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RESUMEN
El desarrollo de esta tesis se lleva a cabo con el fin de estudiar y determinar la viabilidad que tiene
el aprovechamiento de un subproducto agroindustrial, como lo es el glicerol, para la produccién
de termoplésticos (PHB) mediante fermentacion microbiana. El trabajo estd compuesto por tres
capitulos; en el primer capitulo, el cual comprende el marco referencial del trabajo, se habla acerca
de la produccion de Biodiesel en Colombia, iniciando con un poco de la historia de los
hidrocarburos a nivel mundial, al igual que los problemas ambientales que se han generado y
posibles alternativas, adicionalmente se considera en detalle el proceso de produccion del
Biodiesel con el fin de entender cdmo se genera el subproducto de interés, glicerol, y comprender
el potencial de uso que tiene debido a sus propiedades. Seguido de esto, se abarca el tema del
plastico, su historia, la importancia que este tiene actualmente en la vida cotidiana del ser humano
y las problemaéticas con las que se enfrenta la humanidad en cuanto al uso de un material tan
necesario, pero tan poco amigable con el medio ambiente. Por ultimo, se habla acerca de los
polihidroxialcanoatos, como una alternativa a los plasticos sintéticos, donde se explica su origen,
clases, caracteristicas y produccion. El segundo capitulo, el cual se compone de la metodologia
que fue abarcada a lo largo de la fase experimental de este trabajo al igual que los resultados
obtenidos en el estudio de Bacillus Megaterium como microorganismo productor de PHB a partir
de glicerol como unica fuente de carbono. Finalmente, en el tercer capitulo se realiza la respectiva
discusion y analisis de los resultados obtenidos, donde se da respuesta a cada uno de los objetivos

planteados del proyecto.
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INTRODUCCION
La evolucion del ser humano ha llevado a cabo grandes descubrimientos; avances cientificos y
tecnoldgicos, los cuales han generado una serie de beneficios en la mejora de la calidad de vida de
la humanidad, asi mismo en la solucion de problemas de la sociedad. Sin embargo, dichos avances
pese a que han facilitado la vida humana, no han sido del todo amenos con el medio ambiente y es
por eso que en la actualidad uno de los temas de mayor interés en el mundo es, el cuidado del
medio ambiente. Es responsabilidad de todos trabajar en pro de proteger el planeta, es por eso que
en el aflo 2015 las naciones unidas adoptaron los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) como
un llamado universal a la accién para poner fin a la pobreza, proteger el planeta y garantizar que
para el afio 2030 todas las personas disfruten de paz y prosperidad, los 17 objetivos planteados
buscan dar a entender que el desarrollo debe equilibrar la sostenibilidad social, econdémica y

ambiental.

En busca de aportar con el cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible se plante6 un
cambio en el sistema de economia tradicional, el cual consistia en una economia lineal, donde,
para la fabricacion de un producto se consideraba la extraccion de materia prima, la produccion y
por ultimo se desechaba dicho producto sin tener en cuenta las huellas ambientales y
consecuencias. Se propuso realizar una transicion a la denominada economia circular, la cual
propone un modelo de produccion y consumo que garantiza un crecimiento sostenible con el
tiempo. Donde se promulga la optimizacion de recursos, la reduccion en el consumo de materias
primas y el aprovechamiento de los residuos mediante reciclaje o ddndoles una nueva vida para
convertirlos en nuevos productos, actualmente varios paises han realizado la transicion o se
encuentran en el proceso para adoptar este nuevo sistema econémico, lo cual genera esperanza
hacia un cambio en pro del cuidado del planeta [1] Sin embargo, Colombia aln tiene un largo
recorrido por delante para lograr implementar este sistema econdmico, por lo cual existe la
necesidad de generar propuestas que aporten en la transicién del modelo econémico adoptado en

la actualidad por el pais, lo cual se traduciria en progreso.

Basados en la problematica mencionada anteriormente, el agotamiento del petréleo y demas
fuentes de carbon fosiles esenciales para la obtencion de energia, existe un creciente uso de
productos con bajo impacto ambiental en las actividades humanas, por lo cual en los ultimos afios

se ha impulsado la produccion de biocombustibles como una solucion amigable con el medio
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ambiente, ya que reduce notablemente las emisiones nocivas en su combustion [2]. Aunque los
biocombustibles surgen como una solucion a la problematica ambiental, se obtienen subproductos,
los cuales pueden ser considerados residuos en dado caso de no encontrar una alternativa de uso,
0 se puede trabajar en el aprovechamiento de dicho residuo para la producciéon de un nuevo
producto y asi impulsar la economia circular. El proceso especifico que se desea investigar es la
produccidn de biodiesel, en el Gltimo afio en Colombia se tuvo una demanda nacional de biodiesel
de 700.000 toneladas, donde el 10 % de ese biocombustible equivale a un subproducto denominado
glicerol o glicerina, lo que indica que en el proceso se obtiene 70.000 toneladas de subproducto
por afo, la glicerina cruda puede ser refinada y comercializada, pero el proceso de refinamiento
presenta indices muy elevados de costo, por lo cual, en la mayoria de Biorrefinerias de Colombia
se presenta acumulacion de glicerol sin un aprovechamiento fructifero en el pais, generandose
perdidas dentro del mismo y convirtiéndose asi, en un residuo disponible [3]. Se plantea un proceso
sostenible y economico que propone el aprovechamiento del glicerol para la obtenciéon de un

producto de alto valor agregado mediante fermentacion microbiana.

Al momento de hablar de impacto ambiental, es inevitable pensar en el plastico ya que presenta
una gran problematica ambiental debido a que no son biodegradables y pueden tardar cientos de
afios en degradarse convirtiéndose en una fuente significativa de contaminacion ya que genera
acumulacién en grandes cantidades y adicionalmente en su proceso de produccién hay altos
consumos de energia y emisiones de CO.. En el afio 2021 Colombia consumi6 1,4 millones de
toneladas de plastico, de los cuales solo reciclo el 20 %. Alrededor de 770.000 toneladas
corresponden a plasticos de uso corto y de esa cantidad por lo menos 38.500 toneladas tienen que
ver con elementos de un solo uso [4], lo cual es realmente alarmante, porque adicionalmente son
productos de vida util demasiado corta. Por este motivo se desea investigar la posibilidad de
realizar el aprovechamiento del glicerol para la obtencion de termoplasticos aptos para sustituir

plasticos sintéticos derivados del petréleo.

Debido a que el glicerol obtenido como subproducto en la elaboracion de biodiesel presenta
impurezas como agua, metanol, restos de catalizador, sales inorganicas, acidos grasos libres, metil
esteres y residuos de materias primas el glicerol se considera util en la elaboracion de resinas,
adhesivos, cosméticos, farmacéuticos productos de limpieza como limpiadores, detergentes,

desinfectantes, produccion de polimeros, como un aditivo para fertilizantes, y como una alternativa
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para la produccion de biogas y bioetanol ya que este requiere menores costos en su procesamiento,

del mismo modo genera menores emisiones de gases de efecto invernadero en su produccion [5].

La importancia de llevar a cabo este trabajo, radica principalmente en promover el desarrollo de
Colombia considerando factores ambientales y socioecondémicos, debido al uso irresponsable que
se da al pléstico y la falta de conciencia en el pais, dejando consecuencias méas alarmantes para la

vida humana.

Por lo cual, el verdadero problema esta en la incorrecta manipulacién que se les da a los plasticos
de un solo uso, donde algunas alternativas de reducir el impacto ambiental son concientizando a
las personas del dafio que causa al medio ambiente tanto a corto como a largo plazo, asi como
estudios de nuevas tecnologias de aprovechamiento de residuos para producir plasticos
biodegradables que se degraden mas rapido en comparacién con otros tipos; a su vez, lograr
fomentar una transicion en el modelo econémico actual del pais, de una economia lineal a una
economia circular, generando una nueva vida Util a los denominados residuos. De esta manera,
darles cumplimiento a los 4 objetivos de desarrollo sostenible correspondientes a trabajo decente
y crecimiento econdmico, ciudades y comunidades sostenibles, produccion y consumo responsable

y, accion por el clima.

Por otro lado, el glicerol cuenta con propiedades fisicoquimicas que le permiten ser compatible
con muchos productos quimicos, y de ese modo ser empleado en varios procesos industriales, por
lo cual al momento de almacenar este compuesto y destinarlo como un residuo se esta perdiendo
la oportunidad de destinar una nueva vida Util para la produccion de productos de valor agregado
beneficiosos para la vida humana, como lo puede ser, productos para la industria de alimentos,
cosméticos, poliuretano, farmacéutica, resinas, entre otras. Al lograr llevar a cabo el
aprovechamiento de un residuo agroindustrial, como lo es el glicerol, se lograria disminuir los
impactos ambientales, al igual que proporcionar mayores oportunidades laborales, lo cual
permitiria colaborar al Pais en la reduccion de los indices de desempleo los cuales son bastante

elevados.

Por lo cual, el rol del ingeniero quimico se evidencia en las estrategias implementadas para realizar
transformaciones fisicas y quimicas de cierta materia prima, queriendo convertirlas en un producto

con alto valor agregado, donde se desean conocer condiciones de operacion del proceso y realizar
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una caracterizacion para el termoplastico biodegradable y contrastarla con un termoplastico

convencional, permitiendo llevar a cabo el proyecto a gran escala.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la produccion de termoplasticos biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol.

Objetivos Especificos

Determinar la viabilidad del aprovechamiento del glicerol como materia prima para la
produccién de termoplasticos.

Seleccionar el microorganismo que presente mejor adaptacion al residuo agroindustrial al igual
que las condiciones favorables para su crecimiento.

Identificar las condiciones de operacion en el proceso de produccion de termoplasticos
biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol.

Comparar el termoplastico obtenido mediante el aprovechamiento de un residuo agroindustrial

con el termoplastico convencional.
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1. MARCO REFERENCIAL
1.1. Marco teorico

1.1.1. Combustibles fosiles

Los conocidos “combustibles fosiles” son plantas y otros organismos en descomposicion, que han
sido enterrados bajo capas de sedimentos y rocas que han tardado milenios en convertirse en los
depositos ricos en carbono. Estos combustibles no renovables, entre los cuales se encuentra, el
carbén, el petroleo y el gas natural, suministran aproximadamente el 80 % de la energia mundial
actual; proporcionan electricidad, calor, transporte y a su vez alimentan los procesos de fabricacion
de una gran variedad de productos utilizados en la vida cotidiana de la humanidad. Cuando los
combustibles fosiles se queman, liberan diéxido de carbono y otros gases de efecto invernadero
que, a su vez, atrapan el calor en nuestra atmdésfera, lo que los convierte en los principales

responsables del calentamiento global y del cambio climatico [6].

El petroleo crudo, un liquido compuesto principalmente por carbono e hidrogeno, se refina en una
variedad de productos petroliferos, como la gasolina, el diésel y el gaséleo de calefaccion [6]. Es
uno de los recursos naturales mas importante para la humanidad, esto debido a que muchos de los
elementos y productos que son utilizados en la vida cotidiana se derivan de este recurso no
renovable, también conocido como oro negro [7]. La explotacion petrolera ha traido consigo
soluciones practicas para la vida, como es la produccion de energias y combustibles, sin embargo,
no ha dejado de generar consecuencias ambientales que en algunos casos son irreversibles [8]. El
uso del petréleo representa la mayor parte de las emisiones de carbono en Estados Unidos y
aproximadamente un tercio del total mundial, ademéas de la contaminacion atmosférica que se
libera cuando se quema el petrdleo, la perforacion y el transporte han provocado varios accidentes
graves [6]. Pese a sus consecuencias inaceptables los combustibles fosiles son actualmente los mas
utilizados a nivel mundial, con el fin de satisfacer las necesidades energéticas de la sociedad,
agravando constantemente la situacion ambiental debido a los efectos perjudiciales que estos
causan [8]. A continuacion, se puede evidenciar la demanda total de petr6leo en Colombia en los
ultimos afos, con el fin de esclarecer el comportamiento que ha presentado la dependencia hacia

este tipo de recursos fosiles en la Gltima década.
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Figura 1.

Produccion histérica de petréleo (BOPD)
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*Informacion actualizada a febrero de 2023

Nota. Produccion histérica de petrdleo desde el afio 2015 hasta el afio 2023 en barriles por dia. Tomado de
“Datos y estadisticas - Agencia Nacional de Hidrocarburos”. https://www.anh.gov.co/es/operaciones-y-
regal%C3%ADas/datos-y-estadisticas/(consultado el 15 de mayo de 2023).

La agencia nacional de Hidrocarburos (ANH) es la entidad encargada de la administracion de los
recursos de hidrocarburos en Colombia, por lo tanto, son quienes proporcionan los datos
estadisticos de la produccion de petroleo, gas natural y otros combustibles fosiles en el pais. [9]
Mediante los datos registrados por la ANH y expuestos en la figura (1) se puede evidenciar la
produccion histérica del petroleo en Colombia y como la demanda de recursos fosiles ha
disminuido con el paso de los afos, esto debido a la conciencia adquirida por la humanidad en
cuanto al impacto ambiental que conlleva este tipo de combustibles. Se puede observar como para
el afio 2015 la produccion de petréleo en barriles por dia (BOPD) correspondia a 1.035.535 BOPD
y como en la actualidad la produccion se ha reducido en un 26,87 % por lo cual actualmente se
producen 757.339 BOPD, dichos datos tienen una ultima fecha de actualizacion correspondiente

a febrero de 2023, por lo cual son datos confiables.

En los Gltimos afios, se han desarrollado otras fuentes energéticas mas amigables con el medio
ambiente, por ejemplo, el biodiesel, este se destaca por su baja emision de gases, comparada con
otros combustibles, ademas de ser entre un (40 - 80) % menos contaminante que el petrodiésel.
Desde los aspectos de inflamabilidad y toxicidad, es mas seguro que el gas-oil proveniente del
petréleo, no es toxico y es biodegradable. Asimismo, debido a que la materia prima para su
obtencion puede ser grasas o aceites, de origen animal o vegetal, el impacto sobre el ecosistema es

menor que el generado por materia prima de origen petroquimico [10].
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1.1.2. Biodiesel

El biodiesel surge como una posible solucién a la busqueda de fuentes alternas de energia que sean
cientificamente viables, ambientalmente aceptables y tecnolégicamente prometedoras, ya que el
uso de combustibles basados en aceites vegetales y grasas animales son recursos no téxicos,

biodegradables y renovables [11].

El Biodiesel es un biocombustible liquido que se obtiene como resultado de la transesterificacion
de aceites vegetales o grasa animales, por modificacion quimica, donde los acidos grasos libres se
neutralizan y la glicerina es removida de los ésteres, siendo reemplazada con un alcohol [12]. Es
de origen natural, renovable y mas limpio en comparacion al diésel tradicional, este es de color
ambar, con una viscosidad similar a la del diésel de petréleo, muy poco inflamable con un punto

de inflamacion superior comparado con el diésel de petréleo[13].

El Biodiesel se caracteriza por generar menos gases de combustion en comparacion a los
combustibles fésiles, reduce dioxido de carbono (COz) en un 10 %, didxido de azufre (SO2) cerca
del 100 % debido a la ausencia de azufre en el biodiesel, hollin entre un (40 — 60) %, mondxido
de carbono (CO) entre (10 — 50) %, hidrocarburos entre (10 — 50) %, aldehidos y compuestos
poliarométicos en torno al 13 % [8]. Adicionalmente, este biocombustible aporta el triple de
energia de la que se necesita para su produccion, por otra parte, en cuando a la inflamabilidad y
toxicidad, es méas seguro que el gas-oil proveniente del petréleo, no es tdxico y es biodegradable
[10].

La calidad del biodiesel producido depende directamente de la materia prima utilizada y la calidad
del proceso de obtencion [14]. Los aceites vegetales cominmente utilizados para la produccién de
este biocombustible son los provenientes de semillas oleaginosas como el girasol, la colza, la soya,

el coco y la palma [15].

En Colombia, la produccién industrial de Biodiesel inicié en enero de 2008 y se optd por la
utilizacion del aceite de palma como materia prima, dados los desarrollos alcanzados en este sector.
La Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia (Fedebiocombustibles) es una entidad
que representa a la industria de los biocombustibles en Colombia, la cual fue creada con el fin de
promover el desarrollo, produccion y el uso de biocombustibles en Colombia y lograr fomentar la

sostenibilidad ambiental, social y econdémica del sector. Mediante datos reportados por
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Fedebiocombustibles se puede apreciar la demanda histérica nacional de Biodiesel en Colombia
desde el afio 2011 [16].

Figura 2.

Demanda nacional de Biodiesel
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Nota. Diagrama de barras de la demanda nacional de Biodiesel desde el afio 2011 hasta el afio 2022
en toneladas. Tomado de “HOME - Federacion Nacional de Biocombustibles”.
https://fedebiocombustibles.com/(consultado el 16 de mayo de 2023).

Mediante la figura (2) se puede evidenciar el comportamiento de la produccion de Biodiesel a lo
largo de los dltimos afios en Colombia, inicialmente, para el afio 2011 se contaba con una
produccién nacional de Biodiesel de 448.933 toneladas por afio. Los siguientes afios, se evidencid
un crecimiento lineal hasta el afio 2015, donde se obtuvo una produccion total de 523.402 toneladas
por afio, lo cual representd un incremento del 14,23 %. A partir del afio 2016 hasta el afio 2021,
debido a la crisis econémica en el mundo y también por motivos de la pandemia por el COVID-
19 el mercado de los biocombustibles se vio bastante afectado, disminuyendo asi su produccion
en todos los paises. Esto, como resultado de la disminucidn significativa en la demanda global de
combustibles, por otro lado, debido a las restricciones impuestas para reducir la propagacion del
virus muchas plantas de produccion de biocombustible tuvieron que cerrar, adicionalmente,
durante pandemia se contd con interrupciones en las cadenas de suministro agricolas, por lo cual
se contaba con escasez de materias primas. Sin embargo, en el afio 2022, se logra evidenciar una

recuperacion significativa en la produccion anual de Biodiesel, alcanzando la tasa de produccion
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mas elevada en toda la historia de Colombia, con un total de 685.694 toneladas anuales de

Biodiesel, lo que representa un incremento del 34,53 % con respecto al 2011.

Actualmente Colombia cuenta con plantas productoras en los departamentos del Magdalena,
Cesar, Antioquia, Santander, Cundinamarca, Valle del cauca, Meta y el cauca. A continuacion, se
puede observar el histdrico de capacidad instalada de las plantas productoras de biodiesel en

Colombia en lo que lleva del afio 2023.

Tabla 1.

Historico de capacidad instalada

Productor Biodiésel 2023 biodiésel (Ton/afio)

Manuelita 120.000
BioD 240.000
Ecodiesel 140.000
Bgreen 76.820
BioSC 120.000

Oleoflores No operativa
La Paz 70.000

Biocastilla No operativa
Alpo 12.000

Odin No operativa
TOTAL DE BIODIESEL 778.820

Nota. Plantas productoras de Biodiesel en Colombia con su respectiva
produccion a lo largo del ario 2023 en toneladas por afio. Tomado de “HOME -
Federacion Nacional de Biocombustibles”.
https://fedebiocombustibles.com/(consultado el 16 de mayo de 2023).

En la tabla (1) se puede observar la cantidad de toneladas al afio que producen cada una de las
plantas de biodiesel en Colombia. En la cual se puede evidenciar que la planta con mayor
produccién de biodiesel en el afio es BioD, con un total de 240.000 toneladas al afio y la planta
con menor cantidad de produccion es Bgreen con un total de 76.820 toneladas al afio. La

produccion total del afio de biodiesel para lo que va del afio 2023 es de 778.820 toneladas al afio.

Colombia es el mayor productor de aceite de palma en Latinoamérica y el quinto en el mundo lo
cual hace que tenga una posicidon privilegiada frente a muchos otros paises en cuanto a
disponibilidad de materia prima. Es importante recalcar que el aceite de palma es uno de los

principales aceites vegetales y ha llegado a convertirse en el de mayor produccion a nivel mundial.
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El aceite de palma es extraido del mesocarpio que se encuentra en el fruto de la semilla de la palma
africana Elaeis Guineensis, en el cual se consigue una extraccion de aceite entre el (40 — 50) %

mediante procedimientos mecénicos [17].

Es el cultivo oleaginoso que mayor cantidad de aceite produce por unidad de area sembrada, por
lo tanto, es la materia prima que ofrece mejores posibilidades para su produccion a nivel nacional
[18].

La Federacion Nacional de Cultivadores de Aceite de Palma (Fedepalma) es una entidad gremial
en Colombia la cual representa a los cultivadores de aceite de palma, donde se publican informes
y estadisticas sobre la produccion de aceite de palma en el pais. A continuacion, se pueden

evidenciar graficas basadas en reportes de Fedepalma en cuanto a su produccion en Colombia [19].

Figura 3.

Evolucion histérica mensual de la produccion de aceite por zona

Evolucidn histérica mensual de la produccion de aceite por zona
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Nota. Evolucion histérica mensual de la produccion de aceite en la zona centro, norte, oriente y sur — occidente
del pais desde mayo 2022 hasta febrero 2023. Tomado de “Inicio - Fedepalma . https://fedepalma.org/
(consultado el 20 de mayo de 2023).

Mediante la figura (3) se puede evidenciar el comportamiento que ha tenido la produccion de aceite
de palma en Colombia en los Gltimos meses, cabe resaltar que la produccion de aceite de palma en

Colombia se encuentra en constante crecimiento, ya que para el mes de mayo del 2022 la

23



produccidn total fue de 152.200 toneladas mientras que para el mes de abril del 2023 la produccion
total de aceite fue de 172.100 toneladas, teniendo asi un crecimiento del 11,56 %. En donde la
zona Oriental del pais es la zona que mayor aporta en la produccién total, con un valor de 87.700
toneladas producidas en el mes de abril del 2023 y la zona que menor aporta, es la zona sur —

occidente con un total de 7.000 toneladas producidas en el ultimo mes reportado.

Figura 4.

Evolucién histérica de la produccion de aceite
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Nota. Evolucion histérica de la produccion de aceite desde el afio 2019 hasta el afio 2023 en miles
de toneladas. Tomado de “Inicio - Fedepalma”. https://fedepalma.org/ (consultado el 20 de mayo
de 2023).

Por medio de la figura (4) se muestra la evolucion historica de la produccidn de aceite de palma
en Colombia durante los Gltimos 5 afios, donde se observa el crecimiento en la produccion total de
aceite. Para el afio 2019, la produccion total fue de 1.529.200 toneladas, mientras que para el afio
2022, se tuvo un cierre con una produccion de 1.767.600 toneladas de aceite, lo cual representa un
incremento de 13,49 % en 3 afios. Para lo que lleva del afio 2023, el cual cuenta con datos
reportados para el cierre del primer trimestre, se evidencia una produccion de 726.800 toneladas,
considerando que aun quedan 2 trimestres del afio, se proyecta que la produccion a final de afio
sea de 2.180.400 toneladas de aceite, lo cual representaria un incremento de 29,87 % con respecto
al afio 2019. Esto demuestra el potencial con el que cuenta Colombia para la produccién de esta

materia prima.
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1.1.3. Proceso de produccion

Se realiz6 tanto un diagrama de bloques (figura 5) como un diagrama de flujo de proceso (figura

6) para la produccion de Biodiesel a partir de aceite de palma el cual sera descrito posteriormente.

Figura 5.

Diagrama de bloques para la obtencién de biodiesel
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Nota. Diagrama de blogues para la obtencion de biodiesel a partir de aceite de palma. Tomado de J. A. Garcia Nufiez, S. M.
Rincon Miranda, y D. M. Martinez Cardenas, “Metil éster sulfonado :una generacion nueva de surfactantes”, p. 70 p. :,1l., 2010,
Consultado: el 24 de mayo de 2023. [En linea]. Disponible en: http://hdl.handle.net/20.500.12324/1325.
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Figura 6.

Diagrama de Flujo de Proceso para la obtencién de Biodiesel
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Nota. Diagrama de Flujo de Proceso para la obtencién de Biodiesel a partir de aceite de palma. Tomado de J. A. Garcia Nufiez,
S. M. Rincdn Miranda, y D. M. Martinez Cdrdenas, “Metil éster sulfonado :una generacion nueva de surfactantes”, p. 70 p. 311,
2010, Consultado: el 24 de mayo de 2023. [En linea]. Disponible en: http://hdl.handle.net/20.500.12324/1325.

PURIFICACION DEL
METIL ESTER

Segln el proceso de transesterificacion descrito en el articulo “Metil éster sulfonado: una
generacion nueva de surfactantes” [20], el aceite de palma se somete inicialmente a un
pretratamiento de desodorizacidn con el objetivo de retirar trazas de humedad y &cidos grasos
libres que podrian disminuir posteriormente el rendimiento en la produccion de metil ésteres. El
aceite se pone en contacto con vapor a 230 °C, el cual arrastra el agua presente junto con los &cidos
grasos libres, para separarlos posteriormente en un decantador. De esta columna de
desodorizacion, el aceite sale con 2 ppm de agua y 297 ppm de AGL. En una corriente paralela se
realiza la mezcla entre metanol e hidroxido de sodio como catalizador, para posteriormente
incorporarla a la corriente del aceite de palma pretratado. De esta forma, se aumenta la temperatura
de la mezcla en un intercambiador de calor, hasta aproximadamente 60 °C, posteriormente ingresa
al primer reactor de transesterificacion, donde reacciona el aceite y el metanol, tal como se puede

evidenciar en la figura (7) [21] considerando una relacién molar 1:6 respectivamente, el porcentaje
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de conversion en este equipo es de 94,5 %, por consiguiente, el producto se separa en un
decantador, retirando el glicerol (fase pesada) de la fase liviana, la cual esta compuesta por los
reactivos remanentes y los metil ésteres. De esta forma la fase liviana ingresa a un nuevo reactor

donde el porcentaje de conversion a la salida ahora es del 99,7 %.

Figura 7.

Reaccion de Transesterificacion
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Nota. Reaccion de Transesterificacion, donde reacciona un triglicérido y metanol para producir metil ésteres de acidos
grasos y glicerina. Tomado de “Cinética de la reaccién de transesterificacion para la produccion de biodiesel a partir
del aceite de J atropha curcas L., en la provincia de Manabi, Ecuador”.
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2224-61852018000200007 (consultado el 1 de junio de 2023).

Después de esto, continda el proceso de purificacion de metil ésteres. Inicialmente por medio de
una evaporacion flash, se retira el metanol remanente en fase gaseosa, aprovechando su bajo punto
de ebullicion respecto a los deméas componentes (este se purifica y se recupera para recircularlo en
el proceso), y por la parte inferior del equipo se retira la fase liquida (glicerol y metil ésteres)
nuevamente, la mezcla se lleva a un decantador, donde se extrae la glicerina y se obtiene metil
éster con algunas trazas de metanol que se retiran posteriormente en un segundo separador flash,
obteniendo una corriente final de metil ésteres con 0,3 % de metanol en peso. Para la segunda parte
de la purificacion del biodiesel, se realiza una neutralizacion. EI metil éster se alimenta a un
reactor, en el cual reacciona el hidréxido de sodio (catalizador), con &cido clorhidrico, produciendo
cloruro de sodio mas agua, tal como se puede evidenciar en la figura (8) [22], que posteriormente

es retirado en una etapa de lavado.

Figura 8.

Reaccion de Neutralizacion

NaOH + HCl - NaCl + H,0

Nota. Reaccién de Neutralizacién con hidroxido de
sodio como catalizador. Tomado de J. Liso, M. Rut,
M. De, y E. Torres, “La neutralizacion dcido-base a
debate”, Enserianza de las Ciencias. Revista de
investigacion y experiencias didacticas, vol. 20, nim.
3, pp. 451464, ene. 2002, doi:
10.5565/rev/ensciencias.3960.
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Para finalizar, el agua adicionada, es removida en una columna de evaporacion flash a 148,41 °C,
para asi obtener una corriente de biodiesel al 99,7 % en peso, la lista de equipos descrita en el

proceso al igual que sus respectivas condiciones de operacion se encuentran descritas en la tabla

).

Tabla 2.

Lista de Equipos y Condiciones de Operacion para la Transesterificacion de Aceite de Coco

Equipo Descripcion Condiciones de operacion
T-101 Torre de Desodorizacion de Aceite de Palma 0,06 atm

V-101 Decantador para la recuperacion de Acidos Grasos 1atm - 27,85 °C
R-101 Reactor de Transesterificacion 1 atm - 59,85 °C - 1,3565 h
V-102 Decantador para Glicerol 1 atm - 59,85 °C
R-102 Reactor de Transesterificacion 1 atm - 59,85 °C - 1,683 h
V-201 Evaporador de Metanol 1 atm - 149,85 °C
V-202 Decantador para Glicerol 1 atm - 149,85 °C
V-203 Purificador de Meto Esteres 0,49 atm - 129,85 °C
R-201 Reactor de Neutralizacion de Metil Esteres 1 atm - 27,85 °C - 0,0001 h
T-201 Lavador de Metil Esteres 66,85 °C

V-204 Secador de Metil Esteres 0,3 atm - 148,41 °C

Nota. Lista de Equipos y Condiciones de Operacion para la Transesterificacion de Aceite de Coco con su respectiva
descripcion. Tomado de J. A. Garcia Nuiiez, S. M. Rincon Miranda, y D. M. Martinez Cardenas, “Metil éster sulfonado :una

generacion nueva de surfactantes”, p. 70 p. :,1l., 2010, Consultado: el 24 de mayo de 2023. [En linea]. Disponible en:
http://hdl.handle.net/20.500.12324/1325.

1.1.4. Glicerol

Considerando los esfuerzos realizados por la comunidad internacional para disminuir la
dependencia de la humanidad por los combustibles fésiles, hoy en dia se cuenta con un exceso de
glicerol crudo, esto debido al aumento de la fabricacion de biodiesel. A medida que la poblacion
incrementa, la necesidad por obtener avances sostenibles, considerando aspectos econémicos,
ambientales y sociales se hace cada vez mas necesario [23]. Los biocombustibles juegan un papel
muy significativo en la transicion hacia una sociedad sostenible, sin embargo, traen consigo una
grave problematica, la cual es, el exceso de glicerol crudo con altos niveles de impureza generado.
El glicerol crudo ha sido producido como un co-producto de la produccion de Biodiesel a partir de

aceites vegetales, grasas animales, aceite de cocina usado, entre otras grasas de desecho como
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materia prima. La produccion de Biodiesel involucra una reaccion de transesterificacion de
triglicéridos con metanol, en donde aproximadamente el 10 % del producto obtenido es glicerol
como sub producto, esto ha llevado a tener un exceso de suministro de glicerol crudo altamente
impuro por los Gltimos afios, el cual esta generando un desequilibrio comercial y dependencia
externa en la industria quimica en Colombia, ya que el glicerol crudo es vendido a China a un
precio bajo, debido a la alta demanda del mercado chino y posteriormente Colombia esta
importando propilenglicol, el cual es producido a partir de glicerol, a un precio més alto desde
China. Esto ocasionando que Colombia pierda la oportunidad de agregar valor al glicerol a través

de su transformacion en productos quimicos de mayor valor.

El glicerol, también conocido como propano-1,2,3-triol, es un componente de alto valor agregado
en diversos productos utilizados en el diario vivir. Puede ser utilizado en industrias de cuidado
personal y farmaceéuticas debido a sus propiedades ligeramente antimicrobianas y antivirales,
también es utilizado como edulcorante en la industria alimentaria. Adicionalmente, esta siendo
considerado en aplicaciones como la gasificacion o para la produccion de hidrogeno y otros
productos [24].

Considerando las diversas aplicaciones del glicerol, los productores pueden venderlo como un
producto refinado en el mercado global. Actualmente estas son las aplicaciones de mercado que

existen a gran escala.

29



Figura 9.

Aplicaciones de mercado del glicerol
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Nota. Distribucién de cada una de las aplicaciones del glicerol en el mercado global. Tomado de
“Global Glycerol Market 2019-2023 | 7% CAGR Projection Through 2023 | Technavio | Business
Wire”. https://www.businesswire.com/news/home/20191217005425/en/Global-Glycerol-Market-
2019-2023-7-CAGR-Projection-Through-2023-Technavio (consultado el 26 de mayo de 2023).

Como se puede evidenciar en la figura (9) [25], la industria farmacéutica y la de cuidado personal
son las industrias con mayor area de oportunidad para el aprovechamiento del glicerol, con un total
de 42 % con respecto al mercado global. Seguida por la industria de alimentos y bebidas con un
14 %, resinas alquidicas con un 13 %, polioles de poli éter con un 10 % y la industria del tabaco
con un 9 % [26]. Otras aplicaciones incluyen areas como; alimento de ganado, incineracion para
generacion de energia o digestion anaerdbica [27]. Por otro lado, el glicerol también esta siendo
utilizado para la produccion de quimicos importantes, como lo son; epliclorhidrina [28],
propilenglicol [29], bio metanol [30] y 1,3 propanodiol [1]. Debido al exceso de suministro y el
bajo costo del glicerol, investigadores de todo el mundo, se encuentran trabajando en métodos para
valorizar y lograr el aprovechamiento del glicerol crudo en productos de alto valor agregado.

Algunas de las propiedades del glicerol se pueden evidenciar en la tabla (3).
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Tabla 3.

Propiedades del glicerol

Propiedades del glicerol
Formula Quimica C3HsO3
Masa Molecular [g/mol] 92,09
Punto de fusion [°C] 17,8
Punto de Ebullicion [°C] 290
Solubilidad en agua Miscible
Densidad [g/cm?] 1,26
Viscosidad [Pa « s] 1,41
Indice de Refraccion [1o] 1,47

Apariencia del glicerol
Olor Inoloro
Apariencia Incoloro

Nota. Propiedades fisico-quimicas del glicerol al igual que la apariencia con
la que cuenta. Tomado de P. Pal, S. P. Chaurasia, S. Upadhyaya, M. Agarwal,

y S. Sridhar, “Glycerol Purification Using Membrane Technology”, Membrane
Processes, pp. 431-463, nov. 2018, doi: 10.1002/9781119418399.CH15.

1.1.5. Origen del pléastico

Antes de la creacion del plastico, la Unica fuente de suministro de materiales para las herramientas
que utilizaba el hombre era la naturaleza, en donde se encontraba madera, piedras, huesos y
algunos metales. A medida que iba evolucionando el hombre, descubrieron que las herramientas
fueron perdiendo esas propiedades caracteristicas que brindaba cada material y ya no satisfacian
sus necesidades, con el paso del tiempo se vieron en la necesidad de innovar en el material de
dichas herramientas, dando paso a la necesidad de bldsqueda de un nuevo material que pudiera

cumplir con todas sus expectativas y necesidades.

El hombre empez6 a experimentar primero, con los polimeros que se encontraban en la naturaleza
como la goma laca, el ambar, la gutapercha (latex) y asta natural [31]. Los primeros polimeros
artificiales surgieron de transformaciones derivadas de los polimeros naturales, durante el siglo
XIX se dio lugar al descubrimiento del caucho, la caseina y el celuloide, mas adelante en el afio
1839 el inventor Charles Goodyear elabor6 el que se consider6 el primer polimero, modificando
el caucho natural a través de calentamiento con azufre, que también se conoce como vulcanizacion
[32].

Pero fue hasta 1856 que el metalirgico e inventor Alexander Parkes desarroll6 el primer
termopléastico basado en la quimica de la celulosa, Parkesina la cual era nitrocelulosa ablandada

con aceites vegetales y alcanfor. Debido a esto, el inventor John W. Hyatt descubri6 la importancia
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del alcanfor en la plastificacion y nombro la sustancia como celuloide. Mas adelante en 1907 se
creo el primer polimero totalmente sintético, por el quimico Leo Hendrik Baekeland, el cual lo
nombro la baquelita, a través de la condensacion del fenol y el formaldehido, este nuevo polimero
obtuvo un gran éxito debido a que, se le podia dar una forma deseada antes de que se enfriara dicho

polimero, era resistente al agua, a los disolventes y no era conductor eléctrico [33].

La industria de los polimeros se incrementd, a partir de 1926 por el descubrimiento acerca de los
polimeros del quimico Hermann Staudinger, de “largas cadenas de pequefias unidades unidas por
enlaces covalentes” (actualmente esto es utilizado como fundamento en la quimica molecular). En
la segunda guerra mundial, varios paises se vieron obligados a acelerar el desarrollo de nuevos
polimeros que pudieran reemplazar distintas materias primas con las que fabricaban suministros
para la guerra, como el nylon desarrollado en Estados Unidos usado para fabricar textiles como
paracaidas. Por otro lado, en Alemania, con el caucho sintético para fabricar las llantas de los
tanques, despueés de la guerra y hasta la actualidad se hicieron grandes desarrollos en la industria
de los polimeros como el polipropileno y el polietileno, los cuales son de los polimeros sintéticos
mas usados actualmente, tanto en la industria y en usos domésticos [34].

El plastico se encuentra presente en todos los ambitos de la vida humana, actualmente, en vista de
sus multiples propiedades y beneficios, se hace casi que indispensable el uso del plastico dia a dia,
por todas estas innovaciones en la historia, el plastico es considerada uno de los méas grandes

inventos desde su creacién, hasta la actualidad.

1.1.6. Probleméticas ambientales

La palabra plastico proviene del griego plastikos y hace referencia a algo que se puede moldear
facilmente, y corresponde a cientos de tipos de materiales sintéticos obtenidos de recursos
naturales como el petréleo, gas natural, sal, celulosa y carbén, mediante fendmenos de
polimerizacion o policondensacion y su principal propiedad es la plasticidad la cual les permite
obtener multiples formas para diferentes propositos, no son buenos conductores y esto les permite
ser aislantes eléctricos, acusticos y térmicos, tienen una alta resistencia al agua, a la corrosiéon y a
fendmenos quimicos y bioldgicos, y su densidad es baja lo que los hace un material liviano en

comparacion con muchos otros materiales.

En vista de las multiples propiedades y ventajas que tiene el plastico, su produccion se vio

incrementada, generando asi grandes cantidades de desechos plasticos, hasta tal punto, en donde
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ya no se podia controlar esta cantidad de desechos gque se estaban acumulando y empezaron a
presentar problemas en los ambitos ambientales, sociales, econdmicos y sanitarios. A partir del
desarrollo de los plasticos se empezaron a reemplazar ciertos materiales por el plastico, debido a
su bajo costo, facil manipulacion, durabilidad y segln sea el caso su resistencia, esto hizo que su
produccidn creciera de manera desproporcionada, ya que el plastico se empez6 a utilizar en todas

las industrias y en multiples usos domesticos [35].

En comparacion con los residuos naturales o biodegradables, los desechos de plasticos sintéticos
tienen una degradacion extremadamente lenta y son mas persistentes al cambio, dafiinos y
voluminosos, a causa de sus propiedades, estos residuos plasticos contribuyen de manera negativa
al cambio climético reduciendo la capacidad de los ecosistemas para adaptarse al cambio, sofocan
las vias fluviales, contaminan los océanos, los habitats y los procesos naturales, acaban con las
vidas silvestres y se introducen en la cadena alimenticia de los animales y humanos afectando su
desarrollo [36].

La degradacion de los residuos naturales tarda alrededor de 2 a 4 semanas dependiendo de las
condiciones, su entorno puede hacer rapida o mas lenta esta degradacion, ahora bien, la
degradacion de los plasticos depende del tipo de polimero y las condiciones de su entorno, sin
embargo, esta degradabilidad es muy lenta, los plasticos pueden tardar entre 100 a 1.000 afios en
degradarse por completo, pero esta degradacion genera particulas mas pequefias de plastico
denominado microplasticos que permanecen en los ecosistemas [37], por tal motivo la
contaminacion es un problema reconocido a nivel mundial, se sabe que mas del 90 % de los
plasticos provienen a partir de combustibles fdsiles, en donde en promedio a nivel mundial se
produce 400 millones de toneladas de desechos plasticos al afio [36], de los cuales el 75 % de estos
desechos son plasticos de un solo uso que terminaron en los vertederos o simplemente fueron

arrojados [38].

El océano es el soporte vital de la tierra, la vida humana depende de él, para regular el clima,
absorber el CO. y proporciona la mayor fuente de alimento para millones de personas, pero en los
océanos, los desechos pléasticos alcanzan un 85 % de todos los desechos marinos, de los cuales el
70 % se queda en el fondo marino y el 15 % permanece flotando en la superficie, se sabe que cada
afio 8 millones de toneladas de desechos plasticos terminan en los océanos [39] y estos afectan

principalmente a toda la vida marina, muchos animales como los delfines, peces y las tortugas
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confunden el plastico con comida y al ser ingerido es letal para los animales, igualmente, estas
especies también pueden quedar atrapados y pueden enredarse en el plastico ahogandose o

asfixidndose para morir o convertirse en una presa facil [40].

1.1.7. Tipos de plasticos

Los plésticos se pueden clasificar de multiples maneras, ya sea por su estado fisico, su estructura,
composicion quimica o sus propiedades para el disefio. Este ultimo tipo de clasificacion fue
propuesto por R. Crawford en el libro Plastics Engineering, en donde muestra cuales son las
propiedades fundamentales desde un punto de vista del disefio de piezas y seleccion de material a
una aplicacion determinada [36][41]. Los tipos de plasticos propuestos por R. Crawford se

muestran a continuacion.

1.1.7.a. Termoplasticos: Los termoplasticos se destacan por ser plasticos que son maleables frente
al aumento de la temperatura y solidifican en temperaturas bajas, se caracterizan principalmente
por su comportamiento térmico, esta propiedad favorece el modelamiento por calentamiento,
mediante temperaturas entre los 80 °C y 100 °C, donde se logra por medio de moldes de doblado
0 presion al vacio. Otra caracteristica es por su naturaleza quimica, en cuanto a su estructura, los
termoplésticos son polimeros lineales que pueden o no presentar ramificaciones. Los
termoplasticos son polares, por lo que esto hace que sean solubles en disolventes orgéanicos polares
[42].

1.1.7.b. Termoestables: Los termoestables al igual que los Termoplasticos, se destacan por su
comportamiento térmico, sin embargo, los polimeros termoestables se descomponen frente al
aumento de altas temperaturas, estos no se funden y no son maleables, en cuanto a su estructura,
los termoestables suelen ser polimeros reticulares, lo que los convierte en polimeros insolubles
[42].

1.1.7.c. Elastomeros: Los elastbmeros o comunmente conocidos como cauchos se destacan por la
naturaleza de su estructura, estos estan compuestos por dobles enlaces en la cadena principal
obteniendo cadenas enrolladas sobre si mismas, alcanzando asi su principal caracteristica, la
elasticidad y flexibilidad, el comportamiento térmico de los elastdmeros es similar a los polimeros
termoestables, pierden sus propiedades frente al aumento de la temperatura; los elastdmeros son

resistentes al ozono, aceites y grasas [41]
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1.1.7.d. Composites: Los composites, también conocidos como plasticos compuestos, son
materiales formados por dos o mas elementos, los cuales presentan mejores propiedades en
conjunto que por separados. Estos plasticos compuestos estan conformados por dos fases; la
primera es la matriz, esta suele ser la mas tenaz por un termoplastico o un termo estables y la
segunda fase, la cual se denomina, reforzante, esta fase es de mayor resistencia y con mayor
elasticidad, en donde se pueden encontrar fibras de vidrio o fibras de carbono. El resultado final
de estos composites depende de la combinacion de compuestos y de las propiedades de cada uno
de estos por individual [43].

1.1.7.e. Pléasticos espumados: Los plasticos espumados son copolimeros que generalmente son
termoplasticos los cuales, en su estructura presentan celdas con acumulacion de gases, y estas
celdas pueden estar cerradas o abiertas, en cuanto a las propiedades fisicas, estos plasticos
presentan una reduccién en su densidad, conductividad térmica y disipacion de energia acustica y
mecanica, debido a que combina las propiedades de los sélidos y los gases, este tipo de plasticos

puede ser utilizado en empaques protectores y aislamiento de tubos y sonido [41].

1.1.7.f. Cristales liquidos: Los cristales liquidos también conocidos como LPC o polimeros de
cristal liquido, se destacan principalmente por la estructura de sus moléculas, estas se encuentran
entre los cristales tridimensionales y la fase desordenada de los amorfos, estos combinan las
propiedades de los liquidos y lo solidos cristalinos [44]. Este tipo de estructura optimiza las

propiedades Opticas, mecanicas y térmicas para estos polimeros de cristales liquidos [41].

1.1.7.9. Plasticos ingenieriles: Los plasticos ingenieriles o también denominados plasticos de altas
prestaciones, estos materiales se obtienen a partir de la polimerizacion de mondémeros los cuales
agregan anillos de benceno a la cadena principal del polimero, otorgando mejores propiedades en
cuanto a temperaturas de fusion las cuales pueden ser entre los 200 °C y 300 °C, de igual forma
estos plasticos suelen ser utilizados para reemplazar materiales como el aluminio debido a que
estos poseen una baja densidad, mayor resistencia a la corrosion por liquidos y la facilidad para el

disefio de piezas [41].

Los polimeros de igual forma pueden ser clasificados en tres grupos segun su origen, el primer
grupo es el de los polimeros naturales, estos como su hombre lo indica, son los que se pueden
encontrar de manera natural, como lo son: el caucho, la lana, la seda y la celulosa; El segundo

grupo son los polimeros semisintéticos, estos se obtienen mediante la polimerizacion de un
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polimero natural como el caucho vulcanizado y por ultimo esta el grupo de los polimeros sintéticos,
estos polimeros se obtienen mediante procesos industriales a partir de monémeros como el Nylon

y el Polietileno [42].

1.1.8. Tipos de degradacion del plastico
La degradacién en si, son todos estos cambios indeseados en una o todas las propiedades y
caracteristicas de un material, alimento u objeto, pero en el caso de los polimeros su degradacion

afecta principalmente sus propiedades quimicas, fisicas y mecanicas [45].

1.1.8.a. Degradacion bioldgica: Este proceso se lleva a cabo mediante organismos vivos, por medio
de la accion de las enzimas, ya sea una accion de limpieza o el aislamiento fisicoquimico, los
microorganismos en especial las bacterias son las principales en el proceso de descomposicion de
un material organico, pero esto también se puede llevar a cabo por medio de los hongos,

actinomicetos, insectos, roedores y otros animales [45].

1.1.8.b. Degradacion térmica: La degradacion térmica es un proceso en donde se descomponen en
pequefias fracciones las moléculas de los plasticos al aumentar la temperatura entre 100 °C y 300
°C [45]. Para lograr este proceso, los pléasticos pueden ser sometidos antes a un reprocesamiento,
en este proceso el polimero se somete a multiples ciclos de procesamiento con el objetivo de

deteriorar las propiedades y facilita la degradacion térmica o termo-oxidativa [46].

1.1.8.c. Degradacion por radiaciones: En este proceso se utilizan las radiaciones de alta energia y
la luz visible y ultravioleta, para deteriorar las propiedades de estos materiales, afectando la cadena
principal de su estructura en donde se degrada y ocurre un entrecruzamiento de manera simultanea
[45]. Se ha confirmado que la exposicién de los polimeros a luz ultravioleta es util como un
pretratamiento que contribuye a la aceleracién de la degradacion bioldgica de dichos materiales
disminuyendo su vida atil [47].

1.1.8.d. Degradacién mecanica: La degradacion mecanica es un proceso netamente fisico, en el
cual, se somete el polimero a diferentes esfuerzos fisicos generando un desgastase, fractura o

deformacion del material, ya sea con fuerzas de traccion, compresion o cizalla [45].

1.1.8.e. Degradacion quimica: Este tipo de degradacion se genera por procesos que involucran
reactivos quimicos que estén en contacto con los polimeros, en algunas ocasiones los agentes

quimicos pueden disolver por completo los polimeros o solo de forma parcial [45]. Unos de por
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principales procesos de degradacion térmica pueden ser: hidrdlisis, glucolisis, oxidacion y
metanolisis, y estos procesos combinados con la variacion de la temperatura contribuyen a la

velocidad de degradacién quimica de los polimeros [48].

1.1.9. Polimeros biodegradables

Los polimeros naturales cominmente se conocen con el nombre de polimeros biodegradables, ya
que este tipo de polimeros son todos aquellos, que pueden ser degradados en su totalidad por el
medio ambiente, a diferencia del término bioplastico, el cual hace referencia a todos los tipos de

plasticos derivados de productos vegetales, asi como el aceite de maiz o la fécula de papa [49].

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar en cuatro grupos segln su origen, el primero
son los polimeros de origen natural estos se pueden extraer de bacterias, animales marinos y
vegetales (polisacaridos, proteinas, celulosa, almiddn), en el siguiente grupo encontramos a los
polimeros naturales modificados, estos son polimeros como el acetato de celulosa, después estan
los polimeros sintéticos, estos polimeros son macromoléculas conformados por la unién de
monomeros obtenidos de forma artificial y por tltimo encontramos a los polimeros que combinan
los tres polimeros anteriores, estos son todos los materiales que estan conformados por un polimero

sintético y un polimero natural [49].

Una de las principales ventajas de este tipo de materiales frente a los plasticos convencionales, es

la reduccién de la dependencia del petréleo como materia prima para la produccion de plasticos
[3].

1.1.10.Polihidroxialcanoatos

Debido a los problemas ambientales ocasionados por la dependencia actual de los combustibles
fésiles en la industria de plasticos, se ha venido trabajando en el desarrollo de materiales de
biopolimeros ecoldgicos. Entre los cuales se destacan; los compuestos reforzados con fibras,
materiales a base de almidén, polimeros producidos en plantas, polimeros producidos
microbianamente, resinas, revestimientos y adhesivos de base bioldgica[50]. De estos materiales,
el que mayor interés ha demostrado en los ultimos afios es el desarrollo de polimeros producidos
microbianamente, conocidos como polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales son poliésteres
alifaticos lineales compuestos de hidroxiacidos grasos, monémeros acidos y acido polilactico
(PLA), estos biopoliésteres sintetizados intracelularmente por algunos microorganismos como

reserva de carbono y energia que, una vez extraidos de la célula, presentan propiedades fisicas
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similares a plasticos derivados del petréleo. Son polimeros semi cristalinos con un grado de
cristalinidad entre (60 — 80) % si bien, en el citoplasma celular estos poliésteres presentan una
estructura amorfa. Al extraer el polimero, ya una vez que las células son rotas ocurre un cambio
rapido en la morfologia del polimero pasando de amorfo a cristalino [51]. La estructura general se
evidencia en la figura (10) [52], mientras que la nomenclatura que presenta este tipo de compuestos

se evidencia en la tabla (4).

Figura 10.

Estructura general de los polihidroxialcanoatos
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Nota. Estructura general de los polihidroxialcanoatos. Tomado
de Y. G. Garcia, J. Carlos, M. Contreras, G. Reynoso, J.
Antonio, y C. Lopez, “Sintesis y biodegradacion de
polihidroxialcanoatos: plasticos de origen microbiano”.

Tabla 4.

Nomenclatura de los PHA basado en la longitud y posicion de la cadena lateral

n R Nombre del polimero Simbolo
1 Hidrogeno Poli (3-hidroxipropionato) PHP
Metil Poli (3-hidroxibutirato) P3HB
2 Hidrogeno Poli (4-hidroxibutirato) P4HB
3 Hidrogeno Poli (5-hidroxivalerato) P5SHV

Nota. Ejemplos de nomenclatura de los PHA segln la longitud y posicion de la cadena lateral. Tomado de Y. G. Garcia,
J. Carlos, M. Contreras, G. Reynoso, J. Antonio, y C. Lopez, “Sintesis y biodegradacion de polihidroxialcanoatos:
pldsticos de origen microbiano”.

La sintesis de los PHA, se lleva a cabo mediante unas condiciones de estrés nutricional, en el cual
se tiene respuesta a una limitacion de nitrégeno, potasio, azufre, magnesio u oxigeno (tabla 5),

sumado a la presencia de un exceso de fuente de carbono en el medio de cultivo [53].
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Tabla 5.

Principales nutrientes cuya limitacion da lugar a la produccion de PHA en diferentes microorganismos.

Microorganismo

Nutriente Limitante

Alcaligenes latus
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas cepacia
Ralstonia eutropha
Rhodobacter sphaeroides
Bacillus megaterium
Cupriavidus necator

Nitrégeno

Pseudomonas sp. K.

Magnesio

Azotobacter vinelandii
Azotobacter beijerinckii
Rhizobium ORS571

Oxigeno

Rhodospirillum rubrum
Rhodobacter sphaeroides
Caulobacter crescentus
Pseudomonas oleovorans

Fosforo

Nota. Principales nutrientes cuya limitacion da lugar a la produccion de PHA en diferentes microorganismos. Tomado
de C. S. K. Reddy, R. Ghai, Rashmi, y V. C. Kalia, “Polyhydroxyalkanoates: an overview”, Bioresour Technol, vol. 87,
nam. 2, pp. 137-146, abr. 2003, doi: 10.1016/50960-8524(02)00212-2.

En términos de la estructura monomérica que pueden tener los polimeros PHA, dependiendo de la

longitud de la cadena de los &cidos hidroxialcanoatos se van a clasificar en distintos tipos, los

cuales se pueden observar en la figura (11).

Figura 11.

Clasificacion de los PHA segln su composicion monomérica

Polihidroxialcanoatos (PHA)

Y Y
Cadena Corta Cadena Media
PHA - scl PHA - mcl
Monomeros de 3 a 5 Monémeros de 6 a 12
carbonos carbonos

Y

Hibridos
Monomeros de cadena
corta y media

Nota. Clasificacion de los PHA segln su composicién monomérica; cadena corta, cadena media e hibridos.
Tomado de Y. G. Garcia, J. Carlos, M. Contreras, G. Reynoso, J. Antonio, y C. Lopez, “Sintesis y biodegradacion
de polihidroxialcanoatos: plasticos de origen microbiano”.
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Como se puede evidenciar en la figura (11), existen tres tipos de PHA, segun la longitud de la
cadena de los &cidos hidroxialcanoicos, en primer lugar, se encuentra el PHA de cadena corta
(PHA-scl) el cual corresponde a polimeros compuestos por unidades monoméricas de 3 a 5 &tomos
de carbono. Por otro lado, se encuentra el PHA de cadena media (PHA-mcl) en el que se
encuentran los polimeros compuestos por unidades monomeéricas de 6 a 14 atomos de carbono.
Finalmente, se encuentran los PHA mixtos o hibridos, los cuales se componen de mondémeros tanto

de cadena corta como de cadena media [52].

Dependiendo del tipo de microorganismo con el que se esté trabajando se sintetizara cierto tipo de
PHA, sin embargo, la mayoria de microorganismo solo producen PHA de cadena corta o PHA de
cadena media, son muy pocos los microorganismos capaces de producir PHA hibridos [52].

Los PHA son polimeros de alto interés a nivel industrial, gracias a la propiedades con las que
cuentan, entre las que se destacan, que son biodegradables, son obtenidas a partir de fuentes
renovables de carbono, lo cual ayuda a mitigar la dependencia de los combustibles fésiles, son
biocompatibles, poseen un grado elevado de polimerizacion, son insolubles en agua, no son toxicos
y adicionalmente son compuestos termoplasticos y elastomeros lo que les permite ser procesados

en el procesamiento de plésticos sintéticos [3].

La produccion de los PHA se puede llevar a cabo in vitro o in vivo, tal como se muestra en la
figura (12).
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Figura 12.

Métodos de produccion de los PHA

Produccion de
Polihidroxialcanoatos
(PHA)
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Produccion a partir de lactonas, acido
hidroxialcanoéicos o el tioéster sintético 3-
hidroxiacetil-CoA empleando enzimas
aisladas tales como lipasas, esterasas o

v

In Vivo

A

Produccion a partir de
fermentacion de sustratos por
MICroorganismos

A 4

A

Produccion a partir de plantas
modificadas genéticamente

Y

Se utilizan microorganismos con el objetivo de inducir las

rutas metabolicas de produccion de PHA . Los

microorganismos sintetizan PHA a partir de diferentes
sustratos y los almacenan en su citoplasma como carbono de
reserva. Estas acumulaciones generalmente se dan cuando la

célula se expone a considicones de éstres nutricional.

v

)’

Microorganismos
Nativos

Microorganismos
modificados
genéticamente

Por medio de tejidos vegetales, tales como
semillas y hojas. A través de la fotosintesis
utilizan el dioxido de carbono y agua como
materia prima para la produccion de PHA.

Nota. Métodos de produccion de los PHA; in vitro e in vivo. Tomado de usuario, “Produccion de polhidroxibutirato a partir de

residuos agroindustriales”.
El polihidroxibutirato (PHB) o poli 3- hidroxibutirato con formula molecular (C4H602)n, es uno
de los PHA maéas comunes, es quebradizo y rigido, no obstante, este presenta propiedades
mecanicas similares al polipropileno, el cual es uno de los plasticos convencionales con mayor
uso, con la diferencia de que este polimero es biodegradable [54]. Adicionalmente, tienen la
ventaja de que pueden ser sintetizados y degradados por varios microorganismos, por lo que se
han estudiado las propiedades térmicas y de miscibilidad de los PHB. Entre los organismos que
son capaces de sintetizar los PHB se encuentran los cultivos mixtos fototroficos [55]. EI PHB
cuenta con buenas propiedades termoplasticas ya que cuenta con una temperatura de fusion

cercano a los 180 °C, es importante recalcar que es un termoplastico el cual puede ser procesado

por técnicas de extrusion e inyeccion [3].

41




En los Gltimos afios, el PHB ha sido de gran interés a nivel industrial como posible sustituto de
plasticos cuyo origen proviene de combustibles fdsiles, como lo son, el polietileno y el
polipropileno, esto debido a sus propiedades fisico — quimicas [56]. A continuacion, se evidencian
una comparacion de algunas propiedades fisicas del PHB y el polipropileno (tabla 6) con el fin de
evidenciar los motivos por los cuales el PHB podria ser procesado como un termoplastico

convencional [57].

Tabla 6.

Comparacion propiedades fisicas entre PHB y polipropileno

Parédmetro PHB Polipropileno
Temperatura de fusién (°C) 177 176
Temperatura de transicién vitrea (°C) 2 -10
Temperatura de degradacion (°C) 262 287
Cristalinidad (%) 60 50-70
Fuerza de tension (MPa) 43 38
Extensidn hasta quiebre (%) 5 400

Nota. Comparacion propiedades fisicas entre PHB y polipropileno. Tomado de A. Carolina, L. Delgado, y A. M.
Cordoba, “Polihidroxialcanoatos (PHA's) producidos por bacterias y su posible aplicacion a nivel industrial ”,
Informador técnico, ISSN 0122-056X, ISSN-e 2256-5035, Vol. 79, No. 1, 2015, pags. 93-101, vol. 79, nim. 1, pp. 93-101,
2015, Consultado: el 24 de mayo de 2023. [En linea]. Disponible en:
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=5290930&info=resumen&idioma=SPA.

1.1.11.Microorganismos

Los microorganismos son un grupo de seres vivos (excepto los virus que son microrganismos pero
no son seres vivos), los cuales solo pueden verse atreves de un microscopio debido a su reducido
tamano, estos se miden en micras y dentro de este grupo de seres vivos se encuentran las bacterias,
las algas, hongos, archaeas y protozoarios, también pueden ser uni o pluricelulares y cada uno de
estos presentan maltiples caracteristicas distintas entre las cuales se pueden encontrar su nutricion,

reproduccion, tiempos de crecimiento, morfologia y medio de cultivo [58].

1.1.12.Bacterias

Las bacterias son células procariotas unicelulares, las cuales pueden vivir en diferentes condiciones
de temperatura y presion, y se pueden encontrar en todas las superficies, incluso dentro del cuerpo
humano; Las bacterias cumplen una parte fundamental en los ecosistemas y algunas son benéficas

para los procesos digestivos en los humanos y aminales. [59]
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Las bacterias pueden ser utilizadas en distintos proceso industriales y biotecnoldgicos por sus

multiples caracteristicas y su resistencia a condiciones extremas.

1.1.13.Microorganismos productores de PHB

Los polihidroxialcanoatos o como se conocen PHAS, son un grupo de biopolimeros producidos
por un conjunto de microorganismos, como una respuesta al estrés nutricional en donde estos
microorganismos almacenan carbono y energia [60].

Dentro del grupo de bacterias que almacenan PHB en su interior pueden ser de naturaleza gram
positiva 0 gram negativo, lo cual especificara su estructura celular, resistencia a los antibioticos y
respuesta a ciertos tratamientos. Existen mas de 75 géneros de bacterias que tienen la capacidad
de almacenar estos polihidroxialcanoatos en su interior, unas de las principales bacterias
productoras de PHB son Cupriavidus necator, Bacillus spp, Pseudomonas putida, Klebsiella

pneumoniae, Alcaligenes latus y Bacillus Megaterium [61].

1.1.14.Bacillus Megaterium

Bacillus Megaterium es una bacteria que fue descubierta por de Bray y es conocida por su gran
tamario, esta puede alcanzar a medir hasta 60 mm? En cuanto a sus caracteristicas de morfologia y
fisiologia, B. Megaterium es una bacteria gram positiva, aerobia, con forma de bacilo y esta
presenta colonias blancas, lisas y redondas [62]. Esta bacteria se encuentra principalmente suelos
y aguas contaminadas, alimentos secos, agua de mar, sedimentos e incluso en la miel de abejas.
Una de sus principales ventajas es la gran variedad de fuentes de carbono que utilizar este
organismo como lo es la glucosa, la glicerina, sacarosa, almidon y lactosa [63]. Esto les permite
adaptarse a diferentes condiciones ambientales y medios de cultivos.

Adicionalmente es utilizada en procesos industriales desde hace mas de 50 afios ya que dispone de
enzimas inusuales con una alta capacidad para producir exoenzimas [64]. También son utilizadas

estas bacterias en la produccion o y  amilasas y se utilizan en la industria panadera [65].

1.1.15.Cupriavidus necator

Cupriavidus necator o también conocida como Ralstonia eutropha, es un miembro de las bacterias
Knallgas (bacterias oxidantes de hidrdgeno), estas bacterias, son un grupo fisiologico de bacterias
autotrofas facultativas que se caracterizan por su habilidad de crecer en condiciones autotrépicas,
obteniendo energia de mezclas gaseosas de hidrégeno y oxigeno. Donde utilizan el oxigeno como

receptor de electrones y el hidrégeno como donante de electrones [66].
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Ralstonia eutropha es una bacteria gram negativa, aerobia, quimio autétrofa facultativa [67]. La
cual fue aislada en 1952 y sus capacidades metabdlicas han sido caracterizadas desde ese mismo
afio por Schatz y Bovell. Se ha caracterizado por su habilidad para crecer y producir productos
bioldgicos bajo condiciones autotrofas, lo que la hace un organismo muy valioso. Principalmente
su capacidad de sintetizar biopolimeros polihidroxialcanoatos (PHA) en una gran variedad de

fuentes de carbono, incluyendo; azUcares, lipidos y dioxido de carbono [68].

Recientes estudios han demostrado que la bacteria Cupriavidus Necator es un modelo facultativo
de bacteria que puede utilizar acido glucénico, fructosa y otras fuentes de carbono organicas para
un crecimiento heterogéneo y también puede utilizar diéxido de carbono para un crecimiento
autétrofo [69].

1.2. Marco Legal
Actualmente en Colombia los combustibles fésiles, el biodiesel, los plasticos y los
macroorganismos se encuentran regulados por una serie de leyes, decretos y resoluciones, entre

las cuales se destacan las siguientes:

1.2.1. Combustibles fosiles

> Ley 9 de 1979 — En esta ley se regula el transporte terrestre y se indican los de seguridad y
técnicos para todo tipo de vehiculos y la calidad se los combustibles [70].

> Ley 685 de 2001- Esta ley regula todas las actividades mineras en Colombia como la
extraccion de petroleo, carbon y recursos no renovables. En esta se establecen las obligaciones
y responsabilidad de todos los involucrados, asi como, los procedimientos de extraccion y
explotacion [71].

> Ley 1209 de 2008 — Esta ley decreta los lineamientos para la produccion, distribucién y uso de
biocombustibles de Colombia, con el propdésito de incentivar el uso de este como alternativa
[72].

» Ley1715de 2014 — Enesta ley se da a conocer el desarrollo de fuentes de energia en Colombia,
con el objetivo de disminuir el uso de combustibles fosiles [73].

> Resolucion 180537 de 2014 — En esta resolucion se establecen todos los patrones de calidad
que deben tener los combustibles de liquidos derivados del petrdleo [74].

44



1.2.2. Biodiesel

>

Decreto 1609 de 2002 — Este decreto regula el uso de alcoholes carburantes y biodiesel en los
combustibles para el transporte en el pais. Se establecen los estandares de calidad y los
porcentajes que deben tener en dichas mezclas [75].

Ley 939 de 2004 — Esta ley incentiva el desarrollo y uso sostenible de biocombustibles por
medio de principios, objetivos y lineamientos generales para el uso de estos combustibles [76].
Resolucién 1420 de 2005 — Esta resolucion establece un reglamento de certificacion de la
calidad del biodiesel y sus mezclas en Colombia por medio de parametros de calidad para
dichos compuestos [77].

Resolucién 38584 de 2018 — En esta resolucion se establece el proceso de asignacion de la
cuota de mezcla de biodiesel en los combustibles liquidos derivados del petroleo en el pais,
por medio de criterios y procedimientos para la delimitacion y asignacion de la cuota
obligatoria [78].

1.2.3. Pléasticos

>

Decreto 596 de 2016 — Este decreto reglamenta la gestion de los residuos generados en los
establecimientos de atencion de la salud, mediante medidas de clasificacion, almacenamiento,
transporte, tratamiento y disposicion final segura de estos residuos [79].

Resolucion 668 de 2016 — Esta resolucion regula la disposicién de los residuos de aparatos
eléctricos, que incluyen componentes de plastico por medio de la seleccién, tratamiento y
gestion final [80].

Resolucién 1407 de 2018 — Esta resolucién reglamenta los requisitos necesarios para una
correcta gestion de todos los residuos de envases y empaques plasticos, mediante
responsabilidades para todos los involucrados durante la vida util del desecho [81].

Ley 2068 de 2020 — Esta ley establece la disposicion general para la gestion integral de todos
los residuos en el pais, incluyendo los plasticos. Promueve la mitigacion de la acumulacion de

residuos, la reutilizacion, el reciclaje y una disposicion final adecuada para estos [82].

1.2.4. Microorganismos

>

Ley 9 de 1979 — Esta ley no se enfoca especificamente en lo microorganismos, sin embargo,

establece ciertas regulaciones para el transporte terrestre en el pais, en cuento el cumplimiento
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de ciertos requisitos de seguridad y manejo adecuado para el transporte de sustancias
bioldgicas [70]

Resolucion 444 de 2008 — Esta resolucion tiene como objetivo crear medidas para el control
de los riesgos bioldgicos en los establecimientos de salud y demas establecimientos que

manipulen material bioldgico [83].

1.2.5. Polihidroxialcanoatos

En el caso de los polihidroxialcanoatos (PHA), no existe a la fecha un marco legal que se enfoque

Unicamente en los PHAS, no obstante, estos polimeros pueden estar sujetos a regulaciones mas

amplias que estan relacionadas con los plasticos.

>

Ley 9 de 1979 — Codigo nacional de transito terrestre, esta ley regula el transporte terrestre en
Colombia, por lo tanto, si los PHA van a ser utilizados en la fabricacion de piezas y
componentes para vehiculos esta ley podria ser relevante. La ley especifica cuales son los
requisitos técnicos y de seguridad para los vehiculos, al igual que los materiales utilizados en
su fabricacién. [70]

Resolucién 1407 de 2018 — Esta ley establece los requisitos para la gestion integral de los
residuos de envases y empaques en Colombia. Si el uso para el cual va a ser producido el PHA
son envases y empaques, podrian estar sujetos a las disposiciones establecidas en dicha
resolucion. Se abarcan temas como la reduccion, reutilizacion y reciclaje de los materiales
utilizados. [81]

Ley 2068 de 2020 — Esta ley suministra la informacion necesaria para adoptar instrumentos
para la gestion integral de residuos y otras disposiciones en Colombia. Pese a que no haga
referencia especificamente a los PHA, promueve la reduccion en la generacion de residuos y

la adopcion de soluciones sostenibles, como los plasticos biodegradables. [82]
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2. METODOLOGIA Y RESULTADOS

Experimentacion

A lo largo del capitulo 2, se va a explicar la metodologia realizada con el fin de cumplir con cada
uno de los objetivos, de igual manera, se presentaran los resultados obtenidos.

2.1. Objetivo 1: Determinar la viabilidad del aprovechamiento del glicerol como materia
prima para la produccion de termoplasticos.

2.1.1. Metodologia

Para identificar la viabilidad del aprovechamiento del glicerol como materia prima para la

produccion de termoplastico, fue necesario realizar todo el proceso de produccion desde la

purificacion de la glicerina hasta la extraccion y purificacion del polimero.

2.1.1.a. Caracterizacion Glicerol Crudo: Con el fin de caracterizar el glicerol crudo recibido por la
empresa BioD, se realiz6 un anélisis de contenido de glicerol en la muestra, al igual que la
densidad.

2.1.1.a.i. Contenido de glicerol en la muestra: Para llevar a cabo la determinacion cuantitativa de
glicerina en la muestra se implement6 el método titrimétrico. Este método solo puede ser
implementado para mezclas con un contenido superior al 75 % de glicerina, considerando que el
glicerol crudo proveniente de la empresa BioD cuenta con un porcentaje de pureza de glicerol,
superior al 80 %, tal como se puede evidenciar en la ficha técnica del producto (Anexo 1), es
factible implementar este método para la determinacion.

El método titrimétrico que sera implementado, se basa en la oxidacion del glicerol por el
metaperyodato de sodio en un medio &cido fuerte, tal como se puede evidenciar en la figura (13).
Mediante esta oxidacion se produce formaldehido y acido férmico, el &cido es implementado para
medir el contenido de glicerol por titulacion con hidréxido de sodio, hasta un pH de 8,1. El

resultado de contenido de glicerol obtenido se expresa en porcentaje (m/m).

47



Figura 13.

Oxidacion del glicerol por el metaperyodato de sodio

CH,0H — CHOH — CH,OH + 2Nal0, —» HCOOH + 2HCHO + 2Nal0; + H,0

Nota. Oxidacion del glicerol por el metaperyodato de sodio en un medio acido fuerte. Tomado de ASTM, “Standard
Test Method for Determination of Glycerin Assay by Titration (Sodium Meta Periodate)”, 2021. Consultado: el 28 de
mayo de 2023. [En linea]. Disponible en: https://www.astm.org/d7637-10r21.html.

El procedimiento realizado se describe a continuacion [84]:

1.

Se pesaron 400 mg de glicerol en una balanza analitica los cuales fueron transferidos a un
beaker de 600 mL.

La muestra fue diluida en el beaker con 50 mL de agua y 3 mL de indicador azul de bromotimol.
Cuidadosamente se acidifico con acido sulfurico 0,2 N hasta obtener un color amarillo verdoso.
Posteriormente se neutralizd con hidroxido de sodio 0,05 N hasta obtener un punto final de
color azul, libre de color verde.

Se procedio a pipetear 50 mL de la solucién de metaperyodato de sodio y se adiciond en el
beaker. Se mezclé usando agitacion moderada y se cubrié el beaker con un vidrio de reloj. Se
dejo precipitar la mezcla dentro del beaker por 30 minutos a temperatura ambiente en ausencia
de luz.

Se adicionaron 10 mL de la solucion de etilenglicol en el beaker. Se mezclé la muestra usando
agitacion moderada, se cubrio el beaker con un vidrio de reloj y se dejo precipitar la mezcla
dentro del beaker por 20 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz.

Se diluyd la solucién con agua hasta un volumen de 300 mL.

Con ayuda del pHmetro y utilizando agitacion controlada se titulé lentamente con hidroxido
de sodio 0,1 N a medida que se aproxima al punto final hasta un pH de 8,1 con un rango de
tolerancia de £ 0,1.

Finalmente, la determinacidn de blanco para el ensayo de determinacién de glicerol, se llevo a
cabo al mismo tiempo que el ensayo de la determinacion de glicerol y bajo las mismas
condiciones, sin considerar la porcion de prueba, utilizando las mismas cantidades de reactivos
y diluyendo con agua para las determinaciones descritas del paso 1 al 6. Se titul6 con hidréxido

de sodio 0,1 N a un pH de 6,5 con un rango de tolerancia de = 0,1 para el blanco.

El contenido de glicerol, expresado como un porcentaje, esta descrito por la siguiente formula:

1)
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Vi—=Vo)«FxN
GLY=(1 5) +100

Donde,

GLY = Contenido de glicerol (%)

V1 =mL de la solucion de hidroxido de sodio 0,1 N usada para la titulacion de la muestra.
Ve = mL de la solucion de hidréxido de sodio 0,1 N usado para la titulacion del blanco.
F=9.210

N = normalidad exacta de hidroxido de sodio que fue utilizado para la titulacién

W = masa en gramos, de glicerina que fue sometida a la reaccion con la solucion de metaperyodato

de sodio.

2.1.1.a.ii. Densidad de la muestra: Con el fin de determinar la densidad de la muestra, se

implemento el método de picnémetro, para lo cual se realizo el siguiente procedimiento:

1. Inicialmente, se pesé un picnémetro vacio y se registro el valor obtenido.
2. Se procedi6 a agregar la muestra del glicerol al picndmetro hasta la totalidad de su volumen.

3. Finalmente se procedi6 a pesar el picndmetro con muestra y se registré el valor obtenido.

El calculo realizado para la determinacion de la densidad del glicerol se describe a continuacion:

(@)

< |3

Donde,

p = densidad de la muestra.
m = masa total de la muestra
v = volumen de la muestra

2.1.1.b. Purificacion de glicerol: Inicialmente se realizé la adquisicion del glicerol, proveniente de
una industria de produccién de Biodiesel en Colombia. Para lo cual, se consideraron los datos

reportados por la Federacion de Biocombustibles en Colombia, expuestos en la tabla (1), donde se
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evidencia que la planta productora de Biodiesel, Bio D, localizada en el departamento de
Cundinamarca, es la mayor productora de Biodiesel en el pais, con un total de 240.000 toneladas
por afio, en lo que va del afio 2023. Al considerar los factores de produccion anual y ubicacion,
BioD se convirtié en la mejor opcion para realizar la adquisicion, ya que el proyecto se esta
llevando a cabo en la ciudad de Bogotd y es de gran importancia contar con una planta de
produccidn cercana, en este caso en el mismo departamento. Se realizo la respectiva cotizacion del
producto con la empresa, donde se recibi6 la ficha técnica del glicerol que comercializan (Anexo
1) y al observar que las caracteristicas eran las necesarias para el proceso, se procedi6 a realizar la
adquisicion.

El glicerol crudo obtenido de la empresa BioD, es un subproducto de la produccion de biodiesel
elaborado a partir de una mezcla de aceite de palma colombiano, obtenido de Elaeis guineensis y
palma hibrida, con produccion trazable. El glicerol crudo tiene un grado de pureza de
aproximadamente el 80 % y también contiene agua y sales. Después de un proceso de purificacion,
puede utilizarse como materia prima valiosa para diferentes industrias. Las propiedades con las
que cuenta el glicerol crudo proveniente de BioD, se muestran a continuacion (figura 14):

Figura 14.

Caracteristicas técnicas del Glicerol Crudo BioD

Bio D
SPECIFICATION
Appearance Visual Report Visual

G'ch:‘gsg;;‘te”t Yowt 80% min. USP 35
Moisture content Y%owt 15% max ASTM E -203
pH N/A Report Internal method

MONG Yowt Report I1SO 2464

Ash Y%wt 10% max USP 35
Salt content as HCI Y%wt Report Internal method
NaOH content mg/Kg Report Internal method
Methanol content % 0,1% max Internal method

Nota. Caracteristicas técnicas del Glicerol Crudo BioD proporcionado en la ficha técnica del producto.
Tomado de “Biodiesel crude oil palm in colombia - Oil palm derivates in Colombia | Bio D”.
http://www.biodsa.com.co/?lang=es (consultado el 26 de mayo de 2023).

El glicerol obtenido por la empresa BioD (figura 16), es proveniente de la produccién de Biodiesel
a partir de aceite de palma, como un co-producto, dicho glicerol crudo cuenta con impurezas entre

las cuales se encuentra, metanol, catalizador alcalino, materia organica no glicerina (MONG)
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formada por jabones, acidos grasos libres, residuo consistente en agua y otras impurezas, por lo
cual es de suma importancia realizar un proceso de purificacion con el fin de obtener el glicerol en

un mayor nivel de pureza para su posterior aprovechamiento.

Segun el proceso de purificacion descrito en el articulo “Purificacion de glicerol crudo y sus usos
en catalisis” [85], el cual fue tomado como guia en este trabajo, el proceso de purificacion del
glicerol se realiz6 empleando cuatro etapas, las cuales se componen de; Acidificacion,

neutralizacion, destilacion y decoloracion.

2.1.1.b.i. Acidificacion: El proceso de acidificacion se realizo con el fin de eliminar sales, jabones
y grasas, este procedimiento facilitara las siguientes etapas del proceso de separacién del glicerol

de la fase de metiléster.

Para esta primera etapa se acidifico la mezcla empleando &acido fosférico como catalizador,
controlando un pH 6ptimo de 3.0 con ayuda de un potencidmetro, se evitd acidificar a un pH menor
a 3.0 ya que las sales formadas se solubilizan. Con el fin de lograr disminuir la viscosidad de la
mezcla y favorecer el mezclado, se manejé una temperatura de operacion de 50 °C [86]. La
operacion fue realizada a un pH tan bajo para permitir la recuperacion con mayor pureza de los

acidos grasos generados, tal como se puede evidenciar en la figura (15).

Figura 15.

Reaccion acidificacion empleando &cido fosforico como catalizador

Nota. Reaccion acidificacion empleando acido fosférico como catalizador. Tomado de F.
L. Aguzin, G. A. Bedogni, N. B. Okulik, y C. L. Padré, “Purificacion de glicerol crudo y
sus usos en catalisis”’, 20135.

Para empezar, se prepard 500 mL de acido fosforico al 85 % en peso a temperatura ambiente, se
calentd la muestra de glicerol hasta la temperatura de operacion y se procedio a adicionar el acido
fosférico a la materia prima hasta obtener un pH de 3.0 (figura 17), de esa manera se logré eliminar
sales y jabones presentes en el glicerol. Posteriormente la mezcla acidificada se dejo decantando
por 24 horas, donde se evidencio la formacion de tres fases; la fase superior correspondiente a
acidos grasos libres, una fase intermedia la cual contiene una fase acuosa de glicerol y la inferior
que contiene sales. La fase intermedia e inferior fueron sometidas a centrifugacion para favorecer

la separacion y se procedio a filtrar[85].
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Figura 16.

Glicerol crudo BioD

Nota. 1 galén de Glicerol crudo Bio D
Figura 17.

Acidificacion glicerol crudo

Nota. Acidificacién glicerol crudo,
controlando un pH 6ptimo de 3.0

2.1.1.b.ii. Neutralizacion: El proceso de neutralizacion se realiza a la fase de glicerol con el fin de
eliminar los &cidos grasos que quedan disueltos en la misma. Para este proceso se utilizé NaOH 1
N como catalizador y un potencidometro. Inicialmente se prepar6 200 mL de NaOH 1 N a
temperatura ambiente, para posteriormente agregarlo gota a gota mediante la técnica de titulacién
en el glicerol obtenido hasta un pH de 7.0 (figura 18) y finalmente, se procedio a filtrar la mezcla
(figura 19) [86].
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Figura 18.

Neutralizacion de la mezcla mediante
titulacion

Nota. Neutralizacién de la mezcla mediante
titulacion, controlando pH de 7.0.

Figura 19.

Filtracion de la mezcla

Nota. Filtracion de la muestra por
gravedad.

2.1.1.b.iii. Destilacion: Para iniciar con la fase de destilacion del proceso de purificacion del
glicerol, se realizé un montaje de destilacion simple, en el cual se suministr6 calor al sistema por
un tiempo total de 4 horas hasta que la muestra alcanzara una temperatura de 90 °C (figura 20) y
lograr extraer la mayor cantidad de metanol presente en la muestra [86].
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Figura 20.

Montaje de destilacion simple

Nota. Proceso de destilacion mediante destilacion simple.

2.1.1.b.iv. Decoloracion: La etapa final del proceso de purificacion del glicerol consiste en realizar
la decoloracion de la muestra obtenida posterior a la destilacion, utilizando peréxido de hidrogeno
al 60 % el cual actia como sustancia decolorante, para realizar el proceso se consideré una relacion
4:1 de glicerol: peroxido de hidrogeno respectivamente (figura 21), las condiciones de operacion
a las que se llevo a cabo la decoloracion fueron; Temperatura de 80 °C a 400 rpm durante 30

minutos [85].
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Figura 21.

Proceso de decoloracién

Nota. Proceso de decoloracién manteniendo
agitacion constante con un agitador orbital.

Posteriormente se procedié a filtrar la muestra y de esta manera concluyo el proceso de

purificacion, el resultado obtenido se puede evidenciar mediante la figura (22).

Figura 22.

Comparacion del Glicerol crudo Bio D con
el Glicerol Crudo BioD purificado

Nota. Glicerol crudo Bio D vs Glicerol
Crudo BioD purificado.

Una vez culminado en su totalidad el proceso de purificacion del glicerol crudo se procedio6 a
realizar la misma caracterizacion descrita anteriormente, la cual comprende el contenido de

glicerol en la muestra y la densidad de la misma.
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2.1.1.c. Fermentacién: Para el proceso de fermentacion se prepar6 un medio de cultivo formulado

con los siguientes nutrientes.

Tabla 7.

Contenido del medio de cultivo formulado

Medio de cultivo formulado
Compuesto Cantidades [g/L]
(NH4)2SO04 1,08
NazHPO4 1,60
KH2PO4 2,00
MgSO4 0,50
Solucion de microelementos 1mL
Glicerol 5,10, 20

Nota. Contenido del medio de cultivo formulado con las cantidades de cada compuesto respectivamente.

Debido a que no se contaba con una mezcla de oligoelementos o micronutrientes disponible, fue

necesario realizar esta mezcla de manera manual considerando la siguiente composicion.
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Tabla 8.

Contenido de los micronutrientes

Solucion de micronutrientes

Compuesto Cantidades [g/L]
FeSO4 2,00
CaClz*Hz20 2,00
CoCl2+6H20 0,20
CuCl2+2H.0 0,01
NiClz*6H.0 0,20
MnCl2+4H20 0,03
ZnS0O4+7H20 0,10
H3BO4 0,30
NaMoOQO4+2H20 0,03

Nota. Contenido de los micronutrientes con las cantidades de cada compuesto respectivamente

La solucion de micronutrientes fue preparada en acido clorhidrico en 1 N.

El medio de cultivo formulado se dividio en tres erlenmeyers y se les vario la concentracion de

glicerol de la siguiente forma: (5, 10 y 20) g/L, (figura 23).

Figura 23.

Medios formulados en preparacion con distintas concentraciones de fuente de carbono.

Nota. Preparacidon de los medios de cultivo implementando concentraciones de glicerol de (5, 10 y 20) g/L.
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Una vez preparados los medios formulados se autoclavaron durante 15 min a 121 °C y 15 Psi y se
agregaron los preindculos en los erlenmeyers (figura 24), estos se sellaron y se llevaron el Shaker
Heidolph durante 72 horas a 35 °C y 200 rpm (figura 25).

Figura 24.

Medios formulados autoclavados

Nota. Medios formulados esterilizados en autoclave.

Figura 25.

Montaje de fermentacion.

Nota. Montaje de fermentacion en Shaker a 35 °Cy 200 rpm.
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Figura 26.

Montaje de fermentacion en ausencia de luz

Nota. Montaje de fermentacion en ausencia de luz en Shaker a 35 °C y 200 rpm.

El Shaker Heidolph se cubri6 con bolsas negras para evitar el ingreso de luz a los erlenmeyes
durante el tiempo de fermentacion (figura 26).

2.1.1.d. Extraccion y purificacion de polimero: Una vez culminado el proceso de fermentacion, se
debe realizar la extraccion y purificacion del polimero, se tomd en consideracion el articulo
“Recuperacion de Poli-B-hidroxihexanoato-co-octanoato sintetizado por Pseudomonas putida
mediante el uso de dispersiones hipoclorito-cloroformo” [87]. Por lo cual, se emplearon
dispersiones de cloroformo e hipoclorito de sodio para la digestion del material celular y

solubilizacion del polimero.

La relacion peso de biomasa a volumen de dispersion implementada en el trabajo fue de 0,04 g
biomasa / ML dispersion €5t0 considerando que el rango de aceptacion para dicha relacion esta entre
(0,01 — 0,04) g viomasa / ML dispersion tal como lo establece Kwang [88] y Hahn [89]. EI volumen de
dispersion a trabajar se compone de una relacion 1:1 de Cloroformo al 99 % e hipoclorito de sodio
al 10 % [86].

Para llevar a cabo la digestion se precisa contar con biomasa seca (figura 27), por lo cual fue
necesario realizar la separacion de la biomasa del medio formulado (figura 28).
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Una vez terminado el proceso de fermentacion se dispuso a depositar todo el volumen de los
erlenmeyers en tubos falcon, con el fin de centrifugar la muestra y lograr la separacion de biomasa
y medio requerida. Dicho proceso de centrifugacion se llevo a cabo a 6.000 rpm durante 30
minutos, una vez culminado ese tiempo, se procedid a retirar el sobrenadante, asegurandose de
contar con la menor cantidad de liquido, dichos tubos con biomasa himeda se llevaron a secar a
50 °C por 12 horas en un horno de conveccién, con el fin de extraer toda el agua. Una vez pasado
el tiempo de secado, se mantuvieron los tubos a temperatura ambiente, ya que la biomasa seca se
encontraba pegada en las paredes del fondo del tubo falcon y realizar esta disminucion en la
temperatura facilitaba la extraccion de la biomasa seca. Una vez realizado este proceso, se procedio
a realizar la digestion en matraces erlenmeyer, dentro de un shaker durante un lapso de 1 hora y
30 minutos a 50 °C y 250 rpm (figura 29) [86].

Figura 27.

Biomasa seca

Nota. Biomasa seca en tubo falcon
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Figura 28.

Biomasa precitada

Nota. Biomasa precipitada con medio como sobrenadante.
Figura 29.

Proceso de digestion en Shaker Heidolph

e

Nota. Proceso de digestion en Shaker Heidolph a 35 °C y 250 rpm.

Una vez finalizado el proceso de digestién se procedid a llevar las muestras a embudos de
decantacion con el objetivo de dejar decantando la muestra por 24 horas a temperatura ambiente.
Se obtuvieron 3 fases; la fase superior, la cual contiene el hipoclorito de sodio, una fase intermedia,
que cuenta con la biomasa muerta y por ultimo la fase inferior, donde se encuentra el cloroformo
con PHB (figura 30). Debido a que la fase de interés es la fase inferior, la cual contiene el PHB,
se procedio a retirar dicha fase a tubos falcon abriendo la llave de paso del decantador, teniendo
cuidado de no permitir el paso de la fase intermedia ni la fase superior (figura 31). Posteriormente,

se procedié a evaporar el cloroformo, cuya temperatura de ebullicion es de 61,2 °C por lo cual se
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realiz6 la evaporacién a una temperatura de 65 °C (figura 32) hasta alcanzar un volumen cercano

al 20 % del volumen inicial [87].

Figura 30.

Proceso de decantacion de la mezcla a
partir de la digestion

Nota. Proceso de decantacién de la mezcla
a partir de la digestion, evidencia de tres
fases.

Figura 31.

PHB con cloroformo precipitado

Nota. PHB con cloroformo precipitado
en tubo falcon.
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Figura 32.

Evaporacion del cloroformo

Nota. Evaporacion del cloroformo a 65
°C

El polimero se precipitd en metanol frio manteniendo una relacién 1:5 en volumen de cloroformo
a metanol por un tiempo de 1 hora. Para posteriormente centrifugar la muestra obtenida a 3.500
rpm durante 15 minutos, se procedio a retirar el sobrenadante y se dejé secando la muestra en un
horno de conveccion a 37 °C por 48 horas. Una vez culminado este tiempo de secado, se obtuvo

el biopolimero en polvo (figura 33) [86].
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Figura 33.

PHB en polvo

Nota. PHB en polvo almacenado en cajas petri.

Finalmente, con el fin de realizar la respectiva estructuracion del biopolimero, se empled una
relacion de 1 g:20 mL de PHB en polvo y cloroformo respectivamente, este procedimiento se
realiz6 bajo una camara de extraccion por la naturaleza del cloroformo. Se calentd la muestra hasta
50 °C por un tiempo aproximado de 5 minutos, hasta ver la totalidad del cloroformo evaporado
[86]. El resultado de PHB estructurado obtenido se puede evidenciar en la figura (34).
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Figura 34.

PHB estructurado

Nota. PHB estructurado adherido a la base de cajas petri
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2.1.2. Resultados

» El contenido de glicerol presente en la muestra recibida por la empresa BioD fue de 80,59 %
y una vez realizado el proceso de purificacion de glicerol se consiguid obtener un contenido
de glicerol de 94,40 %.

» La densidad de la muestra recibida por la empresa BioD fue de 1,3506 g/mL y al culminar el
proceso de purificacion del glicerol la densidad de la mezcla obtuvo un nuevo valor de 1,3028
g/mL.

> De las fermentaciones realizadas se obtuvo en total 26,970 g de biomasa hiumeda y 9,536 g de
biomasa seca.

» Lacantidad de polimero PHB en polvo como resultado del proceso de extraccion y purificacion
de PHB fue de 5,609 g.

2.2. Objetivo 2: Seleccionar el microorganismo que presente mejor adaptacion al residuo
agroindustrial, al igual que las condiciones favorables para su crecimiento.

2.2.1. Metodologia

Con el fin de cumplir con este objetivo, primero se realizé una matriz de seleccién para escoger el

microorganismo mas apto para el proceso, y en segundo lugar se realizé la activacion del

microorganismo seleccionado en diferentes medios de cultivo.

2.2.1.a Justificacion de seleccion del microorganismo: Los aspectos considerados para el
desarrollo de la matriz de seleccién fueron forma, tincion de Gram (la cual permite clasificar y
diferenciar si se esta trabajando con una bacteria gran positiva 0 gran negativa), metabolismo,
respiracion celular, pH de crecimiento, temperatura de crecimiento, rango de tolerancia de

temperatura, fuentes de carbono, medios de cultivo, usos industriales y disponibilidad (figura 35).
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Figura 35.

Matriz de seleccion cualitativa

es de 431 euros.

el valor de la cepa es de 77
euros.

Criterios de seleccion Cupriavidus necator Bacillus Megaterium Cita
Forma Bacilo Bacilo [90]
Tincion de Gram Gram negativa Gram positiva [90]
Quimioheterétrofo obtienen su | Quimioheterétrofo obtienen su
. energia mediante la oxidacion | energia mediante la oxidacion [91]
Metabolismo - -
de compuestos organicos. de compuestos organicos.
Aerobia: son capaces de Aerobia: son capaces de
sobrevivir, multiplicarse y sobrevivir, multiplicarse y [91]
Respiracién celular desarrollarse en presencia de desarrollarse en presencia de
oxigeno. oxigeno.
6,5a 7,5 su rango de 5 a 9 presenta un rango de
- tolerancia para el potencial de | tolerancia para el potencial de 66
pH de crecimiento _ P P . . P p [66]
hidrogeno no es tan amplio. hidrogeno es mas grande.
Su rango de temperatura de Su rango de temperatura de
Temperatura de mayor crecimiento es de (30 — | mayor crecimiento es de (25— | [92]
crecimiento 37) °C. 37) °C.
. Pueden sobrevivir en un rango | Pueden sobrevivir en un rango
Rango de tolerancia de 92
g de temperatura de (0 —45) °C. | de temperatura de (0 — 50) °C. [92]
temperatura
Hidrocarburos, &cidos grasos .
. g ’ Glucosa, Glicerina, Sacarosa,
Glicerina, Azucares e o [93]
Fuentes de carbono . Almidon y Lactosa.
Hidrogeno.
. . Agar Nutritivo,
Agar Luria -Bertani, Agar Agar Trigtico de soya y Agar [93]
Medios de cultivo mineral y Agar Nutritivo. g P yayAg
Sabouraud.
Productos quimicos, . R
Bio Iésticc?s (PHAS) Medicamentos, Bioplasticos y [94]
Usos industriales P . Produccion de enzimas.
y Biogas.
. . , El tiempo de envio es de un
El tiempo de envio es mas de mes, si se encuentra en stock
Disponibilidad tres meses y el valor se la cepa ’ y [95]

Nota. Matriz de seleccion de microorganismo cualitativa.
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Tabla 9.

Matriz de seleccién cuantitativa

Factores Peso | Cupriavidus necator | Bacillus Megaterium
(%) Calif. Pond. Calif. Pond.
Forma 2 10 0,2 10 0,2
Tincion de Gram 5 10 0,5 10 0,5
Metabolismo 8 10 0,8 10 0,8
Respiracion celular 9 10 0,9 10 0,9
pH de crecimiento 5 7 0,35 8 0,4
Temperatura de crecimiento 12 7 0,84 9 1,08
Rango de tolerancia de temperatura 11 8 0,88 10 1,1
Fuentes de carbono 7 8 0,56 7 0,49
Medios de cultivo 8 8 0,64 9 0,72
Usos industriales 8 9 0,72 9 0,72
Disponibilidad 25 6 1,5 10 2,5
TOTAL 100 - 7,89 - 9,41

Nota. Matriz de seleccion de microorganismo cuantitativa

Mediante la tabla (9), donde se puede evidenciar el peso asignado correspondiente a cada criterio,

al igual que la valoracion para cada uno de los microorganismos y su respectivo peso ponderado,

se puede evidenciar que la bacteria Cupriavidus Necator cuenta con una calificacion total de 7,89

mientras que la bacteria Bacillus Megaterium cuenta con una valoracion total de 9,41 por lo cual

se realiza la eleccidn de trabajar con la bacteria Bacillus Megaterium para el desarrollo del presente

proyecto.

2.2.1.b. Activacién de la bacteria: Como se mencion6 anteriormente, la bacteria que fue

seleccionada para el proceso fue Bacillus Megaterium ATCC 14581 (figura 36), esta bacteria se

logré obtener mediante el laboratorio CMLAB S.A.S. en Bogota — Castilla.
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Figura 36.

Rotulo de la bacteria con su
respectivo ATCC

B.
megaterium

ATcc ® 14581™

LoT| 201-42-2
€4 2024-07-31
REF| 0201V

Nota. Rotulo ATCC de la
bacteria Bacillus Megaterium.

Para la activacion de la bacteria se prepararon tres medios de cultivo, uno liquido y dos solidos, el
primer medio de cultivo solido fue agar nutritivo y el segundo fue agar triptico de soya. EI medio
de cultivo liquido fue caldo Sabouraud. Cada uno de estos medios fueron esterilizados en una
autoclave por 15 min a 121 °C y a 15 Psi, despueés de auto clavar los medios de cultivo solidos se
dejaron solidificar cada uno en 4 cajas Petri respectivamente durante 12 horas.

Las bacterias Ilegaron en el método KWIK STIK™, cada uno de estos contiene un pellet de las
bacterias liofilizadas en la parte inferior, una ampolla de liquido hidratante en la parte superior y
un isopo de inoculacion en la parte intermedia, todo dentro de el mismo KWIK STIK™ como se

muestra en la figura (37).

Figura 37.

KWIK - STIK

Nota. KWIK-STIK imagen de

referencia.
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Primero se procedié rompiendo la ampolleta con el liquido hidratante, posteriormente sin destapar
el KWIK STIK™ se mezclo bien el liquido hidratante y el pellet liofilizado, con el fin de que el

isopo absorbiera la mayor cantidad de muestra.

Inmediatamente se sac6 el isopo del KWIK STIK™ y se sembro en los medios de cultivos con la
técnica de estria por agotamiento con ayuda de un asa redonda, se sellaron las cajas Petri y se

incubaron en un Shaker Heidolph 24 horas a 30 °C.

Obteniendo lo siguiente en los medios de cultivo:

Figura 38.

Agar nutritivo

Nota. Bacteria activada en agar nutritivo.

Figura 39.

Agar triptico de soya

Nota. Bacteria activada en agar triptico de soya.
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En las figuras (38) y (39) se presenta los medios de cultivo sembrados al cabo de 24 horas, la
bacteria activada en agar nutritivo corresponde a la figura (38), mientras que la bacteria activada

en agar triptico de soya se evidencia en la figura (39).

2.2.1.c. ldentificacion de la bacteria: Una vez sembradas las bacterias en los medios de cultivo, y
al cabo de 24 horas se lograban ver a simple vista las colonias de bacterias dentro de las cajas Petri.
Para la identificacién se utiliz6 el método de tincion de gram. Se tomd una colonia aislada con el
asa redonda y se fijo en el portaobjetos, primero se aplicé una gota de Cristal violeta con el fin de
pintar las paredes de las bacterias gram positivas, se dejo actuar por 1 minuto y se lavo con agua
desionizada. Después de agregd una gota de Lugol se dejé actuar por 1 minuto y se retir6
nuevamente. Posteriormente se agreg6é una gota de alcohol acetona para limpiar el exceso de
colorantes, por 30 segundos Yy se retird. Por Gltimo, se agregd una gota de safranina con el fin de
hacer el contraste con las bacterias gram negativas y se dejo actuar por 1 minuto y se retiré con

abundante agua desionizada [90].

Después de terminar la tincidn se agreg6 una gota de aceite de inmersion, y se observé la muestra
desde objetivo 100X en el microscopio de marca Advanced Optical como se muestra en la figura
(40).

Figura 40.

Vista microscopica de bacterias

Nota. Vista desde microscopio desde objetivo

100X de bacteria bacillus megaterium.
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2.2.1.d. Preinoculo: Antes de la fermentacion se prepard un preinoculo, para adaptar las bacterias
que se encontraban en un medio sélido a un medio liquido, con el fin de asegurar un crecimiento
rapido y abundante para optimizar la fermentacion. Primero se prepar6 un caldo triptico de soya
que se autoclavé a 121 °C y 15 Psi por 15min.

Posteriormente se vertieron 12 mL del caldo en 3 tubos de ensayo con tapa rosca (figura 41),
después se tomd una colonia aislada de una de las cajas Petri con el asa redonda y se insertd en un
tubo de ensayo, (esto se realizd con cada uno de los tubos de ensayo) se sello y se dejaron todos

los preindculos en el Shaker Heidolph durante 48 horas a 35 °C y 200 rpm.

Figura 41.

Preinéculo de bacteria

Nota. Preindculo de la bacteria bacillus megaterium

2.2.2. Resultados

> Después de las 24 horas de la activacion, se pudo evidenciar que en el medio de cultivo liquido
(Caldo Sabouraud) no crecieron colonias, por este motivo se decidié que los preindculos se
realizarian en caldo triptico de soya.

» Se incubaron las bacterias a 30 °C y 35 °C. Después de 24 horas se pudo evidenciar de forma

cualitativa que la temperatura que mas favorece el crecimiento de las bacterias es de 35 °C.
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2.3. Objetivo 3: Identificar las condiciones de operacion en el proceso de produccién de
termoplasticos biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol

2.3.1. Metodologia

Con el fin de identificar las condiciones de operacion en el proceso de produccion de

termoplésticos biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol, fue necesario contar con

diversos escenarios en las etapas de; preparacion de preindculo, fermentacion y digestion.

Modificando algunas variables manipuladas y evidenciando el comportamiento sobre la variable

de respuesta de interés.

2.3.1.a. Prein6culo: Para conocer las condiciones de operacion para la produccion de biomasa
inicial durante el preinoculo, fue necesario variar la temperatura, el tiempo y las revoluciones por

minuto durante todo el proceso.

Este proceso se realizd cuatro veces, en el primer grupo se llevé a cabo por 24 horas a 30 °C y sin

agitacion, mientras que el segundo grupo se realizo durante 48 horas a 35 °C y sin agitacion.

Después, las condiciones implementadas en el tercer grupo fueron 48 horas a 30 °C y 100 rpm y
el ultimo grupo se realiz6 en 48 horas a 35 °C y 200 rpm.

2.3.1.b. Fermentacidn: Para identificar la viabilidad de los preindculos se realizaron cuatro grupos
de fermentaciones, en donde se variaron las condiciones de temperatura, revoluciones por minuto

y adicionalmente, se evaluaron distintas concentraciones de fuente de carbono.

Todas las fermentaciones se realizaron durante 72 horas en ausencia de luz, con (5, 10 y 20) g/L

de glicerol como Unica fuente de carbono en tres erlenmeyes diferentes.

La primera y la segunda fermentacion se realizaron sin agitacion a una temperatura de 30 °C y 35

°C respectivamente.

La tercera y la cuarta fermentacion se llevaron a cabo a 30 °C y 35 °C respectivamente, con

agitacion constante de 200 rpm.
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2.3.1.c. Digestion: El proceso de digestion es un proceso critico en la produccion de
polihidroxialcanoatos a partir de glicerol mediante fermentacion microbiana ya que es donde se va
a realizar la extraccion del producto de interés, en este caso el PHB. Por ende, se evaluaron
distintos escenarios con el fin de evidenciar mediante qué condiciones de operacion se obtenia el
mayor contenido de PHB en polvo. Se realizaron distintitas digestiones, en las cuales se evalud la
influencia que tenian la temperatura, tiempo y relacion entre biomasa y volumen de dispersion
como variables manipuladas en el rendimiento del proceso como variable de respuesta. Todas las
variables manipuladas fueron consideradas cuantitativas y los valores que fueron considerados
fueron los siguientes: Temperatura (30 °C y 50 °C), tiempo (45 minutos y 90 minutos) y por ultimo

la relacion entre biomasa y volumen de dispersion (0,2 g biomasa/ ML dispersion Y 0,4 O biomasa / ML

dispersién)-

2.3.2. Resultados

2.3.2.a. Tablas de fermentacion
2.3.2.a.i. Primera fermentacion
Tabla 10.

Datos de la primera fermentacion

5 g/L glicerol 10 g/L glicerol 20 g/L glicerol
T Biomasa (g) T Biomasa (g) T Biomasa (g)
Tubo | vacio vacio vacio
Humeda Seca Humeda Seca Hdmeda Seca
(9) (9) (9)

6,431 6,63 6,44 6,289 | 6459 | 6,322 | 6,415 | 6,631 | 6,429
6,173 | 6,314 6,18 6,336 | 6,521 | 6,343 | 6,283 | 6,409 | 6,296
6,180 | 6,363 | 6,189 | 6,248 6,44 6,255 6,17 6,379 | 6,241
6,239 | 6,418 | 6,248 | 6,292 | 6,503 | 6,376 | 6,361 | 6,611 | 6,373
6,379 | 6,535 | 6,384 | 6,279 | 6,446 | 6,285 | 6,264 | 6,533 | 6,296
6,182 | 6,371 | 6,191 | 6,337 | 6,543 | 6,344 | 6,322 | 6,531 | 6,335
6,307 | 6,454 | 6,386 | 6,182 | 6,385 | 6,188 | 6,339 | 6,607 | 6,383
6,181 | 6,373 | 6,192 | 6,322 | 6,578 | 6,329 | 6,335 | 6,669 | 6,372

Nota. Datos de biomasa seca y biomasa himeda obtenida de la primera fermentacion

O N O O b~ W N

2.3.2.a.ii. Segunda fermentacion
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Tabla 11.

Datos de la segunda fermentacion

5 g/L glicerol 10 g/L glicerol 20 g/L glicerol
T Biomasa (g) T Biomasa (g) T Biomasa (g)
Tubo | vacio vacio vacio

(g) Hdmeda Seca (g) Hdmeda Seca (g) Hlmeda Seca
1 6,198 | 6,395 | 6,206 6,36 6,562 | 6,405 6,32 6,541 | 6,462
2 6,36 6,568 | 6,373 6,19 6,358 | 6,232 | 6,231 | 6,454 | 6,352
3 6,322 | 6,595 | 6,351 | 6,344 | 6,591 | 6,461 | 6,343 | 6,572 | 6,389
4 6,356 | 6,668 | 6,378 | 6,175 | 6,367 | 6,207 | 6,432 | 6,629 | 6,561
5 6,483 | 6,683 | 6,495 | 6,322 | 6,598 | 6,441 | 6,367 | 6,597 | 6,433
6 6,374 | 6,593 | 6,387 | 6,371 | 6,438 | 6,482 6,41 6,631 | 6,595
7 6,356 | 6,574 | 6,379 | 6,281 | 6,484 | 6,398 | 6,179 | 6,387 | 6,215
8 6,188 | 6,405 | 6,232 | 6,301 | 6,651 | 6,417 | 6,267 | 6,433 | 6,286

Nota. Datos de biomasa seca y biomasa himeda obtenida de la segunda fermentacion.

2.3.2.a.iii. Tercera fermentacion

Tabla 12.
Datos de la tercera fermentacion
5 g/L glicerol 10 g/L glicerol 20 g/L glicerol
T Biomasa (g) T Biomasa (g) T Biomasa (g)
Tubo | vacio vacio vacio
(g) Humeda Seca (g) Humeda Seca (g) Hdmeda Seca
1 6,331 | 6,875 | 6,378 | 6,318 | 6,537 | 6,471 | 6,356 6,62 6,387
2 6,363 | 6,837 | 6,412 | 6,188 | 6,609 | 6,363 | 6,483 | 6,779 | 6,529
3 6,311 | 6,712 | 6,401 | 6,251 | 6,631 | 6,452 | 6,374 | 6,635 | 6,404
4 6,324 | 6,735 | 6,380 | 6,222 | 6,568 | 6,334 | 6,239 | 6,460 | 6,298
5 6,360 | 6,648 | 6,389 | 6,205 | 6,532 | 6,289 | 6,418 | 6,680 | 6,563
6 6,322 | 6,798 | 6,453 | 6,441 | 6,817 | 6,626 | 6,298 | 6,513 | 6,348
7 6,30 6,849 | 6,387 | 6,365 | 6,851 | 6,578 | 6,198 | 6,449 | 6,228
8 6,451 | 6,921 | 6,528 | 6,169 | 6,792 | 6,414 | 6,264 | 6,570 | 6,486

Nota. Datos de biomasa seca y biomasa himeda obtenida de la tercera fermentacion.
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2.3.2.a.iv. Cuarta fermentacién

Tabla 13.

Datos de la cuarta fermentacion

5 g/L glicerol 10 g/L glicerol 20 g/L glicerol
T Biomasa (g) T Biomasa (g) T Biomasa (g)
Tubo | vacio vacio vacio
Humeda Seca Humeda Seca Humeda Seca
9) 9) 9)

6,190 | 6,486 | 6,336 | 6,420 | 6,705 | 6,538 | 6,198 | 6,523 | 6,288
6,337 | 6,658 | 6,470 | 6,613 | 6,937 | 6,726 | 6,307 | 6,743 | 6,400
6,342 | 6,643 | 6,499 | 6,330 | 6,641 | 6436 | 6,226 | 6,571 | 6,382
6,165 | 6,422 | 6,286 | 6,445 | 6,732 | 6,477 | 6,344 | 6,938 | 6,721
6,362 | 6,653 | 6,471 | 6,436 | 6,919 | 6,708 | 6,367 | 6,753 | 6,559
6,375 | 6,698 | 6,497 | 6,371 | 6,634 | 6417 | 6,252 | 6,665 | 6,524
6,436 | 6,894 | 6,660 | 6,281 | 6,625 | 6,555 | 6,664 | 7,007 | 6,815
8 6,252 | 6,578 | 6,285 | 6,552 | 6,994 | 6,795 | 6,254 | 6,597 | 6,422

Nota. Datos de biomasa seca y biomasa himeda obtenida de la cuarta fermentacion.

~N| O O B W N

En las tablas anteriores (10), (11), (12), y (13) se observan los pesos de los tubos falcon vacios,
los tubos con la biomasa himeda y los tubos con la biomasa seca en cada una de las
fermentaciones. Por otro lado, mediante las tablas (14), (15), (16) y (17) se evidencian los valores

obtenidos de biomasa hiimeda y seca de cada una de las fermentaciones.
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Tabla 14.

Valores de biomasa himeda y seca de la primera fermentacion

Biomasa humeda (g) Biomasa seca (Q)

5g/L 10 g/L 20 g/L 5¢g/L 10 g/L 20 g/L
0,199 0,17 0,216 0,009 0,033 0,014
0,141 0,185 0,126 0,007 0,007 0,013
0,183 0,192 0,209 0,009 0,007 0,071
0,179 0,211 0,25 0,009 0,084 0,012
0,156 0,167 0,269 0,005 0,006 0,032
0,189 0,206 0,209 0,009 0,007 0,013
0,147 0,203 0,268 0,079 0,006 0,044
0,192 0,256 0,334 0,011 0,007 0,037
1,386 1,59 1,881 0,138 0,157 0,236

TOTAL 4,857 TOTAL 0,531

Nota. Valores de biomasa himeda y seca de la primera fermentacion.
Tabla 15.

Valores de biomasa himeda y seca de la segunda fermentacion.

Biomasa humeda (g) Biomasa seca (Q)

59/L 10 g/L 20 g/L 5¢g/L 10 g/L 20 g/L
0,197 0,202 0,221 0,008 0,045 0,142
0,208 0,168 0,223 0,013 0,042 0,121
0,273 0,247 0,229 0,029 0,117 0,046
0,312 0,192 0,197 0,022 0,032 0,129
0,2 0,276 0,23 0,012 0,119 0,066
0,219 0,067 0,221 0,013 0,111 0,185
0,218 0,203 0,208 0,023 0,117 0,036
0,217 0,35 0,166 0,044 0,116 0,019
1,844 1,705 1,695 0,164 0,699 0,744
TOTAL 5,244 TOTAL 1,607

Nota. Valores de biomasa himeda y seca de la segunda fermentacion.
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Tabla 16.

Valores de biomasa himeda y seca de la tercera fermentacion.

Biomasa humeda (g)

5g/L 10 g/L 20 g/L
0,365 0,219 0,544
0,306 0,169 0,474
0,261 0,38 0,401
0,259 0,346 0,411
0,281 0,227 0,288
0,215 0,256 0,476
0,251 0,486 0,449
0,315 0,623 0,37
2,253 2,706 3,413

TOTAL 8,372

Nota. Valores de biomasa himeda y seca de la tercera fermentacion.

Tabla 17.

Valores de biomasa himeda y seca de la cuarta fermentacion.

Biomasa humeda (g)

5 g/L 10 g/L 20 g/L
0,296 0,285 0,325
0,321 0,324 0,436
0,301 0,311 0,345
0,257 0,287 0,594
0,291 0,483 0,386
0,323 0,263 0,413
0,458 0,344 0,343
0,326 0,442 0,343
2,573 2,739 3,185

TOTAL 8,497

Nota. Valores de biomasa himeda y seca de la cuarta fermentacién.
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Biomasa seca (Q)

5¢g/L 10 g/L 20 g/L
0,225 0,036 0,278
0,162 0,035 0,230
0,096 0,011 0,151
0,130 0,181 0,056
0,076 0,114 0,091
0,072 0,086 0,237
0,074 0,251 0,200
0,185 0,536 0,133
1,019 1,251 1,376

TOTAL 3,647

Biomasa seca (Q)

5¢g/L 10 g/L 20 g/L
0,146 0,118 0,090
0,133 0,113 0,093
0,157 0,106 0,156
0,121 0,032 0,377
0,109 0,272 0,192
0,122 0,046 0,272
0,224 0,274 0,151
0,033 0,243 0,168
1,046 1,205 1,501

TOTAL 3,751




Tabla 18.

Valores de hiomasa himeda y seca de la segunda fermentacion.

Rendimiento (Y xs)
Fermentacion Fuente de carbono
5g/L | 10g/L | 20g/L
1 0.277 0.159 0.094
2 0.369 0.171 0.085
3 0.451 0.271 0.171
4 0.515 0.274 0.159

Nota. Valores de biomasa himeda y seca de la segunda fermentacion.

Mediante la tabla (18) se consolidan los datos obtenidos de rendimientos de biomasa sustrato (Y
wis) €n las cuales se sumd la cantidad de biomasa total obtenida en cada una de las réplicas por

concentracion de fuente de carbono.
Tablas de digestion

Los resultados obtenidos mediante cada una de las digestiones que fueron realizadas a distintas

condiciones de operacion se presentan en la tabla (19).

Tabla 19.

Resultados obtenidos en el proceso de digestion

Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Tiempo (min) — 30 — 50
Relacion (g biomasa / ML dispersic’)n) Relacion (g biomasa / ML dispersién)
0,2 0,4 0,2 0,4
45 0,280 0,449 0,393 0,673
90 0,673 1,010 0,897 1,234

Nota. Resultados obtenidos en el proceso de digestion.

Considerando que la biomasa seca obtenida en cada una de las réplicas de la fermentacion fue
mezclada, el total de biomasa masa seca obtenida de la fermentacién fue de 9,536 g y el total de
polimero en polvo obtenido del proceso de digestion fue de 5,609 g se procede a realizar los

respectivos célculos de rendimiento y de recuperacion.

Para el calculo del rendimiento se implemento la siguiente ecuacion:

P.O 100 (3)
£
B.S
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Donde;
n = Rendimiento (%)
P.O = Polimero obtenido

B.S = Biomasa seca

Obteniendo como resultado

n =58,82%
Para realizar el calculo de la recuperacion es necesario conocer el rendimiento teérico, el cual tiene

un valor de 98 % y se realiza mediante la siguiente ecuacion:

Rendimiento experimental 10
*

% Recuperaciéon = — 0
0 p Rendimiento teOrico (4)

Obteniendo como % de Recuperacion un valor de:

Recuperacion = 60,02 %
A continuacion, se puede evidenciar la tabla (20) la cual consolida los datos anteriormente

mencionados

Tabla 20.

Recopilacion de resultados

Biomasa Biomasa seca Polimero Rendimiento | Recuperacion
hameda (g) (9) obtenido (g) (%) (%)

26,970 9,536 5,609 58,82 60,02

Nota. Recopilacion de resultados.

» Una vez realizados los cuatro grupos de preindculos con diferentes condiciones de operacion,
se pudo evidenciar de forma cualitativa que el preindculo que produjo mayor cantidad de
biomasa fue el que opero por 48 horas con una temperatura de 35 °C y contaba con agitacion
contintia de 200 rpm.

» Se observo de manera cualitativa y cuantitativa que la fermentacién que produjo mayor

cantidad de biomasa fue la que opero a 35 °C con 200 rpm y 20 g de fuente de carbono.

80



» La mayor cantidad de PHB en polvo producido en el proceso de extraccion y purificacion del
termoplastico, fue implementando las siguientes condiciones de operacion en la digestion:

Temperatura de 50 °C, durante 90 minutos y considerando una relacién de 0,4 g biomasa/ ML

dispersion.

2.4. Objetivo 4: Comparar el termoplastico obtenido mediante el aprovechamiento de un

residuo agroindustrial con el termoplastico convencional

2.4.1. Metodologia

Una vez obtenida la estructura del polimero deseado, se procedi6 a realizar distintas pruebas al
material con el fin de lograr una comparacion entre el termopléstico obtenido experimentalmente
con un termoplastico convencional. Considerando que el PHB puede reemplazar al polietileno de
baja densidad se realizo la respectiva comparacion con film adhesivo, el cual es un tipo de plastico
que se fabrica con una pelicula de polietileno de baja densidad (LDPE) y es comunmente conocido

como papel vinipel, su respectiva ficha técnica se encuentra en el (Anexo 4).
Inicialmente se procedié a adherir las respectivas ldminas de plastico a cajas Petri.

Para el termopléastico obtenido experimentalmente, se agregdé PHB en polvo en dos cajas Petri y
se puso en contacto con cloroformo en una relacion de (1 g:20 mL) respectivamente. Se procedio
a calentar la caja Petri hasta observar que el cloroformo se evaporara en su totalidad y de esa

manera se obtuvo la lamina de PHB adherida a la caja Petri.

Para adherir la lamina de papel vinipel, se procedié a depositar la muestra de plastico en la caja
Petri y posteriormente someter la caja a calentamiento hasta observar que la lamina se haya
adherido en su totalidad, las muestras de plastico adheridas se pueden evidenciar mediante las
figuras (27) y (28):
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Figura 42.

Film adherente y PHB obtenido experimentalmente

Nota. Film adherente y PHB obtenido experimentalmente
adheridos en cajas Petri.

Figura 43.

Film adherente y PHB obtenido experimentalmente

Nota. Film adherente y PHB obtenido experimentalmente adheridos en
cajas Petri sin tapa.

Una vez listas las cajas Petri con las respectivas muestras, se procedié a realizar las pruebas de
degradabilidad y solubilidad de manera cualitativa. Para esto se sumergio en su totalidad las

laminas en agua y etanol respectivamente, controlando las condiciones ambientales a las que serian
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expuestas por un total de 60 horas y realizando un registro fotografico del comportamiento que

tienen las muestras cada 12 horas.

Para diferenciar las pruebas que serian realizadas en cada caja Petri se procedié a rotular las cajas

de la siguiente manera

Tabla 21.

Condiciones prueba de Solubilidad

Prueba Solubilidad
Caja Petri | Rotulo | Termoplastico Cantidad Sustancia
1 A Experimental 25 mL Etanol
2 A Convencional 25 mL

Nota. Condiciones prueba Solubilidad.
Tabla 22.

Condiciones pruebas de Degradabilidad

Prueba Degradabilidad
Caja Petri | Rotulo | Termoplastico Cantidad Sustancia
3 B Experimental 20 mL Agua
4 B' Convencional 20 mL

Nota. Condiciones prueba degradabilidad.

Mediante las tablas (21) y (22) se puede evidenciar el tipo de prueba que seré realizada en cada
una de las cajas Petri, el nmero de caja Petri con su respectivo rotulo, que tipo de termoplastico
se encuentra en cada caja, cual es la cantidad y la sustancia en la cual estara inmersa la muestra de

plastico.

Adicionalmente, aparte de realizar las pruebas de degradabilidad y de solubilidad, también se
Ilevaron a cabo pruebas Opticas del termoplastico obtenido y una prueba mecanica de resistencia

del material, todas las pruebas realizadas al material se realizaron de manera cualitativa.

Para la prueba Optica del material, cuyo objetivo principal es determinar la cantidad de luz capaz
de atravesar el material. Se procedi6 a tener una ld&mina adherida en una caja Petri y analizar de
manera visual, si es posible ver a través del polimero y si se permite el paso o no de luz a través
del material. Por otro lado, para determinar el grado de resistencia del polimero obtenido de manera
cualitativa, se procedio a presionar el material con la mano y rayar la pieza con ayuda de un asa,

posteriormente, mediante inspeccion visual se procedié a evaluar la resistencia del material.
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Tanto la prueba Optica como la mecanica, fue realizada al termoplastico obtenido
experimentalmente y al termoplastico convencional (papel vinipel) con el fin de realizar la

respectiva comparacion entre materiales.

2.4.2. Resultados

Tal como se explico en la seccion metodoldgica del desarrollo del objetivo 4, se realizaron pruebas
cualitativas de degradabilidad y solubilidad, las pruebas tuvieron una duracién de 60 horas en las
cuales se realizo un registro fotografico del material sumergido en la respectiva sustancia cada 12
horas, los resultados correspondientes a la prueba de solubilidad se pueden evidenciar mediante
las ilustraciones (29), (30), (31), (32), (33) y (34), mientras que los resultados para la prueba de
degradabilidad mediante las ilustraciones (35), (36), (37), (38), (39) y (40).

2.4.2.a. Solubilidad

Figura 44.

Prueba solubilidad — Tiempo = 0 horas.

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 0 horas.
Figura 45.

Prueba solubilidad — Tiempo = 12 horas.

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 12 horas.
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Figura 46.

Prueba solubilidad — Tiempo = 24 horas.

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 24 horas.
Figura 47.

Prueba solubilidad — Tiempo = 36 horas.

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 36 horas.
Figura 48.

Prueba solubilidad — Tiempo = 48 horas

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 48 horas.
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Figura 49.

Prueba solubilidad — Tiempo = 60 horas

Nota. Prueba solubilidad al cabo de 60 horas.

2.4.2.b. Degradabilidad

Figura 50.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 0 horas.

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 0 horas.
Figura 51.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 12 horas.

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 12 horas.
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Figura 52.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 24 horas

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 24 horas.
Figura 53.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 36 horas.

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 36 horas.
Figura 54.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 48 horas.

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 48 horas
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Figura 55.

Prueba degradabilidad — Tiempo = 60 horas.

Nota. Prueba degradabilidad al cabo de 60 horas.

2.4.2.c. Opticas: Los resultados obtenidos mediante las pruebas opticas realizadas permitieron
evidenciar que el termopléstico obtenido tiene un comportamiento translucido, ya que permite un
paso parcial de la luz a través de él, sin embargo, no permite una visién totalmente clara de los
objetos que se encuentran detras. Por otro lado, el film adherente que se utilizd para realizar la
respectiva comparacion se evidencia que es un tipo de plastico transparente ya que permite el paso

claro y sin distorsiones de la luz a través de él.

2.4.2.d. Mecénicas: Al realizar la prueba de esfuerzo mecanica de presion y rayadura sobre la
muestra de termoplastico obtenida experimentalmente se evidencio un comportamiento
semirrigido, ya que era facil distinguir una resistencia estructural con cierta flexibilidad y
maleabilidad. Por el otro lado el film adherente tuvo un comportamiento semirrigido y flexible

caracteristico de este tipo de polietileno de baja densidad.
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3. ANALISIS Y DISCUSIONES
3.1. Analisis de cada uno de los objetivos
3.1.1. Objetivo 1

Determinar la viabilidad del aprovechamiento del glicerol como materia prima para la

produccion de termoplasticos.

3.1.1.a. Viabilidad del aprovechamiento del glicerol: Mediante los resultados obtenidos
correspondientes al cumplimiento del primer objetivo, se puede analizar que le seleccién de un
correcto tren de separacion para la purificacion del glicerol crudo es fundamental, ya que tal como
lo establece Naranjo [3], “Los microorganismos se ven afectados por la concentracion de sales y
otras impurezas presentes en el glicerol crudo” por lo cual es de suma relevancia contar con la
mayor pureza de glicerol y de esta manera lograr favorecer la productividad de PHB. El glicerol
obtenido por la industria BioD, se considera un producto de excelente calidad ya que cuenta con
un grado de pureza de 80,59 %, lo que indica que previo a su comercializacion, el glicerol es
sometido a cierto proceso de purificacion. El tren de separacion seleccionado en este trabajo, el
cual se componia de 4 etapas principales; acidificacion, neutralizacion, destilacion y decoloracion,
pese a ser un proceso cuyo consumo energético es elevado debido a la alta capacidad calorifica del
glicerol, se obtienen altos rendimientos en términos de produccién de glicerina de alta pureza. Al
contrastar los resultados obtenidos en este proceso, donde se obtuvo una pureza de glicerol de
94,40 %, con el trabajo realizado por los autores Aguzin, Bedogni, Okuli y Padré [85], donde
obtuvieron una pureza de 95 % se evidencia que el proceso de separacion fue el adecuado y se
encuentra soportado tanto experimental como tedricamente, para su posterior aprovechamiento en
la produccion de PHB. Por otro lado, se puede evidenciar los resultados de densidad obtenidos
tanto de la muestra de glicerol recibida por le empresa BioD como la densidad obtenida posterior
a ser sometida al tren de separacion. El glicerol puro cuenta con una densidad de 1,26 g/cm® e
inicialmente el glicerol crudo recibido contaba con una densidad de 1,3506 g/cm?. Posterior al
proceso de purificacion la densidad del glicerol crudo de trabajo sufrid una disminucion en su
densidad obteniendo como nuevo resultado 1,3028 g/cm® lo cual demuestra que cada vez se
asemeja mas a las caracteristicas del glicerol puro, lo que indica que el glicerol obtenido por la
industria BioD como un co producto de la produccion de biodiesel es una excelente opcion para el

aprovechamiento en la produccion de termoplasticos.
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En cuanto al proceso de fermentacion, se evidencia que inicialmente se obtuvo una biomasa
himeda total de 26,970 g, y al realizar el respectivo proceso de secado para eliminar la humedad,
se obtuvo un total de biomasa seca de 9,536 g, lo cual indica que hubo una disminucién del 64,64
%, esto se debe a que al momento de trabajar con microorganismos, en este caso especifico con
bacterias, existen varios factores que pueden afectar su rendimiento, como lo son; condiciones
ambientales, entre las que se encuentra la temperatura, el pH, la humedad, disponibilidad de
oxigeno. Por otro lado, la fuente de los nutrientes, es fundamental contar con buena disponibilidad
y calidad de nutrientes para el éptimo crecimiento y desempefio de las bacterias. Asimismo, la
presencia de contaminacion y el estrés celular pueden afectar el rendimiento, considerando que
este trabajo fue realizado netamente experimental y se realizaba en un laboratorio de bioprocesos
en el cual se desarrollaban distintos proyectos con otro tipo de microorganismos este ultimo
criterio pudo haber tenido influencia en el rendimiento. Todos estos son factores que pueden

afectar directamente en el rendimiento de produccién.

En cuanto al proceso de extraccion y purificacion del PHB, el cual tuvo como proceso critico la
digestion, se evidencia que las condiciones a las que se realiz el proceso fueron las adecuadas ya
que inicialmente se contaba con 9,536 g de biomasa seca de la cual se obtuvo 5,609 g de PHB en
polvo, esto permitiendo obtener un rendimiento de 58,82 % lo cual, al ser comparado con distintos

Naranjo [3], Astudillo y Olmedo [86] , se encuentra en un rango adecuado.

Mediante los analisis realizados anteriormente en cada una de las etapas del proceso de produccién
de PHB a partir de glicerol mediante fermentacion microbiana se puede analizar que; con el fin de
favorecer el rendimiento de produccién de PHB se debe contar con un glicerol de alta pureza,
condiciones Optimas y controladas de operacion para el proceso de fermentacién, al igual que

realizar una digestién microbiana con las condiciones adecuadas.
3.1.2. Objetivo 2

Seleccionar el microorganismo que presente mejor adaptacion al residuo agroindustrial, al igual

que las condiciones favorables para su crecimiento.

3.1.2.a. Matriz de seleccion: Para lograr hacer una correcta seleccion del microrganismo fue
necesario realizar una matriz de selecciéon como se muestra en las tablas 9 y 10, en donde se

resaltaban los aspectos mas importantes de las bacterias Cupriavidus necator y Bacillus
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Megaterium. Estas dos bacterias se han utilizado en estudios anteriores para la produccion de
PHAs, por la capacidad que tiene para producir estos polimeros bajo condiciones de estrés
nutricional. Para este caso, el factor que tiene el peso con mayor influencia es la disponibilidad
con un 25 %, este item abarca la disponibilidad en Colombia y su precio. Después de realizar una
busqueda en los laboratorios y ceparios disponibles, no se contaba con stock de estas cepas en
Colombia, por lo tanto, se tuvo que recurrir a la busqueda de laboratorios para la importacion de
estas cepas, Cupriavidus necator con numero de ATCC 17699, contaba con un tiempo de entrega
superior a los 3 meses y un valor de $2.009.036 COP (sin considerar los costos de envi6 e
importacion), mientras que Bacillus Megaterium con numero de ATCC 14581, contaba con tiempo

de entrega inferior a los 3 meses y un valor total de $500.000 COP.

Por otro lado, también se tuvieron en cuenta factores como el pH de crecimiento en donde para
Cupriavidus necator el rango de tolerancia es de 6,5 a 7,5 mientras que el rango de Bacillus
Megaterium es mayor y se encuentra en un rango de 5 a 9. Por otra parte, se evaluaron los rangos
de temperaturas para la tolerancia y para el crecimiento, en el cual C. necator cuenta con un rango
de tolerancia de 0 °C a 45 °C y un rango de crecimiento de 30 °C a 37 °C. En contraste con B.
Megaterium la cual presentaba un rango de tolerancia de 0 °C a 50 °C y un rango de crecimiento
de 25°C a 37 °C.

Todos estos factores nos indica que, la bacteria mas adecuada para el proceso es Bacillus

Megaterium, la cual cuenta con en valor de 9,41/10.

3.1.2.b. Medios de cultivo: Con el fin de seleccionar el medio de cultivo adecuado para el
crecimiento y adaptacion de los microrganismos, en este caso Bacillus Megaterium, fue necesario
buscar en fuentes bibliograficas los medios de cultivo, los cuales contienen los nutrientes
necesarios para su correcto crecimiento, para este caso se seleccionaron tres medios de cultivo, el
primero fue agar nutritivo ya que este cuenta con los nutrientes basicos como peptona y extracto
de carne que soportan el crecimiento para multiples bacterias [91]. En segundo lugar, se eligio el
agar triptico de soya, este medio de cultivo no es selectivo, lo que indica que no tiene agentes que
inhiben el crecimiento de bacterias. Este agar este compuesto por triptona, soya peptona, y extracto
de soya [92]. Y por ultimo se trabajo con caldo Sabouraud, sus dos principales ingredientes son

dextrosa y peptona [93].
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Durante el proceso de activacion de la bacteria, al cabo de 24 horas se pudo evidenciar que el
crecimiento fue exitoso en el agar nutritivo y en el agar triptico de soya, sin embargo, en el caldo
Sabouraud no se puedo evidenciar crecimiento al cabo de 24 horas, esto se dio de esta manera
debido a que el caldo utilizado contaba con un aditivo de cloranfenicol. Este aditivo actia como
antibidtico para prevenir el crecimiento bacteriano, este recurso es mas utilizado en el crecimiento

de hongos y levaduras, no en el crecimiento bacteriano.
3.1.3. Objetivo 3

Identificar las condiciones de operacién en el proceso de produccion de termoplasticos
biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol.

3.1.3.a. Condiciones de operacion para preinoculo: El preinéculo cuenta con un impacto
importante en la fermentacion, debido a que este es el paso donde se establecen las condiciones
iniciales del proceso, esto puede influir en la velocidad de crecimiento, la eficiencia y la calidad

del producto en el proceso.

Como se mostré anteriormente, las condiciones de operacién para el preindculo son a 35 °C debido
que la bacteria Bacillus Megaterium es mesofila y su rango de temperatura en donde presenta
mayor velocidad de crecimiento es entre los 30 °C y 45 °C [94], por otro lado, el preindculo se
debe realizar minimo durante 48 horas el cual es el tiempo suficiente para la activacion y el
crecimiento de las bacterias [95]. Por altimo, esta la agitacion constante, esta puede ser a 200 rpm
con el fin de lograr una correcta aireacion del medio favoreciendo el desarrollo de las bacterias
[96].

3.1.3.b. Condiciones de operacion de la fermentacion: La fermentacion microbiana es un proceso
metabolico llevado a cabo por microorganismos, ya sea bacterias o levaduras, bajo condiciones
aerobias (con presencia de oxigeno) o anaerobias (en ausencia de oxigeno) obteniendo una fuente
de energia y potencializando el crecimiento de la biomasa. El proceso de fermentacion es obtenido
por accion de las enzimas, las cuales realizan cambios quimicos en las sustancias organicas [97]

por medio de factores como: la temperatura, pH, sustrato, incidencia de luz, con o sin agitacion.
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Figura 56.

Cantidad de biomasa himeda y seca producida

Biomasa producida
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Biomasa hiimeda Biomasa seca

Nota. Cantidad de biomasa humeda y seca producida.
En la figura (56) se puede observar la cantidad de biomasa humeda y biomasa seca producida
durante los procesos de fermentacion, en la cual se presenta una diferencia de 17,434 g y este valor
hace referencia a la perdida de humedad durante el proceso de secado que se lleva a cabo después

de la fermentacion.
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Figura 57.

Cantidad de biomasa seca producida en cada fermentacion
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Nota. Cantidad de biomasa seca producida en cada fermentacion.

En la figura (57) se puede observar el comportamiento que presenta la biomasa seca en cada una
de las cuatro fermentaciones con las diferentes concentraciones de glicerol (5, 10 y 20) g/L, en
donde se puede ver que el aumento de glicerol en el medio de cultivo (como fuente de carbono

para los microorganismos) favorece la produccién de biomasa seca.

En las fermentaciones cuya concentracion de glicerol fue de 5 g/L, se pueden ver en las dos
primeras fermentaciones que la variacion en la temperatura no afecta de forma significativa la
produccion de biomasa, por el contrario, las dos ultimas fermentaciones presentan una gran
diferencia en cuanto a la produccion de biomasa seca debido a que estas contaban con agitacion
continua a 200 rpm, de igual forma en este caso la variacion de temperatura no afectaba demasiado

la produccion de biomasa seca.

En las fermentaciones con concentracion de (10 y 20) g/L de glicerol, la temperatura afecta de
forma significativa los dos primeros grupos de fermentacion que no presentaban agitacion
constante, sin embargo, en los dos Ultimos grupos que presentaban agitacion, el cambio por la

temperatura no fue muy relevante.
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Figura 58.

Cantidad de biomasa seca producida en cada fermentacion
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Nota. Cantidad de biomasa seca producida en cada fermentacion.

La figura (58) representa el comportamiento de la biomasa himeda que se obtuvo durante cuatro
procesos de fermentacion, con la variacion de la concentracion de glicerol (como fuente de carbono

para los microorganismos).

En cada fermentacion se puede ver la poca influencia que tiene la temperatura a media que se va
aumentando la concentracion de glicerol en el medio de cultivo, puesto que el cambio es minino,
sin embargo, a menores concentraciones el glicerol, el cambio en la produccién de biomasa
humeda se ve mas influenciado por el cambio en la temperatura, como se muestra en las

fermentaciones cuya concentracion de glicerina fue de 5 g/L.

Por otro lado, se puede ver que el factor que tiene mas influencia en el aumento de la produccién
de biomasa humeda es la agitacion constante en rpm, como se ve en cada una de las fermentaciones

(ue experimentan este factor.

Con el fin de realizar el disefio de experimentos y su respectivo disefio factorial para el anlisis de

los datos se implemento el software estadistico MiniTab Statistical Software.

Para identificar los factores que son significativos en la fermentacion para la variable de respuesta,
que en este caso es la biomasa producida, se realizo un disefio de experimentos factorial para los

resultados de la fermentacion (tabla 23).
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Tabla 23.

Disefio de experimentos condiciones de operacion para la fermentacion.

Factores Niveles | Replica | Respuesta
Temperatura (°C) 2
Revoluciones por minuto (rpm) 2 8 Biomasa seca
Concentracion de glicerol (g/L) 3

Nota. Disefio de experimentos condiciones de operacion para la fermentacion.

A continuacion, se presenta la matriz del disefio para el caso de la fermentacion (tabla 24).

Tabla 24.

Matriz de disefio condiciones de operacion para la fermentacion.

Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Concentracién 30 35
fuente de carbono - - - -
(9/L) Revoluciones por minuto (rpm) | Revoluciones por minuto (rpm)
0 200 0 200
0,009 0,225 0,008 0,146
0,007 0,162 0,013 0,133
0,009 0,096 0,029 0,157
5 0,009 0,130 0,022 0,121
0,005 0,076 0,012 0,109
0,009 0,072 0,013 0,122
0,079 0,074 0,023 0,224
0,011 0,185 0,044 0,033
0,033 0,036 0,045 0,118
0,007 0,035 0,042 0,113
0,007 0,011 0,117 0,106
10 0,084 0,181 0,032 0,032
0,006 0,114 0,119 0,272
0,007 0,086 0,111 0,046
0,006 0,251 0,117 0,274
0,007 0,536 0,116 0,243
0,014 0,278 0,142 0,090
0,013 0,230 0,121 0,093
0,071 0,151 0,046 0,156
20 0,012 0,056 0,129 0,377
0,032 0,091 0,066 0,192
0,013 0,237 0,185 0,272
0,044 0,200 0,036 0,151
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0,037 | 0133 | 0,019 0,168

Nota. Matriz de disefio condiciones de operacién para la fermentacion.

Las hipoétesis establecidas en este disefio de experimentos son las siguientes:

HO = El factor de estudio no tiene un efecto significativo en el comportamiento de la variable de

respuesta.

Ha = EI factor de estudio tiene un efecto significativo en el comportamiento de la variable de

respuesta.

Figura 59.

Gréfica de efectos principales para Y = Biomasa Seca (g)

Grafica de efectos principales para Y = Biomasa Seca
Medias ajustadas

Temperatura (°C) Revoluciones por minuto {rpm) | Concentracion de gliceral {g/l)
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Nota. Gréfica de efectos principales para Y = Biomasa Seca (g).
En la figura (59) se puede ver la grafica de efectos principales para Y = Biomasa seca, en donde
las coordenadas que se pueden evidenciar en esta corresponden a los valores de las medias de
biomasa seca en cada uno de los niveles evaluados por cada factor, gracias a esto la gréafica se

divide en tres cuadrantes, los cuales corresponden a cada una de las variables dependientes.

En la grafica se puede observar el aumento correspondiente para cada una de las variables
independientes y su efecto para la variable de respuesta, la cual, para este caso es la produccion de
biomasa seca, en donde el factor con mayor influencia es la variable de agitacion, dado que cuando

se tienen O rpm el valor de la media de biomasa seca es de 0,045 mientras que la media para 200
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rpm es de 0,154, con un delta de 0,109. Y el factor con menor influencia es la temperatura, este a
30 °C presenta una media de 0,087 y a 35 °C su media es de 0,111 el aumento entre estos valores
no es significativo debido al valor de su delta, el cual es de 0,024, en comparacion con las
revoluciones por minuto. Finalmente se tiene el factor de concentracion de glicerol, este es el Unico
que cuenta con tres niveles, su primer nivel es de 5 g/L y su valor correspondiente de media es de
0,074, después se encuentra el nivel de 10 g/L con un valor de media de 0,104 y por Gltimo estéa el

nivel de 20 g/L con un nivel de 0,121.

Figura 60.

Gréfica de interaccion para Y = rendimiento (%)

Grafica de interaccion para Y = Biomasa Seca
Medias ajustadas
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Nota. Gréfica de interaccion para Y = rendimiento (%).

En la figura (60) se puede observar la grafica de interacciones para Y = Biomasa seca, que facilita
la visualizacidn del efecto que tienen las dos variables independientes en la variable de respuesta.
En la primera interaccidn se observa la influencia de la temperatura y las revoluciones por minuto
con respecto a la media de la biomasa seca, resaltando los puntos minimos y maximos para cada
nivel, en las variables independientes. En la segunda interaccion se puede evidenciar la influencia
de la temperatura y la concentracion con respecto a la media, en la cual, se ve el comportamiento

de cada una de las concentraciones a 30 °C y 35 °C, en donde el cambio mas significativo fue para
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los 20 g/L. Y por altimo esta la interaccion con mas influencia en la media, las revoluciones por

minuto y la concentracion de glicerol, estas presentan el mayor aumento en su inclinacion.

Tabla 25.

Analisis de varianza disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

Analisis de Varianza

SC . Valor | Valor
Fuente GL Ajust. MC Ajust. E 0
Modelo 11 0.360219 | 0.032747 5.76 | 0.000

Lineal 4 0.337642 | 0.084411 | 14.85 | 0.000
Temperatura (°C) 1 0.014455 | 0.014455 | 2.54 | 0.115
Revoluciones por minuto (rpm) 1 0.287766 | 0.287766 | 50.63 | 0.000
Concentracion de glicerol (g/L) 2 0.035421 | 0.017711 | 3.12 | 0.049

Interacciones de 2 términos 5 0.017023 | 0.003405 | 0.60 | 0.701

% - -

(rp'rr:)mperatura( C) *Revoluciones por minuto 1 0.009882 | 0009882 174 | 0191
o * 1A H

(g/TLo;mperatura( C) *Concentracion de glicerol 5 0005757 | 0.002878 051 | 0.604

Revoluciones por minuto
(rpm)*Concentracion de glicerol (g/L)

Interacciones de 3 términos 2 0.005555 | 0.002777 0.49 | 0.615

Temperatura (°C) *Revoluciones por minuto
(rpm)*Concentracion de glicerol (g/L)

Error 84 0.477406 | 0.005683

Total 95 0.837626
Nota. Analisis de varianza disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

2 0.001384 | 0.000692 0.12 | 0.886

2 0.005555 | 0.002777 0.49 | 0.615

En la tabla (25) se reportan los resultados del analisis de varianza (ANOVA) en la cual, se definen
cudles son los factores que tienen un efecto significativo sobre la biomasa seca, con lo cual va a
permitir rechazar o aceptar cada una de las hipotesis. El valor de o con el que se desarrollo este
disefio de experimentos fue de 0,05 lo cual indica que tiene un nivel de significancia de 95 %.
Ahora bien, con el valor de P, el cual indica si un factor tiene o0 no un impacto significativo en la
variable de respuesta, y con el valor de a se puede saber si aceptar o rechazar la hipétesis nula, si
el valor de P es menor que el valor de a, se puede rechazar la hipdtesis nula y de esa manera aceptar

la hipoétesis alternativa.

Para el caso de la fermentacion, el valor de P respecto a las revoluciones por minuto es de 0 por lo
cual se puede rechazar la hipotesis nula para este factor, al igual que para el factor de la
concentracion de glicerol, la cual cuenta con un valor de P de 0,049 y al ser menor al valor de alfa,

se procede a aceptar la hipdtesis alternativa.
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Figura 61.

Diagrama de Pareto de efectos estandardizados.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

{la respuesta es ¥ = Biomasa Seca; a = 0.05)
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Nota. Diagrama de Pareto de efectos estandardizados.

En la figura (61) se representa el diagrama de Pareto de efectos estadisticos, para la variable de
respuesta (Biomasa seca). Todos los factores que se encuentren al lado derecho del valor de 1,989
representado con una linea roja son considerados factores con efecto significativo sobre la variable
de respuesta, para este caso solo el factor revoluciones por minuto y concentracion de glicerol

tienen un efecto considerablemente significativo en la fermentacion.

Por altimo, con ayuda de la tabla (18) referente al rendimiento biomasa sustrato (Y x/s), es posible
evidenciar que a pesar de que manejando la menor concentracion de fuente de carbono estudiada
en este proyecto (59 /L) se produjera menor cantidad de biomasa que con respecto a las otras dos
concentraciones de fuente de carbono utilizadas. El rendimiento biomasa sustrato es mayor
implementando una concentracion de fuente de carbono menor, los resultados obtenidos fueron
comparados con la autora Becerra [98], donde se evidencia que se obtienen valores de rendimiento

similares, por lo cual muestra total concordancia en el procedimiento y resultados obtenidos.

3.1.3.c. Condiciones de operacidon de la digestion: El proceso de digestién microbiana es uno de
los procesos criticos en la produccion de PHB a partir de glicerol mediante fermentacién
microbiana ya que es la etapa donde la bacteria en cuestion produce enzimas lipoliticas las cuales

son utilizadas en el rompimiento de los enlaces éster del glicerol y de esa manera liberar los acidos
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grasos, que son metabolizados por las células. Y finalmente mediante reacciones enzimaticas, se
convierte en P3HB. Por este motivo, es de suma importancia manejar las condiciones de operacion

adecuadas y lograr favorecer la produccion del P3HB.

Para realizar la seleccion de las condiciones de operacion en la etapa de digestion se realizaron
distintas digestiones por duplicado con el fin de poder realizar el anlisis factorial y evidenciar que
variables independientes tienen un efecto significativo sobre la variable dependiente.

El disefio de experimentos correspondiente a la etapa de digestion cuenta con las siguientes

caracteristicas (tabla 26).

Tabla 26.

Disefio de experimentos condiciones de operacion digestion

Factores Niveles | Replicas | Respuesta
Temperatura (°C) 2
Tiempo (min) 2 2 Rendimiento
Relacion (g biomasa/ mL 5
dispersion)

Nota. Disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

Los datos obtenidos a lo largo del proceso y los cuales seran utilizados para realizar el disefio de

experimentos (tabla 27), son los siguientes:

Tabla 27.

Matriz de disefio condiciones de operacion digestion.

Temperatura (°C) Temperatura (°C)
. : 30 50
Tiempo (min) — —
Relacion (g biomasa / ML dispersion) | Relacion (g biomasa / ML dispersion)

0.2 0.4 0.2 0.4
45 11.70 18.75 16.40 28.15
11.79 18.92 16.57 28.31
90 28.10 42.32 37.58 51.72
28.36 42.41 37.67 51.80

Nota. Matriz de disefio condiciones de operacion digestion.

Las hipdtesis establecidas en este disefio de experimentos son las siguientes:

Ho = El factor de estudio no tiene un efecto significativo en el comportamiento de la variable de

respuesta.
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Ha = EI factor de estudio tiene un efecto significativo en el comportamiento de la variable de

respuesta.

Los resultados obtenidos con la solucion del disefio de experimentos son los siguientes; en primer
lugar, se tiene la informacion sobre los coeficientes codificados, la cual ayudara a dar un mayor
entendimiento tanto a la grafica de efectos principales para la variable de respuesta, como a la
grafica de interaccion para la variable de respuesta.

Coeficientes codificados
Tabla 28.

Coeficientes codificados disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

Término Efecto
Constante
Temperatura (°C) 8.2313
Tiempo (min) 21.1713
Relacion (g biomasa/mL dispersion) 11.7763
Temperatura (°C) * Tiempo (min) 1.1637
Temperatura (°C) * Relacion (g biomasa/ mL

. . 1.1638
dispersion)
T_|empq ,(mln) * Relacion (g biomasa/mL 5 3587
dispersion)
Temperatura (°C) * Tiempo (min) * Relacién 111638

(g biomasa/mL dispersion)

Nota. Coeficientes codificados disefio de experimentos condiciones de
operacion digestion.

Mediante los resultados obtenidos en la tabla (28) correspondiente a coeficientes codificados, se
pueden evidenciar los parametros que estan siendo evaluados, estos se componen de las variables
independientes y de las respectivas interacciones de dichas variables. Con el fin de evidenciar el

efecto que tendran sobre la variable dependiente.

Se puede evidenciar como a excepcion de la ultima interaccion, todas presentan un efecto creciente
con respecto al rendimiento, permitiendo evidenciar que el tiempo es la variable cuyo efecto es

mas significativo con respecto a la demas ya que cuenta con un valor de 21,1713, lo cual representa
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la diferencia entre las medias de los rendimientos obtenidos a los tiempos evaluados por el disefio
(45 y 90 minutos).

Mediante las graficas factoriales para la variable de respuesta y la grafica de interaccion para la
variable de respuesta es posible evidenciar de manera visual la informacion suministrada por la

tabla (27) en la cual se establece el efecto de cada variable en el rendimiento.

Figura 62.

Gréfica de efectos principales para Y = rendimiento (%).

Grafica de efectos principales para Y = Rendimiento (%)
Medias ajustadas
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Nota. Grafica de efectos principales para Y = rendimiento (%).

Mediante la figura (62) correspondiente a la grafica de efectos principales para Y = rendimiento
(%) se puede evidenciar visualmente el efecto creciente que tiene cada variable independiente en
la variable de respuesta, siendo la temperatura, la que menor efecto tiene debido a su grado de
inclinacion lo que se ve reflejado mediante una menor pendiente, mientras que el tiempo se
evidencia que cuenta con un cambio superior y serd la variable que mas influya en la variable
dependiente. Las coordenadas que se pueden evidenciar en la grafica corresponden a los valores
de las medias de rendimiento en cada uno de los niveles evaluados por cada factor, es por esto que
se puede evidenciar como la grafica se divide en tres cuadrantes, los cuales corresponden a cada
una de las variables independientes. En primer lugar, se tiene la dependencia de la temperatura en
la media del rendimiento, por lo cual se evidencia que a una temperatura de 30 °C el valor de la
media de rendimiento es de 25,2937 mientras que la media de rendimiento a una temperatura de
50 °C es de 33,525 lo cual obtiene un cambio de 8,2313 tal como se evidencia en la tabla (27). En

el segundo cuadrante se cuenta con un valor de media de rendimiento de 18,8237 para un tiempo
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de 45 minutos y un valor de media de rendimiento de 39,995 a los 90 minutos, obteniendo asi un
cambio positivo de 21,1713. Por ultimo, en el cuadrante namero tres, se evidencia la influencia de
la relacion entre la biomasa seca y el disolvente, el cual se compone de cloroformo e hipoclorito
de sodio, se puede observar como implementando una relacion de 0,2 la media de rendimiento es
de 23,5213, mientras que al trabajar con una relacion de 0,4 se obtiene una media de rendimiento
mayor, con un valor de 35,2975, obteniendo asi un cambio de 11,7763. Mediante esta grafica se
pudo evidenciar que cada una de las variables influye de manera directamente proporcional en el
rendimiento, sin embargo, es necesario tener en consideracion otros analisis que seran expuestos
mas adelante para tomar la decision de que factores son significativos y cuales no, y de esta manera

poder aceptar la hipotesis correcta.

Figura 63.

Grafica de interaccion para Y = rendimiento (%).

Grafica de interaccion para Y = Rendimiento (%)
Medias ajustadas
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Nota. Grafica de interaccion para Y = rendimiento (%).
Por otro lado, se cuenta con la gréfica de interacciones para Y = rendimiento (%) (figura 63), la
cual permite evidenciar el efecto que tienen 2 variables independientes en la variable de respuesta.
En primer lugar, se observa, la influencia que tiene la temperatura y el tiempo con respecto a la
media del rendimiento, considerando tanto los minimos como los méaximos de cada una de las

variables manipuladas. Por otro lado, se evidencia como la temperatura y la relacion entre biomasa
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y volumen de dispersion tienen un efecto de crecimiento en términos de rendimiento y por ultimo
como el tiempo y la relacion de biomasa y volumen de dispersion también cuentan con el mismo

comportamiento que las otras interacciones.

El siguiente analisis que es importante resaltar de este disefio de experimentos, es el analisis de
varianza (ANOVA) el cual define cuales factores tienen un efecto significativo sobre el
rendimiento. Lo cual va a permitir rechazar o aceptar cada una de las hipétesis. Los resultados del

analisis de varianza se encuentran a continuacion:

Analisis de Varianza
Tabla 29.

Anélisis de varianza disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

SC MC
Fuente GL Ajust. Ajust. ValorF Valorp
Modelo 7 2657.13 379.59 33425.62 0.000
Lineal 3 2618.62 872.87 76862.86 0.000
Temperatura (°C) 1 271.01 271.01 23864.74 0.000
Tiempo (min) 1 1792.89 1792.89 157876.70  0.000
Relacion 1 55472 55472 48847.13 0.000
Interacciones de 2 términos 3 3309 1103 971.25 0.000
Temperatura (°C) * Tiempo 1 5.42 542  477.03 0.000

(min)

Temperatura (°C) * Relacion 1 5.42 542  477.03 0.000
Tiempo (min) * Relacion 1 22.25 2225 1959.70 0.000
Interacciones de 3 términos 1 5.42 542  477.03 0.000
Temperatura (°C) * Tiempo 1 5.42 542  477.03 0.000
(min) * Relacion
Error 8 0.09 0.01
Total 15 2657.22

Nota. Analisis de varianza disefio de experimentos condiciones de operacion digestion.

Con base a los resultados expuestos en la tabla (29) correspondiente al analisis de varianza se
puede complementar la informacién analizada anteriormente y consolidar una decisién en cuanto
a la aceptacion o rechazo de las hipotesis, en este caso el Valor p obtenido en el ANOVA nos va a
permitir evidenciar que factor tiene o no tiene un impacto significativo en la variable de respuesta
al igual que cual interaccion de variables manipuladas tienen efecto sobre la variable de respuesta.
Es importante recalcar que el valor de a con el que se desarrollo este disefio de experimentos es de

0,05 lo cual indica que tiene un nivel de significancia de 95 %. Mediante el valor de p obtenido
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por el analisis de varianza se puede saber si aceptar o rechazar la hipdtesis nula, si el valor de p es
menor que el valor de a, se puede rechazar la hipdtesis nula y de esa manera aceptar la hipdtesis
alternativa. En este caso se puede evidenciar que para todos los factores e interacciones entre
factores el valor de p es de O por lo cual se procede a rechazar la hipétesis nula para cada uno de
los factores, indicando asi que el factor de temperatura, tiempo y relacién entre la biomasa y el
volumen de dispersion tiene un efecto significativo sobre el rendimiento. Por Gltimo, mediante el
diagrama de Pareto de efectos estandarizados (figura 14) se logra evidenciar la informacion

analizada en el anélisis de varianza analizado previamente,

Figura 64.

Diagrama de Pareto de efectos estandardizados.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Nota. Diagrama de Pareto de efectos estandardizados.

En la figura (64) todos los factores que se encuentren al lado derecho del valor de 2,3 representado
con una linea roja son considerados factores con efecto significativo sobre la variable de respuesta,
y a medida que mayor sea su valor correspondiente de efecto estandarizado, mayor sera la
influencia de cada variable manipulada sobre el rendimiento, por ende, se puede evidenciar que el
factor que mas favorecera el rendimiento es el tiempo, seguido de la relacion entre biomasa y
volumen de dispersion y por ultimo la temperatura. Por lo cual las condiciones de operacion para
este proceso se encontraban en el maximo de los niveles establecidos para cada uno de los factores,

ya que se tiene una relacion directamente proporcional en todos los factores con respecto a la
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variable de respuesta, dichas condiciones son: Realizar la digestion por una duracién de 90

minutos, con una relacion de 0,04 g biomasa / ML dispersion & 50 °C.

El autor Hahn realizo un estudio en 1995 [89], en el cual establece que a mayor tiempo de digestion
se favorece la recuperacion de mayor cantidad de polimero, sin embargo, no estudio la influencia
de la temperatura como si fue realizado en este trabajo. Por otro lado, los autores Moreno
Sarmiento, Malagén Romero, Cortazar, Espinoza Hernandez en su articulo Recuperacion de
Polihidroxialcanoato co-octanoato sintetizado por Pseudomonas putida mediante el uso de
dispersiones hipoclorito — cloroformo [87], establecen que las condiciones de operaciones
adecuadas para el proceso de digestion son a una temperatura de 60 °C con una duracion de 1 hora.
Estos resultados que estan siendo contrastados con otros autores y permiten evidenciar que los
resultados obtenidos en este trabajo son totalmente coherentes y se encuentran soportados tanto

experimental como tedricamente.
3.1.4. Objetivo 4:

Comparar el termoplastico obtenido mediante el aprovechamiento de un residuo agroindustrial con

el termoplastico convencional.

3.1.4.a Comparacion del termoplastico: Con ayuda del registro fotografico realizado cada 12 horas
por una duracion total de 60 horas se permitio evaluar dos caracteristicas fundamentales de los
termoplasticos, en primer lugar, se tiene la prueba de la solubilidad, en donde tanto la muestra de
termopléstico obtenida experimentalmente como el termopléstico convencional se encontraban
totalmente sumergidos en 25 mL de etanol y expuestos a condiciones ambiente en Bogota. En
términos del biopolimero obtenido experimentalmente se puede evidenciar que a partir de las 12
horas tuvo en desprendimiento muy minimo de particulas, sin embargo, de ahi en adelante la
estructura del plastico no tuvo ningn cambio, tuvo un comportamiento constante, lo cual permite
identificar que el etanol no tiene un efecto significativo en su estructura y no se disuelve. En
términos del film adherente, se evidencia que a lo largo de las 60 horas no sufrié ninguna alteracion
en su estructura, esto debido a que es un polietileno los cuales se caracterizan por no ser solubles

en etanol.

En cuanto a la siguiente prueba realizada, la degradabilidad de los materiales, las laminas fueron

sumergidas en su totalidad en agua y sometidas a condiciones ambiente extremas (temperaturas
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muy elevadas, temperaturas muy bajas y un entorno con un alto nivel de humedad) en la ciudad
de Bogota. Al tratarse de una prueba cualitativa, los analisis realizados mediante observacion se
enfocaron en evidenciar cambios en las propiedades fisicas y apariencia de la muestra a lo largo
de las 60 horas evaluadas, con ayuda del registro fotografico en los intervalos de 12 horas. En
cuanto al PHB obtenido experimentalmente se pudo evidenciar que a medida que transcurria el
tiempo, habia mayor aparicion de grietas en la ldmina, al igual que distintas fragmentaciones las
cuales fueron méas notorias a partir de las 36 horas, por otro lado desde las primeras 12 horas en
adelante se evidencia una cambio de color y se alcanza a percibir un cambio en la textura
superficial, lo cual indica que se estan liberando productos solubles y que esta ocurriendo alguna
forma de degradacion, lo cual demuestra la naturaleza biodegradable que tiene este tipo de
termoplasticos, ya que al ser sometido a condiciones de ambiente extremo en la ciudad de Bogot4,
se logré evidenciar cambios en las propiedades fisicas del material. Mientras que el film adhesivo
se puede evidenciar que a lo largo de las 60 horas no sufri6é ningun tipo de cambio en su estructura,
lo cual indica que no es un material biodegradable y puede tardar afios en degradarse en

condiciones ambiente.

Los resultados obtenidos en términos de las caracteristicas Opticas y mecanicas de ambos
materiales se asemejan bastante, en primer lugar, ambos polimeros cuentan con un
comportamiento semirrigido lo cual explica su comportamiento flexible. En términos Opticos,
ninguno de los dos plasticos es opaco, en ambos se logra percibir la luz traspasar por el material,
pese a que uno sea transparente en su totalidad y el otro translucido, se puede considerar que son
caracteristicas similares y solo varia en la aplicacién final para la cual sera destinado el material.
Esto demuestra que el PHB puede sustituir al polietileno de baja densidad, lo cual es beneficioso
en términos ambientales por sus caracteristicas biodegradables.

3.2. Conclusiones

Con el fin de determinar la viabilidad del aprovechamiento del glicerol como materia prima
para la produccién de termoplasticos, se utilizo glicerol proveniente de la planta de produccion de
Biodiesel, BioD. Dicho glicerol crudo se sometio a un proceso de purificacion en el cual se obtuvo
un porcentaje de pureza de 94,40 % para posteriormente ser utilizado como Unica fuente de
carbono en el proceso de fermentacion para la bacteria bacillus megaterium y seguido de esto

realizar un proceso de digestion en el cual se pone en contacto la biomasa obtenida en el proceso

108



de fermentacion con cloroformo e hipoclorito de sodio y de esta manera se logré producir un total
de 5,609 g de biopolimero en polvo. Al culminar con el proceso de produccion se evidencio que
es un proceso de aprovechamiento viable por el cual es posible proporcionar una solucién al exceso

de suministro de glicerol como residuo agroindustrial mitigando el impacto ambiental.

Para realizar la seleccion del microorganismo, se inicié con una basqueda bibliografica acerca
de los microorganismos capaces de producir PHB mediante fermentacion microbiana. Una vez
encontrados los dos microorganismos con mejor adaptacion al glicerol y mejores reportes de
rendimiento, los cuales fueron; Cupriavidus necator y Bacillus Megaterium se procedio a evaluar
diferentes criterios de seleccion los cuales fueron consolidados en una matriz en la cual mediante
valoracién cualitativa se llegd a la decision de trabajar con Bacillus Megaterium. Los criterios que
contaron con mayor influencia en la decision fueron, la disponibilidad de la cepa, los rangos de
temperaturas de tolerancia y crecimiento. Por otro lado, las condiciones favorables para su
crecimiento se obtienen de realizar la activacion en medio solido de agar triptico de soya ya que
es el medio que cuenta con mayor cantidad de nutrientes beneficiosos para la bacteria en estudio.
Por otro lado, el crecimiento en medio liquido se favorece a temperaturas de 35 °C en presencia
de agitacion, debido a que permite una correcta aireacion en el medio y ayuda a la liberacion de

gases generados por las bacterias, lo cual favorece su produccion.

Para la identificacion de las condiciones de operacién en el proceso de produccion de
termoplasticos biodegradables mediante el aprovechamiento del glicerol, se evaluaron distintas
condiciones para los procesos de; preparacion de preindculo, fermentacion y digestion, en donde
se tomaron como variables manipuladas la temperatura, tiempo, revoluciones por minuto,
concentracion de fuente de carbono y relacion de biomasa sobre volumen de dispersion, segun
corresponda. Las condiciones de operacion que favorecieron la productividad de PHB vy
permitieron obtener un rendimiento de 58,82 % con un porcentaje de recuperacion de 60,02 %
fueron; para el preindculo operar a 35 °C con 200 rpm por 48 horas. Para el proceso de
fermentacion operar a 35 °C con 200 rpm y 20 g/L de glicerol como unica fuente de carbono. Por
ualtimo, para el proceso de digestion operar a 50 °C con una relacion de 0,4 g biomasa / ML dispersion

por 90 minutos.
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Mediante la caracterizacion realizada de manera cualitativa del PHB obtenido
experimentalmente y el film adhesivo (polietileno de baja densidad) se realizo la respectiva
comparacion de las propiedades estudiadas, entre las cuales se encontraban; la degradabilidad,
solubilidad, resistencia y un analisis éptico. En donde se obtuvo como resultado que en términos
de degradabilidad el PHB obtenido puede ser degradado mediante condiciones ambientes,
mientras que el polietileno no cuenta con esta caracteristica. Ninguno de los dos polimeros es
soluble en etanol, ambos materiales cuentan con un comportamiento semirrigido y flexible. Por
ultimo, ambos plésticos permiten la incidencia de la luz, lo cual los clasifica entre los plésticos
transparentes y translucidos. Al contar con propiedades fisicas y mecanicas semejantes se puede
concluir que el PHB puede reemplazar al polietileno de baja densidad con la ventaja de ser un

material biodegradable.

3.3. Recomendaciones

Para el desarrollo de futuros proyectos, se recomienda la implementacion de un biorreactor
donde se puede llevar a cabo las fermentaciones con el fin de incrementar la tasa de produccion de
biomasa y de esta manera obtener mayor produccién de PHB, para asi lograr realizar pruebas
mecanicas y de esfuerzo en el polimero obtenido, ya que al haber realizado todas las
fermentaciones en matraces erlenmeyer se obtuvo una produccion de PHB muy baja por lo cual
no fue posible alcanzar a tener la cantidad necesaria para completar una probeta y realizar este tipo

de analisis.

Debido a la alta capacidad calorifica con la que cuenta el glicerol, el proceso de destilacion pese
a producir niveles de glicerol de alta pureza tiene un consumo energético muy elevado, ya que
demanda un alto suministro de energia para su evaporacion, por lo cual se recomienda considerar

otras rutas de purificacién de glicerol.

Se recomienda evaluar la fermentacion en funcion del tiempo con el fin de lograr evidenciar de
manera clara las distintas fases de la fermentacion, compuestas por, fase de latencia, fase
exponencial, fase estacionaria y fase de muerte. Esto permitird establecer cual es el tiempo

necesario para la fermentacion y puede reducir los tiempos del proceso de produccion.

Para futuros trabajos se recomienda evaluar la posibilidad de trabajar con distintos tipos de

medios de cultivo para la preparacion del preinéculo con el fin de evidenciar si se logra una mayor
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tasa de crecimiento de microorganismo previo a la fermentacion, lo cual se veria reflejado en

mejores rendimientos en términos de produccién de PHB.
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ANEXOS

Anexo 1.

Ficha Técnica del Glicerol Crudo

TECHNICAL DATA SHEET

s CRUDE GLYCERINE
Bio(D

Ante Todo,
Todos Deben Beneficiarse™

1. DESCRIPTION

BioD Crude Glycerine is a by-product from the biodiesel production made from Colombian
responsible palm oil mixture from Elaeis guineensis and Hybrid palm with traceable production.
Crude Glycerin has a purity grade of about 80 percent it also contains water and salts. After a
purification process can be use as valuable raw material for differences industries.

2. TECHNICAL CHARACTERISTICS

Bio D
PROPERTIES UNIT ‘ SPECIFICATION METHOD
Appearance Visual Report Visual
Glycerin content Y%owt 80% min. USP 35
(Assay)
Moisture content Y%wt 15% max ASTM E -203
pH N/A Report Internal method
MONG Yowt Report 1SO 2464
Ash Yowt 10% max USP 35
Salt content as HCI Y%owt Report Internal method
NaOH content mg/Kg Report Internal method
Methanol content % 0,1% max Internal method

3. PRODUCT USES AND STORAGE CONDITIONS

The product is used in the following sectors.
e Agroindustry
It is used as an alternative source of energy in animal feed.
e Construction industry

In industrial applications for additive manufacturing, for concrete, and in cement
manufacturing.

e Others

It can also be refined for use in a wide variety of applications in industry of printing inks, alkyd
resins, etc.

124



TECHNICAL DATA SHEET
Bio

CRUDE GLYCERINE
D DATE:17/04/2020
Ante Todo, '

Todos Deben Beneficiarse™

For a right storage is necessary to consider the following safety recommendations:

Storage the product in closed containers. Keep the container dry, isolated, in a cool and well-
ventilated area. Keep the container away from sources of ignition and incompatible materials.

SOCIAL AND ENVIRONMENTAL MANAGEMENT

We are 8,300 proud Colombians that work everyday for the
responsible cultivation of 40,000 hectares of oil palm, its
extraction and its transformation into the products that we
deliver today.

The well-being of all members of our Symbiotic Circle of fv‘ k
Business is our highest priority. The true sustainability of Bio D U [ eetros
is always based on serving in the best way to all its participants. | .

This is why the philosophy of Bio D is guided by five simple

. \ ) Nuestras
words: \ ;i Comunidades

Above All, Everyone Must Benefit. TM

ATTENTION OF REQUESTS, COMPLAINTS, CLAIMS AND SUGGESTIONS

The RCS are received by written means in the mailboxes of suggestions or addressed to the email
atencionalcliente@biodsa.com, website www.biodsa.com or through a phone call to the number
+57 891 03 00
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Anexo 2.
Factura de microorganismos CMLAB

CMLAB SAS Nit. 900922389-0

Documento Oficial de Autorizacién de Numeracién Facturacién Calle 7 a Bis ¢ # 78-68, 2 do. Piso - Bogota
Electrénica No. 18764032435343 que habilita desde COMP 4731  Tglefonos: (1) 9370405 / 3209807937 / 3107785961

hasta COMP 6000. Vence 2023-08-03 \uy cmiab.com.co / comercial@cmlab.com.co

§ No somos Grandes Contribuyentes
ML_AB IVA Regimen Comutn No somos Retenedores de Renta ni de VA

PRODUCTOS DE LABORATORIO Actividad Econémica ICA 4664 11.04 X 1000
CLIENTE: LAURA CAMILA VILLABONA LOZADA | Factum E.”‘l’6n|ca De ve“ta “ COMP 5949
NIT: 1233503332 FECHAFACTURA  FECHA VENCIMIENTO
DIRECCION: Calle 8 # 86 - 65 Castilla imperial torre 1 apartamento 2105 | ) 27/03/2023 | 27/03/20237
Orden de Compra No. FORMA DE PAGO
CIUDAD: Bogota D.C. 5682 Credito

TELEFONO: 6781519

ITEM Referencia Descripcion Lote F.Venc. Cantidad V. Unitario IVA Total

1 |0201P BACILLUS MEGATERIUM ATCC® 14581 ™" - KS2C X 2 KWIK- 201-42-23 31/07/2024 1 500.000 500.000 i
STIK - PASE 3 - IMPORTACION 30 - 45 DIAS - |
MICROBIOLOGICS ‘
[ [
| [ ‘ ‘
‘ |
| |
|
| |
|
|
\ | | |
| | | |
| |
|
|
|
| |
|
|
| |
|
| )
L s zameie = e R S s = i ,l SR l 1
Total items 1 Valor en Letras QUINIENTOS MIL PESOS MICTE SUBTOTAL 500.000
Observacion: No se aceptan i ylo i de prod 3 dias después de efectuada la entrega de los mismos. IVA 0
COTIZACION 5682 RETEIVA 0
Esta Factura Electronica tiene efectos legales y es Titulo Valor. 1. Recibi de conformidad la mercancia ylo servicios que trata RETEFUENTE 0
esta factura y acepto el valor estipulade en la misma. 2. El pago del presente documento es exigible en nuestras oficinas a la RETEICA 0
fecha de su vencimiento y causa un interés que aplica a la tasa maxima legal permitida por la Ley. Si su pago se realiza en
cheque y este es devuelto se aplicara la sancion del Art. 731 del cédigo de comercio. e ¥-\BY Y PAGAR 500.000

A oieif. AuZfiaa An la Eastura da \lanta Flactranica  Fecha vhora de aeneracion 27/03/2023 08:47:53
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Anexo 3.

Certificado de analisis de pureza Microbiologics
naTEs,

Microbiologics

k2 is

K
<)
sohe®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2024/7/31

Microorganism Name: Bacillus megaterium Release Information:
Catalog Number: 0201 Quality Control Technologist: Kavitha Gobalan

Lot Number: 201-42** Release Date: 2022/8/9

Reference Number: ATCC® 14581 ™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium, circular, convex, entire to slightly erose edge, gray/white, glistening, SBAP
grainy appearance

Microscopic Features: Method:
Straight, gram positive rod, with an ellipsoidal or spherical, terminal Gram Stain (1)
endospore

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

4 Refer to the enclosed product insert for instructi intended use and h / y infor

Individual products are bletoar ized culture

E MATERIAL
CERT #2655.02

. The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed }* 0 tcraﬁlemsan(s o‘f;%H'CC. Bﬁc:'obiologics, Inc.'is licensed lol use these trademarks and to sé“j products derived ?rom ATCC®
\ Derivative ) uRires.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

lACCREDlTEDI

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
1.70-1.99 (+) yellow
0.00 - 1.69 (=) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence identification in whic
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2022-08-02T15:06:21.563 KG
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B1 (+++) (A) 201-42 Bacillus megaterium
Comments:

The quality of spectra (score) depends on the degree of sporulation: Use fresh material.
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Anexo 4.

Ficha Técnica de Film Adherente Cintandina

O ©

Cintandina O &SR0T

FICHA TECNICA
FILM STRETCH
Pelicula estirable
Aplicacion en magquina

Pelicula Plastica Estirable, fabricada con equipos de alta tecnologia que permite la
coexirusion a 5 capas de resinas de polietieno de baja densidad, obteniendo peliculas de
calidad con excelentes propiedades como estiramiento, adherencia, brillo v transparencia que
brindan a nuestros clientes und de los mejores rendimientos en e mercado, MISMoS gue Se
traducen en una significativa reduccidn de costos en sus procesos de embalaje.

Usos tipicos

Industria de bebidas, automotriz, vidriera, alimentos, papel, entre otras.

Caracteristicas

Excelentes propledades dpticas
Buena resistencia al punzonado
Buena resistencia al rasgado
Bajo nivel de ruido al aplicarse
Alto estiramiento.

Beneficios
=  Buena estabilidad de pallets
= Alto rendimients en [a aphcacién
= |deal para aplicaciones en equipos orbitales
L]

Alta velocidad de aplicacién

Datos de presentacidon del producto

Unidsad
REFERENLCIA MEDIDA | PESOMNETO | Empague
LIMEA STRETOHM AUTOMATIOO | O,50%15* 2400 16,65
LIMIEA STRETOH AUTOMATIOO | 0,50* 201830 16,523
Propiedades fisicas
Material: Polietileno lineal de baja densidad (LLDPE)

Polielileno de ultra baja densidad (ULDPE)

Planta Principal wiww. cintandina., com Regionales
Carrera 2 Mo, 37 « 50 Cali = Colombia Bogota (1) 253 67 73
Foc: {5720 483 G801 Madallin (4) 412 4182
Faxz (57-2) 443 0801 Exr. 104 - 105 Barranquilla {5) 353 2933
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O ©

555

Cintandina CO&SELT

PROPIEDAD UNIDADES | VALORES TIPICOS METODO
Mils 15 20
Calibwre ASTM-D- 5947
Micras | DB +-2 | 0.8 +-2
Ancho mm 50 +i- 2 ASTM-D- 2103
Color — Transparenb=s ——
Resistencia al Punzonado N 17 19 ASTM D 5748
Tensidn 8 Rupbura
Direceion maquina DM 40 a4
DEeccion ransvenssl ASTM D- Ba2
35 4.5
oT
Elongacian
Direccion maquina DM 400 500
Dwecdon ransversal % ASTMD- 882
ot 500 700

Las caracteristicas fisicas y de funcioramisnio mostadas amiba han sido chisnidas de ensayos ecomencados por la ASTM,
normmas inbernacionales y no representan garantia de comporiamiento del producta. Rolios individuales pusden vanar ligeramente
de estos promesdics. £l usuario debse determinar si el producto cumple para un propdsito en particular y es adecuado para o metodo
de aplicacdn antes de usario

Recomendacionas de uso y almacenamianto

Se debe almacenar en posicidn vertical.

Si utiliza cuchilla para abrir el contenido, tenga cuidado de no deslizarka sobne el
material plastico del rollo. Corte sobre las areas que no @stan en contacio con al
producto.

El rollo no puede estar carca de materiales gue expidan olores, los cuales pueden
contaminars ni transportano junto con productos guimicos, especies por gue puede
dafiar &l contenido del empague.

El rollo no puede estar en contacto con la hurmedad, yva gue los tubos puaden
colapsar.

La posicidn de almacenamiento v transporte de los rollos debe ser vertical.

Mo se debe exponer a la intempanae (estar libre de polvo, rayos del sol, etc.)

Se dabe evitar maltratar el material, que reciba golpes aen las orillas, porque esto
puede causar Reventamienio en & momento de [a aphcacion.

El producto debe permanscer &n su empaque original antes de utilizaro.

E-03/ 01-18
Planta Principal www_cintandina.com Regionales
Carrera 2 Mo, 37 - 50 Cali - Colombila Bogota (1) 253 67 75
Ploo: [57-20 443 CA00 Madedlin (4} 412 4193
Fauz (57-2} 443 0804 Ext. 104 - 105 Barranquilla (5) 353 2933
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