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RESUMEN

Se estandarizé una técnica de recuperacion de poli-3-hidroxihexanoato-co-hidroxioctanoato a partir de
P. putida El método emplea dispersiones de hipoclorito de sodio-cloroformo para la digestion del
material celular y solubilizacién del polimero, respectivamente. Se evalu6 el efecto de la concentracion de
hipoclorito, la temperatura y el tiempo sobre el porcentaje de recuperacion, pureza, peso molecular y
temperatura de fusién. Las mejores condiciones para recuperar este polimero fueron: hipoclorito al
5.25% (p/v) a 60°C durante 1 hora. Empleando estas condiciones fue posible mantener el peso molecular
por encima del 87% con respecto al obtenido mediante extracciéon con cloroformo. La temperatura de
fusién del polimero fue 57.7°C y 56.4°C para dos muestras al azar. La pureza del material recuperado es
de 96%.
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ABSTRACT

A technique for the recovery of poly-3-hydroxyhexanoate-co-hydroxyoctanoate Femdomonas
putida was developed. The method uses dispersions of sodium hypochlorite and chloroform for the
digestion of the cellular material and the solubilization of the polymer, respectively. The effects of the
sodium hypochlorite concentration, the temperature and the time, on the recovery percentage, purity,
molecular weight and melting point were evaluated. The best conditions for the recovery of the polymer
were: hypochlorite 5.25% (w/v) at 60°C for 1 hour. Under these conditions it was possible to maintain the
molecular weight at above 87% of that obtained by chloroform extraction. The polymer melting point
was 57.7 °C and 56.4 °C for two random samples. The purity of the recovered material was 96%.

Key words: Biopolymer, PHAs,Pseudomonas putidaecovery.

INTRODUCCION y su facilidad para ser sintetizados a partir
i ~_de sustratos econémicos. Los PHAs son
Entre los polimeros que pueden ser sinteting|igsteres de cadena lineal que presentan
zados en la naturaleza los PHAs (0®li-  actividad optica debido a la quiralidad del
hidroxialcanoatos) surgen como candidatos;arhonop o carbono 3 que hace al com-
excelentes para remplazar los de origemyyesto perfectamente isotactico. Dentro
petroquimico, por su similaridad con €stosge |3 gama amplia de PHAs que se pue-
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den obtener, solamente tres han siddUna desventaja de este método es la pureza
producidos con alta productividad: baja (cercana al 90% del material recupera-
PHB (polif-hidroxibutirato), P(HB-co- do) (Hahnet al., 1995).
HV) (poli-B-hidroxibutirato-co-valerato)y
P(HHx-co-HO)polif-hidroxihexanoato- Hahnet al. (1995) muestra el empleo de hi-
co-octanoato) (Hahet al, 1995). El géne- poclorito de sodio para la digestion dem-
ro Pseudomonasintetiza principalmente ponentes celulares distintos al polimero;
este ultimo tipo de co-polimeros (Witholt sin embargo, el hipoclorito causa una dis-
y De Koning, 1997). minucion del peso molecular en peso del
PHB hasta en un 50% comparado con la
El PHO (polif-hidroxioctanoato) tiene una extraccion con cloroformo. Para evitar este
temperatura de transicion vitrea de -35°Cproblema Kwanget al. (1994) y Hahret al.
por lo cual es un elastomero, amorfo y pega{1995) han usado dispersiones hdpoclo-
joso a temperatura ambiente lo cual dificul-rito-cloroformo donde se busca que el
ta su procesamiento. Sin embargo, puede sdripoclorito libere el polimero mediante la
usado como latex al ser muy estable debidaligestiéon de la membrana celular y demas
a que la densidad del polimero es muy cerorganelos celulares y el clorofornsmlu-
cana a la del agua (De Koning, 1995). Labilice los granulos liberados protegiéndolos
temperatura de fusion reportada para logle la accién degradativa deipoclorito.
PHA__ esta entre 39°C y 61°C (De Koning,
1995). El peso molecular depende de la fuenEn este trabajo se establecen las condicio-
te de carbono, el método de recuperacion yes para la recuperacién del polimero acu-
la cepa empleada (Sasikala y Ramanamulado enP. putida aislada de suelos
1995). PareP. putidael intervalo del peso colombianos mediante dispersiones de
molecular en peso (M esta entre 130.000 y hipoclorito-cloroformo. Pseudomonas
160.000 (Huijberts y Eggink, 1996). putida es un micoorganismo que cumple
con las condiciones adecuadas para produ-
La mayoria de los métodos de recuperaciorcir PHAs con fines industriales, por lo cual
de PHAs, reportados en la literatura, sonse escogio para producir esta clase de ma-
para el PHB. Inicialmente se recuperaba corteriales, segin lo planteado por Griffin
solventes clorados tales como cloruro de(1994): habilidad de la cepa para usar una
metileno, cloroformo, tricloroetano o fuente de carbono econémica, alta veloci-
dicloroetano; sin embargo, ninguno de es-dad de crecimiento y sintesis de polimero
tos métodos es usado a nivel industrial, perg/ alta acumulacion de polimero.
son técnicas comunes de laboratorio para
la recuperacion de PHAs (Ramsay, 2000).MATERIALES Y METODOS
Uno de los inconvenientes que presenta ) .
este método es la alta viscosidad de soluMicroorganismo. Se empledseudomo-
ciones de PHB por encima del 5%(p/v) lo "@s putidaaislada por el Centro de In-
que dificulta la eliminacion de residuos Vestigaciones Microbiol6gicas de la
celulares. Aunque la mayoria del solventeUniversidad de los Andes (CIMIC) a partir
se recuperaba, los costos de recuperacioH€ Suelos colombianos. La cepa se conser-
resultaban demasiado altos para el proce¥9 liofilizada y fue activada en caldo nu-
s0. Una alternativa a este método es el us#itivo y repicada a Agar nutritivo de donde
de enzimas, tales como lisozima, alcalasa W€ tomo la semilla para la fermentacion.
fosfolipasas combinadas con agentes con . ) ]
actividad superficial que degradan los com-Medio de cultivo. El medio de cultivo es el
ponentes celulares distintos al polimero.empleado por Brandit al (1988), el cual
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fue modificado en la concentracion de laRecuperaciéon del polimero

fuente de carbono ya qure putidapresen- ) ]

ta inhibicion por sustrato (acido octanoico) D€bido a que se usaron varios lotesRle
como lo demostraron Suarez vy SuarezPutida liofilizada se hizo necesario tener
(1997). La composicion del medio es: &ci-Un patron de comparac_:i’én entre cgc,ia uno
do octanoico 1g/l, (NH,HPO, 1.1 g/l de los lotes. Se escogio la extraccion con
K,HPO,5.8 g/l, KHPO, 3.7 g/l, Solucién cloroformo como patrén. De esta manera,

100 mM de MgSQ 10 ml/l y solucién de cada resultado obtenido con la dispersion
microelementos 1 ml/l. hipoclorito-cloroformo se comparaba con

el obtenido con cloroformo para el mismo

Condiciones de fermentacionlLas fer- lote. Se realizé un disefio factorial para la
mentaciones necesarias para la proo|ucdeterminacic')n de la influencia del tiempo,
cion delbiopolimero se realizaron en un concentracion de hipoclorito y temperatu-
fermentador SOVILAB con volumen de fa en la recuperacion del polimero tenien-

operacion de 3 | a 200 rpm, 26°C y 1.7 v.vm do como variable de respuesta la relacion
de aire durante 20 horas. porcentaje de acumulacion del ensayo a por-

centaje de acumulacion con cloroformo.

Seguimiento de la fermentacionLa semi- o _ )

lla se tomé del medio sélido (agar nutriti- Inicialmente se determind la relacién peso
vo) y se pasé a un preinéculo (30 ml), sede biomasa a volumen de dispersion;
dejo en agitador orbital a 200 r.p.m. duran-Kwang et al. (1994) y Hahret al. (1995)

te 12 horas a 25°C. De alli se pasé al ingculdnuestran que el rango para dicha relacion

(300 ml) y permanecic 8 horas en las misma$Sta entre 0.01 y 0.04 g biomasa/ ml disper-
condiciones de agitacion y temperatura,  Sion. Con base en esta informacion se reali-

zaron 4 ensayos preliminares evaluando
La fermentacion fue monitoreada en su con-distintas relaciones: 0.01, 0.02, 0.03 y 0.04
C|én de absorbanc|a ternendo una Curvda relacién antel’ior se eXaminarOn 3 Varia'
patrén que relaciona absorbancia y concenbles (temperatura: 30 y 60°C; concentra-
tracion. El espectrofotémetro usado fueCion de hipoclorito: 5y 14% (p/v); tiempo:
VARIAN modelo DMS 100 a una longitud 30, 60, 90 minutos). Los ensayos de recu-
de onda de 450 nm usando como blancd’€racion se realizaron por duplicado bajo
solucién salina isot6nica estéril. También un disefio factorial.
se hizo un seguimiento a la acumulacion _ . _
de polimero en las células mediante tinciont-@ biomasa se dejo en contacto con la dis-
con sudan negro (Schleget al, 1970). persién (50% v/v) en un balén de 100 mi

con agitacion el tiempo segln el ensayo. Se
Una vez finalizada la fermentacion la centrifugé en tubos de S0 ml a 10.000 X g
biomasa fue separada del medio de cultivgdurante 10 minutos; una vez finaliz6 la
mediante centrifugacion en Centrifugacentrlfugauén, se retiraron la fase superior
SORVALL a 7200 X g durante 30 minutos. Y la fase intermedia en la cual se hallan res-
La biomasa fue separada del sobrenadanttoS celulares. La fase organica se concentrd

y resuspendida en solucion Tris-HCI 0.01 €N rotaevaporador a 70°C, sin vacio, hasta
M a pH 7.0 y congelada a - 70°C. La alcanzar un volumen cercano a 10 ml. El

biomasa se liofiliz6 en un equipo Polimero se precipito en metanol frio man-
LABCONCO modelo 77500-00 durante 72 teniendo una relacion 1/10 en volumen de

horas a una temperatura de -50°C y una precloroformo a metanol. Se dej6 decantar du-
sion de vacio de im de Hg. rante 12 horas a 4°C. Se desechd el sobre-
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nadante y el polimero obtenido se dej6 segases en un equipo VARIAN 3400 usando
car hasta alcanzar peso constante. una columna DB-WAX semicapilar
(15 m*0.53 mm*0.1um) con un flujo de
Para la determinacion de la pureza de laselio de 10 ml/min. El programa de la co-
muestras, una vez obtenido el polimero sdumna fue 1 min a 60°C y luego una rampa
solubilizé en cloroformo y se filtré a través de calentamiento de 15°C/min hasta 220°C
de membranas de acetato de celulosa (0.48onde permanece 1 minuto. Los estan-
pum) para retener las impurezas que puedalares externos empleados fueron acido
tener el material. Se dejé secar la soluciérB-hidroxibutirico, B-hidroxihexanoato3-
filtrada a temperatura ambiente hasta alcanhidroxioctandico yp-hidroxidecanoato
zar peso constante. marca SIGMA-ALDRICH; el estandar in-

terno usado fue acido ben-zocio marca
Evaluacion de propiedades.El peso MERCK.

molecular en peso (M se determind me-
diante cromatografia de permeacion en geRESULTADOS Y DISCUSION
(GPC) en un equipo HPLC Waters 510
Millipore usando dos columnas Water LOS ensayos realizados para determinar la
Styragel HT4 y HT5 empacadas con relacion biomasa a dispersion se presentan
estireno y divinilbenceno altamente en la Tabla 1. En la relacion de 25 ml de
entrecruzados, colocadas en serie a 30°C glispersion / g de biomasa, el volumen de
detector de indice de refraccion (IR) a 30°C.dispersion fue muy pequefio y no alcanzo
La fase movil fue tetrahidrofurano con un @ entrar en contacto con toda la biomasa.
flujo de 0.3 ml/min. Se utilizaron patrones En la relacion de 75 ml de dispersion / g de
de poliestireno monodispersos entre 2 % 10biomasa la fase organica queda demasiado
y 1 x 10 de peso molecular. viscosa, lo cual dificulta la filtracién. En la
relacion 100 ml de dispersion / g de
La temperatura de fusion se determind me-biomasa se obtiene la fase organica facil-
diante calorimetria diferencial de barrido mente filtrable y la fase acuosa con pocos
(DSC) en un equipo TA modelo 2100, en residuos celulares. Con base en estos resul-
modo estandar, con flujo de helio 203%m tados se escogio la relacion 100 ml de dis-
min., una rampa de calentamiento de 10°Cjpersion / g de biomasa para la realizacion
min entre 25 y 110°C. de los demaés ensayos. Con el fin de mante-
ner la relacion anterior, en todos los ensa-
Una muestra de polimero recuperado seyos se usaron 0.5 g de biomasa liofilizada
sometié a metandlisis siguiendo la meto-y 50 ml de dispersion (25 ml de hipoclorito
dologia descrita por Braunegyg al. (1978) de sodio y 25 ml de cloroformo) y se varié
para obtener el metil-éster del polimero yla concentracién de hipoclorito, la tempe-
ser detectado mediante cromatografia deatura y el tiempo.

Tabla 1
Relacién volumen de dispersion a cantidad de biomasa
Volumen de la dispersion a Rendimiento
cantidad de biomasa (ml/g) (g de polimero recuperado / g biomasa
100 0.0894
75 0.0416
50 0.0200
25 Imposible determinar
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La Tabla 2 presenta los resultados del anade 95%. En dicha tabla se ve que existe
lisis de varianza obtenido para el disefoefecto significativo del tiempo, en tanto que
factorial previsto, el valor de F calculado no existe un efecto significativo de tempe-
es el obtenido para un nivel de confianzaratura y concentracion.

Tabla 2
Andlisis de varianza

Fuente de Suma de| Grados deCuadrado F F

variacion cuadrados| libertad medio calculado | tabla
Temperatura 0.00015 1 0.0015 0.05 4.75
Concentracion 0.00482 1 0.00482 1.67 4.76
Tiempo 0.44880 2 0.22440 78.05 3.89
Temperatura-concentracion 0.00735 1 0.00735 2.56 4.7b
Temperatura-tiempo 0.01277 2 0.00638 2.22 3.8P
Concentracién-tiempo 0.04625 2 0.02315 8.04 3.8p
Temperatura-concentracion-tiempo 0.02995 2 0.01497 5.20 3.8p
Error 0.03450 12 0.00287
Total 0.58458 23

En cuanto a los efectos conjuntos (inte-tenido mediante extraccién con clorofor-
raccion de dos variables) se aprecia en lano y en algunos ensayos fue mayor, lo cual
Tabla 2 que es el par concentracion-tiem-es un gran avance al disminuir el volumen
po el que tiene una mayor influencia sobrede solvente empleado y el tiempo de recu-
el rendimiento, en tanto que los otros paregeracion frente al método de recuperacion
temperatura-tiempo y temperatura-concen-con cloroformo.

tracién no es significativa su influencia. El
efecto de la interaccion de las tres varia
bles estudiadas resulté ser significativo.

a

Hahnet al. (1995) reportan que en la medi- 90 min

Rendimiento relativo

da que transcurre el tiempo se recupera m§ Eig rr:::
polimero, pero se corre el riesgo que dismi+

nuya el peso molecular. Con respecto a la

concentracion de hipoclorito, dicho autor

concluye que a medida en que aumenta |

concentracién aumenta el porcentaje de re b

cuperacion. Desafortunadamente no estu
dia una temperatura distinta a 30°C. Al
comparar los resultados presentados po
dichos investigadores y el presente trabajg
se encuentran grandes similitudes: el tiem-
po es fundamental en la recuperacion de Temperatura(C)
polimero pero también lo es la concentra-
cion del hipoclorito; la temperatura no re-
sulta ser significativa en la recuperacion.

§ 90 min
060 min
m 30 min

Rendimiento relativo

Ficura 1. Resultados de la recuperacién
del polimeros con dispersiones hipo-
clorito-cloroformo. a) Concentraciéon de
La Figura 1 muestra que el porcentaje gehipoclorito 5% (p/v); b) concentracion de
acumulacion resulta ser muy similar al ob-Nipoclorito 14% (p/v).
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Para definir las condiciones para la recupe60% del obtenido mediante extracciéon con
racion de polimero se deben revisar los recloroformo cuando recuperan PHB &e
sultados de peso molecular para cada uneutrophay E. coli recombinante (Hahet

de los ensayos realizados. La Figura 2 muesal., 1995). De lo anterior se puede concluir
tra el peso molecular para cada uno de loglue dependiendo de la cepa utilizada y
ensayos realizados. Como se puede condel polimero sintetizado el ataque del
cluir de dicha figura el peso molecular dis- hipoclorito sobre el polimero sera mayor o
minuye en la medida que aumenta lamenor.

concentracion de hipoclorito, con lo cual

se demuestra que a altas concentracioneBl punto de fusion determinado mediante
de hipoclorito éste hidroliza las cadenasDSC de dos muestras al azar es 57.7°C y
del polimero. A mayor tiempo de contacto 56.4°C. Estas temperaturas, comparadas con
también se presenta una disminucién en ela temperatura al usar extraccion con clo-
peso molecular. A 60°C se conserva mejorroformo (59.8°C) para recuperar el polimero
el peso molecular que a 30°C. Para todosnuestra una leve disminucion lo cual esta
los ensayos el peso molecular resulté serelacionado con la disminucion del peso
superior al 87% del valor obtenido con el molecular debido al hipoclorito. La dis-
patron (polimero extraido con cloroformo) minucién es baja lo cual indica que el
mientras en otros casos se obtiene una cormétodoestandarizado no afecta conside-
servacion del peso molecular cercana arablemente los enlaces del polimero.

La Figura 3 muestra la cromatografia reali-
zada a una muestra de polimero recuperada
segun el método estandarizado. En dicha
figura se aprecia el pico del acido benzoico
%90 min (5.01 min.), el metilB-hidroxihexanoato
060 min (5.354 min.) y el metiB-hidroxioctanoato
m30 min (6.969 min.), por lo cual se concluye que el
polimero sintetizado y recuperado es el
poli-B-hidroxihexaanoato-co-octanoato.
0 60 Este resultado es similar al reportado por

Temperatura (C) Witholt y De Koning (1997) para cepas del
géneroPseudomonasbajo las condicio-
nes de fermentacion el aislamiento colom-
biano no produjo PHB (tiempo de retencion
3.90 min.).

Peso molecular en peso

140000 -

135000 -

90 min
060 min
M 30 min

130000
Las condiciones finales para la recupera-
cién del polimero son entonces:

125000 -

120000 -

Peso molecular en peso

e Concentracion de hipoclorito: 5%
(p/v) por resultar mas econémico que
Temperatura(©) la del 14% (p/v).

Ficura 2. Peso molecular en peso fMara * Temperatura: 60°C por ser la que mejor
cada uno de los ensayos. a) Concentracion Cconserva el peso molecular del polimero.

de hipoclorito 5% (p/v); b) concentracion .  Tiempo: 60 minutos para conservar el
de hipOC|OI’itO 14% (p/V) peso molecular
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Ficura 3. Cromatografia del biopolimero sintetizado Poputidaen el cual se aprecian
los picos del metil-benzoato (5.129 min), mthidroxihexanoato (5.354 min) y
metil-B-hidroxioctanoato (6.969 min).

La pureza obtenida con estas condiciones
finales es 96%, la cual es cercana a la repor-
tada por Kwanget al. (1994) cuando recu-
pera PHB ddR. eutrophda cual es de 97%.
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