INFORME FINAL

Programa Universitario de Investigacion en Recursos Naturales y Ambiente -PUIRNA—

Programa universitario de investigacion de la Digi

Produccién de plésticos biodegradables en Guatemala (fase I11): Optimizacion de la biosintesis
de polihidroxialcanoatos por bacterias nativas utilizando suero lacteo.

nombre del proyecto de investigacion

4.8.63.0.39

Partida presupuestaria

DES11-2022

cddigo del proyecto de investigacion

Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas —11QB—, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia

unidad académica o centro no adscrito a unidad académica avaladora

Lcda. Maria del Carmen Bran Gonzalez — coordinadora
M.A. Ricardo Andrés Figueroa Ceballos

nombre del coordinador del proyecto y equipo de investigacion contratado por Digi

Guatemala, 30 de enero de 2022

lugar y fecha



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

Contraportada

Autoridades

Dra. Alice Burgos Paniagua
Directora General de Investigacion

Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
Coordinador General de Programas

M.Sc. Andrea Rodas
Coordinadora de Programa Universitario de
Investigacion en Recursos Naturales y Ambiente.

Autores

Lcda. Maria del Carmen Bran Gonzélez — coordinadora

M.A. Ricardo Andrés Figueroa Ceballos

Colaboradores:

Lic. Osberth Morales Esquivel — Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San
Carlos de Guatemala

Ing. Agr. Gustavo Alvarez — Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatemala
Universidad de San Carlos de Guatemala, Direccion General de Investigacion (Digi), 2022. El

contenido de este informe de investigacion es responsabilidad exclusiva de sus autores.

Esta investigacion fue cofinanciada con recursos del Fondo de Investigacion de la Digi de la
Universidad de San Carlos de Guatemala a través de la partida presupuestaria 4.8.63.0.39 con codigo
DES11-2022 en el Programa Universitario de Investigacion en Recursos Naturales y Ambiente.

Los autores son responsables del contenido, de las condiciones éticas y legales de la investigacion
desarrollada.



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

Universidad de San Carlos de Guatemala

) L, ] ., Direccion General
k. USAC Direccion General de Investigacién B\l de Investigacion

r y »” TRICENTENARIA Universidad de San Carlos de Guatemala

" Universided de San Carlos de Guatemala

Informe Final

1 Indice general

2 ResuMEN Y PAlAbras CIAVES ..........c.coviiiiieie ettt re e te e e ns 4
T (011 7T (8 TTox o] o ISR 5
4 Planteamiento del ProDIEMA ..o 8
5  Delimitacion en tiempPO Y ESPACIO .....ccvevivirieiiirieieeieie sttt ettt see e 9
T Y/ T (o0 I T 4 [ o SRS 10
A =0 - Vo (o I 1= I U (SR 14
B OBJBEIVOS. ...ttt b bbbttt e bbb ereas 16
T 11010 (1] OSSPSR 16
10 MaterialeS Y MELOUOS .......oueieiieeieeieiieeies ettt nes 16
11 ReSUItAdOS Y QISCUSION .....c.couiiiiieieiieieieste ettt et nes 23
I O o [0 o L= 27
13 R 1=] 1=] 0o TSRS 28
I AN o1 oo | o= SO ROSRSRTRR 33
15  ASPECLOS ELICOS Y IEAIES .....cveiieee et 34
16 WINCUIACION ...ttt sttt e s e st et e e e nbenbenbearenreas 34
17  Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual ............c.ccooeveiieiieiicic e, 35
18  Aporte de la propuesta de investigacion a 1os ODS:..........c.ccveiieieiic i 36
19 Orden de pago fINAl.........ccoiiiiiiiii e 39
20 Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion..............cccocveveeveeieeseeriesneee. 39
21  Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional UNIVEISITANIO ...........covieiiiiiieieiee e 40
22 Visado de la Direccion General de INVEStIGaCiON..........cceverierieiiieiisieeeeee e 40



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

2 Resumeny palabras claves

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros biodegradables que podrian llegar a reemplazar a los
plasticos producidos a base de petrdleo, en especial por sus multiples propiedades, como la
biodegradabilidad, biocompatibilidad, su no toxicidad y termoplasticidad. No obstante, a pesar de sus
beneficios, su utilizacion a gran escala esta limitada por deficiencias en los procesos de produccion
tales como los costos asociados con las materias primas. Se ha estimado que la mejora en el proceso
de produccién de PHA a traves de la utilizacion de residuos que representen materiales de desecho,
tales como el suero lacteo o los desechos agroindustriales pueden reducir significativamente el costo
de produccion hasta en un 50%. En este proyecto de investigacion se propuso establecer el potencial
biotecnoldgico de bacterias nativas para la produccién de PHA, esto se logro utilizando suero lacteo
como sustrato para fermentacion, la metodologia de cloroformo-hipoclorito para la extraccién de los
biopolimeros y la determinacién de los PHA por espectrofotometria. Se encontr6 que 28 cepas de 40
evaluadas son capaces de utilizar el suero lacteo como sustrato, asimismo se establecié que las mejores
condiciones de fermentacion se dieron al utilizar pH 7, temperatura de 37 °C y agitacion constante a
150 RPM. Las condiciones de fermentacion probadas en esta investigacion podrian ser aplicadas a
escalas superiores para la produccion de PHA, principalmente por la similitud de rendimiento de
produccidn del biopolimero que se obtiene respecto a medios quimicamente definidos y la reduccién

de costos que aportaria la utilizacién de subproductos de la industria lactea.

Palabras clave

Biopolimeros, plasticos biodegradables, reutilizacion de desechos

Abstract and keyword

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are biodegradable polymers that could eventually replace petroleum-
based plastics, especially due to their multiple properties, such as biodegradability, biocompatibility,
non-toxicity, and thermoplasticity. However, despite its benefits, its large-scale use is limited by

deficiencies in production processes such as the costs associated with raw materials. It has been
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estimated that the improvement in the PHA production process through the use of residues that
represent waste materials, such as whey or agro-industrial waste, can significantly reduce production
costs by up to 50%. In this research project, it was proposed to establish the biotechnological potential
of native bacteria for the production of PHA, this was achieved using whey as a substrate for
fermentation, the chloroform-hypochlorite methodology for the extraction of biopolymers and the
determination of PHA by spectrophotometry. It was found that 28 strains out of 40 evaluated are
capable of using whey as a substrate, likewise it was established that the best fermentation conditions
occurred when using pH 7, temperature of 37 °C and constant stirring at 150 RPM. The fermentation
conditions tested in this research could be applied to higher scales for the production of PHA, mainly
due to the similarity of production yield of the biopolymer that is obtained with respect to chemically

defined media and the cost reduction that the use of by-products of the dairy industry would provide.

Keywords

Biopolymers, biodegradable plastics, waste reuse

3 Introduccién

Gran parte de los plasticos producidos a partir de derivados del petréleo no son biodegradables y
generan serios problemas ambientales, tales como la acumulacion de millones de toneladas en el medio
ambiente y la liberacion de sustancias tdxicas cuando son incinerados 0 expuestos a temperaturas
elevadas (Masood et al., 2015). También, los desechos plasticos que llegan a los ecosistemas marinos
se disgregan en pequefias particulas conocidas como microplasticos y causan impacto negativo en la
vida marina y en consecuencia también en el ser humano. Estos hechos han estimulado la busqueda y
produccién de polimeros biodegradables menos nocivos que permitan reducir el impacto tanto

ecoldgico como ambiental (Zhang et al., 2020).

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son uno de estos polimeros biodegradables que podrian llegar a
reemplazar a los plasticos producidos a base de petroleo, en especial por sus multiples propiedades,

como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, su no toxicidad y termoplasticidad, ademas de sus
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posibles aplicaciones en la produccion de envases, en la industria farmacéutica y en medicina. No
obstante, a pesar de sus beneficios, su utilizacion a gran escala esta limitada por deficiencias en los
procesos de produccion tales como los costos asociados con las materias primas, bajos rendimientos
de generacién del polimero o falta de microorganismos que se adapten a condiciones de fermentacion
especificas y que estén facilmente disponibles para el sector productivo (Pagliano et al., 2021).

En este sentido, gran parte de los procesos biotecnoldgicos basados en microorganismos han resultado
no ser lo suficientemente competitivos ya que también tienen una alta demanda de energia asociada a
procesos de esterilizacion, presentan gran consumo de agua dulce y los disefios de fermentacion son
normalmente por lote en lugar de continuos. Asimismo, la produccion a gran escala de productos
biotecnoldgicos industriales muchas veces consume cantidades considerables de recursos agricolas
que podrian ser utilizados como alimentos, lo que también genera dilemas éticos (Kalia et al., 2021).
Por lo tanto, es importante basar la biotecnologia industrial en procesos enfocados al ahorro de energia,
de procesamiento continuo, que no dependan del agua potable y que no utilicen sustratos alimentarios
como materia prima. Asi pues, los avances en este tipo de tecnologias permitirian que la biotecnologia
pueda coexistir con las industrias ya establecidas para suministrar materiales y combustibles a una

sociedad mas sostenible (Wen et al., 2012).

A pesar de los beneficios que los PHA podrian aportar como sustitutos de los plasticos convencionales,
la produccién a gran escala es limitada debido en parte a los costos de los sustratos y a la poca
optimizacion de los procesos de produccion y recuperacion. En los dltimos afios se han realizado
estudios enfocados en la disminucion de los costos de produccién de los PHA, se han probado diversos
residuos de la industria agricola, ricos en compuestos de carbono, como la celulosa, lignocelulosa y
almidones, también se ha utilizado como materia prima a algas marinas, efluentes de la industria del
biodiésel ricos en glicerol y de la industria de alimentos, donde pueden encontrarse residuos con altos

contenidos lipidicos con potencial a transformarse en biopolimeros biodegradables (Pérez et al., 2019).

Se ha estimado que la mejora en el proceso de produccién de PHA através de la utilizacion de residuos
que representen materiales de desecho puede reducir significativamente el costo de produccion hasta

en un 50%. Sin embargo, aunque se han realizado estudios relacionados con los sustratos mas baratos
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y que producen los mayores rendimientos, esto también estd asociado con la disponibilidad y
accesibilidad de estas materias primas para las industrias locales de cada pais. Asimismo, los
microorganismos utilizados también son fundamentales no solo para mejorar los costos sino también
en la creacion de procesos fermentativos eficientes ya que tanto la capacidad de almacenamiento de
granulos de PHA y la forma de polimerizar serd determinante en las propiedades fisicoquimicas de los

productos finales (Sathya et al., 2018).

La optimizacion también resulta ser de gran relevancia para la reduccion de costos, la creacion de
procesos fermentativos eficientes implica que las cepas microbianas tengan las condiciones
nutricionales de carbono, nitrégeno y fosforo en las proporciones adecuadas, asimismo el pH, la
temperatura y la aireacion van a influenciar directamente en el rendimiento de produccion de PHA.
Las proporciones de nutrientes juegan un papel esencial en la acumulacion de PHA, al utilizar procesos
que utilicen como materia prima los productos de desecho de la industria, debe preverse que aporten
condiciones limitadas de fosforo y nitrégeno y que sean abundantes en compuestos de carbono,
ademas, como parte del disefio de fermentacién los demas parametros tienen que ser adaptados y
especificos para cada cepa microbiana, por lo que es de importancia determinar cuéles son las
condiciones Optimas que permiten el desarrollo de las mismas y a su vez favorezcan la acumulacion
de PHA (Mahenshwari et al., 2018).

En este proyecto de investigacion se propuso establecer el potencial biotecnologico de bacterias
nativas para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) utilizando suero lacteo como sustrato y
optimizando las condiciones de temperatura y pH. Por ello la importancia de esta investigacion se
fundamenta en dar a conocer no solo el potencial biotecnoldgico de las bacterias nativas sino también
su potencial como microorganismos capaces de generar un valor agregado a los desechos de la
industria lactica, asi también reducir los costos de produccion de los PHA y establecer parametros de

fermentacion que sean aplicables a escalas mayores.
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4 Planteamiento del problema

Desde la mitad del siglo pasado los plasticos sintéticos o petroquimicos se han convertido en uno de
los materiales mas necesarios en nuestra vida diaria. Estos plasticos son extremadamente estables
frente a condiciones adversas tales como la exposicion a productos quimicos o la descomposicion
microbiana, por lo que son bastante duraderos, muy resistentes y tienen una vida Gtil muy larga en el
medio ambiente (Kaur et al., 2021). Debido a sus excelentes propiedades fisicas y quimicas, estos
plasticos sintéticos han dominado el mercado de productos basicos desde hace mucho tiempo. Sin
embargo, a pesar de sus cualidades Utiles, los plasticos petroquimicos no son biodegradables y
multiples estudios han reportado los crecientes problemas ambientales asociados a ellos. Asimismo,
el aumento de la conciencia ambiental en la poblacién mundial ha llevado a los cientificos a estudiar
polimeros alternativos que suplan esas necesidades béasicas sin ocasionar dafios ecoldgicos y
ambientales (Mannina et al., 2020).

La contaminacion por plasticos petroguimicos se puede prevenir mediante el uso de biopolimeros
ecoldgicos que pueden ser producidos naturalmente por microorganismos. Los biopolimeros tienen
numerosas ventajas medioambientales sobre los plésticos sintéticos, como la biodegradabilidad y la
biocompatibilidad. En comparacion con las plantas y otros sistemas microbianos, las bacterias pueden
acumular una gran cantidad de polihidroxialcanoatos (PHA). Sin embargo, el principal obstaculo en
la produccion de PHA bacterianos es su baja rentabilidad debido a los costos asociados con la

fermentacion y la baja eficiencia de los procesos (Kumar et al., 2020).

El proceso de fermentacion para la produccién de PHA se ve afectado por distintos parametros que
repercuten en los costos del producto final. Uno de los aspectos méas importantes a considerar es el
sustrato empleado como materia prima ya que este representa hasta un 50% del costo del producto
final. Asimismo, las condiciones para el desarrollo de los microorganismos determinan la forma en
que se desarrollaré la fermentacion, la velocidad de generacion del biopolimero, el rendimiento y la
complejidad para la purificacion por lo que su optimizacion también es de suma importancia para la

reduccion de costos (Kumar et al., 2018).
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Por otra parte, el mantenimiento de los microorganismos en cultivo puro requiere de procesos de
esterilizacion con altas demandas de energia, donde también juegan un papel importante la
caracterizacion de pardmetros que favorezcan a los microorganismos de interés y que a la vez sean
factores de control de otros microorganismos no deseados. Entre estos parametros se encuentra el pH,
la temperatura y la concentracion de nutrientes. El adecuado control de estas condiciones permite

reducir el gasto de energia y por ende aumentar la rentabilidad (Nielsen et al., 2017).

Aunque en Guatemala se han encontrado cepas nativas capaces de producir polihidroxialcanoatos y
se han utilizado algunos residuos agricolas como la pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de
trigo, aun hacian falta estudios para establecer las condiciones dptimas de fermentacion que permitan
no solo producir biopolimeros sino que hacerlo de una forma econémicamente rentable para que los
PHA puedan ser utilizados como un sustituto viable a los plasticos sintéticos y de esta forma reducir

el impacto ecoldgico y ambiental que estos generan.

5 Delimitacion en tiempo y espacio
5.1 Delimitacion en tiempo

El estudio se realizd en el periodo comprendido entre febrero a diciembre de 2022. Se inicio
con la revitalizacion de las bacterias y la elaboracion de los medios de cultivo con suero lacteo,
posteriormente se tamizé a las cepas capaces de producir polihidroxialcanoatos en dicho medio y se
realizé la determinacion de la proporcion entre el peso seco de las bacterias y los PHA entre los meses
de febrero a mayo. Luego se optimizaron las condiciones de temperatura y pH para cada cepa

bacteriana. Finalmente, en el mes de noviembre se realiz6 el analisis de los datos.

5.2 Delimitacion espacial

Este estudio no contemplé muestreos de campo, las pruebas se realizaron a nivel de laboratorio.
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6 Marco teorico

Los bioplasticos son biopolimeros ecoldgicos que pueden ser utilizados en un amplio rango de
situaciones, por ejemplo, en la produccion de empaques, en la industria farmacéutica, en la medicina
e incluso en la industria alimentaria. Estos biopolimeros poseen propiedades fisicoquimicas y
mecanicas similares a las de los plasticos sintéticos y no causan ningun tipo de contaminacion cuando
son descartados, no obstante, una de las mayores limitantes es su elevado costo de produccién. Esto
se puede minimizar por medio del aislamiento y seleccién de microorganismos con capacidades
elevadas de acumulacion de polihidroxialcanoatos (PHA) asi como a través de la seleccion de materias
primas econdmicas y renovables, la optimizacion de los procesos de fermentacién y la utilizacién de
procesos continuos en lugar de por lote. Los PHA tienen aplicacion en las industrias principalmente
como materiales de empaque debido a su similitud con los plasticos convencionales y a sus
propiedades fisicoquimicas que les permite tener una gran diversidad de funciones (Tripathi et al.,
2021).

Propiedades fisicoquimicas de los PHA

Los PHA son biopolimeros que se producen mayoritariamente en bacterias como cuerpos de inclusion,
varian entre las diferentes especies y también por las condiciones de fermentacion. Estos biopolimeros
son reconocidos como una alternativa a los plasticos sintéticos debido a sus propiedades
fisicoquimicas. Los PHA han sido reportados como biocompatibles y no toxicos, ademas entre sus
propiedades fisicoquimicas también se ha encontrado que son termoplasticos, biodegradables e
insolubles en agua, pero solubles en hidrocarburos clorados como el cloroformo. Asimismo, se ha
determinado que tienen poca resistencia a los acidos y a las bases. Aunque los PHA comparten las
caracteristicas antes mencionadas, también se puede encontrar diferencias entre los distintos tipos de
polimeros que sintetizan los microorganismos debido a variaciones en la composicion quimica. Otra
caracteristica que ha resultado de interes es que son resistentes a los rayos UV en comparacion con

otros bioplasticos que no lo son, tales como el acido polilactico (Sharma et al., 2017).
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Caracterizacion de los PHA segn su composicion quimica

Dependiendo de la longitud de su cadena, los PHA se pueden clasificar en tres categorias principales,
de cadena corta (SCL) que poseen de 3 a 5 atomos de carbono; de cadena media (MCL) con 6 a 14
atomos de carbono; y de cadena larga (LCL) de no menos de 14 dtomos de carbono. El tamafio del
PHA depende de la enzima PHA sintasa que posea el microorganismo y de la materia prima que se
utilice como sustrato, asimismo la diferencia en la longitud de la cadena de los PHA se debe al grupo
alquilo lateral e influye en las propiedades fisicoquimicas de los polimeros. Los principales PHA de
SCL estan formados por mondémeros del 3-hidroxibutirato y forman cadenas poliméricas, otros PHA
de SCL son el poli(4-hidroxibutirato), poli(3-hidroxivalerato) y el poli(3-hidroxibutirato-co-
3hidroxivalerato) (Wang et al., 2016). Algunos copoliésteres de SCL, por ejemplo, los que tienen
grandes segmentos de poli(3-hidroxivalerato) o poli(4-hidroxibutirato) presentan propiedades
fisicoquimicas mas elasticas que los homopoliésteres de SCL como el polihidroxibutirato (PHB) (Gopi
etal., 2018).

Por otra parte, los MCL normalmente son heteropolimeros con bajos niveles de cristalinidad, entre
ellos se encuentra el poli(3-hidroxihexanoato) y el poli(3-hidroxioctanoato). Otros ejemplos de MCL
son el poli(3-hidroxiheptanoato), poli(3-hidroxinonanoato), poli(3-hidroxidocanoato), poli(3-
hidroxiundecanoato), poli(3-hidroxidodecanoato), poli(3-hidroxitridecanoato) y el poli(3-
hidroxitetradecanoato). Multiples microorganismos son capaces de sintetizar MCL, algunos estudios
reportan rendimientos de hasta 0.37 g de PHA de MCL por gramo de acido octanoico al utilizar
Pseudomonas putida. Los MCL en comparacion con los SCL muestran propiedades fisicoquimicas
muy distintas principalmente en cuanto a cristalizacion y elasticidad. Finalmente, algunos ejemplos

de LCL son el poli(3-hidroxipentadecanoato) y el poli(3-hidroxihexadecanoato) (Gopi et al., 2018).

Copolimeros de los polihidroxialcanoatos

En la actualidad se conocen mas de 150 mondmeros distintos de PHA. La produccion de uno u otro
monomero, como se menciond anteriormente, esta influenciada por la cepa bacteriana y sus
condiciones de fermentacion. Asimismo, los PHA pueden clasificarse como homopolimeros o

copolimeros, por ejemplo, el poli(3-hidroxibutirato) (PHB) es el primer homopolimero conocido y
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esta formado Unicamente por un tipo de mondémero. Por otra parte, cuando se unen mondmeros
distintos se obtienen los copolimeros por ejemplo el poli(3-hidroxialcanoato-co-3-hidroxivalerato) y
el poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). Los copolimeros muestran condiciones fisicoquimicas
distintas a las de sus monomeros, se ha encontrado que los que estdn formados por PHA de MCL se
vuelven quebradizos. Sin embargo, otros como los de un PHA de SCL con un MCL han sido
reportados como bioplasticos con buenas propiedades fisicoquimicas, como altos potenciales de

alargamiento (Elbanna et al., 2004).

Rutas biosintéticas de PHA por microorganismos

En los ultimos afios los PHA se han estado produciendo a partir de materias primas sostenibles y a
temperaturas de entre 25 a 37 °C. Las rutas biosintéticas que siguen las bacterias para la utilizacion de
dichas materias primas se clasifican en dos, la primera es la que no esta asociada al crecimiento, en
esta los microorganismos deben estar bajo condiciones de estrés, con nutrientes limitados y con exceso
de carbono. Algunos microorganismos que se ha encontrado pertenecen a este grupo son Pseudomonas
oleovorans y Cupriavidus necétor. La otra ruta es la que esta asociada al crecimiento, en esta los
microorganismos acumulan PHA durante su fase logaritmica de replicacion, algunos ejemplos de
microorganismos pertenecientes a este grupo son Escherichia coli, Alcaligenes latus, Azotobacter

vinelandii y Actinobacillus sp. (Tripathi et al., 2021).

Produccion de PHA utilizando residuos agricolas como sustrato

Los residuos agricolas son materias primas potenciales para la sintesis microbiana de PHA. Dichos
residuos poseen composiciones complejas y por lo tanto deben romperse mediante diferentes
pretratamientos para que los organismos productores de PHA puedan utilizarlos como sustrato (Koller,
2018). Luego de realizar los procesos de hidrolisis de los residuos agricolas como melazas, residuos
ricos en almiddn o aceites, legumbres y residuos del procesamiento de la cafia de azUcar, se liberan
compuestos de carbono que pueden ser utilizados directamente por las bacterias. Los desechos ricos
en aceites como los de la palma, de girasol, o de maiz pueden ser utilizados por microorganismos

como Pseudomonas sp. y Cupriavidus necator. Se ha reportado también que las cepas extremofilas
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del género Halomonas son capaces de utilizar aceite de desecho para la sintesis de PHA, los residuos
de procesadoras de alimento como el aceite de freir, o de la agroindustria como del procesamiento del
girasol también pueden ser sustrato para PHA y han reportado rendimientos de aproximadamente 62%
de PHB de peso seco celular a partir de Halomonas hydrothermalis (Pernicova et al., 2019). Los
residuos agricolas ricos en lignocelulosa como el bagazo de cafia, el salvado de trigo y el salvado de
arroz también son materias primas importantes para la produccién de PHA. Sin embargo, para la
utilizacion de desechos lignocelulésicos, se requiere un tratamiento previo para hidrolizar la estructura

compleja en azlcares simples (Lam et al., 2017).

Productos de desecho de la industria de lacteos

El sector lacteo es el de mas rapido crecimiento de entre todas las industrias alimentarias, ya sea
teniendo en cuenta sus ventas o su productividad (Lokuruka, 2016). En paises como India, la
produccidn total de leche abarca al rededor del 17% de total en el mundo, de esto, el 8% corresponde
a leche de vaca. En Asia se producen aproximadamente 113.340 millones de toneladas de lacteos cada
afio, de las cuales se genera una gran cantidad de suero como subproducto. Por otra parte, en Africay
América, la fabricacion de lacteos produce aproximadamente un millén de toneladas de suero y el
47% de este se vierte en desagles y rios, lo que genera contaminacion y problemas relacionados con
la salud. De estos desechos se logran aprovechar aproximadamente 50 mil toneladas para la

produccidn de lactosa y proteinas como suplementos alimenticios (Uwineza & Waskiewcz, 2020).

La industria lactea genera otros residuos ademas del suero, por ejemplo, en la elaboracion de la leche
en polvo o por la formacion de lodos durante el procesamiento de quesos, asimismo los efluentes que
resultan de la limpieza de las plantas son ricos en lactosa (Arefin et al., 2020). También, el sedimento
de mantequilla clarificada se considera un desecho y es un producto con alto contenido en acidos
grasos y proteinas que podria servir como materia prima para otros procesos. Cada afio,
aproximadamente entre 4 y 11 millones de toneladas de desechos del procesamiento de productos
lacteos se descargan en el medio ambiente, lo que causa graves impactos ecoldgicos y ambientales.
La mayoria de los desechos liberados por el procesamiento de productos lacteos se vierten al agua e

incluyen grasas, cloruros, lactosa, sulfatos, particulas solidas y compuestos organicos que forman una
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capa sobre la superficie de las aguas y reducen el nivel de oxigeno, lo que da como resultado una

interrupcion en la supervivencia de plantas y animales acuaticos (Coats et al., 2016).

Produccion de PHA a partir de suero lacteo

Los residuos del procesamiento de la industria de lacteos tales como el suero son una alternativa
fermentativa eficaz para la produccién de PHA debido a su composicion Unica de grasas, proteinas y
lactosa como principales constituyentes, ademas de micronutrientes que facilitan el desarrollo de los
microorganismos (Bosco & Chiampo, 2010). Asimismo, algunos autores han reportado que el suero
de leche no requiere de ningun método de pretratamiento para su utilizacion en el proceso de
fermentacién como la hidrélisis mediante el uso de métodos acidos o a través de enzimas que es

utilizada con los residuos de la agroindustria (Nielsen et al., 2017).

7 Estado del arte

Disminucion de los costos en la produccion de PHA

A pesar de las propiedades tan versatiles y benéficas de los PHA, los costos de produccién todavia no
son comparables con los de los plasticos a base de petréleo debido a las dificultades para su produccion
que incrementan el valor en 5 a 10 veces mas que los plasticos convencionales como el polietileno.
En los ultimos afios se ha encontrado que el costo de las materias primas es el factor principal que
determina hasta un 50% del valor total de los PHA. Por lo tanto, el interés de la investigacion mundial
se ha centrado en reducir los costos de produccion utilizando diferentes materiales de desecho como
fuente de carbono (Chen et al., 2020).

Fuentes de carbono prometedoras: suero lacteo, trigo y salvado de arroz

El suero es un subproducto de la industria del queso y la caseina que representa hasta el 90% del
volumen de leche procesada. La mitad de este suero se convierte en productos utilizables para humanos
y animales y el resto generalmente se desecha al medio ambiente. Se han estado haciendo
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investigaciones para intentar utilizar suero de leche como fuente de carbono para el crecimiento
bacteriano y como un sustrato barato para la produccion de PHA. Algunos estudios han reportado

rendimientos de 1,27 g/L al utilizar a Pseudomonas hydrogenovora (Amaro et al., 2019).

Otro sustrato que ha tomado relevancia es el trigo, este se cultiva en todo el mundo en grandes
cantidades. Entre sus partes se encuentra el salvado la cual es la capa exterior del grano de trigo que
es dura y esta formado por el pericarpio y la aleurona. Este salvado contiene proteinas, carbohidratos
y otros minerales y su eliminacion puede ser dificil. En los tltimos afios se han llevado a cabo estudios
para la utilizacion de desechos de salvado de trigo como fuente de carbono para el crecimiento
bacteriano y la produccion de PHA cultivando a partir de Halomonas boliviensis, esto a resultado en
rendimientos de hasta 3,19 g/L y una produccion de PHB de 1,08 g/L. Por otro lado, el arroz es otro
cultivo importante que se utiliza en todo el mundo. Se ha reportado rendimientos de hasta el 55.6% de
PHA al utilizar salvado de arroz junto con almidon de maiz con Haloferax mediterranei. El uso de
estos desechos puede ser una alternativa para producir PHA y volverlos econdmicamente rentables

para la produccion a gran escala (Aljuraifani et al., 2019).

Microorganismos productores de PHA a partir de aguas residuales

El aumento de la poblacion mundial ha provocado la produccion de grandes cantidades de residuos
urbanos e industriales y la acumulacion de sedimentos ricos en microorganismos que tienen la
capacidad de degradar las sustancias organicas del agua residual. Los lodos activados podrian ser una
alternativa a los cultivos puros para la produccion de PHA debido a que poseen muchas bacterias
capaces de generar estos biopolimeros. En el proceso de tratamiento de aguas residuales, los
microorganismos del lodo activado muestran la capacidad de transformar fuentes de carbono
biodegradables en PHA antes de usarlos para su propio desarrollo. Actualmente la produccion de PHA
a escala industrial se basa principalmente en sistemas de cultivo puro con materias primas refinadas y
condiciones de cultivo estériles. Ambas caracteristicas dan como resultado un alto consumo de

energia, lo que aumenta considerablemente los costos de produccién (Tu et al., 2019).
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8 Objetivos

General

e Establecer el potencial biotecnolégico de bacterias nativas para la produccion de
polihidroxialcanoatos y optimizar las condiciones de fermentacion utilizando suero lacteo como
sustrato.

Especificos

e Determinar la produccion de polihidroxialcanoatos por cepas nativas de bacterias utilizando

como sustrato suero lacteo.

o Establecer latemperatura 'y pH en el cual las cepas nativas de bacterias logran la mayor produccion

de polihidroxialcanoatos a partir de suero lacteo.

e Determinar la produccion de polihidroxialcanoatos cuando las cepas se desarrollan a una agitacion
de 150 rpm al utilizar suero lacteo como sustrato.

9 Hipdtesis

e Al menos una de las cepas nativas de bacterias es capaz de producir polihidroxialcanoatos en suelo
lacteo.

e Al menos una de las cepas nativas de bacterias aumenta la cantidad de polihidroxialcanoatos que
produce al modificar las condiciones de temperatura y pH al utilizar suelo lacteo como sustrato.

e Al menos una de las cepas nativas de bacterias aumenta la cantidad de polihidroxialcanoatos que

produce al mantener condiciones de agitacion constante de 150 RPM.

10 Materiales y métodos

10.1 Enfoque de la investigacion
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Este estudio posee un enfoque cuantitativo. Se realizaron mediciones espectrofotométricas para
determinar la concentracion de PHA por mililitro que producen las cepas bacterianas. Asimismo, se
determind el pH y la temperatura a la que las cepas bacterianas producen mayores concentraciones de
PHA, finalmente también se obtuvieron mediciones sobre las mejores condiciones de produccion del

polimero.

12.2 Método
El método que se utilizd fue el experimental. Los ensayos se desarrollaron en los laboratorios de
Microbiologia de la Escuela de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Se utilizaron 40 cepas bacterianas aisladas de las fases I y II del proyecto “Producciéon de plasticos
biodegradables en Guatemala”, estas fueron obtenidas del cepario de bacterias del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Las muestras fueron revitalizadas en
agar tripticasa soya previo a su utilizacion. Posteriormente se inocularon en medios de cultivo con
suero lacteo para determinar cuales tenian la capacidad de producir polihidroxialcanoatos. Con las
cepas que lograron producir PHA se modificaron los parametros temperatura y pH para la

determinacion de las condiciones éptimas de fermentacion.

12.3 Recoleccion de informacién

El universo fueron las bacterias aisladas en las fases I y II del proyecto “Produccion de plasticos
biodegradables en Guatemala”, se incluyeron todas las cepas que han mostrado ser positivas para la
produccién de PHA cuando se ha utilizado como sustrato medios quimicamente definidos. Para la
recoleccion de los datos se utilizaron bitacoras donde se fueron anotando los resultados determinados
en los equipos (espectrofotometro, balanzas, entre otros). Los experimentos se llevaron a cabo en los
laboratorios de Microbiologia del Departamento de Microbiologia de la Escuela de Quimica Biologica
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Las determinaciones fueron evaluadas a través de un analisis de varianza para encontrar las diferencias
entre cada grupo. El disefio del experimento se realizo a través de bloques aleatorios donde la variable

de bloqueo fueron las cepas microbianas.

12.4 Técnicas e instrumentos

Revitalizacion de las cepas bacterianas

A partir de las cepas de bacterias caracterizadas como positivas para la produccion de
polihidroxialcanoatos al utilizar medios quimicamente definidos y que estdn almacenadas en el cepario
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala, se realizaron cultivos en agar tripticasa soya (TS). Estos fueron incubados
por 48 h a 37 °C. Posteriormente se realizé un reaislamiento en agar TS y luego 10 subcultivos de cada
una de las cepas bacterianas también en agar TS, estos sirvieron para las siguientes etapas de la
metodologia. Los cultivos para trabajo fueron almacenados a 4 °C hasta su utilizacion (Kourmentza et
al., 2018).

Preparacion de medios de cultivo con suero lacteo

Para la preparacion de los medios de cultivo con suero lacteo (SL) se utilizd suero proveniente de los
desechos de la produccion de queso de la industria lactica de Guatemala. Dicho suero lacteo se
acidificé con HCI 5 N hasta llegar a pH de 4.5, esto se realizd con el fin de precipitar las proteinas.
Posteriormente la solucion se esterilizé a 121 °C por 15 min, luego se dejo enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente, después fueron centrifugadas a 11,000 x g en tubos conicos para remover los
agregados proteicos. El sobrenadante de la solucion anterior se hizo pasar por filtros de papel Whatman
No. 3. A la solucidn filtrada se le ajusté nuevamente el pH con NaOH 5 N hasta alcanzar un pH de 7
y se le agregaron los componentes de un medio minimo mineral (3.0 g/l (NH4)2SO4, 3.2 g/l Na2SO4
x10H20, 0.1 g/l KCl, 0.05 g/L KoHPO4, 0.5 g/L MgSOa4 x7 H20, 0.01 g/L Ca(NOs)2) (Pantazaki et al.,
2009).
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Tamizaje de las cepas bacterias para determinar la produccion de PHA en suero l4cteo

La capacidad de las cepas bacterianas nativas para producir PHA fue evaluado a través de la utilizacion
de medios de cultivo con SL. Se inoculé cada una de las cepas bacterianas revitalizadas en agar SL,
luego se incubd a 37 °C por 72 h, posteriormente se realizaron tinciones de cada cultivo bacteriano
con el colorante Negro de Sudan al 1%, esta tincion se llevo a cabo agregando el colorante a las laminas
portaobjetos durante 10 min, luego aclarando con Xilol para eliminar el exceso de colorante y
finalmente las preparaciones fueron observadas al microscopio para determinar la presencia de

inclusiones de PHA en las bacterias (Gunaratne et al., 2004).

Determinacion de la biomasa bacteriana

La concentracion celular, definida como el peso seco de las células por litro de caldo de cultivo, se
determind tomando alicuotas de 150 ml del cultivo en crecimiento, se centrifugaron a 6000 x g, luego
las células bacterianas se lavaron dos veces con una solucién salina tamponada con fosfato. Las células
lavadas se filtraron al vacio utilizando filtros de 0.45 um, posteriormente los filtros se secaron por 48
h a 80°C y finalmente se pesaron. Todos los cultivos y mediciones se realizaron con cinco repeticiones
(Guzman et al., 2017).

Produccién de PHA en medios con suero lacteo

Las cepas bacterianas revitalizadas se inocularon en 10 ml del medio con suero lacteo y se incubaron
a 37 °C por 24 h o hasta que alcanzaron una concentracion de 0.5 en la escala de McFarland. Luego 5
ml del cultivo anterior fue inoculado en 145 ml de medio con suero lacteo y se incubé a 37 °C por 72
h con agitacion constante de 150 rpm. Una vez finalizada la incubacion se tomaron alicuotas de 150
ml en tubos conicos, estos tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min. Al sedimento de bacterias
se le realizaron dos lavados con agua desmineralizada, posteriormente se deshidrataron en el horno a
80°C por 48 h. Para la cuantificacion de los PHA se utilizé la metodologia de cloroformo-hipoclorito
la cual consiste en agregar 10 ml de hipoclorito de sodio al sedimento y dejarlo reaccionar durante al
menos 2 h, posteriormente se agrega cloroformo por 20 min, finalmente los tubos se centrifugan a
3500 rpm, se decantan y el sedimento se deja secar a 80° por 48 h para lograr evaporar el cloroformo

y poder medir el peso seco (Gunaratne et al., 2004).
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Evaluacion del efecto de la temperatura en el proceso de fermentacion

Para evaluar el efecto de la temperatura, los cultivos de trabajo de las cepas bacterianas fueron
inoculados en 10 ml del medio con suero lacteo y se incubaron a 37 °C por 24 h. Luego 5 ml de los
cultivos anteriores fueron inoculados en 145 ml de medio SL y se incubd a 20 y 37 °C por 48 h con
agitacion constante de 150 rpm. Una vez finalizada la incubacion se tomaron alicuotas de 50 ml en
tubos conicos, estos tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min. Al sedimento de bacterias se le
realizaron dos lavados con agua desmineralizada, posteriormente se deshidrataron en el horno a 80°C
por 48 horas. Para la cuantificacion de los PHA se utiliz6 la metodologia de cloroformo-hipoclorito
(Guzman et al., 2017).

Evaluacidn del efecto del pH en el proceso de fermentacién

Una vez optimizadas las condiciones de temperatura, se optimizé el pH. Para ello los cultivos de
trabajo de las cepas bacterianas fueron inoculados en 10 ml del medio SL y se incubaron a 37 °C por
24h. Luego 5 ml de los cultivos anteriores fueron inoculados en 145 ml de medio SL modificado a pH
4.5y 7y se incubaron a la temperatura que mostré el mayor rendimiento por 72 horas con agitacion
constante de 150 rpm. Una vez finalizada la incubacion se cuantifico el contenido de PHA utilizando
la metodologia de cloroformo-hipoclorito (Guzmén et al., 2017).

12,5 Operacionalizacién de las variables o unidades de analisis

e Objetivo especifico: Determinar la produccion de polihidroxialcanoatos por cepas nativas de
bacterias utilizando como sustrato suero lacteo.
o Variables o unidades de analisis que fueron consideradas: Produccion de polihidroxial-
canoatos.
o Forma en que se midieron: Proporcion de peso seco de los granulos extraidos entre el
peso seco de las bacterias.
e Objetivo especifico: Establecer la temperatura y pH en el cual las cepas nativas de bacterias
logran la mayor produccion de polihidroxialcanoatos a partir de suero lacteo.
o Variables o unidades de anélisis que fueron consideradas: Temperatura, pH, produc-

cién de polihidroxialcanoatos.
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o Formaen que se midieron: La temperaturay el pH fueron variables fijas, los efectos en
la produccion de polihidroxialcanoatos se midieron con la proporcion de peso seco de
los granulos extraidos entre el peso seco de las bacterias.

e Objetivo especifico: Determinar la produccion de polihidroxialcanoatos cuando las cepas se
desarrollan a una agitacion de 150 rpm al utilizar suero lacteo como sustrato.

o Variables o unidades de anélisis que fueron consideradas: Agitacién, produccion de
polihidroxialcanoatos.

o Forma en que se midieron: La agitacion fue la variable fija experimental y el efecto en
la produccion de polihidroxialcanoatos fue medido con la proporcién del peso seco de

los grénulos extraidos entre el peso seco de las bacterias.

12.6  Procesamiento y analisis de la informacion

Para los datos obtenidos a partir de cada objetivo especifico, se realizé un analisis exploratorio de los
resultados donde se determind la media, mediana, varianza, desviacion estandar y se observo el
comportamiento de las variables en graficos de cajas e histogramas, posteriormente se realizaron
pruebas de normalidad con los estadisticos de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks. Para probar la
hip6tesis igualdad o diferencia entre la produccién de polihidroxialcanoatos a partir de suero lacteo y
los efectos de la temperatura y pH y si se cumple con los supuestos de normalidad, independencia y
homocedasticidad se realiz6 un Anova de un factor y una prueba posterior de Tukey con el 0.05 de
significancia. Los registros de los resultados se llevaron en Microsoft Excel, los analisis estadisticos

se realizaron con SPSS®. Todas las determinaciones se llevaran a cabo utilizando cinco repeticiones.
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2.7  Coherencia de la propuesta de investigacion

Tabla 1

Coherencia de la propuesta de investigacion

Objetivos especificos

Meétodos, técnicas, instrumentos

Resultados @

Determinar la produccion
de polihidroxialcanoatos
por cepas nativas de
bacterias utilizando como
sustrato suero lacteo.

Preparacion de medios de cultivo
con suero lacteo, cultivos
bacterianos, microscopia Optica
(Tincion Negro Sudan),
metodologia cloroformo-
hipoclorito para la extraccién de
los PHA

Se determind que cepas
bacterianas  nativas  son
capaces de producir PHA a
partir de suero lacteo.

Se estableci6 que cepas
bacterianas nativas muestran
los mayores rendimientos para
la produccién de PHA a partir
de suero lacteo.

Establecer la temperatura
y pH en el cual las cepas
nativas de bacterias
logran la mayor
produccién de
polihidroxialcanoatos a
partir de suero lacteo.

Preparacion de medios de cultivo
con suero lacteo, cultivos
bacterianos, modificacion de las
condiciones de fermentacion
(temperatura: 20y 37°Cy pH en
el rango de 4.5y 7), metodologia
cloroformo-hipoclorito para la
extraccion de los PHA

Parametros de temperatura y
pH optimizados para la
produccion de
polihidroxialcanoatos por
cepas de bacterias nativas a
partir de suero lacteo.

Determinar la produccion
de polihidroxialcanoatos
cuando las cepas se
desarrollan a una
agitacion de 150 rpm al
utilizar suero lacteo
como sustrato.

Preparacion de medios de cultivo
con suero lacteo, cultivos
bacterianos, metodologia
cloroformo-hipoclorito para la
extraccion de los PHA

Rendimiento de produccion
de polihidroxialcanoatos al
utilizar una agitacion
constante de 150 RPM.
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11 Resultados y discusion
11.1 Resultados

Se encontrd que 28 de las 40 cepas evaluadas producen polihidroxialcanoatos (PHA) al utilizar
suero lacteo como sustrato (Tabla 1). Las cepas productoras de PHA encontradas fueron
Achromobacter sp. (DES320), Alcaligenes faecalis (AP21-01, AP21-10, AP21-14, AP21-26 y AP21-
30), Bacillus sp. (DES311, DES323 y DES328), B. cereus (DES325), B. idriensi (AP21-07), B.
megaterium (AP21-04), B. simplex (DES314), B. subtilis (DES330 y DES309), Exiguobacterium
aurantiacum (AP21-05), Micrococcus luteus (DES312), Pantoea agglomerans (DES316), Proteus
mirabilis (DES319), Pseudomonas cuatrocienegasensis (AP21-16), Staphylococcus sp. (DES304), S.
capitis (AP21-03), S. pasteuri (DES301 y DES307) y cuatro cepas de bacilos gram negativo (DES310,
DES317, DES321 y DES327).

Luego de evaluar la capacidad para produccion de polihidroxialcanoatos a 20 y 37 °C se
encontr6 que las cepas AP21-01, AP21-03, AP21-04, AP21-05, AP21-10, AP21-14, AP21-16, AP21-
30, DES301, DES304, DES307, DES309, DES311, DES314, DES316, DES317, DES319, DES321,
DES325, DES327 y DES330 produjeron mayores concentraciones de PHA a 37 °C cuando se
mantiene una agitacion de 150 RPM. Asimismo, no se encontré diferencia significativa entre la
cantidad de biopolimero producido por las cepas AP21-10 (1.41 [0.23] g/L) y DES304 (1.33 [0.03]

g/L) que mostraron los valores mas elevados de produccién a 37° (Tabla 1).

Al evaluar la produccion de PHA a pH 4.5y 7 se encontré que las cepas AP21-03, AP21-04,
AP21-05, AP21-07, AP21-10, AP21-14, AP21-16, AP21-26, AP21-30, DES301, DES304, DES307,
DES309, DES310, DES311, DES312, DES314, DES316, DES317, DES319, DES320, DES321,
DES323, DES325, DES327, DES328 y DES330 produjeron mayores concentraciones a pH 7,
mientras que la cepa AP21-01 mostr6 mayor rendimiento a pH 4.5. No se encontro diferencia
significativa entre las cepas AP21-03 (1.23 [0.02] g/L), AP21-10 (1.33 [0.12] g/L), y AP21-26 (1.36
[0.12] g/L) que mostraron los mayores rendimientos de produccion a pH 7 (Tabla 1).
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Tabla 1

Produccion de polihidroxialcanoatos utilizando suero lacteo a diferentes condiciones de temperatura

ypH
Cepa Produccion a20°C, Produccién a 37°C, Produccion a pH 7, Produccién a pH 4.5,

150 RPM (g/L)! 150 RPM (g/L)! 150 RPM, 37°C (g/L)* 150 RPM, 37 °C (g/L)!

AP21-01 0.80 (0.18) ghi 0.83 (0.05) ghi 0.69(0.12) h 0.73(0.55) h
AP21-02 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-03 1.04 (0.30) hij 1.15 (0.03) k 1.23 (0.02) kim 0.90 (0.13) h
AP21-04 0.25 (0.11) abcde 0.37 (0.10) defg 0.35 (0.01) def 0.10 (0.20) abcde
AP21-05 0.43 (0.20) cdefg 0.47 (0.09) fg 0.48 (0.02) fg 0.35 (0.19) fgh
AP21-06 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-07 0.97 (0.12) hi 0.89 (0.05) hij 1.15 (0.04) ijk 0.81 (0.05) h
AP21-08 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-09 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-10 1.25 (0.35) j 1.41(0.23) | 1.33(0.12) Im 0.80 (0.03) h
AP21-11 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-12 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-13 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-14 0.50 (0.12) defg 0.97 (0.24) j 0.57 (0.20) gh 0.25 (0.04) efg
AP21-15 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-16 0.49 (0.21) efg 0.82 (0.23) ghi 0.43 (0.15) efg 0.19 (0.03) beedf
AP21-17 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-18 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-19 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-20 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
AP21-26 1.01 (0.31) hij 0.90 (0.25) ij 1.36 (0.12) m 0.48 (0.09) hi
AP21-30 1.00 (0.13) hij 1.15 (0.14) k 1.12 (0.23) ijk 0.36 (0.09) gh
DES301 0.80 (0.11) hi 0.97 (0.17) j 1.05 (0.07) ij 0.09 (0.01) abc
DES304 1.21 (0.18) ij 1.33(0.03) I 1.27 (0.04) KIm 0.00 (0.00) a
DES307 0.67 (0.16) gh 0.78 (0.26) ghi 0.35 (0.07) def 0.00 (0.00) a
DES309 1.00 (0.18) hij 1.15 (0.04) k 1.15 (0.32) i 0.23 (0.03) cdefg
DES310 0.20 (0.18) abcdef 0.12 (0.09) ab 0.13(0.17) ab 0.10 (0.01) abcd
DES311 0.30 (0.21) abcde 0.36 (0.02) def 0.10 (0.23) abc 0.00 (0.00) a
DES312 1.01 (0.14) hij 0.89 (0.06) hij 1.20 (0.15) jkI 0.02 (0.01) a
DES314 0.20 (0.12) abc 0.28 (0.02) cd 0.40 (0.09) def 0.00 (0.00) a
DES316 0.13 (0.10) ab 0.17 (0.01) be 0.28 (0.07) cde 0.18 (0.01) bcedf
DES317 0.27 (0.18) abcde 0.35 (0.02) de 0.18 (0.36) a 0.15 (0.01) abcde
DES319 0.39 (0.36) abcde 0.48 (0.02) g 0.69 (0.12) gh 0.23 (0.01) cdefg
DES320 1.15 (0.22) ij 1.00 (0.02) j 1.26 (0.30) kim 0.25 (0.01) defg
DES321 0.09 (0.01) ab 0.19 (0.02) bc 0.18 (0.07) abc 0.10 (0.01) abcd
DES323 0.23 (0.08) abcd 0.15 (0.02) b 0.50 (0.10) fg 0.07 (0.01) ab
DES325 0.18 (0.03) abcd 0.36 (0.02) def 0.25 (0.02) bed 0.06 (0.01) ab
DES327 0.57 (0.12) fgh 0.78 (0.02) gh 0.69 (0.02) h 0.15 (0.03) bedef
DES328 0.36 (0.05) bcdefg 0.29 (0.02) cd 0.43 (0.01) efg 0.23 (0.02) cdefg
DES330 0.29 (0.01) abcdef 0.45 (0.02) efg 0.23 (0.01) bed 0.18 (0.01) bedef

1Gramos por litro de polihidroxialcanoato. & ® ¢ 4.& 1.9 | etras distintas indican diferencia significativa,

de acuerdo con la prueba de comparaciones mdaltiples de Tukey (p = .05).
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11.2 Discusion de resultados

Se encontro que 28 de las 40 cepas evaluadas resultaron positivas para la produccion de
polihidroxialcanoatos al desarrollarse en suero lacteo. Entre los géneros y especies capaces de utilizar
dicho sustrato se encontr6 a Achromobacter sp., Alcaligenes faecalis, Bacillus sp., B. cereus, B.
idriensi, B. megaterium, B. simplex, B. subtilis, Exiguobacterium aurantiacum, Micrococcus luteus,
Pantoea agglomerans, Proteus mirabilis, Pseudomonas cuatrocienegasensis, Staphylococcus sp., S.
capitis y S. pasteuri. Asimismo, se encontraron mayores rendimientos de produccion de PHA al
cultivar las cepas bacterianas a 37 °C y a pH 7.0. Entre los mejores productores se encontraron las
cepas AP21-03 (1.23 [0.02]), AP21-10 (1.33 [0.12]), y AP21-26 (1.36 [0.12]) al cultivarlas bajo las

condiciones descritas anteriormente.

Entre las cepas que mayor rendimiento mostraron se encontrd a Staphylococcus sp. y S. capaitis.
En estudios realizados por Darshan y Nishith (2010) se report6 que distintas cepas de Staphylococcus
muestran condiciones éptimas de produccion de PHA al desarrollarse con agitacion constante a 37 °C,
asimismo, Marjadi y Dharaiya (2014) al utilizar aceite de sésamo lograron obtener acido poli(3-
hidroxibutirico) (PHB) a partir de Staphylococcus epidermidis en condiciones de incubacion a 37 °C
y agitacion constante de 150 RPM. Las cepas encontradas en el presente estudio mostraron los mayores
rendimientos al utilizar condiciones similares a las reportadas por Obruca y colaboradores (2011) que
utilizaron suero lacteo y obtuvieron rendimientos de hasta 1.48 g/l de polihidroxialcanoatos luego de

optimizar las condiciones de fermentacion para B. megaterium.

En cuanto a las especies de Bacillus encontradas como productoras de polihidroxialcanoatos
estas mostraron mayores rendimientos al mantener pH 7 y temperatura de 37°. Mohanrasu y
colaboradores (2020) reportan haber optimizado las condiciones de fermentacion para B. megaterium
también utilizando pH 7 y ademas utilizando diferentes fuentes de carbono (arabinosa, glucosa,
glicerol, lactosa, acido lactico, manitol, acetato de sodio, almidon y sacarosa a concentraciones de 20
g/L) y de nitrogeno (cloruro de amonio, sulfato de amonio, glicina, nitrato de potasio, proteasa peptona
y urea a concentraciones de 2 g/L), dichos autores lograron obtener rendimientos de hasta 2.74 g/L,
los cuales son mayores a los de la cepa AP21-04 que en las condiciones descritas anteriormente
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produjo 0.35 (0.01) g/L de PHA. Cabe resaltar que no se optimizaron las fuentes de carbono y
nitrogeno del sustrato evaluado en este estudio lo cual seria recomendable para incrementar el

rendimiento.

Las cepas AP21-07 de B. idriensi y DES309 de B. subtilis produjeron 1.15 g/L de PHA sin
diferencias significativas, dichos valores resultaron menores a los reportados por Rathika y
colaboradores (2019) que optimizaron las condiciones de fermentacion para B. subtilis utilizando
diferentes concentraciones de melazas y obtuvieron rendimientos de 2.01 g/L a las 24 horas.
Asimismo, dichos autores reportaron disminucion en la concentracion de PHA luego de 72 horas
atribuyéndolo a la descomposicién del sistema enzimatico para la sintesis de PHA y al consumo
intracelular de las inclusiones del biopolimero como fuente de energia y carbono. Por lo tanto, la
disminucion en los valores de rendimiento encontrados en las cepas AP21-07 y DES309 pudo ser
debido al periodo de incubacion de 72 horas al que fueron sometidas durante la fermentacion.

En otro estudio realizado por Yasin y Mayly (2021) donde se evalud el efecto de la
concentracion de carbono desde el 1% hasta 8%, tres pH 5, 7 y 9, distintos valores de temperatura, 25,
30, 35y 40 °C y concentracién de nitrogeno del 0.5 a 1.5 g/L, se encontrd en Bacillus cereus cepa
ARY73 rendimientos de 2.61 g/L al desarrollarse a 35° y pH 7, ademas se report6 disminucion del
rendimiento de produccion de PHA en temperaturas superiores a los 37 °C. Dichos valores superan al
rendimiento mostrado por la cepa DES325 por lo que se recomendaria controlar las concentraciones
de carbono y nitrogeno en el medio de fermentacion.

Respecto a la cepa AP21-01 correspondiente a A. faecalis, esta mostré un mayor rendimiento
al cultivarse a pH 4.5. En estudios realizados por Kesik y colaboradores (2006) se encontrd en especies
de Alcaligenes una capacidad aumentada de producir compuestos nitrogenados al desarrollarse en
condiciones de pH inferiores a 4. Asimismo, en un estudio realizado por Sayyed & Chincholkar (2004)
se reportd que la produccion de PHA por A. faecalis result6 optima tanto a pH neutro como a pH bajo,
ademas, no se encontrd ninguna diferencia significativa al experimentar en distintos rangos de pH. En
el presente estudio se encontré también que las cepas AP21-10, AP21-14, AP21-26 y AP21-30 de

26



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidon General de Investigacidon —DIGI-

Alcaligenes faecalis tienen mayores rendimientos al utilizar condiciones de fermentacion con pH

neutro.

El suero lacteo contiene concentraciones de lactosa de entre 3 y 5% dependiendo de la leche y
el proceso al que fue sometida para la produccion industrial de queso, asimismo conserva
aproximadamente 0.9% de proteinas crudas como unica fuente de nitrégeno (Khanafari et al., 2006).
Koller y colaboradores (2008) utilizaron suero lacteo como sustrato para la obtencion de PHA a partir
de Pseudomonas hydrogenovora luego de optimizar las condiciones de fermentacién a pH 7,
temperatura de 37 °C y ajustar el contenido de carbono y nitrégeno utilizando glucosa y suero lacteo
deshidratado obtuvieron resultados de hasta 1.27 g/L de PHA. Dichos valores resultaron similares a
los encontrados en las cepas con mayores rendimientos AP21-03 (1.23 [0.02]), AP21-10 (1.33 [0.12]),
y AP21-26 (1.36 [0.12]).

Las condiciones de fermentacion probadas en esta investigacion podrian ser aplicadas a escalas
superiores para la produccion de PHA al utilizar suero lacteo como sustrato. Sin embargo, se sugiere
ajustar las concentraciones de carbono y nitrégeno para lograr mejorar los rendimientos y que sean
equiparables a los obtenidos a partir de medios definidos reportados en la literatura. No obstante, los
valores de rendimiento obtenidos a partir de suero lacteo no presentan grandes diferencias con otros
sustratos de mayor costo por lo que podrian ser una alternativa viable para aprovechar los subproductos
de desecho de la industria de los lacteos y al mismo tiempo reducir los costos de produccion de los
PHA.

12 Conclusiones

e Se encontrd que 28 cepas de las 40 estudiadas correspondientes a Achromobacter sp. (DES320),
Alcaligenes faecalis (AP21-01, AP21-10, AP21-14, AP21-26 y AP21-30), Bacillus sp. (DES311,
DES323 y DES328), B. cereus (DES325), B. idriensi (AP21-07), B. megaterium (AP21-04), B.
simplex (DES314), B. subtilis (DES330 y DES309), Exiguobacterium aurantiacum (AP21-05),
Micrococcus luteus (DES312), Pantoea agglomerans (DES316), Proteus mirabilis (DES319),
Pseudomonas cuatrocienegasensis (AP21-16), Staphylococcus sp. (DES304), S. capitis (AP21-
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03), S. pasteuri (DES301 y DES307) y cuatro cepas de bacilos Gram negativos (DES310, DES317,
DES321 y DES327) fueron capaces de utilizar el suero lacteo para la produccion de PHA.

e Se establecio que las cepas AP21-01, AP21-03, AP21-04, AP21-05, AP21-10, AP21-14, AP21-
16, AP21-30, DES301, DES304, DES307, DES309, DES311, DES314, DES316, DES317,
DES319, DES321, DES325, DES327, DES330 mostraron mayores rendimientos al llevar a cabo
la fermentacion a 37 °C y agitacion de 150 RPM y que las cepas AP21-07, AP21-26, DES310,
DES312, DES320, DES323 y DES328 no mostraron diferencia significativa en cuanto a su
rendimiento de produccion de PHA a 20 °C y a 37 °C y agitacion de 150 RPM.

e Se determind que las cepas AP21-03, AP21-04, AP21-05, AP21-07, AP21-10, AP21-14, AP21-
16, AP21-26, AP21-30, DES301, DES304, DES307, DES309, DES310, DES311, DES312,
DES314, DES316, DES317, DES319, DES320, DES321, DES323, DES325, DES327, DES328,
DES330 muestran mayor rendimiento de produccion de PHA al desarrollarse a pH 7 y agitacién
de 150 RPM, mientras que la cepa AP21-01 lo hace a pH 4.5 y agitacion de 150 RPM.
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24(10), 1744-1752. https://doi.org/10.1016/S1001-0742(11)61005-X

Yasin, A. R., & Al-Mayaly, I. K. (2021). Study of the fermentation conditions of the Bacillus Cereus
Strain ARY73 to produce polyhydroxyalkanoate (PHA) from glucose. Journal of Ecological
Engineering, 22(8), 217-219.

Zhang, Y., Kang, S., Allen, S., Allen, D., Gao, T., & Sillanpé&, M. (2020). Atmospheric microplastics:
A review on current status and perspectives. Earth-Science Reviews, 203, 103118.
https://doi.org/10.1016/j.earscirev.2020.103118

14 Apéndice

No aplica.
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15 Aspectos éticos y legales

No aplica

16 Vinculacién

Actividades realizadas:

Unidad de Vinculacién y Gestion de Recursos —-UVIGER- , Facultad de Agronomia,

Laboratorio de diagndstico fitopatoldgico.

Utilizacion de instalaciones de laboratorio para realizar parte experimental del

proyecto.

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social

Tramite y obtencidn de licencia para compra y uso de precursores y sustancias Quimicas controladas.

Unidad de Investigaciones en Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia -
USAC-.

Almacenamiento de reactivos quimicos controlados.

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos y Microbiologicos -LAFYN- de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia.

Solicitud de realizacion de parte experimental del proyecto en las instalaciones del laboratorio.

Coordinadora de estudiantes de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Se solicitaron permisos para el ingreso al edificio T-12, de la Facultad de Ciencias Quimicas y Far-

macia.

Secretaria Adjunta, Director de la Escuela de Quimica Bioldgica y Jefe del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Autorizacion y apertura del edificio T-12 e ingreso a los laboratorios de Microbiologia de la Escuela

de Quimica Bioldgica.

Se logro ademas del ingreso al edificio la obtencidon de medios de cultivo y cepas de las bacterias del

proyecto para continuar con la fase experimental.

17 Estrategia de difusién, divulgacion y proteccién intelectual

Presentacion en eventos nacionales e internacionales.

Participacion en el taller virtual “Bioprospeccion de la Diversidad en Guatemala™ organizado por el
Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Bioldgica, Universidad de San Carlos de Gua-
temala con las ponencia “Biopolimeros microbianos” y “Una alternativa a los plasticos derivados
del petréleo, produccion y cuantificacion de PHA de bacterias aisladas de habitats salinos en Guate-
mala en medios quimicamente definidos y residuos agricolas” En el marco de la Microbiologia In-
dustrial y de los proyectos relacionados con el potencial biotecnologico de la diversidad nativa, cofi-
nanciados por la Direccion General de Investigacion de la Universidad de San Carlos de Guatemala,
durante los afios 2020, 2021 y 2022, dirigido a estudiantes del curso Microbiologia Industrial y a

profesionales Quimicos Bidlogos. Realizado el 20 de Abril de 2022.

Participacion en la organizacion del taller virtual “Bioprospeccion de la Biodiversidad en Guate-
mala”. Departamento de Microbiologia, Escuela de Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Qui-
micas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. En el marco de la Microbiologia
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Industrial y de los proyectos relacionados con el potencial biotecnoldgico de la diversidad nativa,
cofinanciados por la Direccion General de Investigacion de la Universidad de San Carlos de Guate-
mala, durante los afios 2020, 2021 y 2022,Realizado el 20 de Abril de 2022.

Participacion en la “Segunda Semana Latinoamericana de la Calidad en Salud” con
la conferencia “ Una alternativa a los plasticos derivados del petréleo” organizada por la Confedera-

cién Latinoamericana de Bioguimica Clinica (Colabiocli).7 de Abril de 2022.

Participacion en la Noche Iberoamericana de los Investigadores llevada a cabo por la

Organizacién de Estados Iberoamericanos para la Educacién, la Ciencia y la Cultura

(OEI) con la conferencia “Diversidad y bioprospeccion de hongos anamorfos en Guatemala (Fase
III): Produccion de amilasas y celuldsas utilizando residuos agricolas”. Universidad de San Carlos de
Guatemala, Direccion General de Investigacion —Digi-. Realizada del 30 de Septiembre al 1 de Oc-

tubre.

Publicacion en Revista indexada.

Figueroa, R., Morales, O., Alvarez, G., Maria Bran. (2022). Produccion de plésticos biodegradables
a partir de bacterias de habitats salinos aisladas de la Laguna de Ayarza. Ciencia, Tecnologia y Sa-
lud, 9(2),189-198. https://doi.org/10.36829/63CTS.v9i2.1368

18 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

En el afio 2015, los Estados Miembros de la ONU entre los que se encuentra Guatemala se
comprometieron a poner fin a la pobreza, proteger al planeta y garantizar que todas las personas gocen
de paz y prosperidad a través de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). Entre estos objetivos
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se encuentra el de vida submarina, en este se menciona que la fauna de los océanos y demas cuerpos
de agua son el sustento para aproximadamente 3000 millones de personas. Sin embargo, la
contaminacion de dichos recursos hidricos ha afectado a plantas y animales, principalmente por la
acumulacién de CO2 que acidifica los océanos y también por la generacion de microplésticos que
pueden acumularse en los tejidos de los animales y provocar efectos toxicos (Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo [PNUD], 2018).

El aprovechamiento de los desechos de la industria lactica a traves de las cepas nativas de bacterias
para la produccion de polihidroxialcanoatos facilitara el alcanzar la meta propuesta en los ODS para
el afio 2030. Esto se lograria ya que los PHA pueden sustituir a los plasticos sintéticos que son los
principales causantes del deterioro ambiental y se asocian directamente con la reduccién de la vida
submarina. Esta investigacion también esta relacionada con los ODS de aguas limpias y saneamiento
y el de accién por el clima debido a que la disminucion de la necesidad de plasticos tendria un impacto
positivo en la cantidad de desechos que son vertidos a los recursos hidricos, asimismo las emisiones
de gases de efecto invernadero generados por los procesos de produccion de derivados del petréleo e

incineracion de este tipo de productos serian menores (PNUD, 2018).

Esta investigacion también ayudara a cumplir los objetivos de la campaiia “Mares Limpios” propuesta
por la Organizacién de las Naciones Unidas la cual busca promover el derecho a un medio ambiente
saludable, incluyendo océanos libres de plastico. Asimismo, también se ayudard a cumplir las
disposiciones gubernamentales de Guatemala ya que a través del Acuerdo Gubernativo 189-2019 se
estan haciendo esfuerzos para prohibir el uso y distribucion de bolsas plasticas de un solo uso y de
distintos utensilios como pajillas, platos y vasos elaborados con plasticos sintéticos. En este sentido
los PHA podrian ser una alternativa que reduzca paulatinamente la necesidad de este tipo de productos
(Blessing, 2018; Contreras, 2018).

Finalmente, la utilizacién de residuos de la industria de lacteos para la produccién de
polihidroxialcanoatos podra contribuir a cumplir con los compromisos que ha adquirido Guatemala

respecto frenar la contaminacion causada por los plasticos petroquimicos. La generacién a nivel local
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utilizando suero lacteo de PHA también puede disminuir los costos de produccién de los bioplasticos
lo que permitira que estos sean mas accesibles y capaces de sustituir a los polimeros elaborados a base

de derivados del petroleo.
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19 Orden de pago final

Ceballos

Categoria Registro de Procede
Nombres y apellidos (investigador personal pago de mes Firma
/auxiliar) (Si/ No)
Ricardo Andrés Figueroa Investigador 20151723 Si ~

7
T
7

20 Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los

proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago

correspondiente.

Lcda. Maria del Carmen Bran Gonzélez

Nombre del coordinador del proyecto de investigacién

Firma

Fecha: 30 de enero de 2023
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21 Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador
de investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto de investigacion)
en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador
de investigacion del centro regional universitario), mismo que ha sido revisado y cumple su ejecucion
de acuerdo a lo planificado.

Vo.Bo. Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton

Fecha: 30 de enero de 2023

22 Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. M.Sc. Andrea Rodas l(
rma

Fecha: 30 de enero de 2023

Vo.Bo. Ing. Rufino Salazar Coordinador General de
Programas Universitarios de Investigacion

Fecha: 30 de enero de 2023
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