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Efecto de la incorporación de un 
soporte inerte para la producción 
de poli-3-hidroxibutirato (PHB) 
por fermentación a partir de 
cascarilla de cacao
Effect of incorporating an inert support for the 
production of poly-3-hydroxybutyrate (PHB) from 
cocoa bean shells by fermentation

El poli(3-hidroxibutirato) (PHB) puede emplearse 
como sustituto de los plásticos convencionales 
no biodegradables. En un contexto de economía 
circular, resulta de gran interés el desarrollo 
de tecnologías fermentativas para producir 
estos bioplásticos a partir de sustratos como la 
cascarilla de cacao (CBS). Este trabajo evaluó el 
efecto de la presencia de un soporte sólido inerte 
en la producción de PHB utilizando Bacillus 
firmus. Se emplearon hidrolizados de CBS como 
sustrato para tres fermentaciones diferentes: (i) 
sin sólidos), (ii) con estropajo de polyester (PSS) 
y (iii) con polvo de basalto (BP). Los mejores 
resultados se obtuvieron en las fermentaciones 
en las que se añadió un soporte sólido, con 
rendimientos en torno a 36 mg de PHB/g CBS, 
valor aproximadamente 10 veces mayor que el 
obtenido sin sólidos. Estos resultados indican 
que la presencia de sólidos resulta esencial en 
el metabolismo de los microorganismos para la 
producción de PHB a partir de CBS.

Palabras clave: bacillus firmus; cascarilla de 
cacao; hidrólisis; polihidroxibutirato (PHB), 
soporte sólido. 

Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) can be used as 
substitute of non-biodegradable conventional 
plastics. In a context of circular economy, 
it is interesting the development of efficient 
fermentative technologies to produce these 
bioplastics from low-cost substrates, such as 
cocoa bean shell (CBS). The present research 
evaluates the beneficial effect of the presence 
of inert solid supports on PHB production by 
fermentation using Bacillus firmus. To this end, 
filtered CBS hydrolysates were employed as 
substrates for three different fermentations: (i) 
without solids, (ii) with polyester scouring sponge 
(PSS) and (iii) with basalt powder (BP). The best 
results were obtained when solid supports were 
added, with similar yields of around 36 mg of 
PHB/g of CBS in both cases. This value is ten 
times that obtained without solids. These results 
highlight the significant role that the presence 
of solids plays in microorganisms’ metabolism, 
being essential for the production of PHB from 
CBS.

Keywords: bacillus firmus; cocoa bean shell; 
hydrolysis; polyhydroxybutyrate (PHB); solid 
support.
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1. Introducción

En la actualidad, la creciente demanda de materiales 
plásticos en todos los sectores ha provocado un 
aumento de la contaminación por plásticos, lo 
que supone un gran reto en la gestión de residuos 
sólidos (Mishra y Panda, 2023). Se calcula que 
en 2022 se produjeron más de 400 millones de 
toneladas de plásticos en todo el mundo, el 40% 
de las cuales proceden del sector de los envases 
(OCDE, 2022; Departamento de Búsqueda de 
Statista, 2024). A nivel mundial, solo el 10% de 
estos plásticos sintéticos se reciclan, mientras que 
más del 70% acaban en vertederos o se gestionan 
de forma inadecuada, lo que provoca graves 
amenazas medioambientales, concretamente en 
los ecosistemas acuáticos (Saratale et al., 2021). 
Además de los problemas medioambientales, las 
partículas de plástico pueden provocar problemas 
de salud humana como daños en los tejidos, 
alergias o afecciones cutáneas cuando se inhalan 
o ingieren (Arora et al.,2023).

Debido a las preocupaciones medioambientales 
relacionadas con la producción de plásticos no 
biodegradables y el agotamiento de los recursos 
petrolíferos, está aumentando el interés por los 
polímeros biodegradables de origen microbiano 
como alternativa sostenible (Briassoulis et al., 
2021; Sohn et al., 2020). Los polihidroxialcanoatos 
(PHAs) son poliésteres bacterianos biodegradables 
y biocompatibles, que pueden acumularse en 
forma de gránulos intracelulares en respuesta 
a condiciones de estrés (Li y Wilkins, 2020; 
Sánchez et al., 2023a). El poli(3-hidroxibutirato) 
(PHB), el PHA más característico, es un polímero 
de cadena corta acumulado como reserva de 
carbono y energía por muchos microorganismos, 
incluyendo los géneros Bacillus, Pseudomonas, 
Cupriavidus, Azotobacter y Comamonas, siendo 
Bacillus uno de los principales géneros capaces 
de producir PHB completamente después de 
30 días), hidrofobicidad, biocompatibilidad 
y propiedades térmicas y mecánicas, el PHB 
puede ser ampliamente aplicado en la industria 
de envasado de alimentos y en el sector médico 
(específicamente en ingeniería de tejidos) (Panda 

y Dash, 2023). En los últimos años, no solo se 
ha estudiado una amplia gama de especies de 
bacterias implicadas en la producción de PHAs, 
sino que también se ha abordado el uso de 
diferentes residuos alimentarios como sustratos 
en su producción (Sirohi, 2021). 

Según el Informe sobre el Índice de Desperdicio 
de Alimentos, en 2021 se generaron más de 900 
millones de toneladas de residuos alimentarios 
en todo el mundo a lo largo de la cadena de 
suministro de alimentos, desde la producción 
hasta el consumo doméstico (Jaouhari et al., 
2023). En este sentido, la Comisión Europea, a 
través del Plan de Acción de Economía Circular, 
ha adoptado recientemente los Objetivos de 
Desarrollo Sostenible dirigidos a priorizar la 
prevención, el reciclaje y la valorización de los 
residuos, considerando la eliminación de residuos 
como la opción más negativa (Mariatti et al., 
2021). El escalado industrial de la producción 
de PHB por vía microbiana suele estar limitado 
por el elevado coste de las fuentes de carbono, 
que supone en algunos casos el 50% del gasto 
total de producción (Saratale et al., 2021). Por 
lo tanto, recientemente, ha habido un creciente 
interés en la búsqueda de fuentes de carbono 
novedosas, baratas y fácilmente disponibles. En 
este contexto, la biomasa lignocelulósica con 
un tratamiento adecuado podría ser una fuente 
renovable prometedora para ser empleada como 
materia prima para la producción de bioplásticos 
por fermentación. La cáscara del grano de cacao 
(CBS) es la parte externa que recubre el grano de 
cacao y es uno de los principales subproductos 
derivados de la industria chocolatera. Por lo 
general, la CBS se desecha como residuo o 
se utiliza en aplicaciones de escaso valor, es 
decir, como fertilizante o como alimento para 
animales. Este residuo representa entre el 10-
20% del peso total del grano de cacao y está 
constituido principalmente por carbohidratos, 
compuestos fenólicos, fibras dietéticas y grasas 
(Sánchez et al., 2023b). En los últimos años, ha 
habido una tendencia creciente en el uso de CBS 
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para obtener productos de valor añadido con 
aplicaciones potenciales en el sector alimentario, 
farmacéutico y cosmético, no solo debido a su 
interesante composición, sino también porque 
su valorización podría ser económicamente 
atractiva (Okiyama et al., 2017).

Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar 
el efecto de soportes inertes (esponja de poliéster 
y polvo de basalto) sobre la producción de PHB 
mediante Bacillus firmus CECT 14, empleando 
hidrolizados de CBS como fuente de carbono.

Este trabajo es una investigación experimental. 

2.1. Materia prima
El CBS, obtenido tras tostar habas de cacao 
Forastero (Costa de Marfil), fue suministrado por 
una fábrica local de chocolate situada en Asturias 
(España).

2.2. Tratamiento de hidrólisis
Con el objetivo de obtener un caldo con un alto 
contenido en azúcares fermentables y teniendo 
en cuenta trabajos previos (Sánchez et al., 2023b, 
2024), se empleó el siguiente procedimiento. En 
primer lugar, se molió la materia prima en una 
batidora (Braun 4041) hasta obtener 1-2 mm de 
tamaño de partícula. Se introdujo una mezcla 
del CBS molido y 5% de H2SO4 (Supelco, 
Bellefonte, PA, USA) (20% p/p) en una botella 
Pyrex de 1 L y se hidrolizó a 135°C y 2 bar en 
un autoclave (AES 110, Raypa, España) durante 
10 minutos. Una vez autoclavado, los sólidos de 
mayor tamaño se eliminaron con un tamiz y la fase 
líquida resultante se filtró con un filtro estéril de 
celulosa de 20 µm (Whatman™). El sobrenadante 
recuperado se ajustó a pH 6-7 con NaOH 5M 
(Merck, Rahway, NJ, EE.UU.) y se colocó en un 
matraz de fermentación para su inoculación. 

2.3.	 Proceso de fermentación
Antes de la fermentación, se añadieron dos 
soportes diferentes a los medios de fermentación 
en condiciones estériles: esponja de poliéster 
para fregar (PSS) y polvo de basalto (BP) (46,7% 
de sílice, 12,76% de hierro, 11,28% de calcio, 
9,5% de magnesio, 0,4% de fósforo, 0,2% de 
manganeso, 0,02% de cobre y 0,02% de zinc) 
(Cultivers, España). Para la preparación de las 

2. Materiales y métodos

piezas de poliéster se siguió el procedimiento 
descrito en Ruiz et al. (2015). La esponja se cortó 
en cubos de aproximadamente 1 cm de lado y 
se añadió 1 g de estos fragmentos al matraz de 
fermentación en condiciones estériles. En el 
caso del polvo de basalto, se añadieron 36 g al 
caldo de fermentación para que el contenido en 
sólidos fuera similar al sustrato no centrifugado. 
La Figura 1 muestra el soporte empleado para 
el proceso de fermentación. Además, se llevó a 
cabo una fermentación sin sólidos y sin ningún 
soporte como control. Todas las fermentaciones 
se realizaron al menos por duplicado.

Los caldos se inocularon con Bacillus firmus 
CECT 14 suministrado por la CECT (Colección 
Española de Cultivos Tipo) con una carga 
microbiana inicial de 6x103 UFC/mL. Las 
fermentaciones se llevaron a cabo durante 6 días 
a 37°C y 250 rpm y se tomaron muestras de los 
matraces periódicamente y se centrifugaron 
(Heraeus Multifuge X1 Centrifuge Series, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
EE.UU.) a 10.000 rpm durante 10 minutos. Se 
midió el pH del sobrenadante y, a continuación, 
se congeló hasta el análisis del contenido total 
de carbohidratos y azúcares reductores. El pellet 
también se congeló hasta la determinación del 
contenido en PHB. Además, el crecimiento 
microbiano se siguió tomando 1 g de muestra, que 
se homogeneizó en un Stomacher (Stomacher 80 
Biomaster, Worthing, West Sussex, Reino Unido) 
con 9 mL de solución estéril de NaCl al 0,7%. Las 
diluciones seriadas se sembraron por triplicado 
en medio de agar caldo nutritivo y se incubaron a 
30°C durante 24 horas antes del recuento.                      
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2.4. Métodos analíticos

Todos los análisis realizaron por triplicado y todos 
los reactivos fueron suministrados por Merck 
(Rahway, NJ, EE.UU.). 

2.4.1. Carbohidratos totales

Los carbohidratos totales se cuantificaron 
utilizando el método del ácido fenol-sulfúrico 
(Dubois et al., 1956) como se describe en Sánchez 
et al. (2022). Para este ensayo, se mezcló 1 mL de 
muestra con 2.5 mL de H2SO4 al 96% y 0.5 mL 
de solución de fenol al 5% y la mezcla se incubó a 
temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente, 
se midió la absorbancia a 492 nm utilizando un 
espectrofotómetro (DR/2500 HACH, CO, USA). 
Se empleó glucosa como patrón.

2.4.2. Azúcares reductores

La cantidad de azúcares reductores totales en 
las muestras se midió como se informa en Díaz 
et al. (2017), utilizando una adaptación del 
método del ácido dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 
1959). Para el análisis de azúcares reductores, se 
añadieron 0,5 mL de reactivo DNS a 0,5 mL de 
muestra y la mezcla se incubó durante 5 minutos 
en un baño de agua a 95°C. A continuación, las 
muestras se enfriaron inmediatamente en un baño 
de hielo y se midió la absorbancia empleando un 
espectrofotómetro (Thermo Scientific™ UV-Vis 

Figure 1: Soportes empleados en el proceso de fermentación: esponja de poliéster (izquierda) y polvo de basalto (derecha). 

Fuente: elaboración propia

GENESYS™ 150, Waltham, MA, EE.UU.) a 540 
nm. Se utilizó glucosa como patrón.

2.4.3.	 Cuantificación de PHB

La extracción y cuantificación del contenido 
de PHB en las muestras se realizó siguiendo el 
método de Law y Slepecky (Law y Slepecky, 
1960). En primer lugar, el pellet obtenido en la 
fermentación se digirió con 10 mL de solución 
de NaClO al 6-14% en un baño de agua a 37°C 
durante 1 hora. A continuación, la mezcla se 
centrifugó durante 30 minutos a 10.000 rpm 
(Heraeus Multifuge X1 Centrifuge Series, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y el 
pellet se lavó sucesivamente con agua destilada, 
acetona y etanol. El sobrenadante se desechó, y 
el pellet se mezcló con 10 mL de cloroformo y la 
mezcla se filtró a través de un filtro de celulosa de 
20 µm recuperando el filtrado.

Para la cuantificación del contenido de PHB en 
las muestras, se mezclaron 100 µL del filtrado 
con 10 mL de H2SO4 al 96% y se incubaron 
a 95°C en un baño de agua. Después de 10 
minutos, las muestras se enfriaron en un baño 
de hielo y se midió la absorbancia empleando un 
espectrofotómetro (Thermo Scientific™ UV-Vis 
GENESYS™ 150, Waltham, MA, EE.UU.) a 235 
nm. Se utilizó ácido crotónico como patrón. 
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2.4.4.	 Extracto seco

Para expresar los resultados en base al peso 
seco (p/p), se determinó gravimétricamente el 
contenido de humedad de la CBS. Para ello, se 
pesaron 3 g de muestra con arena marina en una 
cápsula de acero inoxidable. La mezcla se secó en 
un horno durante 24 h a 105°C y, tras enfriarse, se 
pesó de nuevo. El extracto seco y el contenido de 
humedad se calcularon considerando la diferencia 
entre el peso inicial y el final.

2.4.5. Análisis estadístico

Para el análisis estadístico se utilizó el programa 
GraphPad Prism (versión 9.0; GraphPad Software 
Inc.). Los resultados se expresaron como valor 
medio ± desviación estándar (DE). Para el análisis 
estadístico se utilizaron análisis de la varianza 
(ANOVA) y pruebas de comparaciones múltiples 
de Tukey calculadas con un intervalo de confianza 
del 95% (p < 0,05).

Se ha reportado que el pretratamiento de residuos 
lignocelulósicos es el primer paso para producir 
polihidroxialcanoatos bacterianos (Andler et 
al., 2021), en consecuencia, con el objetivo de 
maximizar la extracción de azúcares fermentables, 
el CBS fue sometido a un tratamiento hidrotérmico. 
En particular, el PHB puede producirse utilizando 
como sustrato diferentes materias primas, 
incluyendo residuos agroindustriales (Sirohi 
et al., 2020). Concretamente, el hidrolizado de 
CBS obtenido tiene una composición adecuada 
para la producción de PHB por fermentación 
(azúcares reductores: 28,0 g/L, nitrógeno total: 
2,2 g/L y fósforo total: 0,8 g/L) (Sánchez et al., 
2023b). Según la literatura, el PHB es producido 
por microorganismos en condiciones restringidas 
de nitrógeno y fósforo y en presencia de una 
fuente de carbono en exceso, por ejemplo, 22-
30 g/L de carbono, 0,5 g/L de fósforo y 2 g/L de 
nitrógeno, valores similares a los del hidrolizado 
de CBS (Hamdy et al., 2022).  Ramos et al., 
(2023) estudiaron la producción de PHA a partir 
de cáscara de mazorca de cacao y reportaron una 
acumulación máxima de PHA en un medio de 
fermentación con 20 g/L de glucosa. Rebocho 
et al. (2019) emplearon un hidrolizado de pulpa 
de manzana con una concentración de azúcares 
reductores de 25,2 g/L para la obtención de 
PHAs. Además, Hamdy et al. (2022) evaluaron la 
producción de PHB por Bacillus cereus utilizando 
diferentes fuentes de nitrógeno y observaron que 
la mayor concentración de PHB se alcanzó con 

3. Resultados y discusión

2,4 g/L de nitrógeno en el medio inicial. Con 
respecto al pH, Amulya et al. (2016) obtuvieron 
la mayor productividad de PHA en condiciones 
neutras. El pH óptimo para el crecimiento de 
Bacillus se encuentra entre 6,5 y 7, mientras que 
para valores de pH inferiores a 5,8 se observó una 
supresión completa del crecimiento de Bacillus 
(Li y Wilkins, 2020). Por estas razones, el pH 
inicial del medio empleado en este trabajo se 
ajustó inicialmente a alrededor de 6,8.

A pesar de las aparentes características adecuadas 
para la producción de PHB del medio líquido 
obtenido de hidrolizar CBS, se obtuvieron 
concentraciones muy bajas de PHB sin sólidos 
(< 1 g/L). Por el contrario, en trabajos anteriores 
(Sánchez et al., 2023b), se alcanzaron interesantes 
productividades de PHB cuando el CBS no 
solubilizado se mantuvo en el medio durante la 
fermentación. Se ha demostrado que la presencia 
de sólidos en los medios de fermentación 
puede favorecer la formación de productos 
fermentativos debido a que estas partículas 
proporcionan una superficie sólida para la fijación 
de los microorganismos, lo que mejora la tasa 
de crecimiento celular (Sánchez et al., 2023b; 
Bathgate, 2019). 

3.1. Consumo de azúcares 

La evolución tanto de los carbohidratos totales 
como de los azúcares reductores se monitorizó 
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durante la fermentación y los resultados se 
muestran en la Figura 2. Como se puede apreciar, 
en el control el consumo de azúcar fue muy 
bajo (aproximadamente 5 g/L) en comparación 
con los resultados obtenidos en los caldos con 
BP y PSS. Además, el consumo tuvo lugar solo 
durante las primeras 24 h de fermentación y no 
se observaron diferencias significativas (p > 0,05) 
entre las concentraciones de azúcar medidas 
después de 48 h. Sin embargo, cuando se añadió 
un soporte sólido, la concentración de azúcares 
se redujo de forma más notable. En ambos casos, 
con BP y PSS, se observó un rápido consumo de 
azúcares durante el primer día de fermentación, 
disminuyendo posteriormente de forma más lenta. 
Las concentraciones finales de carbohidratos 
totales y azúcares reductores fueron muy próximas 
para ambas fermentaciones, lo que significa que, 
cuando había partículas sólidas en el medio, las 
enzimas liberadas por B. firmus podían hidrolizar 
los carbohidratos complejos disueltos en azúcares 
simples. Los carbohidratos totales consumidos 
en el tiempo final (144 h) fueron 13,8 g/L y 14,6 
g/L con BP y PSS, respectivamente (alrededor del 
40%).

Figura 2: Evolución de (A) carbohidratos totales (rellenos) 

y (B) azúcares reductores totales (sin rellenar) durante la 

fermentación para el control (●, ○), BP (■, □) y  PSS (▲, ∆), 

eexpresada en g/L. Para cada fermentación, las medias seguidas 

de letras diferentes indican diferencias estadísticas (p < 0,05) 

mediante la prueba de Tukey.

Fuente: elaboración propia

Estos resultados están de acuerdo con los 
reportados en la literatura para la producción de 
PHB a partir de otros residuos lignocelulósicos. 
Pereira et al. (2021) estudiaron la producción de 
PHAs a partir de extractos de pulpa de manzana 
por medio de Pseudomonas chlororaphis y 
observaron un consumo máximo de azúcares 
fermentables de 15,2 g/L después de 4 días de 
fermentación. Además, Andler et al. (2024) 
evaluaron el uso de hidrolizados de residuos 
de uva para producir PHB, usando un cultivo 
en suspensión de Azotobacter vinelandii, y 
reportaron que en el transcurso de la fermentación 
se consumieron aproximadamente 17 g/L de 
azúcares reductores. Quintero-Silva et al. (2024) 
que estudiaron la producción de PHAs utilizando 
mucílago de cacao como medio de fermentación, 
reportaron un consumo de 18 g/L de azúcares 
reductores durante el proceso y una concentración 
máxima de PHA de 2,3 g/L. 

3.2. Crecimiento microbiano

Como puede verse en la Figura 3, se observa una 
disminución del recuento de UFC en la muestra de 
control durante las primeras 24 h de fermentación. 
En la fermentación con BP, la viabilidad 
aumentó ligeramente durante las primeras 48 
h, disminuyendo drásticamente después de este 
momento. Por el contrario, en el caldo con PSS 
se produjo un notable crecimiento bacteriano 
durante las primeras 48 h de fermentación, lo 
que coincide con el rápido consumo de azúcares 
comentado anteriormente (Figura 2). Además, es 
destacable que el consumo de azúcares fue muy 
similar para ambos caldos BP y PSS, mientras que 
la concentración bacteriana máxima alcanzada 
fue muy diferente, a saber, 8,0x103 y 1,2x105 
UFC/ml, respectivamente. No se observaron 
diferencias significativas (p > 0,05) en la 
viabilidad microbiana tras 48 h de fermentación 
en las muestras de control y PSS. Por últimocabe 
destacar que el comportamiento del crecimiento 
microbiano parece indicar que se liberaron 
algunos tipos de inhibidores durante el proceso 
de fermentación, ya que la viabilidad bacteriana 
empezó a disminuir cuando la concentración de 
azúcares reductores aún era elevada (Figura 2).
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Figura 3: Evolución del crecimiento microbiano durante el 

proceso de fermentación Evolución del crecimiento microbiano 

durante el proceso de fermentación: control  (●), BP (■) y 

PSS (▲). Para cada fermentación, las medias seguidas de 

letras diferentes significan diferencias estadísticas (p < 0,05) 

mediante la prueba de Tukey

Fuente: elaboración propia

Los resultados demuestran que existe una clara 
relación entre la presencia de un soporte sólido 
en el medio de fermentación y el crecimiento 
bacteriano. Se ha informado de que el género 
Bacillus puede producir biopelículas en respuesta 
al estrés, especialmente en presencia de superficies 
como plásticos, partículas del suelo y alimentos 
(Viju et al., 2020). Estas estructuras potencian el 
metabolismo y favorecen la supervivencia de los 
microorganismos en condiciones adversas. Zhu 
et al. (2020) evaluaron el efecto de diferentes 
parámetros de cultivo, es decir, pH, temperatura y 
fuente de carbono, en la formación de biopelículas 
de Bacillus pumilus. Observaron una estructura 
de biopelícula estable en la superficie de un medio 
sólido (medio de agar LB) e informaron de que se 
obtenía una biopelícula mayor y más resistente a 
37°C y pH 7, utilizando glucosa como fuente de 
carbono, condiciones similares a las empleadas 
aquí. Por lo tanto, las diferencias observadas al 
comparar las fermentaciones con y sin sólidos se 
deben a la formación de biopelículas bacterianas 
en la superficie de los sólidos, que protegieron las 
células y aumentaron la viabilidad de B. firmus. 

3.3. Producción de PHB

Se ha seguido la producción de PHB por B. firmus 
durante las fermentaciones sin sólidos (control), 
con BP y con PSS, y los resultados se muestran 
en la Figura 4.

Como puede apreciarse, se observaron diferencias 
notables en cuanto a la producción de PHB, 
dependiendo de si se añadía o no un soporte sólido. 
Tras 144 h de fermentación sin sólidos (control), 
se obtuvo una concentración de PHB de solo 0,6 
g/L. Estos resultados concuerdan con la pérdida 
observada en la viabilidad celular por encima de 
lo comentado (de 104 a 103 UFC/mL), ya que 
una baja producción de PHB puede estar asociada 
a una viabilidad celular reducida. Sin embargo, 
cuando los soportes sólidos estaban presentes en 
el caldo de fermentación, la bacteria produjo PHB 
y se alcanzaron concentraciones entre 6 y 7 g/L 
después de 72 h. Comparando la producción de 
PHB en fermentaciones realizadas con BP y PSS, 
no se observaron diferencias significativas (p > 
0,05), aunque el crecimiento celular fue mucho 
mayor en el caso del PSS. En ambos casos, el 
rendimiento máximo se obtuvo tras 120 h de 
fermentación con valores en torno a 36 mg PHB/g 
CBS (peso seco). La mayor tasa de producción 
de PHB ocurrió simultáneamente al crecimiento 
exponencial de las células, durante el 1º y 2º día 
de fermentación, con una productividad media del 
biopolímero de 0,11 g/L h. Se ha reportado que 
algunas bacterias del género Bacillus presentan 
una producción de PHB asociada al crecimiento y 
acumulan el polímero durante la fase exponencial 
(Yanti et al., 2021).

Figura 4: Concentración de PHB durante el proceso de 

fermentación: control  (●, ○), BP (■, □) and PSS (▲, ∆). Para cada 

fermentación, las medias seguidas de letras diferentes significan 

diferencias estadísticas (p < 0,05) por la prueba de Tukey. 

Fuente: elaboración propia
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Otros autores reportaron producciones similares 
de PHB utilizando como sustrato otros residuos 
lignocelulósicos. Amir et al. (2024) estudiaron la 
adición de diferentes residuos sólidos de alimentos 
secos y molidos (es decir, cáscara de papa, cáscara 
de banano, cáscara de maíz y bagazo de yuca) en el 
medio de fermentación para la producción de PHB 
empleando Pseudomonas stutzeri y reportaron 
una concentración máxima de PHB de 6,1 g/L 
después de 5 días de fermentación. Además, Soni 
et al. (2023) obtuvieron aproximadamente 0,9 g/L 
de PHB a partir de residuos de cáscara de plátano 
hidrolizados con un 5% de H2SO4 en un medio 
de fermentación sin soporte sólido, valores muy 
similares a los obtenidos aquí con el medio sin 
sólidos. Hassan et al. (2019) evaluaron el uso de 
diferentes residuos sólidos agroalimentarios (es 
decir, salvado de maíz, mazorca de maíz, salvado 
de trigo y salvado de arroz) como suplemento 
para optimizar la producción de PHB por Bacillus 
subtilis y la concentración máxima alcanzada fue 

solo de 0,3 g/L de PHB cuando se empleó arroz 
como materia prima, casi la misma concentración 
que la obtenida aquí en el caldo control. 

Esta investigación ha demostrado que la 
disponibilidad de un soporte sólido en el medio 
de fermentación, en el que los microorganismos 
pueden formar una biopelícula, mejora no solo 
el crecimiento y la viabilidad bacteriana, sino 
también la producción de PHB. Sin embargo, 
las concentraciones de PHB obtenidas aquí con 
soportes inertes fueron todavía inferiores a las 
obtenidas en un trabajo anterior con sólidos 
CBS (20 g/L de PHB) (Sánchez et al., 2023b). 
Por tanto, la presencia de sólidos en el medio 
de fermentación es efectivamente un factor 
clave en la producción de PHB, pero también 
su composición y naturaleza son fundamentales 
ya que pueden actuar como fuente adicional de 
micronutrientes y/o factores de crecimiento para 
los microorganismos.

Se ha empleado CBS como materia prima para la 
producción de PHB, una alternativa sostenible a 
los plásticos sintéticos, mediante fermentación con 
B. firmus. Se observó una producción muy baja de 
PHB cuando se emplearon hidrolizados de CBS sin 
sólidos, con una concentración máxima de PHB 
de 0,6 g/L. Sin embargo, el uso de soportes inertes 
(es decir, BP y PSS) incrementó notablemente la 
producción y se alcanzaron concentraciones de 
PHB entre 6 y 7 g/L tras 72 horas de fermentación, 
respectivamente. Esta producción de PHB tuvo 
lugar en paralelo a un aumento de los recuentos 
de B. firmus. En particular, en la fermentación con 
PSS la concentración de células viables aumentó 
notablemente de 6x103 a 1,2x105 UFC/mL. 
Por el contrario, en ausencia de sólidos (caldo 
de control) la viabilidad microbiana disminuyó 
desde el primer día de fermentación. De acuerdo 

4. Conclusiones

con estos resultados, queda clara la necesidad de 
partículas sólidas para el crecimiento bacteriano 
y, por tanto, para producir PHB a partir de CBS. 
Esto se explica por las ventajas derivadas de la 
formación de una biopelícula en la superficie 
de los sólidos, que protege a las bacterias de los 
compuestos inhibidores y de las condiciones 
adversas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen 
de manifiesto el potencial de la CBS para ser 
empleada como materia prima para la fermentación 
con el objetivo de obtener productos de valor 
añadido como los bioplásticos. Como trabajo 
futuro, se deberán optimizar otras condiciones 
de fermentación (i.e., inóculo, temperatura, 
agitación, tiempo, tipo de partículas sólidas, etc.) 
para considerar el posible escalado del proceso.
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