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Abstract

Dada su biodegradabilidad los polihidroxialcanoatos
encuentran su principal aplicacién en la fabricacion de
pldsticos no contaminantes sin embargo, su produccion es
mds costosa siendo la fuente de carbono el 40-50 % del
costo del proceso. En este aspecto el suero de leche se
presenta como un sustrato de nulo costo capaz de ser
aprovechable dada su composicién. En este provyecto se
realizo una comparacion de la produccion de PHA por Azo-
tobacter vinelandii, Bacillus megaterium, FEnterobacter
cloacae, Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa,
habiéndose alcanzado el 38.9 % de PHA del peso seco
celular de P. putida utilizando suero de leche como sustrato.
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1 Introduccion

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros biode-
gradables de origen bioldgico los cuales, debido a sus
propiedades fisicas, pueden ser utilizados como sustitutos de
pldsticos petroquimicos [1]. Los PHA son sintetizados
intracelularmente por algunos organismos procariotas para
ser utilizados como fuente de carbono y energia de reserva
[2]. Estdn compuestos por mondmeros de dcidos hidroxial-
canoicos formando homopolimeros o copolimeros por
medio de la polimerizacién de su grupo hidroxilo con el
grupo carboxilo del mondmero siguiente [3]. En la Figura 1
se muestra la estructura general de los PHA.

Los PHA se clasifican segtin la cantidad de moléculas de
carbono de sus mondémeros constituyentes dando lugar a
polimeros de cadena corta (PHAscl) y de cadena media
(PHAmcI) [4].

Aunado a esto, el peso molecular determina las propiedades
mecdnicas del polimero y por lo tanto su campo de apli-
cacion [5].
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Figura 1. Estructura general de los PHA.

Adicionalmente ¢l interés por los PHA se extiende al area
médica dado que también presentan caracteristicas de bio-
compatibilidad al no generar respuesta inmune cuando se
introducen en tejidos blandos o en la sangre [6]. Un ejemplo
de esto se encuentra en la ingenieria de tejidos, ésta consiste
en generar tejidos, potencialmente érganos utilizando estruc-
turas de PHA preformadas como moldes [7].

Entre los géneros de microorganismos que han sido
descritos como productores de PHA se encuentran Lactococ-
cus, Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus, Bacillus,
Pantoea y Gluconobacter, Pseudomonas y Azotobacter.
Algunos de éstos pueden acumular hasta el 90% de PHA de
su peso en base seca [7], [8]. Tal es el caso de Enterobacter
cloacae con la cual [9] reportan haber obtenido el 94 % de
PHAmcl del peso seco celular utilizando lactosa como
sustrato, mientras que [10] obtuvieron el 19.6 % con Pseudo-
monas aeruginosa y el 61.8 % con Pseudomonas putida utili-
zando aceite de arroz.




Por otra parte, la utilizacion de sustratos de bajo o
nulo costo como son residuos y subproductos de
algunas industrias toma cada vez mas relevancia para
disminuir los costos de produccion. Particularmente
en la produccién de PHA la fuente de carbono
representa del 40% al 50% del costo total del
proceso. [11], [12].

En este aspecto, el suero de leche se presenta
como una alternativa importante. Es un subproducto
de la industria ldctea considerado por mucho tiempo
como un problema de contaminacién ambiental
debido a su elevada carga orgdnica [13] y altos
volimenes de produccion [12], [14]. Sin embargo,
por su contenido de lactosa asi como de nutrientes y
proteinas, el suero de leche puede ser utilizado como
fuente de carbono y nutrientes en bioprocesos [15]
ademas de que se ha estudiado su aprovechamiento
en la obtencion de proteinas de interés farmacéutico y
alimenticio [16], [17].

En este proyecto se realizd la comparacion de la
produccion de PHA por Azotobacter vinelandii,
Bacillus  megaterium,  Enterobacter  cloacae,
Pseudomonas putida y Pseudomonas aeruginosa
utilizando suero de leche y suero de leche hidrolizado
como sustrato.

Metodologia

2.1 Microorganismos y medio de cultivo

P. putida y P. aeruginosa fueron donadas por la
Universidad Autonoma de Guerrero mientras que A.
vinelandii, B. megaterium y E. cloacae fueron
proporcionadas por la Coleccién Nacional de Cepas
Microbianas del CINVESTAV. Todas las cepas
fueron resembradas en medio liquido PY glucosa y
posteriormente conservadas en glicerol (50% V/V).

Los medios de cultivo utilizados en los procesos
de fermentacion fueron suero de leche y suero de
leche hidrolizado.

2.2 Suero de leche

El suero de leche utilizado fue obtenido de una
queseria de la localidad de Santa Ana Xalmimilulco
del municipio de Huejotzingo, Puebla y almacenado a
4°C.

2.2.1 Tratamiento de suero de leche
Se incremento €l pH del suero de leche hasta 7.4 y

se¢ esterilizd en autoclave a 120°C por 15 min.
Posteriormente se centrifugdé a 7500 rpm por 15 min

y se recuperd el sobrenadante manteniendo la
esterilidad.

2.2.2 Hidrélisis dcida de suero de leche

Con el proposito de ampliar la comparacion para
la produccion de PHA por las cepas mencionadas, se
realizd una hidrolisis acida de suero de leche, para de
esta forma, obtener diferentes azlicares susceptibles
de ser fermentados por los microorganismos. Se
disminuy6 el pH de suero de leche hasta 1.5 v se
calentd a 90°C durante 1 h en agitacion constante. Se
dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se ajusto el
pH a 7.4. Se esterilizo en autoclave a 120°C por 15
min y posteriormente se centrifugd a 7500 rpm por
15 min y se recuperé el sobrenadante manteniendo la
esterilidad.

2.3 Preparacion del inéculo

Los indculos fueron preparados colocando 0.1 ml
de cada cepa conservada en glicerol en 50 ml de
medio de cultivo con las siguientes composiciones:
para P. putida y P aeruginosa se utilizé en g/L:
Na:HPO: 6.7, KH:POs 1.5, (NH4):S0: 1, MgSOs 7TH:0
0.2, CaCl: 0.01, (NHsxHC:H:O» 0.06, FeSO: 0.01 y 1
ml de solucion de sales traza; para B. megaterium:
KH:PO:2, Na:HPO: 0.6, MgSOs7H:0 1, Extracto de
levadura 0.1 y 1 ml de solucién de sales traza; para A.
vinelandii: extracto de levadura 3, peptona 5; para E.
cloacae: KH:PO: 3, Na:HPO«6, NH.Cl 2, NaCl 5 y
MgSO: 7TH:0 1. En todos los medios se adiciono el
1% de glucosa.

La solucion de sales traza contenia en g/L.; H:BO:
0.3, ZnSO: 0.1, NaMoO: 2H:0 0.03, NiCl: 0.02 y

CuS0s: 5H:0 0.01.

Todos los indculos se incubaron a 30°C y 100
rpm en matraces con bafles durante 48 h.

2.4 Proceso de fermentacion

Las fermentaciones se llevaron a cabo en
matraces de 500 ml con un volumen de operacién de
100 ml utilizando como medio de cultivo suero de
leche o suero de leche hidrolizado diluido 1:2 y
adicionado con los componentes mencionados para
cada microorganismo, excepto glucosa. Se agregaron
10 ml del in6culo correspondiente en cada uno de los
matraces y se incubd a 30°C y 100 rpm durante 48 h.

2.5 Determinaciones analiticas

2.5.1 PHA

El contenido de PHA se determiné por el método de
digestion con hipoclorito de sodio y cloroformo [18]
y posterior cuantificacion gravimétrica. Se
centrifugaron 15 ml de muestra a 7500 rpm por 12
min y se lavo la biomasa recuperada. Posteriormente
se agregaron 5 ml de hipoclorito de sodio (5%) y 5
ml de cloroformo y se llevé a 30 °C en agitacion
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constante. Después de 1.5 h se centrifugd
nuevamente bajo las condiciones mencionadas. Se
sustrajo la fase inferior del centrifugado con ayuda de
una pipeta, se colocé en un crisol puesto a peso
constante y se secé a 70 °C durante 24 hrs. Se
cuantifico por diferencia de pesos.

2.5.2 Biomasa

La determinacion de biomasa se realizd por peso
seco. Se colocaron 8 ml de muestra en viales puestos
a peso contante y se centrifugdé a 7500 rpm por 15
min. Posteriormente se decantd el sobrenadante, se
lavé dos veces con agua destilada la biomasa
recuperada y se seco en estufa a 70 °C hasta peso
constante. Se realizo la cuantificacion por diferencia
de pesos.

2.5.3 Aziicares

Se determind la concentracion de azicares
reductores de suero de leche, hidrolizado de suero de
leche y de las muestras de los cultivos por el método
de DNS utilizando una curva estandar de lactosa de 0
a 2 g/L. Se realizaron diluciones de las muestras
cuando fue necesario.

3 Resultados y discusion

Se obtuvo una concentracion de azicares
reductores de 43.54 g/L en suero de leche y de 43.23
g/L. en hidrolizado de suero de leche, por lo cual,
después de las diluciones hechas (1:2) la
concentracion inicial de los medios de cultivo
utilizados fue de aproximadamente 21.77 g/L. y 21.61
g/L. respectivamente. La Figura 2 presenta la
concentracion de biomasa obtenida a las 48 h de
fermentacion de cada una de las cepas cultivadas en
suero de leche e hidrolizado de suero de leche.
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Figura 2. Concentracion de biomasa a las 48 h de cultivo en
suero de leche v suero de leche hidrolizado.

Puede observarse que la mayor concentracion de
biomasa fue alcanzada por E. cloacae en suero de

leche e hidrolizado de suero de leche con 3.19 g/L
y 2.13 g/L respectivamente, seguida de P. aeruginosa
con 1.7 g/l y 1.4 g/L. Los dos microorganismos
presentaron mayor crecimiento en suero de leche. Por
el contrario 4. vinelandii presentd la menor
produccion de biomasa de las cepas comparadas en
este estudio debido a que algunos autores indican que
requiere de condiciones de aireacion altas, siendo este
un factor determinante para su crecimiento [19].

Como se observa en la Figura 3, la mayor
concentracion de PHA fue obtenida por P
aeruginosa (0.38 g/L) en hidrolizado de suero de
leche, seguida de P. putida con una concentracion de
035 g/L en suero de leche, mientras que 5.
megaterium y A. vinelandii obtuvieron la menor
concentracion de PHA con 0.1 g/l y .025 g/l
respectivamente en ambos medios de cultivo
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Figura 3. Concentracién de PHA a las 48 h de cultivo
utilizando suero de leche y suero de leche hidrolizado.

El mayor porcentaje de PHA del peso seco celular
fue obtenido por P. putida con 38.89% (Figura 4)
utilizando suero de leche siendo mayor al obtenido
por [20] (25.7%) con hidrolizados de pasto y menor
al obtenido por [10] (61.8%) con aceite de arroz
grado alimenticio para PHAmcl.
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Figura 4. Porcentaje de PHA del peso seco celular.
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Por su parte P. acruginosa alcanzé un porcentaje de
26.8% utilizando hidrolizado de suero de leche en
comparacién con el 19.6 % reportado por [10] con aceite de
arroz grado alimenticio para PHAmcl mientras que [21]
obtuvieron el 60% utilizando 4cido oleico como sustrato en
un medio optimizado.

A pesar de haber presentado una baja produccion de
biomasa, B. megaterium alcanzé el 26.7 % de PHA del peso
seco celular en hidrolizado de suero de leche, siendo mayor
al reportado por [22] (0.76%) utilizando suero de leche como
sustrato, mientras que [23] obtuvieron el 60% utilizando
residuos ldcteos con aztcar de palma en cultivo de estado
solido. Por su parte, [24] utilizando lactosa obtuvieron una
concentracién de biomasa de 0.4 g/L. y un porcentaje de PHA
del peso seco celular del 23%.

En suero de leche, P. putida alcanzé la mayor concen-
tracion de PHA con 0.35 g/L y el mayor porcentaje de PHA
del peso seco celular con 38.89 % de la cepas utilizadas
mientras que en los cultivos llevados a cabo en hidrolizado
de suero de leche P. aeruginosa obtuvo la concentracién mds
alta de PHA con 0.38 g/L y el mayor porcentaje de PHA del
peso seco celular con 26.8 %.

Aunque E. cloacac produjo la mayor cantidad de
biomasa en suero de leche (3.19 g/L) y suero de leche
hidrolizado (2.13 g/L), solo fue capaz de acumular cerca del
10% de PHA del peso seco celular. Esto contrasta con lo
obtenido por [9] quienes reportaron haber alcanzado un 94%
utilizando un medio de cultivo con 8 g/L. de lactosa como
fuente de carbono. En la Figura 5 se observa al PHA
sbtenido de los cultivos realizados con P. putida.

‘-b\. 'u__“

Figura 5. PHA obtenido de P. putida.

En la Figura 6 se muestra la concentracion final de
azucares reductores de los cultivos llevados a cabo con suero
de leche e hidrolizado de suero de leche. Puede observarse
que E. cloacae, P. putida y P. aeruginosa consumieron la
mayoria de los azicares, mientras que A. vinelandii y B.
megateriym presentaron un consumo minimo.
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Figura 6. Azicares reductores totales a las 48 h de cultivo
con suero de leche y suero de leche hidrolizado.

4 Conclusion

Se realizé la comparacién de la produccién de PHA por
P. putida P. acruginosa A. vinelandii, B. megaterium y E.
cloacae utilizando suero de leche ¢ hidrolizado de suero de
leche como sustrato. Se alcanzd una concentracion médxima
de PHA de 038 g/ con P. aeruginosa utilizando
hidrolizado de suero de leche, mientras que el mayor por-
centaje de PHA del peso seco celular fue obtenido por P.
putida con el 38. 89 % utilizando suero de leche como
sustrato. La mayor produccién de biomasa fue obtenida por
E. cloacae sin embargo la produccién de PHA fue baja alca-
nzando un porcentaje de PHA del peso seco celular de
10.2% y 9.4% para suero de leche ¢ hidrolizado de suero de
leche respectivamente.

Por otra parte, se realizé la determinacién de azdcares
reductores del suero de leche e hidrolizado de suero de
leche obteniéndose una concentracién de azicares reducto-
res de 43.54 g/L y 43.23 g/L respectivamente por lo cual
representa una buena fuente de carbono de nulo costo.
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