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RESUMEN

Los Polihidroxialcanoatos (PHAS) surgieron como
una respuesta a la probleméatica medioambiental
ocasionada por la acumulacién del polietileno, asi en
este trabajo se realizé la produccién de PHAs en dos
etapas. 1) la produccién de éacidos grasos volatiles
(AGV5s) por los consorcios TACANA, ISA y OSCAR
a partir de desechos agricolas. cebada (Hordeum
vulgare), quinua (Chenopodium quinoa), soya
(Glycine max), avena (Avena sativa), trigo (Triticum
sativum), alfa (Medicago sativa) y cascarilla de arroz
(Oryza sativa). Se demostrdo que en la digestion
anaerdbica de la paja de cebada por el consorcio
TACANA se produjé una mayor cantidad de AGVs
(6.85 g/L), a optimizar las condiciones. La
produccion de AGV's fue incrementada en més de un
60% (10.62g/L), ademas la actividad enzimatica de
cultivos en batch mostr6 que existe una mayor
actividad exocelulolitica y exoxilanolitica a
comparacion con las actividades endoceluloliticas y
endoxilanoliticas, relacionado con la ata produccion
de AGVs. 2) En la segunda etapa los consorcios
fueron sometidos a periodos de hambreado de 4, 8 'y
12 hrs, teniendo como fuente de carbono los AGVs.
En esta prueba, por tincion con Negro Sudan se
evidencié que € consorcio TACANA presenté una
mayor cantidad de microorganismos capaces de
acumular PHAs

De esta manera, la produccion de PHASs a partir de
cultivos mixtos en lugar de la utilizacion de cepas
puras es una buena dternativa para €
aprovechamiento en la escalaindustrial.

Palabras Clave: Polihidroxial canoatos, digestion
anaerodbica, &cidos grasos vol étiles.

ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) have been used as an
aternative response to the environmental problems
caused by polyethylene accumulation. Thus, the
present work has been performed in two stages: (1)
the volatile fatty acids (VFAS) production by
TACANA, ISA and OSCAR consortia from
agricultural  waste, such as. barley (Hordeum
vulgare), quinoa (Chenopodium quinoa), soybean
(Glycine max), oats(Avena sativa), wheat (Triticum
sativum), alfa (Medicago sativa) and rice husk (Oryza
sativa), from these, the highest concentration of
VFAs (6.85¢g/L) was obtained from anaerobic
digestion of barley straw with TACANA consortia.
The optimization of the conditions gave an increase
of VFAs production in more than a 60% (10.62g/L).
What's more, the enzyme activity from batch
cultivation showed a clear increase in the
exocellulolitic activity (6.85g/L), which is related to
the high VFAs production. (2) In the second stage,
the consortia were subjected to 4, 8 and 12 hrs of
feast/famine periods with VFAs as carbon source.
This evaluation was performed trough a Sudan Black
staining test, showing that TACANA consortia had
the highest number of microorganisms able to
accumulate PHAS.

It is in this way that it was proved that the PHAS
production from mixed cultures is a good aternative
to be used in industrial scale, instead of using pure
strains.

Key Words: Polyhydroxyalkanoates, anaerobic
digestion, volatile fatty acids.
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INTRODUCCION

El pléstico es un polimero a que se le ha dado
variados usos en la industria, la farmacéutica y €
transporte entre otros, convirtiéndose en la base de la
mayoria de los productos de consumo habituales. Este
polimero se produce mayormente a partir de
productos petroquimicos, perdura en la naturaleza por
largos periodos de tiempo, no es biodegradable y se
acumula, produciendo grandes cantidades de
sustancias téxicas que afectan notablemente el medio
ambiente”.

El plastico biodegradable surgié como aternativa a
esta problemédtica medioambiental y en contraste con
€l plastico no biodegradable, éste se puede producir a
partir de fuentes renovables de energia y puede ser
biodegradado produciendo agua y diéxido de carbono
Existe una gran variedad de plasticos biodegradables:
los pléasticos naturales como el aimidoén y la celulosa,
los plasticos producidos por microorganismos como
los PHAs y los plasticos sintéticos como los
polilactatos (PLAS), ambos por sus altas tasas de
biodegradabilidad y sus excelentes propiedades
fisico-mecanicas han resultado ser los de méas amplia
aplicacion en la actualidad 2

Los PHAs son un grupo de poli-esteres con
caracteristicas  similares  del plastico  no
biodegradable, debido a que los PHAs son
biodegradables y a su capacidad de ser producidos a
partir de fuentes renovables como los desechos
agricolas, estos PHAs son la materia prima para la
produccién de pléstico biodegradable®.

Los &cidos grasos volétiles producidos en la digestion
anaerdbica de desechos agricolas son los sustratos
preferidos para la produccion de PHAs, ya que
muchos microorganismos tienen la capacidad de
transformar los AGVs en PHAs. Los PHAs forman
granulos en el citoplasma bacteriano, actuando como
reserva de carbono y pueden ser extraidos para la
produccion de pléstico biodegradable. Por otro lado la
composicion de estos AGVs puede influenciar en la
produccién de PHAs alterando las propiedades fisicas
y mecanicas del producto final. La produccién de
PHAs por cultivos mixtos es favorable
econdémicamente debido a que las condiciones de
esterilizacion y manipuleo son més simples que con
un cultivo puro®.

Por los motivos anteriormente mencionados es que en
el presente trabagjo se realizé dos etapas. la primera
etapa fue la seleccién del consorcio hidrolitico
(TACANA, ISA u OSCAR) con la capacidad de
producir la mayor cantidad de AGVs a partir de
diferentes sustratos organicos provenientes de los
desechos agroindustriales como la cebada (Hordeum

BIOFARBO, VOL 16, DICIEMBRE 2008 29

vulgare), quinua (Chenopodium quinoa), soya
(Glycine max), avena (Avena sativa), trigo (Triticum
sativum), alfa (Medicago sativa) y cascarilla de arroz
(Oryza sativa). La segunda etapa fue la utilizacion de
los AGVs obtenidos, parala produccion de PHAS por
diferentes cultivos mixtos.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de consorcios. Los consorcios TACANA,
ISA y OSCAR fueron recolectados de Santa Rosa de
Maravilla, Caranavi y Palos Blancos respectivamente.
Activacion de los consorcios. Los consorcios fueron
activados en medio anaerdbico fluido (Scharlaw) bajo
condiciones de cultivo estacionarias (cultivo Batch)*
por un periodo de 7 dias a 37°C de temperatura. A
partir de este punto todas las pruebas se realizaron por
triplicado.

Seleccién del consorcio productor de acidos grasos
volatiles. Botellas de 100 mL de capacidad se
empacaron con 4g de cada uno de los siguientes
desechos agricolas. paja de cebada, paja de quinua,
paja de soya, paja de avena, paja de trigo, paja de alfa
y cascarilla de arroz. Se agreg6 80 mL de Medio 11
(NH,CI 100 g/L, NaCl 10 g/L, MgCl,.6H,0 10 g/L,
CaCl,.2H,0 5 g/L, K,HPO,.3H,0 200 g/L, FeCl3.4H,0
15 g/L, HsBO; 60 mg/L, HCI 25% 6.5 mL,
CoCl,.6H20 200 mg/L, MnCl,.4H,0 100 mg/L,
NaM00O,.2H,0 25 mg/L, ZnCl, 70 mg/L, NiCl,.6H,0
25 mg/L, CuCl,.2H,0 15 mg/L, NaSeO; 3 mg/L,
NaOH 0.5 g/L, NaHCO; 85 g/L) saturado con
nitrégeno. Las botellas fueron selladas con anillas
metdlicas para su posterior autoclavado. Se inoculo
cada botella con 5 mL de cada uno de los consorcios.
Las condiciones de cultivo fueron de 37°C por 30
dias, monitoreando la produccion de AGVs totales,
seguin el método que se describirda méas adelante.
Disefio Factorial. Una vez seleccionado tanto el
consorcio como el desecho agricola que obtuvieron
mejor produccion de AGV s totales, se optimizaron las
condiciones de cultivo tomando en cuenta la
temperatura y la concentracion de sustrato (desecho
agricola). (Tablal).

Tabla 1. Categorizacién delasvariables.

Variables
Concentracion de sustrato % Temperatura
p/v °C
5 4
7 Ambiente(8-18)
9 37
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Cultivo Batch. Con los datos obtenidos de la
optimizacion, se observ que en la hidrdlisis de la paja
de la cebada 9 % (p/v) con el consorcio TACANA se
produjo una mayor cantidad de AGVs, por tanto se
realizaron cultivos en Batch  usando matraces
erlenmeyer de 1L con 600mL de Medio 11
nitrogenado y 54 g de cebada. Después del
autoclavado, se adicion6 40mL de tioglicolato al
25% y el pH fue regulado a 7.2 con NaOH 1N; se
utilizaron tubos tygon autoclavados y todas la
posibles entradas de aire fueron selladas con silicona
para asegurar las condiciones anaerdbicas. La
determinacion de las actividades enzimé&ticas
endo/exo celulolitica y endo/exo xilanolitica fue
monitoreada diariamente durante 30 dias, segin el
meétodo que se describira mas adelante.

Seleccion de microor ganismos capaces de producir
PHAs. Los consorcios TACANA, ISA y OSCAR
fueron cultivados en Medio 11 con glucosa a 10% a
37°C previa nitrogenacion y adicion de tioglicolato a
2.5% por un periodo de 1 semana hasta que los
microorganismos entraron en fase de crecimiento
estacionaria. Se realizaron ciclos de hambreado de 4,
8y 12 horas® por un periodo de 30 dias, utilizando los
AGVs centrifugados y filtrados producidos
anteriormente como fuente de carbono, de esta
manera los microorganismos capaces de acumular
PHAs sobrevivieron a periodo de hambreado.
Determinaciones Analiticas. Determinacion de
AGVs totales. La cantidad de AGVs totaes se
determind a través del método de titulacion®. Este
método se basa en la titulacion de la muestra
previamente centrifugadayy filtrada (20 um) con &cido
sulfdrico 0.1 N desde un pH de 5 a 4, € volumen
gastado es proporcional ala cantidad de AGVstotales
presentes en la muestra.

Determinacién del COD. Para determinar la
demanda quimica de oxigeno (COD)’. La muestra fue
filtrada (20 um). Se redlizé una dilucién 1/200 con
H,0 d, a2.5 mL de esta dilucién se afladié 1.5 mL de
solucién de digestion (4.913 g de K,Cr,O,, 167 mL

H,S0,c, 3.33 g de HgSO, y H,Od csp 1000 mL) y 3.5
mL de H,SO,(c), se incubd por 2 hrs a 150 °C en
termobloque (Kleinfeld MBT 250). Finalmente la
titulacion se realiz6 con solucion de sulfato de
amonio ferroso usando ferroina como indicador.

Determinacién de la actividad enzimética. La
actividad enzimatica de los consorcios bacterianos se
determind por €& método modificado del &cido
dinitrosalicilico (DNS) segin Miller (1959) descrito
por Alvarez’. A cuatro tubos con 50 uL de la muestra
centrifugada 10 min a 2500 rpm en una
microcentrifuga Eppendorf AG vy filtrada (20 um), se
afadié 450 uL de Carboximetil celulosa 0.5 % |,
paranitrofenil glucopiranésido 0.5 %, xilano 0.2 % y
paranitrofenil xilanopiranésido 0.2 % respectivamente
uno en cada tubo, se incubd por 1 hr a 50 °C, se
afadié 750 uL de DNS, se llevd a un bafio en
ebullicion por 5 min'y se midioé la absorbancia a 540
nm contra un blanco en un lector de ELISA (Biotek

ELx800).
Tincion de PHAs. La tincién se realiz6 con Negro
Sudan® para observar los granulos

intracitoplasmaticos de PHAs formados en los
microorganismos después del periodo de hambreado.
Los microorganismos fueron fijados por calor a
portaobjetos, la solucién de tincién (3 g de Negro
Sudan en 100 mL de etanol 70%) se dej6 actuar por
15 min, la decoloracién fue realizada con Xilol por 1
min, fucsina bésica fue afiadida como colorante de
contraste por 1min, se lavd y se observé da
microscopio (Carl Zeiss Standard 25 ICS) con un
aumento de 100X.

RESULTADOS

La produccién de AGVs totales a partir de la
hidrélisis de los desechos agricolas. paja de cebada,
quinua, soya, avena, trigo, afay cascarilla de arroz,
con los consorcios TACANA, ISA y OSCAR se
observaen laFigural.
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Figura 1. Produccién de AGVs totales por los
consorcios TACANA, ISA y OSCAR en un periodo
de 30 dias utilizando diferentes desechos agricolas:
pajas de a)Cebada b)Avena c)Trigo d) Quinua €)
Alfaf)Cascarilla de arroz g) Soya.
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En la optimizacion de las condiciones de cultivo se 10.62 g/L utilizando cebada d 9 % (p/v) a 37 °C
observd como resultado e incremento de la (Figura 2).
produccion de AGVs de mas del 60% alcanzando
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Figura2. a) Influencia delatemperaturay la concentracién de sustrato en la produccién de AGVsa partir dela hidrdlisis
de la paja de cebada por e consorcio TACANA. b) Incremento en la produccion de AGVs totales por € consorcio
TACANA en un periodo de 35 dias.
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La figura 3 muestra la actividad endo vy Ul/mL) comparada con la actividad endocelulolitica
exocelulolitica del consorcio TACANA y se observa (0.517 Ul/mL).
gue existe una mayor actividad exocelulolitica (1,661
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Figura 3. Actividad endo/exo celulolitica del la hidr dlisis anaer 6bica de la cebada al 9% (p/v) por €l consorcio TACANA a
37°C.

La Figura 4, muestra la actividad endo vy Ul/mL) comparada con la actividad endoxilanolitica
exoxilanolitica del consorcio TACANA y se observa (0.042 Ul/mL).
gue existe una mayor actividad exoxilanolitica (0.491
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Figura 4. Actividad endo/exo xilanolitica de la hidrdlisis anaer 6bica de la cebada al 9% (p/v) por € consorcio TACANA a
37°C.
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Los ciclos de hambreado dieron como resultado la
acumulacion de PHAs por los microorganismos

pertenecientes a consorcio TACANA en un ciclo de
hambreado de 12hrs (Figura5).

Figura 5. Gréanulos de PHASs presentes en el consorcio TACANA a) 100x b) 700x.

DISCUSION

La matriz organica de los residuos agricolas esta
constituida principalmente por celulosa, hemicelulosa
y lignina en proporciones variables de acuerdo a la
especie vegetal®. Debido a que los microorganismos
con la capacidad de acumular PHASs requieren
moléculas simples como fuente de carbono, energia y
material para acumular los PHAs en determinadas
condiciones, la degradacion o hidrélisis de la matriz
organica es esencia para brindar moléculas
facilmente asimilables por estos microorganismos’.

En una primera etapa se demostr6 que todos los
desechos agricolas aqui sefidlados son hidrolizables
unos mMas que otros, esto se puede verificar por las
diferentes cantidades de AGVs producidos por los
consorcios. La mayor cantidad de AGVs (6.85 g/L)
fue producido por e consorcio TACANA utilizando
9% (p/v) de paja de cebada como sustrato a 37°C de
temperatura de incubacion (Figura 1a).

Posteriormente se determind que tanto la temperatura
como la concentracion de paja de cebada influyen en
la produccion de AGVs totales por € consorcio
TACANA (Figura 23). Se observé un incremento en
un 60 % de la concentracion de AGVs totales,
alcanzando un valor de 10.62 g/L, mucho mayor que
los datos reportados por Chambi'®. Estos datos
también son corroborados por la actividad enzimética,
cuya maxima actividad exocelulolitica (1,661 Ul/mL)
y maxima actividad exoxilanolitica (0.491 Ul/mL),
apoyan la relacién directa que existe entre la
actividad enziméticay la produccion de AGV's®.

Debido a la diversidad de los microorganismos
pertenecientes a un consorcio y a la posibilidad de
seleccionar a determinados microorganismos en
distintas condiciones de cultivo, se establecieron
sistemas de cultivo batch para los tres consorcios y se
sometieron a periodos de hambreado con la finalidad
de encontrar microorganismos capaces de acumular
PHAs en estas condiciones’. Se encontré de forma
cudlitativa que € consorcio TACANA presentd una
mayor cantidad de estos  microorganismos
acumuladores, debido a que los microorganismos se
adaptaron mejor a las condiciones de hambreado, 1o
gue convierte a este consorcio en un candidato
potencial pararealizar €l escalado del proceso.

Como perspectivas futuras se pretende determinar
cuantitativamente la produccion de PHAS'.
Determinar la cantidad de AGVs individuales (acido
acético, propionico, butirico, valérico) producidos en
la digestion anaerébica™. Determinar la influencia de
la concentracion de cada uno de estos AGVs
individuales sobre la produccion de PHAS’.
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