificidades de los sustratos utilizados, estrategias de optimización, entre otras 

(Sabapathy et al., 2020).  

 

Las bacterias halófilas se presentan como una alternativa para la obtención de PHAs. De 

manera específica se conoce que la bacteria halófila, Halomonas boliviensis, tiene la 

capacidad de consumir fuentes de carbono y nitrógeno no convencionales para la obtención 

de estos biopolímeros. La condición de halofilidad presenta la ventaja de disminuir o incluso 

llegar a no requerir esterilización; aspectos que hacen importante su estudio a una mayor 

escala a la usada en los ensayos previos. En este capítulo se evaluó el comportamiento de 

H. boliviensis en la obtención de PHAs usando fuentes de carbono y nitrógeno no 

convencionales a escala de biorreactor. 

 

Para el trabajo en biorreactor de fermentación aeróbica, factores operacionales como la 

agitación y la aireación son de suma importancia, para dar las condiciones apropiadas de 

crecimiento y obtención de metabolitos al microorganismo utilizado. La aireación tiene un 

efecto significativo debido a la baja solubilidad del oxígeno en el medio, lo cual afecta el 

suministro de oxígeno y por tanto podría llegar a no cubrir la demanda de oxígeno requerida 

por el microorganismo para su crecimiento. La agitación del medio es importante para 

mantener las condiciones uniformes en todo el biorreactor, en este sentido, el coeficiente 

global de transferencia de masa (kLa) es un parámetro importante para evaluar, ya que está 

relacionado con la tasa de transferencia de oxígeno, parámetro que fue evaluado por 

Marsiglia López (2018) con Halomonas boliviensis y usando como fuente de nitrógeno 

hidrolizado de gluten, por lo cual su mejor condición reportada se usa como valor referente 

para este estudio (Marsiglia López, 2018). 
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Finalmente, es importante caracterizar el material obtenido, con el fin de validar el tipo de 

PHA obtenido y proponer posibles aplicaciones de acuerdo con sus propiedades y 

características. El objetivo de este capítulo fue estudiar la producción de PHA a una mayor 

escala, partiendo de las mejores condiciones obtenidas en los diseños experimentales a 

escala de matraz. 

 

Metodología  

Medio de cultivo  

Para estudiar la producción de PHA a una mayor escala, partiendo de las mejores 

condiciones de obtención de este, obtenidas en los ensayos previos, se usó como medio de 

cultivo para la preparación del inóculo el reportado en el capítulo 2 (pág. 28). El medio de 

cultivo para la obtención de PHA, se preparó con las sales del medio reportado en el capítulo 

2 (pág. 29), como fuente de carbono se usó hidrolizado de raquis de palma y se reemplazó 

la fuente de nitrógeno por hidrolizado de gluten. 

 

Condiciones operacionales 

Este ensayo fue realizado en un biorreactor marca Bioflo 110 (New Brunswick Scientific, 

Estados Unidos) equipado con sensores de pH, temperatura, oxígeno disuelto y espuma. La 

temperatura, pH y concentración de KH2PO4 fueron definidos de acuerdo con lo presentado 

en la Tabla 9, así: temperatura 30 °C la cual fue mantenida usando una chaqueta de 

calentamiento del biorreactor, pH con un valor de 7,0 fue mantenido usando HCl/NaOH 

0,1M y concentración de KH2PO4 en medio de cultivo de 1,6 g/L. 

 

El biorreactor contó con un volumen total de 3L y un volumen de trabajo de 2L, el ensayo 

se mantuvo por 60 horas y se tomaron muestras de 10 mL cada 12 horas, con el fin de 

realizar seguimiento a las variables respuesta: concentración de biomasa y de PHA, así como 

al consumo de nutrientes como azúcares reductores, nitrógeno y fósforo. Se adicionó 

antiespumante al inicio de la fermentación y se definieron como condiciones para mantener 

una concentración de oxígeno disuelto apropiada para el ensayo, las reportadas por 

(Marsiglia López, 2018), así: agitación de 300 rpm y un flujo de oxígeno de 5 vvm. El oxígeno 

disuelto fue monitoreado, el sensor fue calibrado usando N2 y aire para definir el 0 y el 100 

% (v/v), respectivamente. 

 

Métodos analíticos 

La biomasa y el PHA se cuantificaron bajo los métodos descritos en el capítulo 2 (págs. 30-

31), ambos por métodos colorimétricos. La caracterización del hidrolizado de raquis de 

palma, así como la cuantificación del consumo de azúcares presentes durante la 
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fermentación, fue realizada por HPLC siguiendo la metodología descrita y detallada en el 

capítulo introductorio (pág. 31). El raquis de palma utilizado y el procedimiento de 

obtención del hidrolizado de dicho material, son acordes con lo reportado en el capítulo 2 

(pág. 35). El gluten utilizado y el procedimiento de obtención del hidrolizado de gluten se 

realizaron de acuerdo con lo reportado en el capítulo 3 (pág. 44). 

 

Recuperación de PHA 

En este estudio se realizó la recuperación o extracción del PHA bajo dos técnicas diferentes 

como se esquematiza en la Figura 9, para su posterior comparación en la caracterización 

del material. Una de las técnicas usadas fue la extracción por solventes usando cloroformo 

y la otra fue por extracción con fluidos supercríticos.  

 

 
Figura 9. Representación esquemática de las técnicas de extracción de PHA evaluadas en 

este estudio. Elaborado por el autor. 

Extracción por solventes  

En este caso, la extracción de PHA de las células se realizó con la metodología empleada por 

(Z. Ujang, Salim, & Olsson, 2009) que consiste en mezclar cloroformo e hipoclorito al 5 % 

(m/v) en una relación 1:2 con las células. Luego se someten a 40 °C y 200 rpm por un tiempo 

de 180 min. Después se toma la mezcla y centrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos de 

donde se obtiene una mezcla de tres fases. Posteriormente se hacen tres lavados con etanol 

a la parte sólida obtenida con el procedimiento anterior y se finaliza lavando con agua 

destilada. Se deja secar a temperatura ambiente. 

Extracción con fluidos supercríticos 

En este caso se definieron las condiciones reportadas por (Koller, Niebelschütz, et al., 2013) 

así: fluido CO2, presión 200 atm, temperatura 40 °C y por un tiempo de 100 minutos. Esta 

extracción se realizó en el equipo Applied separations, modelo Speed SFE-2 Supercritical 

System. 
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Caracterización de PHA 

La caracterización del PHA se realizó por Espectroscopía Infrarroja con Transformada de 

Fourier (FTIR) en un equipo marca Thermo Scientific, referencia Nicolet iS10, con detector 

Smart iTR. Fue llevada a cabo por comparación con un estándar de PHB marca Aldrich, ya 

que por referencias bibliográficas éste era el tipo de PHA que se esperaba obtener.  

 

Resultados y discusión 

Obtención de PHA usando como fuente de carbono hidrolizado de raquis de palma a 

escala de biorreactor. 

Bajo las condiciones operacionales y nutricionales validadas en el capítulo anterior a escala 

de matraz, usando como fuente de carbono hidrolizado de raquis de palma y como fuente 

de nitrógeno hidrolizado de gluten, al trabajar a escala de biorreactor se obtuvieron 

concentraciones finales de biomasa y PHA de 9,0 g/L y 4,1 g/L, respectivamente; lo que 

representa un porcentaje de acumulación del 45,5 % (m/m). Se presenta en la Figura 10 la 

cinética de la fermentación de este ensayo.  

 

 
Figura 10. Cinética de fermentación usando las mejores condiciones en medio usando 
Hidrolizado de Raquis de Palma e Hidrolizado de Gluten como fuente de carbono y de 

nitrógeno, respectivamente, a escala de biorreactor. Concentración de glucosa 
(diamante), xilosa (estrella), biomasa (cuadrado) y PHA (triángulo). 

 

En la Figura 10 se puede identificar que en la cinética de este ensayo se presentó un 

consumo de glucosa de 13,1 g/L y de xilosa de 2,0 g/L, una concentración máxima de 

biomasa de 10,6 g/L y una concentración máxima de PHA de 4,1 g/L, los cuales no se dieron 

simultáneamente para ambas variables respuesta. 

 

(g
/L

) 

(h) 
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En la Tabla 23 se realiza una comparación de los diferentes ensayos realizados durante el 

trabajo presentado en este documento usando las fuentes de carbono no convencionales. 

En ella se puede identificar cómo, al trabajar a escala de biorreactor usando el hidrolizado 

de raquis de palma como fuente de carbono, se presenta un aumento, con respecto al 

trabajo realizado a escala de matraz, en el porcentaje de acumulación del PHA del 9,8 % 

(m/m), posiblemente como consecuencia de las condiciones operacionales controladas con 

mayor rigor a esta escala, especialmente con respecto al suministro de oxígeno, de acuerdo 

con Nath et al. (2008) la limitación y optimización del nivel oxígeno disuelto en los 

fermentadores y el tiempo en que se limita tiene un efecto considerable sobre la 

concentración celular final y el contenido de PHA. Además, se reconoce un porcentaje de 

acumulación de PHA muy cercano, en los ensayos usando las dos fuentes de carbono no 

convencionales estudiadas en este trabajo. 

 

Tabla 23. Comparación ensayos realizados en este estudio con fuentes de carbono no 
convencionales 

Microorganismo 
Fuente de 
Carbono 

Condiciones de 
trabajo 

PHA  
(% m/m) 

Referencia 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
raquis de palma 

Basadas en 
referentes – 

Escala matraz 
30,8 

Este estudio, 
capítulo 3 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
raquis de palma 

Mejores 
condiciones – 
Escala matraz 

35,7 
Este estudio, 

capítulo 5 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
agua de cocción 

de mejillones 

Basadas en 
referentes – 

Biorreactor 1 L 
48,5 

Este estudio, 
capítulo 5 

Halomonas 
boliviensis 

Hidrolizado de 
raquis de palma 

Mejores 
condiciones – 
Biorreactor 3 L 

45,5 
Este estudio, 

capítulo 6 

 

De acuerdo con los resultados reportados por Múnera (2019), en donde presenta el costo 

de la glucosa procedente de hidrolizado de raquis de palma y de la glucosa pura, se estimó 

que el costo de obtención de biopolímero es de 1US/Kg PHA con hidrolizado de raquis de 

palma y 2,17US/Kg PHA a partir de glucosa pura. A pesar de que en los medios alternativos 

se presentaron acumulaciones menores respecto al medio estándar, con glucosas pura, se 

pudo establecer que en estos medios el costo de la fuente de carbono es menor en un 117%, 

es decir, al usar glucosa pura se tiene el doble del costo. 
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Adicionalmente, de acuerdo con los costos de diferentes fuentes de nitrógeno reportados 

por Marsiglia López (2018), se puede identificar para el hidrolizado de gluten, como fuente 

de nitrógeno no convencional, un costo de 0,021 US/Kg PHA, y para una fuente de nitrógeno 

orgánico puro, un costo de 0,122 US/Kg PHA, lo que es casi 6 veces más costoso. 

 

Caracterización del PHA obtenido 

Análisis de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)  

La Figura 11, presenta el espectro infrarrojo de las muestras extraídas por los dos métodos 

usados en este estudio. En comparación con el espectro del estándar (Figura 11 a), la 

muestra extraída por los solventes cloroformo e hipoclorito de sodio (Figura 11 b) presenta 

la banda característica a los 1725 cm-1 que representa a la vibración del enlace éster (RC=O) 

(Porras et al., 2014). La intensidad de banda alrededor de los 2950 cm-1 indica la presencia 

de los grupos alifáticos CH3 y CH2 cuya intensidad se debe al desorden conformacional 

obtenido en el proceso de cristalización, específicamente la banda de absorción en 2955 

cm-1 es asignada al grupo metilo asimétrico, la banda en 2925 cm-1al CH2 asimétrico de las 

cadenas monoméricas laterales y la absorción a 2855 cm-1al grupo metilo simétrico (Gumel 

et al., 2014). La muestra extraída por medio del fluido supercrítico CO2 presenta ambas 

bandas características a los 1725 cm-1 y 2950 cm-1 (Figura 11 c), con lo cual se puede validar 

que el material obtenido por la extracción supercrítica presenta características mucho más 

similares a la de la muestra comercial PHB, por lo tanto, se puede sugerir que el biopolímero 

podría ser polihidroxibutirato (PHB). Comparando estos resultados con los presentados por 

Narayanan et al., (2021), en ambos espectros, se identifican adicionalmente, bandas 

residuales en el rango de los 1000 y 1300 cm-1 que corresponden al estiramiento del enlace 

C-O del grupo ester, así como la banda que se presenta a los 1380 cm-1 que representa el 

estiramiento de CH3; los cuales apoyan la idea de la similitud del material obtenido con el 

PHB, teniendo en cuenta que en dicho estudio validaron por análisis con NMR que el 

material obtenido fue PHB. 
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Figura 11. Espectros obtenidos con las pruebas FTIR, (a) Estándar de PHB de Sigma Aldrich, 

(b) muestra de biopolímero extraído por solventes cloroformo e hipoclorito, (c) muestra 
de biopolímero extraído por CO2 supercrítico. 

Es importante tener en cuenta que la aplicabilidad del método de extracción depende de 

diversos factores, como lo menciona Koller et al. (2013), como la fragilidad de la pared 

celular que dependerá de la especie que se esté utilizando. En este caso Halomonas 

boliviensis es una bacteria gram-negativa, es decir que posee adicionalmente una 

membrana externa compuesta principalmente por proteínas y lipopolisacáridos, a 

diferencias de las bacterias gram-positivas. Por lo que es posible que el proceso de 

recuperación del PHA requiera de un proceso más riguroso de ruptura celular y que 

contemple una buena remoción de restos celulares. Es vital la selección de solvente 

(a) 

1725 cm-1 

2950 cm-1 

1725 cm-1 
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2950 cm-1 
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adecuado que sea capaz de atravesar la membrana celular y también remueva la capa de 

proteínas que envuelven los gránulos de PHA, de tal manera que no se impacte la masa 

molecular y las propiedades del PHA obtenido finalmente (Mannina et al., 2020). 

Complementariamente, como se esquematizó en la Figura 9, el método de extracción por 

solventes requiere una serie de pasos que se deben realizar con especial cuidado y 

rigurosidad, cualquier dificultad técnica en la ejecución de la purificación del material 

también podría arrojar resultados no esperados. 

 

Conclusiones  

Al trabajar usando como fuente de carbono no convencional, hidrolizado de raquis de 

palma, a escala de biorreactor de 3L, se logró un aumento en el porcentaje de acumulación 

de biopolímero con respecto al trabajo realizado a escala matraz. 

 

Se puede sugerir que el biopolímero extraído por el método de extracción de fluidos 

supercríticos, podría ser polihidroxibutirato (PHB), ya que presenta características mucho 

más similares a las de la muestra comercial de este material. 

 

Se valida que el hidrolizado de raquis de palma es un material con gran potencial de 

valorización al usarlo como materia prima para la obtención de PHB a partir de Halomonas 

boliviensis, y que representa una disminución significativa en los costos del proceso de 

obtención de dicho material. 
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Discusión final 

Conclusiones generales 

La industria del aceite de palma en Colombia actualmente está generando alrededor de 1M 
ton/año de raquis de palma como residuo agroindustrial del proceso de extracción. Este 
residuo cuenta con un alto contenido de holocelulosa, fuente importante de azúcares 
reductores, que puede ser usada para obtener productos de alto valor agregado que 
permitan añadir valor a la agroindustria del aceite de palma. Es así como este estudio se 
planteó con el interés de reconocer la posibilidad de obtener PHA, usando como sustrato el 
hidrolizado del raquis de palma, como otra opción de producto de valor agregado que 
pueda vincularse a la valorización de dicha industria. A partir de la experimentación 
realizada, se logró llegar a las siguientes conclusiones generales, en el camino de dar 
cumplimiento a los objetivos y dar respuesta a las hipótesis planteadas. 
 
Teniendo en cuenta que los principales azúcares reductores encontrados en el hidrolizado 
de raquis de palma son glucosa, xilosa y arabinosa, se demostró que el microorganismo 
seleccionado para este estudio (Halomonas boliviensis) tiene la capacidad de crecer y 
acumular PHA usando estos azúcares como fuente de carbono. Sin embargo, H. boliviensis 
prefiere consumir glucosa frente a xilosa y arabinosa, y el mayor crecimiento y acumulación 
de PHA se obtiene con esta fuente de carbono. 
 
El modelo cuadrático planteado para predecir el comportamiento de los factores 
significativos que afectan la obtención de biomasa y de PHA, bajo el diseño Box Benkhen, 
permitió un aumento en las concentraciones de biomasa y PHA obtenidas bajo otras 
condiciones de los factores estudiados. Con lo cual, también se logró reconocer la validez 
del modelo al realizar la comparación de los valores predichos por este y los obtenidos bajo 
el ensayo experimental. 
 
Al realizar el estudio a escala de bioreactor usando las mejores condiciones predichas por 
el modelo, se logró un aumento en el porcentaje de acumulación del biopolímero con 
respecto al trabajo realizado a escala de matraz. Con la caracterización del biopolímero 
obtenido se confirmó que el material es un PHA y se puede sugerir que podría ser del tipo 
PHB, teniendo mayo r similitud con éste, el extraído con la técnica de fluidos supercríticos 
con CO2.  
 
El incluir en el estudio una fuente de nitrógeno no convencional, hidrolizado de gluten, se 
pudo concluir que el porcentaje de acumulación de PHA fue inferior al obtenido usando el 
medio estándar. Sin embargo, a pesar de la acumulación lograda, al evaluar los costos 
aportados al proceso de obtención de PHA por ambas fuentes no convencionales, bajo los 
rendimientos de este estudio, se obtiene una disminución en los mismos, con respecto al 
costo aportado por las fuentes convencionales en el medio estándar. Lo que permite 
concluir que ambas fuentes no convencionales de nutrientes, presentan un gran potencial 
para ser utilizados conjuntamente para obtener este biopolímero disminuyendo sus costos 
de producción. 
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Con todo lo anterior, se valida que el hidrolizado de raquis de palma es un material con gran 
potencial de valorización al usarlo como materia prima para la obtención de PHB a partir de 
Halomonas boliviensis, y que representa una disminución en los costos del proceso de 
obtención de dicho material. 
 
Las condiciones predichas bajo el modelo definido con el diseño de experimentos 
permitieron aumentar la productividad de obtención de PHB usando hidrolizado de raquis 
de palma como fuente de carbono; en comparación con los resultados obtenidos bajo otras 
condiciones. 
 
Finalmente, se hizo un esfuerzo por comparar al menos dos procesos de extracción para el 
tipo de PHA obtenido en este trabajo, encontrando que el proceso de extracción por fluidos 
súper críticos, al ser más específico, logra entregar un producto más puro, lo cual se 
evidencia en el análisis FTIR, aunque su porcentaje de recuperación es muy bajo. Mientras 
en la extracción por solventes con cloroformo e hipoclorito de sodio, se tiene un mayor 
porcentaje de recuperación, sin embargo, se obtiene una muestra que puede estar aún con 
presencia de biomasa, lo que se refleja en el espectro obtenido por FTIR. Estas condiciones 
muestran que la selección del proceso de extracción dependerá de la aplicación que se le 
dará al material obtenido, ya que esto indicará que es de mayor importancia, el porcentaje 
de recuperación o la pureza. 
 
Como ejercicio adicional, se buscó evaluar otra fuente de carbono no convencional, residuo 
de la industria alimentaria, como lo es el agua de cocción de mejillones, como parte del 
trabajo de pasantía en la Universidad Santiago de Compostela. Usando como 
microorganismo Halomonas boliviensis se comparó su uso para la obtención de 
biopolímeros con diferentes fuentes de carbono no convencionales. En este sentido, se 
logró validar que el agua de cocción de mejillones cuenta con los nutrientes necesarios para 
el crecimiento de H. boliviensis, que requiere solo una etapa de pretratamiento y que el 
proceso de hidrólisis es de corto tiempo y sencillo.  
 
Adicionalmente, al comparar con los resultados obtenidos usando el hidrolizado de raquis 
de palma, se encontró que el mayor porcentaje de acumulación de PHA se presentó usando 
como medio de cultivo el hidrolizado del agua de cocción de mejillones. Finalmente, el agua 
de cocción de mejillones se identifica como un subproducto con un alto potencial de 
valorización, al usarlo como medio de cultivo para la obtención de biopolímeros tipo PHA a 
partir de Halomonas boliviensis. 
 
 
Recomendaciones 

Ampliar el estudio de caracterización del material obtenido, con el fin de encontrar 
diferentes posibilidades de aplicaciones, de tal manera que se logre mejorar aún más su 
viabilidad económica como producto de alta comercialización y facilitar su incorporación al 
mercado. 



 

 

Página 79 de 118 

 

 
Realizar un estudio amplio de los procesos de extracción posibles del biopolímero, con el 
fin de continuar en el ejercicio de disminuir costos de producción de PHAs, así como el 
direccionamiento del proceso de extracción a usar de acuerdo con la aplicación que tendrá 
el material. 
 
Realizar un análisis económico de integración de la obtención de PHAs en el proceso de 
valorización de los residuos generados en la industria de aceite de palma, como un estudio 
tipo biorrefinería. 
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Anexos 

 

Anexo 1. Curva de calibración para cuantificación de biomasa Halomonas boliviensis 

 

 
 

Para realizar la curva de calibración para cuantificar concentración de biomasa de 

Halomonas boliviensis se partió de una solución madre con una absorbancia mayor a uno, 

luego a partir de ella se prepararon 5 soluciones con diferentes concentraciones de biomasa 

y volumen total de 25 ml. Se leyó absorbancia a 600 nm. Cada solución fue filtrada, para 

ello, previamente los filtros se secaron y pesaron, luego el filtro con la biomasa se dejó secar 

en estufa hasta peso seco. Se graficó peso seco de biomasa vs absorbancia. 

 

Anexo 2. Curva de calibración para cuantificación de proteína método Biuret 
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Esta curva de calibración fue realizada con Bovine Serum Albumin Proteins (BSA) como 

proteína estándar. 

 

Anexo 3. Curva de calibración y preparación de reactivos para cuantificación de nitrógeno 

amoniacal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abs= 0,857*NH4
+-N(ppm) – R2=0,999 

 

Solución A, Phenol-nitroprusiate: 15 g de fenol y 0.05 g de nitroprusiato de sodio se 

adicionan a 250 mL de solución buffer. La solución buffer fue preparada adicionando 30 g 

de Na3PO4.12H2O, 30 g de Na3C6H5O7.2H2O y 3 g de EDTA por litro y ajustado a pH 12. 

 

Solución B, Hipoclorito: 15 mL de hipoclorito comercial fue mezclado con 200 mL de NaOH 

1N, luego ajustado hasta 500 mL con agua destilada. 

 

Procedimiento: El volumen de la muestra fue de 2,5 mL, la cual previamente es diluida para 

alcanzar una concentración máxima de 1 mg/L. De la solución A y B se toman 1,0 y 1,5 mL, 

respectivamente, y fueron adicionados a la muestra. Después de 45 minutos a temperatura 

ambiente la concentración fue medida en el espectrofotómetro (Shimadzu UV-1800, UV-

Visible) a 635 nm. 
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Anexo 4. Curva de calibración para cuantificación de azúcares reductores por DNS 

 

 
 

Anexo 5. Protocolo para realizar la curva de calibración de cuantificación de PHB por 

espectrofotometría 

 

1. Se pesa 0.01 g de PHB comercial en un tubo de vidrio, se le añade 10 mL de cloroformo. 

2. La solución se calienta en un baño de agua a 60 °C por 15 minutos o hasta solubilización 

completa. Aquí se obtiene una solución madre de 1 mg/mL de PHB-cloroformo.  

3. Se añaden 9 mL de cloroformo a un nuevo tubo y se le adiciona 1 mL de la solución 

madre (previamente agitada) para obtener una solución sub-madre de 100 µg/mL de 

PHB-cloroformo, y se calienta en un baño de agua a 60 °C por 15 minutos. 

4. Para tener puntos a varias concentraciones, de la solución sub-madre se toman 

alícuotas de diferente volumen y se colocan en nuevos tubos, donde 1 mL corresponde 

a 100 µg PHB, 900 µL corresponde a 90 µg y así sucesivamente. 

5. Los tubos sin tapa se calientan a 60 °C hasta evaporación completa del cloroformo. 

6. Luego se añaden 10 mL de H2SO4 concentrado a los tubos, se tapan y cubren con cinta 

adhesiva para evitar humedecimiento interno de los tubos.  

7. Los tubos se calientan en un baño de agua a 95 °C por 20 minutos para la conversión 

completa del PHB a ácido crotónico.  

8. Los tubos se enfrían a temperatura ambiente, se agitan en vórtex antes de transferir 1 

mL a celdas de cuarzo para la lectura en el espectrofotómetro.  
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9. La absorbancia se lee a 235 nm, pico correspondiente del ácido crotónico. Ácido 

sulfúrico concentrado se usa como blanco. 

 

Anexo 6. Curva de calibración para cuantificación de PHB 

 

 
 

Anexo 7. Artículo sometido a revista Waste and Biomass Valorization 
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Anexo 8. Artículo sometido a la revista World Journal of Microbiology and Biotechnology 
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