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Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son biopolimeros intracelulares, que en los Ultimos afios, han
generado gran interés debido a que poseen caracteristicas similares a la de plasticos sintéticos
ademas, son de naturaleza biol6gica y biodegradables. Sin embargo, su industrializacion es un reto
debido a que los costos de produccion son de 4 a 9 veces mayores que el requerido para los plasticos
sintéticos, por lo cual surge la necesidad de disefar estrategias que contribuyan a disminuir los
costos de produccion. De esta manera, la coproduccion de PHA con otros metabolitos de interés
industrial surge como alternativa para dar valor agregado a moléculas cuya industrializacién es
condicionada por los altos costos de produccion. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar el efecto del tiempo de cultivo y la fuente de carbono (sacarosa, fructosa y glucosa)
sobre la coproduccién de PHA y exopolisacaridos por por Enterobacter soli en cultivo sumergido.
Los resultados obtenidos indicaron que la produccion de los biopolimeros esta en funcién del tiempo
de cultivo, por otro lado, al evaluar diferentes fuentes de carbono la produccion de exopolisacaridos
no mostré diferencias significativas, mientras que la mayor produccion de PHA se obtuvo en
presencia de sacarosa.
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are intracellular biopolymers, which in recent years, have generated
great interest because they have similar characteristics to synthetic plastics, in addition, they are from
biological nature and biodegradable. However, its industrialization is a challenge because production
costs are 4 to 9 times higher than that required for synthetic plastics, so there is a need to design
strategies that contribute to reducing production costs. In this way, the PHAs co-production with other
metabolites of industrial interest emerges as an alternative to give added value to molecules whose
industrialization is conditioned by high production costs. Therefore, the present was evaluated the
effect of cultivation time and carbon source (sucrose, fructose and glucose) on the co-production of
PHAs and exopolysaccharides using Enterobacter soli in submerged culture. The results indicated
that the production of biopolymers is a function of cultivation time, on the other hand, when evaluating
different carbon sources, the production of exopolysaccharides did not show significant differences,
while the highest production of PHA was obtained when sucrose was used.
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Introduccién

Los  polihidroxialcanoatos  (PHA)  son
biopolimeros intracelulares sintetizados por
microorganismos como reserva de carbono y
energia en respuesta a condiciones de
crecimiento adversas (Wang et al.,, 2019;
Kumar et al., 2018; Luo et al., 2020). A lo largo
de los afios se ha demostrado que los PHA
poseen caracteristicas fisicoquimicas
similares a los plasticos convencionales como
el polipropileno y el poliestireno (Khatami et
al., 2021), por lo cual son considerados
clasificados como bioplasticos (Dilshad et al.,
2021), dichas caracteristicas los convierten en
una alternativa natural para sustituir a los
plasticos convencionales.

Dentro de los principales microorganismos
conocidos como productores de PHA se
puede destacar bacterias como Ralstonia sp.,
Bacillus sp., Halomonas sp. y Pseudomonas
sp. Asimismo, se ha reportado que las
caracteristicas del biopolimero dependeran de
la fuente de carbono y el microorganismo
utilizado, y dependiendo de estos se sintetizan
diversas unidades monomeéricas de
hidroxiacidos dentro de la cadena principal,
siendo estas unidades las que determinan la
aplicacibn mas adecuada (textil, biomédico,
agricola, farmacéutico, entre otros) (Ghosh et
al., 2021; Kumar et al., 2021). Por ello, se ha
generado interés entre la comunidad
cientifica, generando la expectativa de
busqueda de microorganismos productores
de PHA. No obstante, pese a las ventajas que
presentan los PHA sobre los plasticos
convencionales, la industrializacion de estos
biopolimeros se ve limitada por los altos
costos de produccién que van de 4 a 9 veces
mayor en comparaciéon a los plasticos
sintéticos (Kosseva y Rusbandi 2018).

En la actualidad, la coproduccion de
metabolitos en un mismo sistema ha surgido
como como estrategia adecuada para la
disminucién de costos de produccion (Kopperi
et al, 2021; Kumar et al, 2018). La
coproduccién hace énfasis en lograr enfoques
integradores que conduzcan hacia la
obtenciéon de miltiples productos en una
misma linea de produccioén, de esta manera se
permite obtener beneficios adicionales al darle
valor agregado a metabolitos con valores
relativamente bajos (como los PHA), a partir
de la co-sintesis de productos con
aplicaciones rentables en distintos sectores
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industriales  (Bongiovani et al., 2019;
Dzurendova et al., 2020). En el caso de los
PHA se ha reportado su coproduccion con
exopolisacaridos (EPS) en cultivo sumergido,
por ejemplo, Soto et al., 2021 indicaron que
Yangia sp ND199 co-sintetiz6 3.3 g-L? de
PHA y 25 mg-L? de EPS utilizando fructosa
como fuente de carbono; Bathia et al., 2022
reportaron que Sphigobium yanoikuyae
BBLO1 acumulé 40.8% p/p de PHA, mientras
gue produjo 2.83 g-L1 de EPS, empleando
como sustrato biomasa hidrolizada de pino.
Por otra parte, Kopperi et al., 2020 obtuvieron
valores de 2.62 y 3.92 g-L1 de PHA y EPS,
respectivamente, utilizando glucosa como
fuente de carbono y como microorganismo la
bacteria Providencia sp.

Los EPS son polimeros con actividades
fisioldgicas y funcionales que tienen diversas
aplicaciones en la industria de alimentos y
medicina, por lo que son consideraros
biomoléculas de alto interés industrial (Xu et
al.,, 2019; Zhao et al., 2021). En el sector
alimenticio los EPS son utlizados como
agentes espesantes, estabilizadores o
emulsionantes debido a sus propiedades
reoldgicas; por otra parte, en el campo médico
sirven como antioxidantes, antibacteriano,
anticancerigeno, antihipertensivo y
potenciador de la inmunorregulacién (Yalda et
al., 2019; Zhou et al., 2019).

En el caso particular del género Enterobacter
se ha observado la capacidad de producir
PHAs y EPS, sin embargo, los estudios
publicados solo se han centrado en la
obtencién de dichos biopolimeros sin
considerar la coproduccién en un mismo
sistema (Dhanya et al., 2021; Kringsly et al.,
2022; Prakash et al., 2021, Rakkan et al.,
2023). Pese a los beneficios que ofrece la
generacion de bioplasticos como los PHAS, en
México no existe investigacién suficiente para
establecer la produccion comercial sostenible,
es por ello que el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la coproduccion de PHA y
EPS por la bacteria Enterobacter soli
utilizando diferentes fuentes de carbono.

Materiales y Métodos

Microorganismo

La coproduccion de PHAs y EPS fue realizada
utilizando Enterobacter soli perteneciente al
cepario del Laboratorio de Biotecnologia
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Microbiana del Colegio de Postgraduados
Campus Cordoba.

Pruebas cualitativas para la determinacion de
la produccion de polihidroxialcanoatos

Para determinar la capacidad de produccion
de PHA por la bacteria Enterobacter soli se
realizaron dos pruebas cualitativas: Tincion de
granulos con Negro de Sudan y determinacién
en caja Petri con Azul de Nilo.

Tincién de granulos

La cepa E. soli se inoculé en placas de agar
nutritivo suplementado con 20 g/L de
sacarosa, y se mantuvo a 28 °C durante 48 h.
Posterior al tiempo de incubacién se realizé un
frotis a partir de las colonias crecidas en el
medio, tifiendo la superficie del portaobjetos
con una soluciéon de Negro de Sudan B al
0.3% (en etanol al 70%). Después de 10 min
el portaobjetos con la muestra se lavd con
xileno, seguido de wuna coloracion con
safranina al 0.5% (Prabhudev et al., 2023).

Medio Azul de Nilo

La cepa E. soli se inocul6 en placas de agar
nutritivo suplementada con 8 g/L de sacarosa
y 0.5 mg/mL de azul de Nilo B y se mantuvo a
28 °C durante 72 h. La apariciéon de un color
naranja fluorescente tras la irradiacion con luz
ultravioleta de las colonias que crecieron en
las placas son indicativo resultado positivo
para la produccion de PHAs (Vega-Vidaurri et
al., 2022).

Preparacion del in6culo y conservacion de la
cepa

La cepa se reactivé en tubos inclinados con
agar nutritivo (23 g-L1) suplementado con
glucosa (10 g-L1), y fue mantenida a 28 °C
por 24 h. La cepa reactivada se inocul6 en
matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 100 mL de medio compuesto por (g
-L1): caldo nutritivo (8) y glucosa (20 g-L1).
Los matraces se mantuvieron a 32 °C por 24
h a 150 rpm, la biomasa producida se
consideré como el inéculo.

Para la conservacion, la cepa se inoculé en
tubos inclinados de Agar Nutritivo (23 g-L?)
suplementado con glucosa (10 g-L1) y se
mantuvo a 32 °C por 24 h. La biomasa
producida en los tubos se cosecho con 5 mL
de tween 80 al 0.01% vy la suspension fue
inoculada (para aumentar la biomasa) en
matraces Erlenmeyer que contenian Caldo
Nutritivo. El cultivo se mantuvo a 32 °C por 24
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h a 150 rpm, la biomasa se recuperé por
centrifugacion a 10,000 x g por 15 min, el
pellet obtenido se lavé dos veces y fue
resuspendido en agua. Finalmente, Ila
suspension fue colocada en criovales que
contenian glicerol al 50 % y esferas de vidrio
estériles y se mantuvieron a -20 °C hasta su
uso (Castilla-Marroquin et al., 2020). A la cepa
conservada se le determiné viabilidad al
menos cada tres meses y fue conservada
periddicamente.

Coproduccién de Polihidroxialcanoatos y
Exopolisacéaridos

La coproduccion de PHAs y EPS se llevo a
cabo por cultivo sumergido utilizando
matraces de 125 mL que contenian 75 ml de
medio compuesto por (g-L?): caldo nutritivo
(8); fuente de carbono (20); (NH4)2S04, 2 y
KH2PO4 (1.5), ajustando el in6culo a 2x10°
UFC-mL? y fue mantenido en agitacion a 32
°C y 150 rpm. Para determinar el efecto de la
fuente de carbono sobre la coproduccién de
metabolitos se utiliz6 sacarosa, glucosa y
fructosa.

Extraccién de Polihidroxialcanoatos

La extraccion de PHA se realizé por digestion
de acuerdo a lo descrito por Meneses et al.,
2022 con algunas modificaciones. La biomasa
producida en el sistema se separé del medio
del cultivo por centrifugacién a 10,000 x g por
15 min, fue lavada dos veces con agua
destilada vy liofiizada. La digestién fue
realizada resuspendiendo la biomasa en 3 mL
de solucién de hipoclorito de sodio al 5% (v/v),
la mezcla fue mantenida a temperatura
ambiente por 3 h y centrifugada, los pellets
recuperados fueron lavados con agua
destilada. Finalmente, la purificacién de los
PHAs se realizé lavando con isopropanol frio
y secados por liofilizacién para su analisis.

Recuperacion de Exopolisacéaridos

Los EPS fueron recuperados por precipitacion
adicionando 2.5 volumenes de etanol absoluto
frio por cada volumen de sobrenadante; la
mezcla fue mantenida a 4°C por 24 h (Anguluri
et al.,, 2022). Los EPS precipitados se
recuperaron por centrifugaciéon a 10,000 x g,
fueron lavados dos veces con etanol al 80%
(v/iv) y se liofilizaron para su analisis
(Aramsangtienchai et al., 2020).
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Caracterizacion de Polihidroxialcanoatos y
Exopolisacéaridos

Los PHA y EPS producidos por E. soli se
caracterizaron mediante la técnica
espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (F-TIR). Los espectros infrarrojos
de las muestras purificadas se registraron en
la regién 4000-400 cm! (Soto et al., 2020).

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza
unidireccional para detectar diferencias
significativas entre las medias de los
resultados obtenidos a partir de las diferentes
fuentes de carbono. Para realizar la
separacién de medias se hizo la prueba de
Tukey con un a = 0.05.

Resultados y Discusion

Determinacion de la capacidad de produccion
de polihidroxialcanoatos

Se realizaron las pruebas de tincion con Negro
de Sudan B y siembra en medio Azul de Nilo

para verificar la capacidad de produccién de
PHA por Enterobacter soli, los resultados
obtenidos se pueden observar en la figura 1.
El resultado de ambas pruebas fue positivo
para la producciéon de PHAs, por un lado la
tincibn con Negro de Sudan B indico la
presencia de granulos negros al interior de la
célula (figura 1A), esta reaccién sucede
debido al contacto del colorante con el grupo
acido de los PHAs. Mientras que, los
resultados de la siembra en placas con Azul
de Nilo demostraron que el crecimiento celular
al ser irradiado con luz ultravioleta mostraba
una coloracion naranja fluorescente (figura
1B), indicando la presencia de PHAs en el
medio. De acuerdo con Hong et al., 2020 el
Azul de Nilo es un colorante lipofilico que
emite fluorescencia en entornos hidrofébicos,
es por ello por lo que los PHA al ser de
naturaleza lipidica interaccionan con el
colorante, resultando en la coloracion
fluorescente en luz ultravioleta. Con los
resultados obtenidos en las pruebas
cualitativas se determin6 que E. soli tiene la
capacidad de acumular PHAs.

B)

Figura 1. Pruebas cualitativas para la determinacion de capacidad de producciéon de PHA. A) Tincién con Negro de Sudan,
presencia de inclusiones negras al interior de la célula correspondientes a granulos de PHA. B) Acumulaciéon de PHA

detectada por el método Azul de Nilo.

Produccion de polihidroxialcanoatos

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de
la fuente de carbono sobre la produccion de
PHA utilizando sacarosa, glucosa y fructosa
como fuente de carbono. Los resultados de la
produccion de biomasa y PHAs que se
muestran en la figura 2 y 3 muestran que tanto
la produccién de biomasa como PHAs fue
mayor cuando se utilizé sacarosa como fuente
de carbono. Sin embargo, la méaxima
produccién de PHAs fue observada a las 48 h
mientras que la maxima produccién de
biomasa a las 96 h con las tres fuentes de
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carbono (Figura 2). Los resultados obtenidos
pueden ser el reflejo del posible agotamiento
de nutrientes, la baja disponibilidad de
enzimas para la biosintesis de PHAs y/o el
consumo de PHAs como fuente de carbono
por las células microbianas (reserva
energética) (Gomaa, 2014), estos resultados
apoyan a la determinacion del tiempo
adecuado para la recuperacion de PHAs
(Geethu et al., 2021). Por lo anterior se
considera que el tiempo Optimo para la
recuperacién de PHA con E. soli es a las 48 h,
en las condiciones evaluadas.

92



Articulos

A
&~ 40 A
|
o> 30 - b b a b
E =S
ZZO' Cc T c m48 h
I
I
T 10 J 96 h
0_

Sacarosa Glucosa

Fructosa

Fuente de carbono

Figura 2. Produccién de PHA por E.soli utilizando tres fuentes de carbono indicada en mg-L™2. Letras diferentes indican
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Figura 3. Produccion de biomasa por E. soli utilizando diferentes fuentes de carbono indicada en mg -L. Letras diferentes

indican diferencias significativas.

Los resultados de la evaluacion del efecto de
la fuente de carbono indicaron que la mayor
produccion de biomasa se obtuvo a las 96 h
utilizando sacarosa (168 mg-L1), mientras
que la menor produccién se present6 a las 96
h (103 mg-L?!) en presencia de glucosa
(Figura 3). Los resultados mostraron que no
existe una relacién entre la produccién de
biomasa y PHAs, ya que el mayor contenido
de PHAs se observo a las 48 h en presencia
de sacarosa 22.75% p/p y un rendimiento de
36 mg-L?1, seguido de glucosa (22.30% p/p,
23 mg-L1) y fructosa (19.7 % p/p, 23 mg-L1),
con respecto a la biomasa.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo concuerdan con lo reportado en la
literatura, ya que se ha reportado el mayor
rendimiento de biomasa y PHAs utilizando
sacarosa como fuente de carbono. Asimismo,
en 2022 Muneer et al indicaron que al utilizar
sacarosa al 2% con Pseudomonas sp. AK-3 y
Pseudomonas sp. AK-4, cuando se obtenia la
maxima concentracion de biomasa habia una

BioTecnologia, Ao 2023, Vol. 27 No. 5

acumulacion de PHB de 50 y 47% plp,
respectivamente. Ademas, Li et al., 2021 al
evaluar el efecto de diferentes fuentes de
carbono (azlcares y acidos grasos de cadena
corta) sobre la produccion de PHB con la
bacteria Vibrio alginolyticus, encontraron la
mayor produccion de biomasa (4.3 g-L1) con
un contenido de PHB del 37% p/p utilizando
sacarosa como fuente de carbono, en
contraste, cuando se utilizé glucosa como
fuente de carbono la méaxima concentracion
de biomasa fue de 1.8 g-L! y el contenido de
PHB fue menor al 10% p/p. También, estudios
con la bacteria Marinobacterium
zhoushanence mostraron que el mayor
rendimiento de biomasa (4.57 g-L1) y PHB
(2.89 g-L?1) fue obtenido en presencia de
sacarosa (Wang et al., 2022).

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo se alinean a lo reportado por Clifton-
Garcia et al., 2020, quienes sugieren que para
la produccion de PHA es importante
considerar el uso de microorganismos que
metabolicen fuentes de carbono de bajo costo
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y féacil disponibilidad como lo es la sacarosa,
mismo que se puede encontrar en la melaza
de cafa de azucar, un coproducto abundante
en la industria azucarera (Sohn et al., 2020),
motivo por el cual la produccion de PHAs con
E. soli puede ser un proceso susceptible de
escalamiento para poder producir estas
biomoléculas a gran escala.

Produccion de exopolisacaridos

La cepa Enterobacter soli fue capaz de
producir EPS en el mismo medio que se
recuperaron los PHAs, utilizando diferentes
fuentes de carbono (sacarosa, glucosa y
fructosa) (Figura 4). Los rendimientos mas
altos se obtuvieron a las 48 h de incubacion,
los cuales oscilaron entre 1.24 a 1.45 g-L*.
Aunque la mayor produccion de EPS se
observé cuando se utiliz6 fructosa como
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fuente de carbono, el andlisis estadistico
indico que no existe diferencia significativa en
el rendimiento de EPS a las 48 h con respecto
al uso de sacarosa, glucosa y fructosa como
fuente de carbono, tal y como se puede
observar en la Figura 4. Los rendimientos
obtenidos en el presente trabajo son
superiores a lo reportado para bacterias acido-
lacticas como Streptococcus thermophilus 29
mg- L1 (Karadeniz et al., 2021) y Lactobacillus
paracasei TD 062 0.609 g-L* (Zhang et al.,
2021). Sin embargo, bacterias del género
Leuconostoc producen mayor contenido de
EPS, por ejemplo, L. mesenteroides SN-8
produjo 2.42 g-L* de EPS (Li et al., 2020) y L.
pseudomesenteroides A24 3.726 g-L! (Aitay
Moon, 2020), teniendo sacarosa en el medio
de cultivo a una concentracion de 50 g/L.

Sacarosa Glucosa

ab
b
I E48 h
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Figura 2. Rendimientos del precipitado recuperado en cultivo sumergido por E.soli con tres fuentes de carbono, indicado en

g-L™ Letras diferentes indican diferencias significativas

Por lo anterior, se considera que los
rendimientos de EPS obtenidos se encuentran
dentro del rango de lo publicado en la
literatura. Ademas, es importante considerar
que la concentracién de fuente de carbono en
el medio fue inferior a lo reportado por los
autores anteriores, por lo que el rendimiento
de dichos biopolimeros por E. soli es
susceptible de ser mejorado.

Conclusiones

Se demostré que Enterobacter soli es capaz
de coproducir polihidroxialcanoatos vy
exopolisacaridos en el mismo cultivo, siendo
la sacarosa la mejor fuente de carbono para la
obtencién de ambos polimeros.
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