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RESUMEN 

 

En este trabajo de grado se presenta el proceso  para  la  producción de Polihidroxibutirato 

(PHB) por  fermentación con Azotobacter vinelandii y posterior mezcla con caucho natural 

(Látex) para la obtención de un copolímero; Para  la fermentación primero se activó la cepa 

liofilizada, seguido de una etapa de incubación para luego inocular con  10% del volumen 

total del medio precrecido (20 ml) el cual contenía 0.662 g/L de biomasa; al mismo tiempo 

se preparó un medio Norris modificado e inoculó con  los 0.662 g/L de biomasa, dejando en 

un proceso de fermentación a condiciones de pH 7.5, Temperatura de 30ºC, 225 rpm por 48 

horas. Concluido  el proceso de fermentación,  se extrajo una biomasa total de 8.2 g/L y 

procedió a separar la biomasa del PHB por el método de digestión con cloroformo-

hipoclorito en relación (70-30 %v/v) respectivamente; luego por los procesos de 

centrifugación, filtración y evaporación se obtuvo PHB. Se caracterizó el polímero por 

espectrofotometría y el método de Law and Slepecky y así se determinó una concentración 

de PHB obtenida de 5,57 µg/ml. Finalmente, se procedió a realizar mezclas sinérgicas con 

Látex por método de dilución en proporción 5:10 y 10:10 P/V. Se evaluaron propiedades 

físicas  y mecánicas a través de Análisis DSC y Tracción Mecánica. Los resultados del 

análisis térmico  mostraron que a mayor dilución con PHB, el índice de cristalinidad 

disminuyó, producto de la diferencia aritmética entre la temperatura de transición vítrea y la 

temperatura de cristalización. A su vez, el rango de estabilidad térmica se expandió entre 

valores de 150-280ºC; En los ensayos de tracción mecánica, el modulo de Young 

disminuyó, mostrando una reducción en la rigidez del copolímero, evidenciando mayor 

elasticidad y maleabilidad, proyectando su uso en aplicaciones plásticas. 

Palabras claves: PHB, Azotobacter vinelandii, Mezcla sinérgica, copolímero.  
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ABSTRACT 

 

This  grade paper shows the process for the production of polyhydroxybutyrate (PHB) by 

fermentation with Azotobacter vinelandii and further mixed with natural rubber (latex) to obtain a 

copolymer; At first for fermentation,  lyophilized strain was activated, followed by an incubation 

step and then inoculated with 10% of the total volume of the pregrown media (20 ml) which 

contained 0.662 g / L of biomass; at the same time was prepared and inoculated Norris modified 

media with 0.662 g / L of biomass, leaving in a fermentation process conditions of pH 7.5, 

temperature 30 ° C, 225 rpm for 48 hours. Finishing that step, it was extracted a total biomass of 8.2 

g / L and proceeded to separate the biomass of PHB by the method of digestion with hypochlorite in 

relation chloroform (70-30% v / v) respectively, then by the processes centrifugation, filtration and 

evaporation gave PHB.  Polymer was characterized by spectrophotometry and the method of Law 

and Slepecky, and thus determined a concentration of PHB obtained from 5.57 g / ml. Finally, it 

proceeded to make Latex synergistic blendings by dilution in 5:10 and 10:10 ratio P / V. We 

assessed physical and mechanical properties by DSC Analysis and Mechanical Traction. Thermal 

analysis results showed that greater dilution with PHB, the crystallinity index decreased, resulting 

from the arithmetic difference between the glass transition temperature and the crystallization 

temperature. In turn, the thermal stability range was expanded between values of 150-280 ° C; In 

the mechanical tensile tests, the Young's modulus decreased, showing a reduction in the stiffness of 

the copolymer, showing greater elasticity and pliability,  projecting its use in plastic applications. 

  

Keywords: PHB, Azotobacter vinelandii, synergistic blending, copolymer. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La innovación, ciencia y tecnologías del siglo XXI,  se han  encaminado a brindar un sin 

número de soluciones a las principales limitaciones de la industria a temas ambientales, 

técnicos y de costos. La contaminación producida por el uso excesivo de combustibles 

fósiles y sus derivados y  la mala disposición y tratamiento de residuos industriales, han 

contribuido a la búsqueda de nuevas alternativas, en especial el área de la biotecnología y 

biomateriales para generar posibles soluciones.  

El uso de materiales plásticos en la industria, ha generado un alto grado de desarrollo 

petroquímico, debido a la gran variedad de propiedades y aplicaciones de estos materiales,  

de allí,  su gran injerencia y uso general en las necesidades de la cotidianidad de la 

sociedad. Pero, las propiedades que los hacen muy buenos materiales, son las mismas, que 

les brindan gran resistencia a la degradación biológica, porque las cadenas de monómeros 

principales son muy difíciles de romper por distintos medios, ya sean físicos o químicos, 

por tanto,  estos materiales plásticos se acumulan en los distintos ecosistemas. 

La biotecnología presenta una posible solución a esta problemática, mediante el 

procesamiento de  biomateriales como la síntesis de Polihidroxialcanoatos (PHA`s) y  

mezclas de los mismos con plásticos y cauchos naturales. Los PHA`s son polímeros 

naturales producidos por bacterias, las cuales los utilizan como reservas de nutrientes. 

Presentan gran variabilidad de propiedades físicas y químicas comparables a los plásticos 

derivados del petróleo y  propiedades biológicas, llegando a ser biodegradables. Una de las 

posibles soluciones presentada por el área de la biotecnología, está encaminada a la síntesis 

de Polihidroxialcanoato (PHA) a partir de distintos microorganismos, donde cada uno usa 

su propia ruta metabólica de síntesis, diferenciándose del hecho que cada bacteria puede ser 

aislada  de medios acuáticos y/o terrestres, y cada especie  bacteriana  usa un sustrato 

propio para la fermentación del PHA, siendo el sustrato el factor económico limitante del 

proceso.  
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Una bacteria que emplea un sustrato económico como bagazo de caña y glucosa, y  es 

aislada de un medio terrestre es la Azotobacter vinelandii, la cual puede sintetizar hasta el 

90% en base seca de Polihidroxibutirato (PHB) en condiciones óptimas de crecimiento a 

temperatura y pH adecuado. El proceso posterior a la síntesis es la bioseparación donde se 

retira el PHB intracelular, para lo cual se debe escoger la forma más correcta de hacerlo sin 

contaminar la muestra deseada. 

Los PHA`s se caracterizan porque se pueden obtener mezclas de copolímeros de tipo 

Polihidroxibutirato (PHB)/Polihidroxivalerato (PHV), las cuales,  presentan  mejores  

propiedades plásticas; de igual forma,   se pueden realizar mezclas de estos copolímeros 

con plásticos o cauchos naturales, obteniendo  nuevos materiales biodegradables,  y con  

propiedades mecánicas y plásticas mejoradas. 

La propuesta de esta investigación consiste en obtener PHB a partir de la Azotobacter 

vinelandii para luego realizar la mezcla con caucho natural y de esta manera,  obtener un 

material con excelentes propiedades mecánicas y químicas, de carácter biodegradable, es 

decir,  no bioacumulable, a condiciones de tratamiento bacteriano. 

Además, la propuesta incluye un diseño experimental para la síntesis y obtención del 

material biológico polimérico a través de la fermentación con la bacteria Azotobacter 

vinelandii, tomando en cuenta  las condiciones y factores ambientales.  

La investigación, de antemano,  supone que la mezcla obtenida, constituirá un material 

estable no solo química sino también físicamente, premisa, con la cual, se le otorgaría las 

propiedades óptimas y necesarias para entrar en competencia con los materiales 

convencionales y  bien posicionados de la industria petroquímica e industrial. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El deterioro ambiental  del planeta debido a la  industrialización y uso excesivo de recursos 

de origen fósil y subproductos petroquímicos, es una problemática que ha impulsado en 

gran medida  el estudio de fuentes  energéticas alternativas, para mantener un equilibrio 

entre lo ambiental y lo económico, por tal razón,  la ciencia está en la búsqueda de nuevos 

materiales como forma de desarrollo tecnológico, industrial y ambiental, pues brindan la 

oportunidad de ser materiales biodegradables a distintas aplicaciones.  

Los plásticos y cauchos sintéticos constituyen la base principal de la industria 

petroquímica,  debido a su gran variedad de propiedades físicas y químicas, permitiéndoles 

ser aplicados a múltiples procesos;  pero el uso intensivo de estos plásticos y cauchos 

sintéticos (obtenidos mediante procesos de polimerización de productos derivados del 

petróleo); De hecho, constituyen entre el 60% y 80% de los desechos marinos de todo el 

mundo [49], por su alta estabilidad tanto física como química, traducida en su gran 

resistencia a la degradación contribuyen al fortalecimiento de la problemática ambiental, 

por su alta estabilidad tanto física como química, traducida en su gran resistencia a la 

degradación.  

Por otro lado, se encuentran los Polihidroxialcanoatos (PHA´s),  poliésteres biológicos   

sintetizados por un gran número de  microorganismos y especies vegetales, en especial  

bacterias; además, existen consorcios microbianos  capaces de consumir  las cadenas 

carbonadas principales de estos polímeros, rompiendo sus estructuras fundamentales, 

convirtiéndolas a dióxido de carbono y agua, dándole así el carácter de materiales 

biodegradables. Los PHA`s de más interés para la ciencia son los PHB 

(Polihidroxibutirato), PHV (polihidroxivalerato) y PHB/PHV; estos  son polímeros de 

mezclas entre los PHB y PHV.  Estos han ganado gran importancia dentro de la nueva 

generación de  materiales, ya que pueden obtener mezclas entre ellos y con otros materiales 

dando como resultado un material con propiedades de biodegradabilidad  y de gran 

resistencia mecánica [2].  
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Dentro de los materiales de uso común en la industria se destaca el caucho natural (cis-1,4-

polisopreno), un producto vegetal procesado obtenido de la savia de varios centenares de 

especies de árboles, en especial de la familia Hevea Brasiliensis y plantas existentes en 

distintas partes del mundo, por ejemplo en el África ecuatorial, el sudeste asiático y 

Sudamérica. La savia de aspecto lechoso o látex extraída de estos árboles es usada de forma 

intensiva en procesos industriales como la producción de neumáticos, suelas de zapato y 

muchos componentes aislantes de uso industrial [7].  

Existe una problemática relacionada con el uso de materiales sintéticos, con su 

acumulación en ambientes naturales y  contaminación de los mismos, en gran medida por 

su naturaleza y sus buenas propiedades mecánicas y químicas, como los cauchos (las llantas 

son fabricadas en este material, y es uno de los residuos más representativos por su gran 

generación, para todo tipo de vehículos); Por esta razón, estos materiales no son amigables 

con el ambiente, incurriendo en costos de disposición y tratamiento final de dichos 

materiales. En la literatura hay muy poca información relacionada respecto al estudio 

sinérgico de mezclas de PHA`s con cauchos naturales, lo cual dificulta  la implementación 

de estos procesos a escala industrial.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

El interés  despertado por  la síntesis y obtención de nuevos materiales, tipo biológico 

(biomateriales),  ha contribuido a generar ideas en bioprocesos y biosíntesis de productos 

poliméricos, los cuales, al ser mezclados con productos sintéticos de uso en la industria, 

como los cauchos, produzcan un nuevo material con una mejora en sus propiedades 

mecánicas, reológicas, físicas, químicas y biológicas.  

En vista de la importancia y necesidad del uso de biomateriales económicos y  viables para 

la industria, como los PHA`s y sus mezclas tales como las de poli [(R)-hidroxibutirato-co-

(R)-hidroxivalerato)] con cis-1,4-polisopreno (caucho natural) entre otros,  se hace 

necesario una investigación orientada al desarrollo y síntesis de Polihidroxibutirato (PHB) a 

partir de microorganismos con el fin de realizar una mezcla con caucho natural a distintas 

concentraciones de PHB y, poder analizar mediante caracterización y pruebas de resistencia 

de materiales el comportamiento de la mezcla; así mismo,  se busca comparar como  variará 

el  rendimiento del PHB en el caucho natural, es decir,  en qué relación de concentraciones 

se obtendrán mejores resultados de propiedades mecánicas en la mezcla. 

Este tipo de investigación brinda la oportunidad de suministrar información útil respecto al 

rendimiento de la mezcla de PHB con caucho natural; pues,  aun no ha sido desarrollada 

plenamente y  en particular se conocen ciertas tendencias del comportamiento final de la 

mezcla, aunque, se espera como resultado una mezcla con  alto rendimiento mecánico, con 

bajo índice de cristalinidad,  y alta resistencia física y química,   y como resultado un 

material útil en los distintos procesos y aplicaciones del caucho. 

Esta investigación busca incentivar al desarrollo biotecnológico con miras a la protección y 

cuidado ambiental, de modo que el material resultante de la mezcla sea un material 

biodegradable en presencia de ciertos microorganismos selectos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

 Obtener un copolimero a partir de una mezcla sinérgica entre Polihidroxibutirato 

(PHB) y caucho natural (látex) determinando sus propiedades mecánicas y 

reológicas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Sintetizar PHB por fermentación con Azotobacter vinelandii.   

 Aplicar un procedimiento adecuado de bioseparación para la obtención  del PHB.  

 Preparar Mezclas sinérgicas de Polihidroxibutirato/Látex.   

 Evaluar las concentraciones de los componentes de la mezcla PHB-Caucho natural 

mediante caracterización de las propiedades mecánicas. 
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4. MARCO DE REFERENCIA 

4.1 ESTADO DEL ARTE 

 

Muchas investigaciones han surgido desde el final del siglo XX hasta la primera década del 

siglo XXI en torno a biomateriales, en especial, PHA`s. Entre los factores motivadores para 

la comunidad científica, está  el deterioro ambiental, el aumento de las demandas de 

materias primas y la búsqueda de energías alternativas. 

Los biomateriales, tiene su origen debido a la necesidad principal de fabricar productos con 

alta competitividad en materia de propiedades mecánicas frente a los derivados de la 

industria petroquímica, con ciertas características: no tóxicos,  sin problemas de desecho y 

permitan una disposición final adecuada de estos residuos. El estudio y síntesis de nuevos 

plásticos es la necesidad prioritaria referente a los biomateriales. Criterios como la 

biocompatibilidad y biodegradabilidad los definen con más propiedad [3]. 

Los estudios de los PHA más recientes, han  buscado mejorar los biomateriales ya 

obtenidos, realizando combinaciones y mezclas entre distintos Polihidroxialcanoatos e  

incluso sustancias petroquímicas, y  de origen natural como el látex,  y aquí se mencionan 

los más destacados: 

Las mezclas de diferentes tipos de poliésteres han cautivado la atención de la comunidad 

científica y se han obtenido buenos  resultados. Ejemplo de ello, es la caracterización 

realizada a la mezcla de policarbonato de propileno (PPC) con copolímero de poli (β-

hidroxibutirato-co- β-hidroxivalerato) en diferentes proporciones. Características térmicas y 

análisis estructurales fueron estudiados a través de técnicas de DSC (escaneo de 

calorimetría diferencial)  y TGA (termogravimetría); HNMR (espectroscopia de resonancia 

nuclear magnética) y SEM (microscopia de escaneo electrón). Esto permitió un 

mejoramiento en la degradación del PPC del 65%, no solo comparando su estado sino 

también con respecto al copolímero [4]. 
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Por otro lado, la mezcla de poli [(R)-hidroxibutirato-co-(R)-hidroxivalerato)] con poli [(R)-

hidroxibutirato-alt-poli (oxido de etileno)] (HE) fue ensayada (Xu Li et al.). Se  partió de la 

idea de mejorar la miscibilidad del poli (oxido de etileno) mediante la inclusión de 

segmentos de PHB con segmentos dentro de la matriz de PHBV y así optimizar las 

propiedades mecánicas del copolímero.  

Un estudio de calorimetría de barrido diferencial mostró que la interferencia de la 

cristalización del PHBV permitiría la alta miscibilidad del Oxido de Etileno (OE) en los 

segmentos de HE. También, se reportó la existencia de partículas hidrofóbicas tanto en la 

superficie como en el seno volumétrico del material, lo cual se puede mejorar con la mezcla 

de HE. 

 En Colombia, también se han llevado a cabo investigaciones con respecto a los 

Polihidroxialcanoatos. A través de un grupo de investigación de la Universidad Javeriana, 

Marcela Franco- y colaboradores [5] aislaron 10 tipos de actinomicetos a través de varias 

muestras de suelo de la región de Boyacá. Estas cepas se cultivaron en dos tipos de medio; 

la muestra que a través del cultivo generó mas PHA (27.48% de rendimiento en peso seco) 

fue la muestra o cepa 7F (que luego de pruebas bioquímicas se logró identificar como 

Streptomyces subrutilus). Este estudio permitió mostrar que a pesar de que en los 

actinomicetos las condiciones limitantes de nitrógeno no favorecen el crecimiento y la 

producción de PHA, en especies bacterianas como la identificada anteriormente, hay un 

gran potencial, disponible en nuestros suelos. Solo requeriría de un manejo diferente de los 

factores nutricionales con respecto a los establecidos para la producción de PHA en otras 

bacterias para obtener resultados similares. 

Al comparar las pruebas de tensión entre PHBV hidratado y PHBV/HE el primero se 

mostró frágil mientras que el segundo, fue dúctil. De hecho el esfuerzo a la ruptura se 

incrementó en un 394 % con un contenido de HE del 15% en peso. Las conclusiones de 

este estudio mostraron  la excelente afinidad de las mezclas PHBV/HE con agua y se le  

atribuyó a la afinidad mostrada entre el PHB y HE en la matriz del PHBV. En la misma 
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investigación se ensayó la adición de plaquetas de oxido de etileno, para ensartar en la 

superficie de la película  segmentos de  oxido de Polietileno (PEO) del HE [6]. 

Nano compuestos de polímeros entre  el biodegradable Poli (3-hidroxibutirato) (PHB) y la 

montmorillonita  orgánica modificada  Cloisite30B (30B) fueron sintetizados por la técnica 

de fundición de disolvente; y degradados isotérmicamente a 230, 235, 240 y 245 ºC (Matko 

Erceg, Tonka Kovacic, Ivka Klaric). De hecho la inclusión de 30B  mejora la estabilidad 

térmica del PHB y el efecto más pronunciado se obtuvo en concentración de 30B al 1% en 

peso. De acuerdo a los resultados obtenidos la degradación del PHB solo y la mezcla 

PHB/30B se puede describir en dos regiones: la primera en donde aparece una pérdida de 

peso pequeña, y la segunda, asignada como la etapa principal del mecanismo de 

degradación, donde la más notoria pérdida de peso tiene lugar. Los parámetros empíricos 

cinéticos  (E, A y g (α)) del mecanismo de la degradación fue objeto de esta investigación 

[7]. 

Es bien conocida la gran variedad de alternativas para cultivar y sintetizar 

polihidroxialcanoatos a partir de un  gran número de microorganismos. Aunque, es 

pertinente anotar el gran impacto de las condiciones de cultivo y medio liquido en el tipo de 

PHA sintetizado. Dentro del gran numero de estudios desarrollados  recientemente 

alrededor del mundo, cabe mencionar el realizado en Malasia con ácidos orgánicos de 

POME, sus siglas en inglés (Efluentes del Molino de  Aceite  de Palma) con el cual se han 

hecho estudios  donde  perfilan a la digestión anaerobia de estos productos como potencial 

fuente de Carbono que contribuiría con la síntesis y producción  de polihidroxialcanoatos 

(PHA´s) [8]. 

Por otro lado, se encontraron investigaciones orientadas al comportamiento y 

biodegradabilidad de los  PHA`s: un polímero del acido 3-polihidroxibutírico y un 

copolímero de PHA, específicamente de los ácidos 3-polihidroxibutirico y 3-

polihidroxivalérico en ambientes costeros. Este hecho tuvo lugar en las costas del mar del 

sur de China (Nha Trang, Vietnam), y según los resultados arrojados por dicha 

investigación, factores como la forma del polímero, la técnica de preparación del PHA, 
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entre otros, afectan la biodegradabilidad más en comparación con la composición de los 

materiales. El ambiente salino favoreció a la degradación de los mismos. Sin embargo, el 

grado de cristalinidad se mantuvo invariable, es decir, tanto la fase amorfa como la 

cristalina se desintegraron. Las especies degradadoras fueron identificadas y se  destacaron 

a Enterobacter sp. (4 cepas), Bacillus sp. y Gracilibacillus sp [9]. 

Llegando a una revisión más particular, encontramos estudios con respecto al PHB 

(Polihidroxibutirato), del cual hay un gran repertorio y se menciona la caracterización de 

mezclas con PHA, y la correlación con el transporte del agua a través de la hidrofobicidad 

de varios productos [BDPE (polietileno de baja densidad) y PA(poliamida)] (Yu.N.et al.). 

Dicha investigación comprendió el análisis de la relación PHB/BDPE para regular la 

resistencia a la hidrolisis o biodegradación a través del control de la permeabilidad del 

agua. La relación entre el transporte de agua y la morfología  mostraría el impacto del 

componente del polímero sobre la regulación del flujo de agua en la matriz hidrofóbica. El 

estudio concluyó que el uso de mezclas PHB/PA pueden constituir soluciones para el 

diseño de matrices en el transporte de drogas en medicina [10]. 

De forma particular,   existen  estudios bien detallados con relación al acido poli láctico 

(PLA), uno de los poliésteres  naturales más abordado en la actualidad.  Con 

modificaciones especificas de tipo superficial y volumétrica, se pueden  precisar mejoras 

considerables, en las propiedades mecánicas, físicas y químicas. Esta última reseña marca 

una línea más de investigación con respecto a los polihidroxialcanoatos [11]. 

Redireccionando la idea de las mezclas con PHB, aquí se puede observar lo siguiente: 

 Se han hecho intentos fructíferos para combinar al PHB con la celulosa acetato 

butirato. Mediante una caracterización de la mezcla, se utilizan técnicas de 

calorimetría, espectroscopia, rayos X, entre otras para investigar el efecto de la 

composición (fracción en peso de Celulosa Acetato Butirato (CAB)) y la 

temperatura en comparación con las relaciones intermoleculares,  para definir las 

propiedades mecánicas de tal mezcla. La cristalinidad es el factor que se modifica y  

desarrolla a través de los análisis por espectroscopia con IR [12]. 
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 Una  combinación entre poli (ε-caprolactona) (PCL) y  poli (3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) por técnicas de fundición de disolvente o electroespining. 

(Costantino Del Gaudio et al.) mostró una gran superioridad en propiedades 

mecánicas, específicamente, el modulo de elasticidad y resistencia a la tracción. Así 

mismo, el producto presentó una menor segregación entre los dominios cristalinos 

que se tradujo en las mejorías significativas [13].   

 Sin embargo, la mezcla de PHA`s no ha sido la única opción postulada. Una 

alternativa para desarrollar las potencialidades de los biomateriales ha consistido en 

la adición de plastificantes, la gran mayoría del tipo natural,  y se han incorporado 

en las técnicas de preparación por su baja toxicidad y buena compatibilidad. Todo 

esto para solucionar una de las dificultades propias con los Polihidroxialcanoatos: la 

fragilidad exhibida durante su termoformación siendo las resinas  ftálicas  uno de 

los plastificantes más usados para esta aplicación [14].  

La necesidad de generar alternativas y soluciones a los problemas causados por 

acumulación y contaminación por residuos, específicamente, del tipo plástico ha 

llevado a explorar y encontrar nuevos materiales. Las enormes opciones de 

investigación y desarrollo con los Polihidroxialcanoatos, dentro de los biomateriales, 

constituye un tema de investigación e innovación que cada vez siembra más 

expectativa. 
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4.2 ANTECEDENTES 

 

La presencia de inclusiones sudonofílicas, al igual que del tipo lípidos, las cuales fueron 

insolubles en cloroformo se observaron por primera vez en Azotobacter chrooccocum, en el 

último siglo. De igual manera en la bacteria Bacillus megaterium se presenciaron  

inclusiones de composición química similar y luego serían identificadas como poli (3-acido 

hidroxibutírico) P (3-HB) por Lemoigne [15]. 

Para finales de 1950, ya se habían recopilado suficientes evidencias acerca de estudios del 

gen Bacillus para poder sugerir que el P (3-HB) funcionaba como una fuente de reserva 

intracelular de carbono y de energía de ese tipo de bacteria. En una revisión  del rol y 

regulación de las reservas de energía en los polímeros obtenidos por microorganismos 

publicados en 1973 P (3-HB), recibió su primera cobertura amplia como material de 

almacenamiento bacteriano similar al almidón y el glucógeno.  

Sin embargo, para este propósito las unidades de 3-hidroxibutirato se estimaban como el 

único constituyente hidroxialcanoato (HA) que formaba este polímero de reserva 

microbiana. En 1974, Wallen and Rohwedder reportaron la identificación de otro tipo de 

hidroxialcanoatos distintos del 3HB. Entre las unidades de HA que se observaron en los 

extractos de cloroformo de lodos activados, se encontraron 3 hidroxivalerato (3HV) y 3 

hidroxihexanoato (3HHx), siendo estos los principales componentes en mayor y menor 

proporción, respectivamente. La siguiente década, tras la identificación de  heteropolímeros 

en el análisis de sedimentos marinos por cromatografía de gas capilar se reveló la presencia 

de 3HB y 3HV como componentes predominantes de las otras 11 unidades de HA [15]. 

Estos microorganismos son capaces de acumular polímeros distintivos como fuentes y/o 

reservas futuras de carbón, nitrógeno y fosforo, en forma de inclusiones intracelulares. En 

la figura 1, se muestra el recorrido histórico de los PHA`s [15]. 
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Figura 1. Historia de PHA`s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Synthesis, structure and properties of polyhydroxyalkanoates: biological polyesters [16] 

 

En 1995, según estudios de Mas-Castelli et al. [16]  se simularon a través de Microcosmos 

(herramienta computacional),  las condiciones medioambientales  encontradas en los 
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1974 Identificación de 3-hidroxialcanoatos 
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de 3, 4,5-hidroxialcanoato 

Producción industrial de P (3HB-co-3HV) 

 1988 Clonación de la biosíntesis de genes de PHA 

Producción de PHA con bacteria recombinante 
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metabólicas 

 

1ra Etapa 

2da Etapa 

3ra Etapa 



 

 

19 

 

residuos plásticos; microorganismos fueron modelados para simular ecosistemas 

microbianos, tal como  el de la sulfureta (sedimentos anaerobios), los cuales, fueron 

estudiados para accesar al potencial de degradación de los PHA en condiciones naturales. 

Este tipo de investigación si bien mostró resultados favorables y comparables frente a 

pruebas estándares realizadas con PHB, HB-HV (7%) y HB-HV (14%), los ambientes 

anaeróbicos y aeróbicos son de especial cuidado e involucran condiciones de gran 

incertidumbre y que  a través de métodos estandarizados para evaluar el proceso de 

degradación, tales como, pérdida de peso, crecimiento microbiano, distribución de pesos 

moleculares, entre otros garantizan mayor precisión y aproximación de la capacidad de 

degradación de los PHA`s bajo condiciones ordinarias. 

Asimismo,  en 1998, Bernd H.A y sus colaboradores se interesaron en estudiar las enzimas 

claves en la síntesis de PHA. Gracias a ello, en la actualidad 42 genes estructurales de 

sintetasa de PHA de 38 bacterias diferentes han sido clonados, y se obtuvieran 30 genes de 

secuencias de nucleótidos. Las estructuras primarias de las 30 sintasas de PHA fueron 

alineadas y analizadas con respecto a la alta conservación de amino ácido y características 

bioquímicas [17]. 

La  fiebre por los nuevos materiales ha tomado y arrojado nuevos ámbitos de investigación. 

En 2001, inician la caracterización de PHA`s con mezclas; Se suponía que el 

comportamiento de cristalización, propiedades físicas, y comportamiento de 

biodegradabilidad de los poliésteres microbianos en mezclas, eran significativamente 

afectados por la naturaleza del conjunto de las mismas y dependían en sí de su 

biodegradabilidad [18]. 

Al mismo tiempo, pero de manera más particular se evaluaron las correlaciones entre el 

grado de cristalinidad, morfología, temperatura vítrea, propiedades mecánicas y 

biodegradación de poli (3-hidroxialcanoato) PHA`s y sus mezclas. En gran medida, por ser 

frágiles el homopolimero puro, PHB, y el copolimero puro (3-HBP-Co-HV) (88:12) se 

busca mezclarlos con otros materiales para incrementar sus propiedades. La idea principal 

fue desarrollar polímeros biodegradables de base PHB para mejorar propiedades 
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mecánicas, tales como fractura al stress (27-18 MPa), tensión (400-660%), resistencia al 

impacto y estabilidad a largo plazo para así compararlos con PE, PP y PET [19]. 

De igual manera, se llevó a cabo un trabajo encaminado al desarrollo y caracterización de 

películas de mezclas de PHA con soportes. Estas películas elaboradas de mezclas de 

poliésteres mostraron que la elongación a la fractura de las películas de la mezcla 

PHBHHx/PHB se incrementó del 15% al 106% cuando el contenido de PHBHHx en la 

mezcla se amplió del 40% al 60%. Los soportes hechos de PHBHHx/PHB consistían en un 

60%p/p de PHBHHx mostrando un fuerte crecimiento y proliferación de condrocitos 

(células especializadas para el intercambio de nutrientes) en los materiales de fusión 

escaneados bajo microscopio electrónico de barrido [20]. 

No sólo, la identificación de genes es suficiente para hablar con propiedad de los PHA`s. 

Estos polímeros en general se construyen de hidroxi-acil-CoA derivados por diferentes vías 

metabólicas. Dependiendo de su origen microbiano, los bioplásticos difieren en la 

composición de sus monómeros, estructura macromolecular y propiedades físicas.  Un 

estudio precedente (2003) se llevó a cabo, el cual se enfocó en la descripción metabólica en 

el paso a paso de los genes en la biosíntesis de determinados PHA`s, así como la 

caracterización de los mismos (scl [cadena de longitud corta]-PHA; mcl [cadena de 

longitud media]-PHA; lcl [cadena de longitud larga]-PHA) [21]. 

En contraste con, la síntesis de PHA en microorganismos, se desarrollaron ensayos 

correspondientes a producción de caucho (2003). El elastómero más importante es el 

caucho natural (cis-1,4-polisopreno). El caucho del árbol Hevea brasiliensis es hasta ahora 

una fuente comercial relevante de  este polímero, aunque hay  muchas plantas capaces de 

sintetizarlo. Los recientes avances en el análisis de las vías de biosíntesis de isoprenoides y 

poli-isopreno han alentado a establecer estudios de obtención de cauchos naturales en 

bacterias. Estableciendo la funcionalidad de la biosíntesis del cis-1,4-polisopreno en 

bacterias, la cual, depende en primer lugar de las vías biosínteticas de isopreno, y en 

segundo lugar,  la polimerización del isopreno por un proceso de alto peso molecular de 

preniltransferasa polisoprenoides. Luego, un amplio estudio se realizó para estimar la ruta 
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metabólica para conseguir tal propósito. En conclusión, se demostró que a través de fuentes 

renovables de la agricultura, por fermentación, es posible alcanzar la producción de caucho 

natural en otras especies de plantas modificadas genéticamente, como Arabidopsis thaliana 

[22]. 

A continuación, en 2004, un  estudio enfocado  en el comportamiento térmico y mecánico 

de algunos agro-materiales se llevó a cabo. Varias formulaciones basadas en matriz de 

almidón plastificado, variando la formulación de la matriz, el contenido de relleno, longitud  

de las fibras  y la naturaleza de las mismas. A dichas mezclas se les sometió a procesos de 

moldeo por inyección y extrusión para luego ser caracterizadas. Finalmente, estos estudios 

mostraron que la adición de fibras de celulosa mejora la resistencia térmica de los nanos 

compuestos.  

Por otro lado,  encontramos una investigación que incluyó la ingeniería  del proceso de 

biosíntesis de PHA en la Escherichia coli recombinante, prestando mucha atención a los 

genes intervinientes en la biosíntesis  para la producción de distintos tipos de PHA y 

mejorar los rendimientos de obtención. Además, las vías metabólicas inherentes  a la E. coli 

se diseñaron para proveer de manera eficiente monómeros de PHA a partir de fuentes 

renovables de carbono, tales como los azúcares y los ácidos grasos. Los resultados 

mostraron que para scl-PHA la biosíntesis con E.coli fue satisfactoria con niveles de 

producción de 5 g/l*h. En  cambio para los mcl-PHA  e incluso otros copolímeros de PHA 

la historia fue diferente, gracias a la esquematización y trazado de los precursores (genes)  

de PHA en las rutas metabólicas de los ácidos grasos [23]. 

Los Polihidroxialcanoatos son biodegradables y termo procesables, y debido a este hecho, 

exhiben  oportunidades  en el campo de los dispositivos médicos convencionales y en la 

ingeniería de tejidos (Biomédica). Los PHA`s mas destacados, PHB,  copolímeros de poli 

3-hidroxibutirato-co-3-valerato (PHBV), 4-hidroxibutirato (P4HB), 3-hidroxibutirato-3-

hidroxihexanoato (PHBHHx) y poli 3-hidroxioctanato (OPS) y sus compuestos se han 

utilizado para desarrollar dispositivos como  suturas, los dispositivos de reparación, parches 

de reparación, cabestrillos, parches cardiovasculares, clavos ortopédicos, las barreras de 
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adhesión,  dispositivos de regeneración/ reparación tisular guiada, de reparación del 

cartílago articular, las guías de los nervios, dispositivos de reparación de tendones, los 

andamios de la médula ósea, y vendas para heridas [24]. 

De modo que, materiales compuestos se prepararon con almidón de maíz granular (CS) o 

fécula de potasa (PS) con la resina de poli (éster amida) (PEA) con distintas fracciones 

volumétricas hasta del 40%. Las propiedades de rendimiento de tensión fueron medidas a 

velocidades de formación entre 0.0017-0.05 s
-1

. Los resultados mostraron un aumento en el 

límite de elasticidad de la mezcla CS-PEA conforme lo hacía velocidad de deformación y el 

contenido en almidón. La velocidad de deformación fue más pronunciada con el 

incremento en contenido de almidón. Efectos mixtos se distinguieron en las mezclas de PS-

PEA: a velocidades de deformación bajas, el rendimiento a la tensión disminuyó con el 

aumento de la fracción de almidón, mientras,  aumentó a velocidades de deformación altas. 

Con  esto, la inclusión de CS y/o PS en PEA genera máximos en la curva deformación-

tensión.  Demostrándose  la efectividad de las inclusiones de PEA en PHA, de forma 

particular, para mejorar sus características [25]. 

En consecuencia, se desarrolló una preparación de un nanocompuesto de caucho 

natural/sílica (NR/SiO2) mediante técnicas de auto-montaje y de composición de látex. Los 

resultados de tales estudios mostraron lo siguiente: SiO2  se distribuía  de manera 

homogénea en la matriz del NR en pequeños grupos de tamaño mediano.  Los 

nanocompuestos, específicamente cuando la sílica se encuentra distribuida de manera 

uniforme, poseen una mayor resistencia térmica y propiedades mecánicas. Además, este 

tipo de productos poliméricos representan un potencial para la fabricación de productos 

médicos con altos rendimientos [26]. 

Seguidamente, se han hecho observaciones importantes acerca de las diferentes bacterias 

productoras de  PHA. Es el caso específico de la Azotobacter sp. , quien,  puede acumular 

hasta un 90% en peso de PHA. Sin embargo, presenta una dificultad y es la producción de 

subproductos y microorganismos (alginato) los cuales disminuyen el rendimiento  de 

producción. Para tal problema se han propuesto alternativas, una concreta, que cita la 
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manipulación de especies para acomodar las rutas metabólicas y conseguir resultados 

óptimos.  Una especie mutante para tal propósito, es la Azotobacter ps.mutante  [27]. 

Por esta razón, en búsqueda de obtener más perspectivas con respecto a los 

Polihidroxialcanoatos se han realizado ensayos para analizar la trascendencia de la 

exposición a radiación de dichos materiales frente al peso molecular, la biodegradación y 

cristalinidad. Tres  especies de PHA fueron utilizadas: poli (β- hidroxibutirato) y poli (β-

hidroxibutirato-co-β-hidroxivalerato), y una mezcla comercial de poli (β- hidroxibutirato) y 

poli (ε-caprolactona). Las muestras se irradiaron en aire a diferentes dosis, con tasa de dosis 

constante de 10 kGy/h (medida de irradiación). El peso molecular se determinó por 

cromatografía líquida de alta resolución, el porcentaje de cristalinidad mediante difracción 

de rayos X de gran ángulo y por espectroscopia infrarroja por reflectancia total atenuada, y 

la biodegradación por pérdida de peso relativa de muestras dispuestas en medio basal con 

sales minerales, inoculado con Streptomyces s. El aumento de la dosis absorbida produjo 

desplazamiento de la distribución de pesos moleculares hacia pesos menores, incrementó 

del porcentaje de pérdida de peso relativo durante la biodegradación, y escasa variación del 

porcentaje de cristalinidad [28]. 

Hasta 2008, ya se habían ensayado varias mezclas de PHA con otro tipo de materiales y 

entre ellos para estudiar el comportamiento de las propiedades mecánicas, químicas y 

eléctricas. Dentro de esos intentos, se hace mención de las mezclas de  polihidroxibutirato-

hidroxivalerato (PHB-HV) con almidón de maíz en los contenidos en almidón de 0%, 20%, 

30%, 40% y 50% se prepararon por colada. En consecuencia, los valores del modulo de 

Young, esfuerzo, deformación a la ruptura por deformación a la tracción y fuerza de 

punción disminuyeron al aumentar el contenido de almidón. En conclusión, se llegó a 

afirmar que las mezclas eran incompatibles a nivel molecular debido a la ausencia de 

interacciones, según medidas de infrarrojo (IR) [29]. 
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4.3 MARCO TEÓRICO 

4.3.1 Polihidroxialcanoatos (PHA`s) 

 

Los PHA son polímeros naturales producidos por bacterias  utilizados como reserva de 

nutrientes. Los PHA han atraído la atención de la comunidad científica debido a su fuerte 

tendencia a ser biodegradables,  sus propiedades físicas y mecánicas, comparables, a las de 

los plásticos derivados del petróleo (estos polímeros presentan propiedades  desde plásticos 

rígidos y quebradizos, hasta los semejantes al hule) y por ser producidos a partir de recursos 

renovables [1]. 

Los polihidroxialcanoatos (PHA`s) son una familia de poliésteres biológicos ópticamente 

activos con unidades de  monómero (R)-3HA. Los ácidos 3-hidroxialcanoatos están todos 

en la configuración R debido a la estereoespecificidad de la enzima polimérica, PHA 

sintetasa [30]. 

Con respecto a los PHA`s, se puede destacar el carácter termoplástico  y/o elastómero de 

estos materiales.  De acuerdo, a la longitud de cadena se pueden organizar  en tres grandes 

grupos: scl (siglas en inglés, Longitud de corto alcance)-PHA, mcl (siglas en inglés, 

Longitud de medio alcance)-PHA y hcl (siglas en inglés, Longitud de largo alcance)-PHA 

[31]. 

Son polímeros lineales en los cuales el grupo carboxilo de un monómero forma un enlace 

tipo éster con el grupo hidroxilo del monómero siguiente. Los PHA se depositan de forma 

intracelular  como cuerpos de inclusión, por medio de sustratos compatibles y pueden llegar 

a representar más del 90% del peso seco celular [32]. De estos tres se destacan por su 

mayor uso y aplicabilidad en la industria los scl-PHA, los cuales son clasificados como 

termoplásticos, poseen un elongamiento a la ruptura menor a un 5% pero  incorporándoles 

unidades de 3HV al P3HB permite aumentar la maleabilidad y resistencia, alcanzándose 

valores de elongamiento para ruptura cerca del 50% y están también los mcl-PHA, los 

cuales por tener menor cristalinidad y puntos de fusión menores son reconocidos como 

elastómeros y poseen elongamiento a la ruptura mayor al 100% [33]. 
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Los copolímeros de PHA, según,  algunas investigaciones son estructuras con las cuales se 

obtienen mejores propiedades mecánicas, mejora la cristalinidad y temperatura de fusión. 

Se pueden encontrar  mezclas de copolímeros de PHB-PHB/V y HV (hidroxivalerato),   

que al incorporarse a las cadenas principales de  PHA`s les brinda mejor  rendimiento en 

propiedades como la maleabilidad y les da un carácter más biodegradable. 

Se han podido determinar aproximadamente 150 ácidos hidroxialcanoicos, saturados, 

insaturados, halógenos, aromáticos, etc., incorporados a las cadenas principales de PHA 

cambiando a su vez las propiedades físicas del polímero. Estos cambios dependen en gran 

medida a los tipos de sustratos  suministrados, especificidad en la polimerización y las 

diferentes rutas metabólicas para  la formación de los monómeros [33]. 

Dentro del amplio grupo de poliésteres biológicos, el más común es P (3HB) Poli-3-

hidroxibutirato, con su producción bien referenciada para un gran número de 

microorganismos. No sólo, es  importante destacar la estructura isotáctica perfecta con solo 

la configuración- (R), sino, también la orientación de las fibras de la estructura cristalina 

del P (3-HB) que  han sido determinadas con rayos X  [30]. 

Existe un amplio rango de aplicabilidad para los PHA y se pueden clasificar en dos grupos 

principales: 

 Envases desechables biodegradables 

 Área farmacéutica  

Donde en cada área se aprovecha las propiedades mecánicas y bajos costos de producción. 

Existe también un área de investigación en bioprocesos donde se realizan trabajos 

investigativos con PHA y mezclas con materiales naturales como el caucho natural o Látex. 

Los materiales de PHA`s, exhiben propiedades similares a varios materiales elastómericos 

y termoplásticos sintéticos  comúnmente usados en la industria, como por ejemplo el 

polipropileno y el caucho sintético [34]. 
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4.3.2. Polihidroxibutirato (PHB) 

 

El Polihidroxibutirato es el primer miembro conocido de esta familia, tiene propiedades 

mecánicas semejantes al polipropileno con la ventaja agregada de la biodegradabilidad. Sin 

embargo, en la actualidad no es un material que pueda desplazar al polipropileno, pues su 

diferencia de precio es muy grande [35]. A continuación, en la figura 2 se exhibe la 

estructura molecular  del primer miembro de la familia de los Polihidroxialcanoatos. Se 

puede observar la presencia del grupo éster del ácido carboxílico en la cadena principal. 

 

Figura 2. Estructura química del Polihidroxibutirato (PHB) 

 

 

 

 

Fuente: Miscibilidad de Mezclas Poliméricas de Polihidroxialcanoatos [35]. 

 

4.3.3 Producción de PHB con microorganismos 

 

Se han realizado investigaciones en busca de obtener un buen rendimiento de PHA a partir 

de cepas bacterianas, los primeros procesos desarrollados para la producción de PHA con 

microorganismos se realizaron mediante procesos de fermentación utilizando  la bacteria 

Ralstonia eutropha, la cual es capaz de producir Polihidroxibutirato (PHB) a partir de 

glucosa, o Polihidroxibutirato-Valerato (PHBV) a partir de glucosa y propionato, sustratos 

cuyo alto costo incidía en el precio final del polímero obtenido [32]. 

A continuación en la Tabla 1, se presenta un listado de los microorganismos existentes y su 

rendimiento de síntesis de PHA, destacando 
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Tabla 1. Bacterias que acumulan PHA.  

Bacteria % en peso seco 

Ralstonia Eutropha 96 

Rhodobacter 80 

Azospirillum 75 

Azotobacter 73 

Methylocitis 70 

Leptothrix 67 

Pseudomonas 67 

Baggiatoa 57 

Rhizobium 57 
 

Fuente: http/www.biopolymer.net 

La producción de PHA`s  con microorganismos depende principalmente del tipo de factores 

externos o ambientales en exposición  de las cepas, como temperatura, pH, cantidad de 

oxígeno y nutrientes, entre otros. De los microorganismos referenciados existentes para 

poder sintetizar PHA`s,  la bacteria  Azotobacter sp. Es la que despierta más interés debido 

a su alto rendimiento de conversión y bajo costo de cultivo. 

4.3.3.1 Generalidades del género Azotobacter sp. 

  

Los microorganismos de este género comprenden bacterias con forma bacilar, reaccionan a 

la tinción de Gram como Gram negativos (-), las células son ovoides, y miden 

aproximadamente de  2µm a 4µm de diámetro, son aerobios pero algunos pueden vivir a 

tensiones bajas de oxigeno [36]. 

En medios libres de nitrógeno con glucosa como única fuente de carbono, las células 

jóvenes de diferentes especies presentan una forma bacilar con extremos redondeados. Las 

colonias jóvenes de estos microorganismos son generalmente lisas, opacas, poco convexas 

y viscosas, tal como se ilustra a continuación en la figura 3: en a) cultivo de azotobacter y 

b) morfología de la cepa. 
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Figura 3. A) Colonias de Azotobacter sp. en medio libre de nitrógeno. B) Morfología  de las 

células de Azotobacter sp. 

 

Fuente: Caracterización molecular de cepas nativas colombianas de Azotobacter spp. Mediante Análisis de 

restricción del DNA Ribosomal 16S [36]. 

Bioquímicamente son catalasas y oxidasa positivos, reducen el nitrato, producen el sulfuro 

de hidrogeno e hidrolizan almidón,  las bacterias de este género fijan asimbióticamente 

nitrógeno y son solubizadoras de fosfatos, además, realizan procesos de biodegradación de 

plaguicidas como el endosulfan. Son quimio-organotróficas, utilizan para su crecimiento 

azúcares, alcoholes y sales inorgánicas. Son fijadoras de nitrógeno en vida libre, fijan al 

menos  10 mg de N2 por gramo de carbohidrato consumido [36]. 

Requieren molibdeno para fijar nitrógeno que puede ser parcialmente reemplazado por 

vanadio. La bacteria Azotobacter sp.  es quimio-heterótrofo, utiliza como fuente de carbono 

y energía una gran variedad de ácidos orgánicos, azúcares o sus derivados alcohólicos, 

dentro de las sustancias que utilizan como fuente de  carbono y energía se encuentra la 

glucosa, fructosa, sucrosa, acetato, fumarato, piruvato, succinato, acetilmetilcarbinol y α-

Oxoglutarato. Respecto a la fuente de nitrógeno pueden utilizar nitrato, sales de amonio y 

aminoácidos, sin embargo la adicción de nitrato de potasio mejora la producción de 

biomasa. Su crecimiento es normal cuando se encuentra entre pH de 7.0-7.5, requiere una 
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temperatura óptima de 30ºC, susceptibles a pH ácidos, altas concentraciones de NaCl y 

temperaturas mayores a 35ºC [36].         

Este tipo de bacteria aislada del suelo, puede utilizar sustratos económicos y  viables como 

la sacarosa o melazas de caña, para producir PHB. En esta bacteria el polímero se obtiene 

mediante un proceso de síntesis donde actúan tres enzimas: una b-cetotiolasa, encargada de 

condensar dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, una acetoacetil- CoA 

reductasa, para convertir este compuesto en 3-hidroxibutiril-CoA, y una polimerasa, para 

polimerizar los monómeros. Este camino metabólico lo utilizan la mayoría de las bacterias 

productoras de PHB, tales como R. eutropha  [32]. 

A continuación se ilustra el proceso de la ruta metabólica para la síntesis de PHB en la   

Azotobacter sp. Figura 4. 

Figura 4. Esquema de la síntesis de PHB en Azotobacter sp. 

      

  Fuente: Bioplásticos: una alternativa ecológica. 

 

La obtención de PHB con Azotobacter sp.  presenta problemas debido a la producción de  

alginatos, y de tal forma  provoca dificultad en la bioseparación de las células para obtener 

PHB; además se  genera un cultivo más viscoso y espeso; y  este, a su vez, compite con la 

síntesis de PHB por el sustrato suministrado al medio,  afectando así el rendimiento de 

obtención de bioplástico.  
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4.3.3.2  Azotobacter vinelandii 

 

Una posible solución a esto sería conseguir una modificación genética de la Azotobacter sp. 

tal como la Azotobacter vinelandii la cual puede acumular PHB hasta un 90% de su peso 

seco, además, puede sintetizar copolimero de PHB y PHV con sustratos de bajos costos y 

es incapaz de producir alginato. En la Figura 5 se puede observar la diferencia de 

producción de PHB en una cepa no mutante y otra mutante de Azotobacter, donde se puede 

observar una mayor producción de gránulos de PHB y más grandes, en comparación con la 

cepa original [1]. 

 

                  

Fuente: Tomada de “Contaminación ambiental y bacterias productoras de plásticos biodegradables” [1]. 

 

Azotobacter vinelandii es una bacteria polipoloide, es decir posee varias copias de su 

cromosoma, es de tamaño muy grande de 2 a 5 µm, su morfología característica se 

identifica a continuación: 

 

 

 

 

Figura 5. Izquierda: Gránulos de PHB (color claro) en cepa no mutante de la bacteria 

Azotobacter. Derecha: Cepa mutante de la misma bacteria. 
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Figura 6. Pigmentación verde-amarillo característica de Azotobacter vinelandii. 

 

 

 

 

 

      

 

Fuente: 

4.3.4 El caucho natural (Látex) 

 

El látex es una sustancia con un composición de gran complejidad, puesto que entre sus 

elementos constituyentes se encuentran gomas, aceites, azucares, sales minerales, proteínas, 

alcaloides, terpenos ceras, hidrocarburos, almidón, resinas, taninos y bálsamos. Además, la 

cantidad de cada uno de estos compuestos que existe en el látex varía ostensiblemente lo 

que depende de una serie de factores, como la especie vegetal, la parte de la planta en la 

que se encuentra, la época del año y el tipo de suelo sobre el que crece la planta [37]. 

Se puede definir al látex de caucho como una suspensión coloidal acuosa, generalmente de 

color blanquecino, segregada por la corteza de árboles laticíferos al sufrir una herida en su 

tronco, en esta sustancia el polímero se mantiene disperso en la fase acuosa continua de 

forma relativamente estable [37].  

El caucho natural (cis-1,4-polisopreno) es un producto vegetal procesado obtenido de la 

savia de varios centenares de especies de árboles y plantas existentes en distintas partes del 

mundo, en especial en el África ecuatorial, el sudeste asiático y Sudamérica.  
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Figura 7. Estructura del látex (cis- 1,4poliisopreno) 

 

Fuente: Obtención de un Material Compuesto de Matriz Elastomérica y de Fibra de Coco [37]. 

 

El látex se obtiene practicando en la corteza del árbol del caucho una incisión en espiral. El 

látex se recoge en vasos colgados del árbol, bajo la incisión, y a continuación se transfiere a 

cubos transportados a las estaciones de procesamiento. Por lo general, se añade amoníaco 

como conservante. El amoníaco rompe las partículas de caucho y produce un producto con 

dos fases de aproximadamente  un 30 - 40 % de parte sólida. Este producto se concentra 

hasta obtener un 60% de parte sólida, obteniéndose así un concentrado de látex amoniacal 

con un 1,6% de amoníaco en peso. Con el fin de, evitar la coagulación y la contaminación, 

se añade a este concentrado un conservante secundario, como el pentaclorofenato sódico, el 

disulfuro de tetrametiltiuram, el dimetilditiocarbamato sódico o el óxido de zinc.  

Entre los diferentes tipos de caucho natural producidos en la actualidad se encuentran: Las 

planchas estriadas ahumadas, el caucho de especificación técnica, los crepés, el látex, el 

caucho natural epoxidizado y el caucho natural termoplástico. De estos, el de mayor 

relevancia en la industria es el látex de caucho natural,  a causa de la mayor demanda de 

productos para protección frente al virus del SIDA y a otros agentes patógenos transmitidos 

por la sangre. Los concentrados de látex se utilizan para la producción de pegamentos, 

tejidos de fondo de alfombras, espumas y productos como globos, guantes y preservativos. 

El caucho natural epoxidizado se obtiene tratando el caucho natural con perácidos y se 

utiliza como alternativa a algunos cauchos sintéticos [2]. 

 

 

http://www.eis.uva.es/~macromol/curso03-04/automovil/paginas/imagenes/El_cau1.jpg
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4.3.5 Mezclas de PHB-caucho natural 

 

El caucho natural es otra clase de polímero, el cual, en estado natural es elastómerico y 

biodegradable. Las distintas clases de caucho pueden ser mezcladas con sustancias 

poliméricas tales como los PHB, PHB/V y sus copolímeros, para mejorar las propiedades 

físicas del caucho destacando el incremento en la temperatura de fusión (Tm) y mejora en 

la propiedad de tracción mecánica,  lo que le brinda la ductibilidad y dureza requeridas para 

muchas aplicaciones plásticas [31]. 

Los cauchos como el látex, epoxidizados y termoplásticos pueden ser mezclados en 

distintas proporciones con PHA`s con el fin de obtener distintos tipos de biomateriales que 

brindan propiedades únicas, las cuales pueden ser aprovechadas para aplicaciones de tipo 

industrial, medicas y farmacéuticas como por ejemplo, guantes de látex más duraderos y 

resistentes,  hule más flexible y biodegradable, entre otras.  

El uso de diferentes tipos de cauchos para ser mezclados con PHA`s pueden ayudar a 

mitigar el impacto de dichos cauchos sobre el ambiente, pues  una cadena de PHA unida  a 

la cadena principal de un caucho, brinda la ventaja de hacer al material biodegradable y 

abre una puerta de posibilidades a nuevos materiales, con aplicaciones desde elastómeros 

rellenos de PHA hasta caucho termoplástico reforzado [31]. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1 TIPO DE INVESTIGACION 

 

El presente proyecto es una investigación cuantitativa de tipo experimental; puesto que se 

establecen y analizan las relaciones causales con sus respectivos efectos entre variables, lo 

cual arrojará éxito o no de la misma. De igual forma, se adopta un diseño experimental lo 

cual permitió relacionar las variables de pH, concentración de producto, sustrato y biomasa 

contra tiempo y concentración de látex y PHB para de esta manera obtener un nuevo 

copolímero. 

 

5.2 TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION 

 

5.2.1 Fuentes de Información Primaria 

 

Las fuentes primarias de este proyecto son los datos obtenidos por las pruebas 

experimentales que se realizaron en los laboratorios de la Universidad de Cartagena, en el 

edificio de Ingenierías en la dependencia de Tecnologías y Plantas pilotos partiendo de la 

activación del microorganismo, preparación del inoculo, toma del tiempo de inhibición y 

por último ensayo de fermentación. Posteriormente se aplicaron métodos analíticos tales 

como determinación de la biomasa por centrifugación, determinación del crecimiento 

celular, medición del pH, mezcla con látex y cuantificación del copolímero. 

 

5.2.2 Fuentes de Información Secundaria 

 

La información suministrada para la síntesis de PHB y la mezcla látex para la elaboración 

del copolímero ha sido a través de artículos obtenidos de las bases de datos llamadas 
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Science Direct, EBSCOhost y del artículo “PHA–rubber blends: Synthesis, characterization 

and biodegradation”. 

 

5.3 Población 

  

En este proyecto la población es infinita porque el crecimiento bacteriano se realiza por 

fisión binaria (2n; n = ∞) por lo que, el cultivo bacteriano estará en crecimiento continuo. 

Respecto al látex, se toma como población 4 kilogramos de ese mismo. 

 

5.4 Muestra 

 

El tamaño del inóculo debe ser el 10% del volumen de  trabajo  para la síntesis del PHB. La 

muestra correspondiente al látex es de 10 ml. se hace de acuerdo al rendimiento que 

aproximadamente es del 90%. 

 

5.5 Hipótesis 

 

Si se adiciona PHB al látex, se obtendrá un copolímero.  

Hipótesis Alternativa:  

Si se adiciona PHB al látex, no se obtendrá un copolímero.  
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5.6 Variables 

 

Variables dependientes: Concentración de PHB, biomasa y sustrato (en el proceso de 

obtención del PHB), concentración de copolímero, % (p/v) de copolímero,  Yx/s, Y p/s, 

productividad  Biomasa, productividad  PHB y productividad  polímero extracelular. 

Variables Independientes: Tiempo y concentración del PHB en Látex. 

Variables intervinientes: pH y temperatura. 

5.7 Operacionalización De Variables 

 

Tabla 2.  Definición de Variables para Proceso de Fermentación. 

  VARIABLE DEFINICION INDICADOR 

V
a

ri
a
b

le
s 

D
ep

en
d

ie
n

te
s 

Concentración de PHB 
Cantidad de PHB por 

litro de solución. 
Gramos/Litro 

Concentración de Biomasa 
Cantidad de Biomasa 

por litro de solución. 
Gramos/Litro 

Concentración de 

Bioplástico 

Peso del Bioplástico 

respecto al volumen 

del látex 

Gramos Bioplástico/Litro 

de látex 

% (p/v) de Bioplástico 

 

Peso del Polímero 

respecto al volumen de 

látex 

Gramos Polímero/Litros 

de látex 

Y x/s 
Rendimiento de 

Biomasa 

Gramos Biomasa/Gramos 

Sustrato 

Yi p/s 
Rendimiento 

intracelular del PHB 

Gramos PHB/Gramos 

Sustrato 
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qp 

Velocidad de consumo 

de Sustrato 
(h

-1
) 

Productividad  Biomasa 

Productividad de la 

Biomasa por hora en 

litro de solución 

(Gramos/Lh) 

Productividad  PHB 

 

Productividad de PHA 

por hora en litro de 

solución 

(Gramos/Lh) 

 µ 

Células que se 

producen durante la 

fase exponencial 

(h
-1

) 

V
a
ri

a
b

le
s 

In
d

ep
en

d
ie

n
te

s Concentración de PHB en 

látex 

Cantidad de PHB por 

ml de solución. 
mg/ml 

Tiempo 
Lapso necesario para 

completar un volumen. 
Horas 

V
a
ri

a
b

le
s 

In
te

rv
in

ie
n

te
s Ph 

Nivel de acidez y 

alcalinidad 
pH 

Temperatura 

Contenido de la 

energía  interna de las 

moléculas. 

º C 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

5.8 Diseño De Experimentos 

 

Se plantea un diseño unifactorial en el cual el único factor de interés es la proporción de la 

mezcla de PHB con caucho natural. Se realizaron 3 mezclas variando la concentración de 
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PHB, en solución de caucho natural. Las variables de respuesta que se evaluarán en las 

muestras son las que se presentan en la tabla 2.  La tabla 3, referencia los análisis aplicados 

a las mezclas sinérgicas preparadas. 

Tabla 3. Relaciones de concentración de la mezcla 

 

 

 

 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

Tabla 4. Propiedades a evaluar 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

5.9 Determinación del Crecimiento Bacteriano 

 

Se tomó una muestra de 2000 µl en una celda de vidrio y se midió como blanco en un 

espectrofotómetro (Lobomedic UV-Vis Scanning Spectrophotometer Spectro UV-265) a 

500 nm, arrojando una densidad óptica (OD) de 0.73, luego se inoculo con el 10% del 

volumen inicial que era de 200 ml (20 ml) de medio pre crecido por  24 h y así evitar la 

fase de latencia, el cual presentaba una concentración de biomasa de 0.6625 g/l (peso 

Prueba (mg) Polihidroxibutirato (PHB) (ml) CAUCHO NATURAL (Látex) 

1 0 10 

2 5 10 

3 10 10 

Ensayo  Método  Equipo  

Estabilidad térmica.  RAMPA  DSC  

Tracción Mecánica. ESTIRAMIENTO TEXTURÒMETRO 

Espectrometría IR. ATR NICOLET MAGNA 50 
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húmedo), una vez inoculado, se toma otra muestra de 2000 µl en una celda de vidrio y se 

mide de nuevo el OD, el cual fue de 0.75 por lo que la diferencia con el OD del blanco 

refleja la concentración en ese tiempo 0. Luego, el medio se dejo fermentando en una 

plancha automática con agitación constante de 225 rpm, temperatura constante de 30ºC por 

48 h. Se tomaban muestras de 2000 µl y se media el OD para así poder realizar la curva de 

fermentación y determinar el tiempo óptimo de mayor producción de PHB. En la siguiente 

gráfica se reflejan esos resultados [40]. 

 

5.10 Caracterización del polímero 

 

El polímero se caracterizó por espectrofotometría de UV a 235 nm en una solución de 1.5 

ml de H2SO4  [98%], siguiendo la técnica de Law and Slepecky [40] tal como se describe a 

continuación: 

Se tomo como blanco H2SO4 concentrado, y luego se diluyo el polímero en el ácido, y se le 

calculo su OD, que fue de 0.9984.  

Siguiendo la ecuación 1: 

                  (Ec. 1)[42] 

 

“Para obtener la concentración en µg/ml se divide entre 100 puesto Law y Slepecky 

realizan el análisis a 235 µm” 

5.11 Texturómetro (Prueba de Tracción Mecánica) 

 

Para esta prueba se elaboraron moldes con dimensiones de 0.04 m de ancho, 0,053 m de 

largo y un espesor de 0,003 m, que luego se sometieron a una fuerza de jalonamiento, que 



40 

 

permitió calcular las magnitudes, para una muestra de látex y la mezcla látex-PHB (10:10 

P/V). 

 

5.12 Procesamiento De La Información 

 

El procesamiento de la información de este proyecto, se llevó a cabo durante 1 año, en 

donde se encontró información que sirvió para la mejor elección de los métodos a utilizar 

en la obtención del copolímero, de igual manera, se contó con la colaboración de expertos, 

los cuales ofrecieron su apoyo incondicional. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Diagrama de flujo del proceso 

Figura 8.  Diagrama de flujo del proceso de obtención del copolímero Látex-PHB. 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato y Caucho Natural para obtener un copolímero [48]. 
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La figura 8 presenta esquemáticamente, las etapas llevadas a cabo para el cumplimiento de 

los objetivos del proyecto, iniciando desde la activación de la cepa, hasta la caracterización 

de las mezclas sinérgicas (análisis DSC y Texturómetro), destacando Preparación del medio 

de cultivo, del precrecido, del medio de fermentación, la extracción de biomasa, extracción 

del PHB, preparación de las mezclas PHB-látex y caracterización de las muestras. 

 Se establecieron las condiciones óptimas del proceso para la extracción del 

Polihidroxibutirato, además se fijaron parámetros de pH, temperatura, fuentes de 

hidrogeno, fósforo, potasio, nitrógeno y oxigeno, a concentración homogénea 

mediante agitación, todo esto para el mantenimiento y crecimiento adecuado de la 

bacteria Azotobacter vinelandii utilizada en la síntesis del PHB; así mismo se llevó 

a cabo la extracción e implementación de las operaciones unitarias de secado y 

preservación del látex en amoniaco a temperatura inferior a 17°C.  

6.1.1 Materiales y equipos 

 

En el desarrollo del proyecto se utilizaron los siguientes equipos: 

 Cámara de flujo laminar (Forma Scientific). 

 Incubadora (Memmert 854 Schwabach). 

 Autoclave. (GEMM Sturdy SA-300 H) 

 Plancha con control de agitación magnética y temperatura (Thomson Itester IT-09) 

 Texturometro (Shimadzu EZ-S) 

 Calorímetro diferencial de barrido DSC (Q200 V24.4 Build 116) 

 Espectrofotómetro (Lobomedic UV-Vis Scanning Spectrophotometer Spectro UV-

265) 

 Baño térmico (Water Batch GEMMY Co. Modelo YCW-010E) 

 Microscopio (Leica M205 A). 

 pH-metro (CG 840 B SCHOTT). 

 Balanza analítica (Explorer-OHaus Corporation SN E0341119042329). 

 Refrigerador (Refrigerador whirlpool 13 p3 nuevo). 
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 Centrifuga (Universal Modelo PLC-012 E). 

De igual manera se utilizaron los materiales  listados a continuación: 

 Erlenmeyer. 

 Cajas de petri. 

 Tubos de ensayo. 

 Pipetas graduadas y no graduadas. 

 Beakers. 

 Agitador magnético. 

 Mechero de alcohol.  

6.1.2 Preparación del medio de cultivo 

 

Se realizó la activación de la cepa liofilizada según indicaciones del CECT (Centro Español 

de Cultivos Tipo) (Anexo A). Se re-suspende el liófilo con ayuda de una pipeta Pasteur en 

el medio liquido esterilizado anteriormente en autoclave a 121ºC. El medio Norris, fue el 

medio adecuado para la conservación de la cepa, con pH 7.2 ajustado con HCl  [0.25 M] y 

por recomendaciones del CECT debe estar libre de nitrógeno. Se preparó un medio de 200 

ml y su contenido se detalla a continuación:  

 K2HPO4 0.2 g 

 MgSO4.7H2O 0.04 g 

 CaCO3 0.2 g 

 NaCl 0.04 g 

 FeSO4.7H2O 0.02 g 

 Na2MoO4.2H2O 1.00 mg 

 Agar en polvo (solo para medio sólido) 3.00 g 

 Glucosa anhidra 2.00 g 

 Agua para medio 200 ml [38] 
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Después, se procede a inocular en medio sólido y líquido todo el contenido de la muestra, 

finalmente, se ajusta el pH a 7.2 con HCl [0.25 M], se realizó la incubación por 72 horas de 

cada uno de los medios a temperatura de 30ºC.  

6.1.3 Caracterización bacteriana 

 

Para  la identificación de las paredes bacterianas, se aplicó la técnica de tinción de Gram  y 

de esta manera se comprobó que la cepa es Gram (-), la morfología observada de la cepa es 

en forma de bacilo (Anexo B). En la tabla 4, se detallan las condiciones de crecimiento, y 

las propiedades físicas del cultivo con Azotobacter vinelandii. 

Tabla 5. Características de las colonias de cultivo [39] 

Medio Medio libre de nitrógeno (Medio Norris) 

pH 7.2 

Tiempo de 

Cultivo 
72 horas 

Temperatura 30 

Superficie Cerosa 

Densidad Opaca 

Consistencia Mucoide 

Forma Fusiforme 

Elevación Convexa 

Borde Entero 

Pigmentación Verde-Amarillo 

 

6.2 Fermentación y obtención del PHB 

 

Se preparó el medio Norris con un volumen de trabajo de 200 ml para el pre-crecido o 

semilla, con esterilización previa e incubación por 24 horas, tomando un inoculo de 

bacteria activada previamente en medio Norris sólido y añadiéndole dos fuentes extra de 
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nitrógeno,  0.1 g de extracto de levadura y 0.2 g de peptona, con el fin de obtener un mayor 

rendimiento.  

Para determinar el tiempo adecuado de producción de polímero  se realizaron 6 ensayos 

para describir la cinética de crecimiento en el proceso de fermentación, para lo cual se 

prepara  medio Norris Modificado de 400 ml con los siguientes componentes: 

 1.2 g  Glucosa,  

 0.46 g Acetato de amonio,  

 0.04 g peptona, 

 0.08 g MgSO4.2H2O,  

 5.2 mg citrato férrico,   

 1 mg  Na2MoO4 

 Agua para medio 400 ml [38] 

 Se preparó un buffer  de sales de fosfato (9.2 mg K2HPO4-0.024 g KH2PO4) con el 

objetivo de mantener el pH a 7.5, el cual se ajustó con una solución de NaOH 1 M y 

se esterilizó en autoclave a 121ºC  a 15 lbf/ cm
2 

por 15 min [40]. 

6.3 Determinación del Crecimiento Bacteriano 

  

En la tabla 6, se reflejan los resultados de  Densidad Óptica (D.O.) aplicados en el proceso 

de fermentación. Se observó un aumento de esta variable, conforme pasó el tiempo, 

obedeciendo este comportamiento al crecimiento de la bacteria, como resultado   de los 

nutrientes en el caldo de cultivo. 
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Tabla 6. Resultados D.O. para la Biomasa 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Luego de tener los datos dentro del rango requerido, se procede a graficar: 

Figura 9. Curva de Crecimiento para la Cinética con Azotobacter vinelandii. 

 

y = -1E-05x3 + 0,0002x2 + 0,0428x
R² = 0,9903
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Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

 

La Figura 9 muestra, que cuando se realiza la fermentación con previa inoculación, la fase 

de adaptación,  donde los microorganismos comienzan adaptarse al medio  (fase de 

latencia) se minimiza, manteniéndose el crecimiento exponencial, hasta aproximadamente 

las 45 h, tiempo en el cual se da la mayor producción de PHB, considerándose el producto 

obtenido como el metabolito secundario. 

Para tener datos más claros, se realizó un ajuste polinomial de grado 3 que describe muy 

bien el comportamiento de la cinética, el cual se describe en la Figura 10: 

Figura 10. Curva ajustada Cinética de Crecimiento Azotobacter v. OD vs. Tiempo. 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 
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Esto demuestra que el tiempo de mayor producción de PHB, a las condiciones de trabajo de 

pH 7.5, agitación a 225 rpm es de 45 a 48 horas. 

6.4 Extracción de la Biomasa y del Polímero 

 

Una vez determinado el tiempo óptimo de fermentación, se realiza la extracción del PHB,  

y se procede de la siguiente manera: Cumplidas las 48 h de fermentación, se centrifugaron 

los 400 ml a 3200 rpm por 15 min en tubos de ensayo con muestras de 10 ml; después,  se 

calculó la concentración en base húmeda de biomasa, la cual fue de 8.2 g/l. 

Luego se realizó un proceso de digestión (Anexo C) con solución hipoclorito de sodio-

cloroformo (30-70%, respectivamente) por una (1) hora y 30 min sin agitación, para cada 

muestra de 1 mg se adicionó 4.5 ml de solución. Una vez completado el proceso, se 

centrifugaron las muestras a 3200 rpm por 15 min, formándose tres fases: la superior, de 

hipoclorito; la intermedia, restos celulares; y la inferior, solución de cloroformo y PHB 

[40]. 

La fase superior se retiró con pipeta;  la fase media y la fase inferior  se filtraron, separando 

los restos celulares de la solución de cloroformo-PHB; recolectando esta solución en cajas 

de petri. Una vez se recogía el volumen total de la solución cloroformo-PHB,  se calentaba 

la caja de petri a temperatura constante (70ºC) en una plancha de calentamiento para 

evaporar el cloroformo y concentrar el PHB. Secado el polímero, se pesó y obtuvo una 

masa total de 110.2  mg de polímero [40]. 

Este procedimiento se repitió para distintas concentraciones de inoculo, del 1%, 2% y 10 % 

del volumen total de 200 ml del medio precrecido por 24 horas, (0.027 g/L, 0.053 g/L y 

0.6625 g/L) obteniéndose distintas cantidades de polímero (0.044 g/L, 0.055 g/L y 0.28 

g/L) respectivamente, tal como se muestra en la siguiente grafica: 
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Figura 11. Producción de polímero y Biomasa a distintas concentraciones de inoculo. 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

 

De la Figura 11, se determina que la máxima cantidad de polímero (110.2 mg) se obtiene 

con una concentración de inoculo de 0.6625 g/L  

6.5 Caracterización del polímero 

 

Siguiendo la ecuación 1, se calcula la concentración de PHB: 
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                   (Ec. 1)[42] 

 “Para obtener la concentración en µg/ml se divide entre 100 puesto Law y Slepecky 

realizan el análisis a 235 µm” 

Constante o Coeficiente de extinción de ácido crótonico: 5.21 

Densidad del polímero: 1250 mg/ml 

Volumen del polímero: 0.014 ml 

Volumen de Solución: 1.5 ml 

OD235 nm : 0.9984 

 

 [PHB]=5.57 µg/ml 

Lo cual está muy cercano a los valores dados por Law y Slepecky para caracterización de 

PHB por espectrofotometría UV. 

Figura 12. Curva Patrón de caracterización de PHB, método Law and Slepecky. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Assay of Poly-β-Hydroxybutyric Acid [41]. 

 

Utilizando la figura 12, la cual, corresponde a la curva de calibración para la relación de la 

absorbancia con la concentración de PHB, se ilustra que para un OD de 0.998 a 235nm y 
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extrapolando se tiene que la función que describe la grafica es: Y=0.19X. Para Y=0.9984, se 

obtiene una concentración de 5.25 µg/ml dato muy cercano al valor obtenido de 5.57 µg/ml, por 

ende se demuestra que efectivamente se ha obtenido PHB, como se observa en la Tabla 7. 

Tabla 7. Comparativo Concentración de PHB. 

Concentración de Polímero Obtenido Concentración de Polímero Calculado 

5,57 µg/ml 5,25 µg/ml 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

copolímero [48]. 

 

6.6 Rendimiento y productividad total de biomasa y producto (PHB) 

 

De acuerdo a los modelos cinéticos y de crecimiento bacteriano, tenemos que: 

                                                                                                              (Ec. 2) [42] 

                                                                                                          (Ec. 3) [42] 

                                                                                                       (Ec. 4) [42] 

 

Velocidad de Crecimiento 

          (Ec. 5) [42] 

Rendimiento Producción celular/Consumo sustrato 

         (Ec. 6) [42] 

Rendimiento Producto/Consumo sustrato 

          (Ec. 7) [42] 

Velocidad de Consumo de Sustrato 
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          (Ec. 8) [42] 

 

Utilizando las ecuaciones anteriormente descritas, se obtuvieron los valores para las 

variables en el proceso de fermentación que se presentan en la Tabla 8. 

Tabla 8. Cálculo de la relación de las variables para el proceso de Fermentación. 

VARIABLE CANTIDAD INDICADOR 

Concentración de PHB 0.28 Gramos/Litro 

Concentración de Biomasa 8.2 Gramos/Litro 

% (p/v) de Bioplástico 

 
1 

Gramos Polímero/Litros 

de látex 

Y x/s 0.63 

Gramos 

Biomasa/Gramos 

Sustrato 

Yi p/s 0.022 
Gramos PHB/Gramos 

Sustrato 

Productividad  Biomasa 0.17 (Gramos/Lh) 

Productividad  PHB 

 
0.006 (Gramos/Lh) 

Velocidad de consumo de 

sustrato 
0.082 (h

-1
) 
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µ 0.052 (h
-1

) 

%(P/V) Concentración de 

PHB en látex 

5:10 

10:10 
mg/ml 

Tiempo 48 Horas 

pH 7.2-7.5 pH 

Temperatura 30 º C 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

Copolímero [48] 

6.7 Preparación de las mezclas de PHB-Látex 

 

La técnica usada para la preparación de las mezclas fue la mezcla por disolución. Se 

realizaron mezclas de PHB-Látex en relaciones 5:10, 10:10 (%P/V en mg/ml).  El látex fue 

disuelto y preservado en amoniaco. El PHB se agregó a la solución de látex y se agitó 

vigorosamente en un baño de temperatura a 70°C por 15 minutos, tiempo en el cual se 

removía completamente el solvente y disolvía el polímero [31]. 
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6.8 Caracterización de las mezclas de PHB-Látex 

 

A las mezclas poliméricas se le aplicó un  análisis térmico  por DSC. El equipo utilizado 

para DSC (Q200 V24.4 Build 116) por el método de la Rampa. La transición térmica fue 

medida bajo una atmosfera de nitrógeno con un rango de temperatura de 30º-300ºC y con 

un flujo de calor de 10º/min. Además, se aplicó un análisis de tracción mecánica (Shimadsu 

EZ-S), en donde se evaluaron fuerza de rotura, deformación máxima y fuerza de 

deformación por el método de estiramiento. Para la aplicación de este método se prepararon 

moldes con dimensiones de 0.04 m de ancho, 0,053 m de largo y un espesor de 0,003 m 

[31]. 

 

6.9 Procesamiento Y Análisis De Datos 

 

El desarrollo de pruebas y ensayos, dentro del esquema del diseño experimental, se llevará 

a cabo en las instalaciones de la Universidad de Cartagena en el laboratorio de resistencia 

de materiales. La caracterización final de las muestras obtenidas contemplará pruebas de 

resistencia mecánica y análisis de propiedades reológicas, siguiendo la normativa ASTM D 

412 de 2002. 
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7 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Para las mezclas por dilución de PHB en látex, se aplicaron un análisis térmico (DSC) y 

uno de tipo mecánico (Texturómetro). Los resultados se describen a continuación con su 

respectivo análisis prueba por prueba. 

7.1 Determinación de Propiedades Térmicas por DSC 

Figura 13. Prueba DSC para muestra de Látex. 

 

 

El látex es una dispersión o sistema coloidal estable, definiéndose como un sistema en el 

cual las partículas permanecen dispersas como entidades simples por largos períodos de 

tiempo. El látex es un elastómero, con un arreglo molecular caótico que logra cierto grado 

de cristalinidad al ser estirado, de gran elasticidad, con muy poca fragilidad y dureza. En 

general, los elastómeros no tiene grupos muy polares o lugares muy aptos para puentes de 

hidrogeno: las cadenas extendidas no se ajustan muy bien entre sí por lo que no pueden 
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operar eficientemente las fuerzas de Van Der Waals. En un elastómero la entropía derrota a 

la entalpía, es decir, el arreglo molecular desordenado es tal, que la energía para modificar 

la estructura y las posiciones no es suficiente, y simplemente el estado caótico se mantiene 

[43]. 

En el látex las dispersiones moleculares pueden ser sometidas a condiciones bastante 

adversas, como: adición de electrolitos, congelamiento, elevadas temperaturas, altos 

esfuerzos de corte, etc., pero al haber cambios bruscos en propiedades como la temperatura, 

el látex experimenta un ordenamiento o desordenamiento de sus cadenas dependiendo el 

tipo de látex, hay casos en los que al ser sometidos a disminuciones de temperatura 

adquiere un ordenamiento cristalino y  rígido [43]. 

De acuerdo a la figura 13,  se afirma lo siguiente: 

 Mostró una temperatura de fusión de 104.63 y presenta una estabilidad térmica 

comprendida en el rango de 150-280 ºC. Por otro lado, nos indica que a temperatura 

ambiente (25ºC) es un material rígido (Esto se explica  por el uso de soluciones 

amoniacales para mantenerle líquido y  refrigerado). 
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Figura 14. Prueba DSC para muestra de PHB- Látex (5:10 P/V) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De la figura 14, se afirma: 

 La muestra PHB-Látex (5:10 P/V) mostró una temperatura de fusión de 104.63 °C, 

sin ningún cambio con respecto al látex; la estabilidad térmica aumenta un poco su 

rango de temperatura, entre 155-280°C.  
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Figura 15.  Prueba DSC para muestra de PHB- Látex (10:10 P/V) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo a la figura 15, se afirma: 

 La muestra PHB-Látex (10:10 P/V) mostró una temperatura de fusión de 104.56, 

que refleja una leve disminución con respecto a la relación PHB-Látex (5:10 P/V)   

y presenta una estabilidad térmica más marcada en un rango mayor de temperatura 

comprendido entre 140-280 ºC.  
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Figura 16. Pruebas DSC Superpuestas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De la figura 16, al mostrar un comparativo entre los termogramas, se observa una mayor 

estabilidad térmica a medida que aumenta la relación de dilución, es decir, que existe una 

relación de proporcionalidad entre la estabilidad térmica y la relación de dilución del PHB 

en el látex.  

Un elastómero posee un alto grado de elasticidad que es característico del caucho: puede 

ser deformado considerablemente, para, sin embargo, volver a su forma original. Como en 

el caso de las fibras sus moléculas son alargadas y delgadas, y se alinean cuando se estira el 

material. La gran diferencia es esta: cuando se elimina la fuerza de estiramiento las 

moléculas de un elastómero no permanecen extendidas y alineadas; vuelven a sus 

conformaciones desordenadas originales favorecidas por la entropía. No permanecen 

alineadas, porque las fuerzas intermoleculares necesarias para sujetarlas en este 

ordenamiento son más débiles que la de las fibras.  
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De la figura 13 se determina que el látex al ser preservado en solución amoniacal y a 

temperaturas entre 14 y 15ºC adquiere un tipo de ordenamiento molecular cristalino, por lo 

que hay una tendencia a hacerse un poco más rígido, pero de lo obtenido en las graficas 14 

y 15 se puede observar que al haber una relación mayor de PHB-Látex el arreglo molecular 

cambia y tiende a volver las cadenas del látex a un estado amorfo por lo que sería un 

material más flexible, esto se podría explicar debido a que el PHB evita el deslizamiento de 

las moléculas, pero no impide la flexibilidad a las cadenas. 

En la siguiente tabla se resume los datos generados por las figuras 13, 14,15 y 16: 

Tabla 9. Propiedades térmicas obtenidas por DSC. 

Parámetros 
Temperatura de 

Fusión (Tm; ºC) 

Temperatura de 

Degradación (Tdeg;ºC) 
ΔHº (J/g) 

Látex 104,63 153,12 630,90 

Látex-PHB (5:10 P/V) 104,63 150,15 601,30 

Látex-PHB (10:10 P/V) 104,56 148,35 374,00 

 

De acuerdo  a los resultados arrojados por el análisis DSC, en la Tabla 9 se observa: 

 Una disminución de la temperatura de degradación, a medida que aumenta la 

relación de dilución del PHB en látex,  evidenciándose  una reducción en la rigidez 

del látex al incluir grupos funcionales del PHB a las cadenas poliméricas de este, y 

la relación con la temperatura de degradación,  consecuencia de la propiedad de 

biodegradabilidad conferida por el PHB a la mezcla del copolímero, 

  Una leve tendencia a la disminución en la temperatura de fusión a medida que 

disminuyó el flujo de calor suministrado, esta baja diferencia en la temperatura de 

fusión se puede deber a que se necesite aumentar la relación de dilución del PHB en 

el Látex.   

 Se Puede apreciar de las Figuras 13,14 y 15 que a medida que aumenta la relación 

de PHB en látex se da una estabilidad térmica y gráficamente se puede observar en 

el tipo de pico generado por cada Isoterma donde para la mezcla de 10:10 %P/V se 

alcanza una estabilidad entre 140 y 280ºC. 
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 Cuando el látex alcanza la temperatura adecuada, gana la suficiente energía como 

para adoptar una disposición sumamente ordenada, lo que se denomina 

cristalinidad. Cuando el látex se dispone en esos ordenamientos cristalinos, libera 

calor, es decir, mientras menos energía libere, más comportamiento de polímero 

amorfo presenta, es por eso, que la mayor relación de dilución de PHB-látex 

muestra una disminución en la entalpia de fusión de casi la mitad en comparación al 

látex [44]. 

Figura 17. Termograma por DSC para muestras de PHA en distintas mezclas de caucho: a. 

mcl-PHA extraída de C. testosteroni; b. Mezcla de mcl-PHA: Caucho Natural (15:85 % 

P/P); c. Mezcla de mcl-PHA: Caucho nitrilo (15:85% P/P); d.  Mezcla mcl-PHA: Caucho 

de Butadieno (15:85 %P/P) 

 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Contaminación ambiental y bacterias productoras de plásticos biodegradables [1]. 

 

La figura 17 muestra los termogramas por DSC, aplicados a mezclas entre mcl-PHA y 

varios tipos de caucho, específicamente con Caucho Natural y Cauchos sintéticos. 
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 El termograma b, mezcla entre mcl-PHA: Caucho natural,  ilustra una temperatura de 

fusión en 89 ºC, y una estabilidad térmica entre 230 y 240 ºC, que en comparación con c y 

d, mezclas con cauchos sintéticos, se obtienen menores temperaturas de fusión , y 

estabilidad térmica en rangos inferiores. 

La tabla 10 muestra el comparativo entre los valores obtenidos para las mezclas PHB-Látex 

contra la mezcla mcl-PHA: Caucho Natural.  A medida que se incrementa la relación 

estequiométrica entre el PHA frente al Caucho natural, la estabilidad térmica incrementa su 

rango, mientras que, la temperatura de fusión decrece. 

Tabla 10. Comparativo Mezclas PHB-Látex vs. Mcl-PHA: Caucho Natural 

Mezcla Sinérgica 
Rango de Estabilidad 

Térmica 
Temperatura de Fusión. (Tm; ºC) 

Látex 150-280 ºC 104.63 

PHB-Látex (5:10 % P/V) 155-280 ºC 104.63 

PHB-Látex (10:10 % P/V) 140-280 ºC 104.56 

mcl-PHA: Caucho Natural 

(15:85 %P/P) 
230-240 ºC 89 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (Látex) para obtener un 

Copolímero [48]. 
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7.2 FTIR (Análisis Infrarrojo por Transformada de Fourier) 

 

A continuación se detallan los resultados obtenidos al aplicar FTIR por técnica de ATR, 

donde para el análisis de los espectros, tendremos que tener en cuenta lo siguiente: 

Para los polihidroxialcanoatos, se tienen grupos funcionales de esteres de ácidos 

carboxílicos, y específicamente para el Polihidroxibutirato (PHB) distinguimos las 

siguientes interacciones moleculares: 

 C=O 

 C-O-C 

 -CH3 

Para el Látex, que es un alqueno con configuración -cis, distinguimos las siguientes 

interacciones moleculares: 

 C=C 

 C-C 

 -CH2 

 C-H 
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Tabla 11. Interacciones moleculares y sus Rangos de absorción. 

INTERACCIONES 

MOLECULARES RANGO DE ABSORCIÓN INFRAROJA (cm
-1

) 

C=O 1600-1790 

C-O-C 1180-1280 

 

-CH3 

Vibraciones de estiramiento: 2840-3000 

Vibraciones de deformación: 1375-1450 

C=C 1640-1670 

C-C Vibraciones menores a 1500 

-CH2 720-1465 

C-H Vibraciones mayores a 3000 

 

Fuente: Mezcla Sinérgica entre Polihidroxibutirato (PHB) y Caucho Natural (látex) para obtener un 

copolímero. 

 

De  acuerdo  a la información suministrada por la Tabla 11, en la Figura 18 se observan las 

bandas características de la mezcla PHB-látex (5:10 %P/V): las vibraciones de valencia 

(C=O) marcadas entre 1600 y 1790 cm
-1

 (punto 7) centrada en 1660.41cm
-1

; Las 

vibraciones de valencia (C-O-C) marcadas entre 1280-1180 cm
-1

 (punto 11) centrada en 

1239.04  cm-
1
; Las vibraciones de valencia (-CH3):  de estiramiento asimétricas marcadas 

entre 2840 y 3000 cm
-1

 (puntos 3 y 4) centradas en 2959.23 y 2918.73 cm
-1

 

respectivamente,  y simétrica (punto 5) centrada en 2853.17 cm
-1 

; de deformación 

marcadas entre 1450 y 1375 cm
-1

 (puntos 8 y 9) centradas en 1445.39 y 1375 cm
-1

. 
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Figura 18. Espectro Infrarrojo de la mezcla PHB-Látex (5:10 %P/V) 
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Figura 19. Espectro Infrarrojo para mezcla PHB-Látex (10:10 %P/V). 

 

 

 

 

De  acuerdo  a la información suministrada por la Tabla, en la Figura 19 se observan las bandas 

características de la mezcla PHB-látex (5:10 %P/V): las vibraciones de valencia (C=O) 

marcadas entre 1600 y 1790 cm
-1

 (punto 7) centrada en 1659.45cm
-1

; Las vibraciones de 

valencia (C-O-C) marcadas entre 1280-1180 cm
-1

 (punto 13) centrada en 1241.93  cm
-1

; Las 

vibraciones de valencia (-CH3):  de estiramiento asimétricas marcadas entre 2840 y 3000 cm-1 

(puntos 3 y 4) centradas en 2958.27 y 2917.75 cm-1 respectivamente,  y simétrica (punto 5) 

centrada en 2852.2 cm-1 ; de deformación marcadas entre 1450 y 1375 cm-1 (puntos 10 y 11) 

centradas en 1445.39 y 1375 cm
-1

.  
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Además se observan las bandas características del látex, los picos centrados en 2724.92 cm
-1

  

corresponden a la vibración de valencia del enlace C=C; los picos centrados en 1128.15 cm
-1

, 

1078.01 cm
-1

, 839.84 cm
-1

 y 740.53 cm
-1

  corresponden al grupo de metileno (-CH2); los grupos 

con vibraciones inferiores a 1500 cm
-1

 corresponden a alcanos ramificados y grupos con 

vibraciones superiores a 3000 cm
-1

 corresponden a los enlaces C-H. 

 

La figura 20, muestra el espectro IR aplicado a una mezcla entre PHB y acrilamida (AAm) 

obtenida por polimerización de injerto radio-inducido. Se observan bandas características del 

PHB: las vibraciones de valencia (C=O) en la región 1600-1790 cm-1, centrada en 1725,41 cm-

1; las bandas de valencia C-O-C en la región 1280-1180 cm
-1

, específicamente en 1184.39 cm
-1

, 

1228.33 cm
-1

 y 1282.35 cm
-1

; y la banda de doblaje (CH3) centrada en 1380.13 cm
-1

. Además se 

observan las bandas características de la AAm que se entrecruzó: los picos centrados en 

3344.80 cm
-1

 y 3197.32 cm
-1

 que corresponden a la vibración de la banda de valencia  simétrica 

y anti-simétrica del enlace –N-H; la señal en 1665.22 cm-1 corresponde al grupo carbonilo de la 

poliacrilamida; el pico en 1453.40 corresponde a la vibración de doblaje de NH (δ (NH)) [50]. 

 

Figura 20. Espectro IR del PHB y P (HB-ipn-AAm) 
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Fuente: Síntesis y caracterización de una red semi-interpenetrada de poli (3-hidroxibutirato) y acrilamida 

obtenida por polimerización de injerto radio-inducido [50]. 

 

La tabla 12, muestra un comparativo entre las vibraciones obtenidas por la mezcla PHB-Látex y 

la mezcla entre PHB-P (HB-ipn-AAm). Efectivamente, las lecturas de los espectros muestran 

una compatibilidad y correspondencia con lo registrado por la bibliografía, haciendo referencia 

a los rangos de absorción. En todos los casos, el espectro siempre se mantuvo dentro del rango, 

hablando específicamente, de cada interacción molecular. 

Los resultados permiten afirmar que hubo una inclusión del PHB en las cadenas poliméricas del 

látex, cumpliéndose la hipótesis de obtener un copolímero. 

 

Tabla 12. Cuadro Comparativo Espectros IR para mezcla PHB-Latez y PHB/P (HB-ipn-

AAm) 

INTERACCIONES 

MOLECULARES 

RANGO DE 

ABSORCIÓN 

INFRAROJA 

(cm
-1

) 

VIBRACIONES 

OBTENIDAS 

PARA PHB/ 

P(HB-ipn-AAm) 

(cm
-1

) 

VIBRACIONES 

PARA 

PHB/LÁTEX 

(cm
-1

) 

C=O 1600-1790 1725.41 
1660.41 

C-O-C 1180-1280 
1184.9-1228.03 Y 

1282.35 
1239.04 

-CH3 

Vibraciones de 

estiramiento: 

2840-3000 

Vibraciones de 

deformación: 

1375-1450 

1380.13 

2959.23 - 2918.73 

y 2853.17 

1445.39 y 1375 

 

Fuente: Síntesis y caracterización de una red semi-interpenetrada de poli (3-hidroxibutirato) y acrilamida 

obtenida por polimerización de injerto radio-inducido [50]. 
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7.3 Texturómetro (Prueba de tracción mecánica) 

 

• La Tabla 13, ilustra el análisis realizado a dos muestras de Látex, con moldes según 

Norma ASTM  D 412 de 2002 (Anexo D), donde la media de los datos arrojan que el 

material se deforma con una fuerza de 2.26 N en un tiempo de 0.68 s y llega a una 

fuerza de rotura de 26.375 N con una deformación total de 116.62 mm y un tiempo 

total de 35 s. 

Tabla 13. Resultados Prueba de Tracción para Látex. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• La Tabla 14, ilustra el análisis realizado a dos muestras de dilución de PHB en  

Látex (10:10 %P/V), con moldes según norma ASTM  D 412 de 2002 (Anexo D), donde la 

media de los datos arrojan que el material retoma su estado elástico a una fuerza de 1.16 N 

en un tiempo de 0.35s y llega a una fuerza de rotura de 31.15 N con una deformación total 

de 245.09 mm y un tiempo total de 73.54 s. 

 



70 

 

Tabla 14. Resultados Prueba de Tracción para Látex-PHB (10:10 P/V) 
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Figura 21. Prueba de Tracción. A) Látex y B) Látex-PHB (10:10 P/V) 

                    A        B 

 

 Como se puede observar, en la Figura 21 y en las Tablas 13 y 14, vemos que la 

inclusión de PHB al látex resulta en un aumento en la fuerza de rotura, así mismo 

como la elongación y  el tiempo de rotura. Estos aumentos en los parámetros 

señalan el posible aumento del estado amorfo del látex por la inclusión de grupos 

poliméricos del PHB en la red polimérica del copolímero resultante, mencionada y 

señalada en el análisis anterior. 

 

 El látex posee la peculiaridad de que presenta cambios a nivel estructural al 

experimentar aumentos o disminuciones de temperatura, si dentro de esos cambios 

llega a presentar un ordenamiento cristalino debido a un cambio en la temperatura, 

este va a  poseer fuerzas intermoleculares un poco más fuertes y estructuradas, pero 

al haber inclusión de PHB la tendencia es hacerse un material más amorfo y obtener 

la estructura de un elastómero que posee un alto grado de elasticidad que es 
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característico del caucho: puede ser deformado considerablemente, para, sin 

embargo, volver a su forma original. Como en el caso de las fibras sus moléculas 

son alargadas y delgadas, y se alinean cuando se estira el material. La gran 

diferencia es esta: cuando se elimina la fuerza de estiramiento las moléculas de un 

elastómero no permanecen extendidas y alineadas; vuelven a sus conformaciones 

desordenadas originales favorecidas por la entropía. No permanecen alineadas, 

porque las fuerzas intermoleculares necesarias para sujetarlas en este ordenamiento 

son más débiles que la de las fibras, pero al poseer in inclusión de un biopolímero 

como el PHB se llega a obtener un copolímero más estable térmicamente y con 

buen rendimiento para aplicaciones plásticas debido a su elasticidad.  

A continuación, se muestra en la Figura 22 y 23 el comportamiento mecánico del 

Polihidroxibutirato (PHB) en mezclas con otros biopolímeros, tales como la madera y el 

almidón, donde también se aprecia el incremento en el módulo de elasticidad del material. 

Este comportamiento, es un indicador del cambio en las propiedades físicas y mecánicas, 

que se logra al mezclar el PHB con otros biopolímeros. 

Figura 22. Prueba de Tracción Mecánica mezcla PHB-Madera 
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Fuente:http://upcommons.upc.edu/pfc/bitstream/2099.1/6174/4/03_Mem%C3%B2ria.pdf [46]. 

 

Figura 23. Prueba de Tracción Mecánica Mezcla PHB-Almidón (tipo III). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente:http://upcommons.upc.edu/pfc/bitstream/2099.1/6174/4/03_Mem%C3%B2ria.pdf [46] 

 

Esfuerzo mínimo Unitario 

           (Ec. 9) 

Deformación Unitaria 

           (Ec. 10) 

Modulo de Young 

          (Ec. 11) [47] 
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Tabla 15. Propiedades Mecánicas obtenidas por Prueba de Tracción. 

Parámetros 

Carga 

Aplicada 

(N) 

Área (m
2
) 

Esfuerzo 

Mínimo 

Unitario 

(N/m
2
) 

Deformación 

Total (m) 

Longitud 

Original 

(m) 

Deformación 

Unitaria 

(m/m) 

Modulo 

de 

Young 

(N/m
2
) 

Látex 26,38 2.12x10
-3 

12443,4 0,12 0,053 2,26 5505,93 

Látex-PHB 

(10:10 P/V) 

31,15 2.12x10
-3 

14693,4 0.24 0,053 4,53 3243,57 

 

 El modulo de Young es una  medida de la rigidez de un material, por ende, mientras 

más elevado sea su valor, más rígido es el material. En la Tabla 15 se puede 

observar que el esfuerzo mínimo unitario del copolímero Látex-PHB es mayor al 

del látex, esto indica una deformación temprana del material que se ve reflejado de 

igual manera en la deformación unitaria; se obtuvo, además, que la deformación 

total del copolímero fue el doble con respecto al látex, indicando la tendencia a la 

elasticidad, dato que se demostró en la medición del modulo de Young, 

obteniéndose un modulo de elasticidad muy por debajo respecto al látex, por lo que 

el copolímero, presenta cambios en las propiedades mecánicas. 
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8 CONCLUSIONES 

 

De la cinética y producción de PHB, se obtuvo  un buen rendimiento de biomasa, sin 

embargo, la producción de PHB, no alcanzó valores deseados, tal vez, causa de las 

condiciones y variables de operación: el suministro adecuado de aire (aireación) al cultivo, 

producto del uso de equipos inapropiados para tales procedimientos;  el control de la 

temperatura en el tiempo de fermentación, lo que provocó posiblemente una inestabilidad 

en el pH. De hecho, para el proceso de fermentación, se usó una plancha con control de 

temperatura y agitación en lugar de un Shaker. 

Para la bioseparación del PHB intracelular, se aplicó la técnica de Digestión con 

Hipoclorito de Sodio- Cloroformo garantizando: la destrucción de la membrana celular para 

la extracción y evitando la degradación del polímero,  y disolución del PHB en cloroformo, 

el cual  posteriormente se separó por evaporación del solvente a peso constante. 

La preparación de las mezclas sinérgicas se realizaron por el método de dilución, PHB en 

solución de látex en dos proporciones de dilución; se prepararon y analizaron solo éstas dos 

relaciones debido al bajo rendimiento de producción de PHB y altos costos asociados a los 

análisis. 

El análisis DSC, mostró que cuando aumentaba la relación estequiométrica del PHB en 

látex,  la temperatura de cristalización mostró una tendencia al incremento. El índice de 

cristalinidad está asociado a la diferencia aritmética que hay entre estos dos parámetros; 

mientras mayor sea esta diferencia menos cristalino y por ende más flexible es el material, 

hecho que se evidenció en los termogramas obtenidos donde mientras más aumentaba la 

relación de PHB-Látex más flexible se hacia el copolimero. La temperatura de degradación, 

también disminuyó, demostrando la posible biodegradabilidad del material. 

El análisis de tracción mecánica aplicado al látex y la mezcla PHB-Látex, demostró una 

disminución en el Modulo de Young a mayor relación estequiometrica de PHB en látex, 

traduciéndose este hecho en la reducción de la rigidez en el material por la mezcla con 

PHB, hecho que se comprueba en el incremento de la deformación, casi, el doble con 
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respecto al látex. Solo se realizó este análisis a las muestra de Látex y del copolímero látex-

PHB en relación uno a uno pues esta última mezcla arrojó resultados más diferenciables 

con respecto al látex. 

Los dos análisis permiten concluir que a mayor relación de dilución, las propiedades del 

copolímero mejoran, resaltando el hecho de la disminución de la rigidez, que confiere 

mayor elasticidad y maleabilidad, proyectando el potencial  de uso en aplicaciones plásticas 

de este tipo de materiales, sumando a ello, la ventaja de ser biodegradables. 
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9 RECOMENDACIONES 

 

 Uso de equipos adecuados para el control de las variables críticas en el proceso de 

fermentación. 

 Investigación de sustratos orgánicos a partir de biomasa residual, como el bagazo de 

caña, la peptona de pescado, entre otros. 

 Estudio de la cinética, y las rutas metabólicas para la producción de PHB en 

fermentación con Azotobacter vinelandii analizando el consumo de sustrato.  

 Realizar análisis de comportamiento desde el punto de vista físico  a distintos 

cambio de temperatura. 

 Análisis de TGA para la identificación de estructuras químicas. 

 Desarrollar un estudio de biodegradabilidad bacteriano y térmico para demostrar la 

capacidad que tienen este tipo de materiales. 

 Aplicar mezclas con otro tipo de biopolímeros y cauchos naturales. 
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Anexo A. ACTIVACION DE CEPA LIOFILIZADA 
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Fuente: http://www.cect.org  
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Anexo B. IDENTIFICACIÓN DE ESTRUCTURAS BACTERIANAS 

(PARED CELULAR-COLORACION DE GRAM) 

 

La Tinción simple se basa en que las células bacterianas difieren desde el punto de vista 

químico de su medio externo y por eso se tiñen, contrastando con él. Los microorganismos 

también difieren física y químicamente entre si y por eso reaccionan de una manera 

diferente a un determinado proceso de tinción. 

Esto constituye el fundamento de las tinciones diferenciales. La tinción de Gram, la más 

empleada en bacteriología, es una tinción diferencial. Por este método se clasifican las 

bacterias en dos grupos: Gram positivos (Gram +) y Gram negativos (Gram-), en función 

de su reacción frente a la coloración. Una vez aplicados los procedimientos de tinción se 

puede observar la diferencia de coloración, así, cuando la célula tiñe de azul violeta es 

Gram + y si tiñe de rosa es Gram-. 

Materiales 

 Cultivos puros de bacterias G+ o G- con 24 horas o menos de haber sido sembrados 

 Porta objetos 

 Puente de coloración 

 Bandeja de coloración 

 Asa de aro 

 Mechero 

 Aceite de inmersión 

 Colorantes para Gram (Cristal violeta, lugol, alcohol cetona y safranina) 

 Microscopio 

Procedimiento 

 Extender y fijar la muestra en un mechero suavemente. 

 Cubra el extendido con cristal violeta, por espacio de un minuto. 

 Lave el exceso de colorante. 

 Cubra el extendido con lugol durante un minuto. 

 Lave el exceso de lugol. 

 Cubra el extendido con alcohol cetona por espacio de 30 segundos. 

 Lave el exceso. 

 Cubra el extendido con safranina por espacio de un minuto. 

 Lave el exceso de colorante. 
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 Seque al aire o al mechero. Observe en 10,40 y 100X con aceite de inmersión. 

Realizado el procedimiento se pudo observar lo siguiente: 

Figura 24. Morfología Azotobacter 

vinelandii. Fotografía en Microscopio. 

 

Figura 25. Morfología en crecimiento de 

Azotobacter vinelandii. 

 

Donde de la figura 24 se determina que la bacteria es Gram – y posee una morfología de 

bacilo, lo cual caracteriza a la cepa de Azotobacter vinelandii. De la figura 25 se observa el 

color característico de las colonias de Azotobacter v. 
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Anexo C. METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA EXTRACCIÓN DE PHB 

Figura 26. Metodología de extracción de PHB por el método de digestión cloroformo-

hipoclorito (70-30 v/v) respectivamente. 

 

Fuente: Poly(3-hydroxy butyrate) synthesis from a mutant strain Azotobacter vinelandii utilizing glucose in a 

batch reactor [40] 
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Anexo D. PRUEBAS DE TRACCION MECÁNICA 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Molde de PHB-Látex (10:10 %P/V) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Molde de Látex 
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Anexo D. PRUEBAS DE TRACCION MECÁNICA 

 

Figura 29. Prueba de Tracción mecánica en texturómetro a) Inicio de la tracción b) Estiramiento c) 

Fractura de la muestra. 
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