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Resumen

Los materiales para aplicaciones médicas requieren ser biocompatibles, de tal manera que cumplan su funcién
sin perjuicio de la salud humana. Los polihidroxialcanoatos (PHAs) de origen microbiano son materiales poliméri-
cos que dadas sus caracteristicas han sido reportados para aplicaciones biomédicas, sin embargo su produccién
aun no es econdmicamente viable debido a los altos costos de produccién, siendo uno de los factores que mas
aporta, el costo de los medios de cultivo para su obtencién. En este estudio se evalud la produccién de PHA a
partir de Ralstonia eutropha usando como fuente de carbono el hidrolizado de raquis de palma (HRP). En el proceso de
obtencion se evaluaron variables, tales como: concentracion de inéculo, fuente de nitrégeno y relacion C/N, que
favorecieran la acumulaciéon del biopolimero y en la etapa de extraccion se evité el uso de solventes que afecta-
ran de manera negativa la posible aplicacion del material. Por Gltimo, el material se identificé por Espectroscopia
Infrarrojo con Trasnformada de Fourier (FTIR) y se caracterizé térmicamente mediante un andlisis calorimétrico
(DSCQ). EI PHA obtenido presentd caracteristicas similares al Polihidroxibutirato (PHB) comercial y se concluyé que
el hidrolizado de raquis es un buen sustrato para la biosintesis de este biomaterial, lo cual permite valorizar este
subproducto de la industria palmicultora colombiana.
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Abstract

Materials for medical applications need to have biocompatibility, so that they fulfill their function without preju-
dice to human health. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) of microbial origin are polymeric materials due to their
characteristics have been reported for biomedical applications, however their production is not economically
feasible due to the high cost of production, even culture media for their preparation is a factor that affect in
higher quantity than others. In this study the production of PHA was evaluated from Ralstonia eutropha using as a
carbon source hydrolyzate rachis of palm (HRP). In the process of obtaining, some variables as a: inoculum
concentration, nitrogen source and ratio C/N, were evaluated, it was looking for improving the biopolymer
acumulation. In the extraction stage the use of solvents negatively affecting the possible application of the mate-
rial is avoided. Finally, the material was identified by infrared spectroscopy with Fourier Trasnform Infrared Spec-
troscopy (FTIR) and thermally characterized by a Differential Scanning Calorimetry (DSC). The PHA obtained had
characteristics similar to Polyhydroxybutyrate (PHB) commercial and concluded that the hydrolyzate rachis is a
good substrate for the biosynthesis of this biomaterial, which can enhance this product of the Colombian oil

palm industry.

Keywords: Polyhydroxyalcanoates, polyhidroxybutyrate, hydrolyzates rachis of palm, biocompatibility.

1 Introduccion

Los Polihidorxialcanoatos (PHAs) son biopolimeros
de origen microbiano de alto valor agregado; entre
ellos el Polihidroxibutirato (PHB) cuenta con propie-
dades que le permiten tener una amplia variedad de
aplicaciones, entre ellas la biomédicas, las cuales se
deben a su biocompatibilidad con el tejido humanoy
reabsorbido a una baja velocidad. Cuando este mate-
rial se implanta en el cuerpo se hidroliza en metaboli-
tos biocompatibles, por lo que se ha usado como hilo
para sutura, sustitutos pericardicos y sistemas de
liberacién de medicamentos. También se ha propues-
to usarlos para fabricar jeringas desechables y lubri-
cantes para guantes de cirugia. Dentro de las aplica-
ciones biomédicas, también esta su uso como mate-
rial osteosintético o de fijacion para estimular la
formacién de hueso, asi como el uso de sus produc-
tos de hidrélisis como materia prima para la industria
farmacéutica en la que se requieren moléculas estero
especificas (Gonzdlez, Meza, Génzalez, & Cérdova,
2013).

Sin embargo, estos biopolimeros de origen microbia-
no o PHAs no son competitivos con los polimeros de
origen petroquimico debido a sus altos costos de
produccién. El costo total de produccién de los PHAs
depende del microorganismo (rendimiento y
productividad), los sustratos utilizados como fuente
de carbono y nitrégeno, las condiciones de la
fermentacién (temperatura, aireacion, pH) y los
procesos de recuperacion y purificacion. La fuente de
carbono puede contribuir entre un 25 - 45% del
costo total de produccién (Naranjo, Posada, Higuita,
& Cardona, 2013). Por lo cual se estd trabajando en
encontrar fuentes de carbono no convencionales,
entre ellos los residuos agroindustriales.

Siendo Colombia el cuarto productor de aceite de
palma a nivel mundial, esta generando 1,2 Millones
de Toneladas de biomasa lignocelulésica, en el
proceso de extraccion del aceite, representada por
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los racimos de frutos vacios o raquis y la fibra (Fede-
palma, 2012). Dada la disponibilidad de estos
residuos agroindustriales en el pais y de la posibili-
dad de ofrecer un mayor valor agregado para ellos, la
Corporaciéon Centro de Investigacién en Palma de
Aceite (Cenipalma), creada en 1991 con el propésito
de generar, adaptar, validar y transferir tecnologia en
el cultivo de la palma de aceite, su procesamiento y
su consumo, ha definido su plan de investigacion e
innovacion, con el fin de investigar fisica, quimica y
mecanicamente el proceso de extraccién del aceite
de palma para reducir pérdidas, optimizar el volu-
men, mejorar la calidad del aceite y hacer un uso
eficiente de la energia, asi como investigar sobre sus
usos alternativos (oleoquimica) y el aprovechamien-
to de los subproductos (biomasa) propios de la activi-
dad palmicultora.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente,
este estudio propone obtener un biopolimero con
potencial para aplicaciones biomédicas a partir de
una materia prima nacional renovable y econémica.

2 Metodologia

Las etapas y metodologia empleadas en el estudio se
describen a continuacion.

2.1 Revision bibliografica

Esta etapa se ha realizado durante todo el proyecto
haciendo uso de bases de datos como: Bio One,
Scopus y Science Direct, disponibles en la Universi-
dad de Antioquia, ademas se ha utilizado el progra-
ma Mendeley para la sistematizacién de los articulos
y generacién de la bibliografia para presentar los
articulos y/o informes.

2.2 Técnicas analiticas

La determinacién del crecimiento microbiano se
realizé por determinacién del peso seco (Quillagua-
man, Delgado, Mattiasson, & Hatti-Kaul, 2006), los

azucares reductores se cuantificaron por el método
DNS (Miller, 1959) y la glucosa mediante el kit de
glucosa oxidasa (BioSystem S.A.). El PHA se extrajo
mediante la metodologia propuesta por Yu y Chen,
2006, en el cual inicialmente se esteriliza la biomasa
para inactivar el microrganismo y posteriormente se
realiza la disrupcién de la membrana celular median-
te digestion acida. Se realizd blanqueamiento
usando hipoclorito de sodio, luego de realizar varios
lavados se secé hasta peso constante.

El rendimiento biomasa — sustrato se definié como el
cociente entre el incremento de masa celular obteni-
da y el consumo de sustrato:
Y_(x/s)=qg biomasa seca/ g sustrato consumido

Mientras que la productividad se defini6 como el
cociente entre la cantidad de producto obtenido y el
volumen por el tiempo de fermentacion:
Q=g producto / Volumen tiempo

El material se caracteriz6 quimicamente por Infrarro-
jo con Transformada de Fourier, ademas se obtuvie-
ron sus propiedades térmicas mediante un Analisis
Diferencial de Calor (DSC).

2.1 Métodos

2.1.1 Adecuacion y caracterizacion de la fuente
de carbono

La adecuacion del raquis de palma se realiz6 siguien-
do los protocolos establecidos previamente en el
grupo de Bioprocesos (UdeA), producto del desarro-
llo de proyectos anteriores (Periuela, 2013). El raquis
requiere para su uso como fuente de carbono de
pretratamientos como la disminucién de tamanio, la
remocion de lignina a través del uso de NaOH y la
hidrélisis enzimatica. Esta dltima se hizo con la
enzima Acellerase 1500. La caracterizacion de este
material se realiz6 mediante protocolo de NREL
estandarizado por el grupo de Bioprocesos (UdeA).
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2.1.2 Obtencion del PHB: Para la obtencion del
material se estandarizaron variables como: concen-
tracién de indculo, fuente de nitrégeno, relacién C/N.

2.1.2.1 Concentracion de indculo: se evaluaron tres
concentraciones: 0,5g/1,1.0g/ly 1,5 g/l.

2.1.2.2 Fuente de nitrdgeno: se evaluaron tres
condiciones: Extracto de Levadura, Sulfato de
Amonioy sin N.

2.1.2.3 Relacion (/N: Se evaluaron cuatro niveles:
10,20,40y 57.

3 Resultados y discusion

Para la obtencion del PHA se encontraron como
condiciones que favorecen los rendimientos y la
productividad trabajar con una concentracién de
inéculo de 1 g/l, usar como fuente de nitrégeno
Sulfato de Amonio y tener una relacion C/N de 40.
Con estas condiciones y usando como fuente de
carbono (FC) el hidrolizado del raquis de palma se
obtuvieron los resultados presentados en la tabla 1,
en términos de rendimiento de biomasa y productivi-
dad, los cuales se comparan con los resultados obte-
nidos al usar como FC glucosa pura.

Tabla 1. Rendimientos y productibidades de las FC evaluado a las 48 horas
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Figura 1. Infrarrojos obtenidos con Ralstonia eutropha con las diferentes
fuentes de carbono.

El resumen de las propiedades térmicas del material
obtenido se presenta en la tabla 2. Con estos resulta-
dos se confirma que con Ralstonia eutropha el material
obtenido fue PHB, encontrando que los valores mas
cercanos al PHB comercial fueron los encontrados
para el PHB obtenido usando como FC el hidrolizado
de raquis.

Tabla 2. Propiedades Térmicas del Biopolimero

Polimero Tm (°C) | Tg (°C)| Tcc (°C)I AHm (J/g)] Xc (%)
PHB (Ralstonia - Raquis) 169 3,7 46 87 60
PHB (Ralstonia - Glucosa) | 167 -10,8 [40 49 34
PHB Comercial* 175,4 |3,5 48 99 68

Yxs Q
FC g biomasa/q sustrato g producto/L.h
Re. Glucosa 0,16 228
Re. Raquis 0,17 173

Para la verificacion del tipo de PHA obtenido se reali-
z6 infrarrojo usando como patrén un estandar del
PHB. En la figura 1, se muestran los espectros del
estandar y del material obtenido usando como FC
glucosa e hidrolizado de raquis.

*(Tanadchangsaeng & Yu, 2012)

4 Conclusiones y recomendaciones

Las propiedades identificadas en el biopolimero
obtenido, permitieron establecer que el tipo de PHA
producido fue Polihidroxiburato (PHB).
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Por lo tanto podria emplearse en la obtencién de
materiales con aplicaciones biomédicas entre ellas:
hilo para sutura, sustitutos pericardicos y sistemas de
liberacién de medicamentos.

El PHB que se obtuvo con Ralstonia eutropha en hidroliza-
dos de raquis de palma, presenté propiedades térmi-
cas similares a las del biopolimero comercial (PHB).
Por lo tanto, este sustrato se constituye en una buena
FC no convencional para la obtencién de este mate-
rial.

Se recomienda realizar pruebas de toxicidad y
biocompatibilidad con el fin de garantizar la seguri-
dad del paciente.

Realizar una valoracion técnico-econdmica para esta-
blecer la viabilidad de produccién de PHB a una
escala mayor, considerando para ello una aplicaciéon
que permita darle un mayor valor agregado, como las
aplicaciones médicas.
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