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RESUMEN

El presente estudio forma parte del proyecto: “Biodiversidad Micro biana del programa
UMSA-SAREC” con cooperacion del departamento de Biotecnologia de la Universidad
de Lund Suecia y forma parte de las lineas de investigacion prop uestas dentro de este

proyecto.

La produccion de polihidroxialcanoatos (plastico biodegrada ble) se constituye en un
campo de estudio a través del establecimiento de biorreactores bajo distintas
condiciones fisicas y quimicas de cultivo, sustratos y consorcios microbianos. El
mismo tiene por objeto la produccidon de polihidroxialcanoatos mediante un uso
apropiado y aprovechable de los desechos agricolas que se generan en cantidades
considerables en distintas zonas geograficas de nuestro pais.

En el presente trabajo se establecieron cultivos anaerébicos discontinuos o Batch. El
trabajo se realizd en dos etapas: En la primera etapa se evalué la produccion de
acidos grasos volatiles (AGVs) 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),
cascarilla de arroz (Oryza sativa), y basura organica vegetal, donde la mayor cantidad
de AGVs (6.85 g/L) se obtuvo de la digestion anaerdbica de paja de cebada por el
consorcio TACANA. Al optimizar las condiciones de cultivo, la produccion de AGVs se
incrementd en mas de un 50% (10.62 g/L). El andlisis cromatografico reveld que los
principales AGVs producidos en la digestion anaerdbica fueron: el &cido acético
(0.0722 M) vy el butirico (0.0621 M). La actividad enzimatica de los cultivos en Batch
mostré que la actividad exocelulolitica (1,661 Ul/mL) y exoxilanolitica (0.491 Ul/mL)
fueron mayores con relacion a las actividades endocelulolitica (0.517 Ul/mL) vy
endoxilanolitica (0.042 Ul/mL).

En la segunda etapa los consorcios fueron sometidos a periodos de inanicién de 4, 8y
12 horas, utilizando como fuente de carbono los AGVs producidos en la primera etapa.
La tincién con Negro Sudan mostré que el consorcio TACANA presenta una mayor
cantidad de microorganismos capaces de acumular PHAs. Finalmente se realizé la
extraccion de los PHAs con cloroformo y se comparé el espectro de absorcién con un

estandar comercial.

PALABRAS CLAVE: Polihidroxialcanoatos, digestion anaerdbica, acidos grasos volatiles.



ABSTRACT

The present work has been performed in two steps: (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), of these a highest concentration of VFAs (6.85g/L) was obtained
from anaerobic digestion of barley straw with TACANA consortia, the optimization of
the conditions gave an increasement of the VFAs production in more than a 60%
(10.62 g/L), besides that the enzyme activity from batch cultures showed a clear
increasement in the exocellulolitic activity (6.85g/L), this is related with the high VFAs
production.(2) The consortia were subjected to 4, 8 and 12 hrs of feast/famine periods
having VFAs as the only carbon source. This assay was performed trough a Sudan
Black staining showing that TACANA consortia had the highest number of

microorganisms able to accumulate PHAs.

In this way, the PHAs production from mixed cultures instead of using pure strains to its

use in industrial scale.

KEY WORDS: Polyhydroxy alcanoates, anaerobic digestion, volatile fatty acids.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Introduccién

El plastico es un polimero al que se le ha dado variados usos en la industria, la
farmacéutica y el 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

toxicas que afectan notablemente el medio ambiente (Wendlandt et al.; 2005).

El plastico biodegradable surgié como alternativa a esta problematica medioambiental
y en contraste con el plastico convencional, este 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 plasticos naturales
como el almidon y la celulosa, los plasticos producidos por micro organismos como los
polihidroxialcanoatos (PHAS) y los plasticos sintéticos como los polilac tatos (PLAS),
ambos por sus altas tasas de biodegradabilidad y sus excelentes propiedades fisico -
mecanicas han resultado ser los de mayor aplicacion en la actualidad (Braunegg et al.,
1998).

Los acidos grasos volatiles producidos como metabolitos secundar ios en la digestion
anaerobica de desechos agricolas, son los sustratos preferidos para la produccion de
PHAs, ya que muchos microorganismos tienen la capacidad de transformar los acidos
grasos volatiles (AGVs) en PHAs, estos forman granulos en el citoplas ma bacteriano,
actuando como reserva de carbono y pueden ser extraidos para la produccion de
plastico biodegradable. Por otro lado la composicion de estos AGVs puede influenciar
en la produccién de PHAs alterando las propiedades fisicas y mecanicas del pro ducto

final (Bengtsson et al.; 2008).

La produccién de PHAs por cultivos mixtos es favorable econémicamente debido a
que las condiciones de esterilizacion y manipuleo son méas simples que con un cultivo
puro. Ademas que en los cultivos mixtos existe un gran ndmero microorganismos

diferentes, en los cuales el producto metabdlico de unos puede servir de sustrato para



otros y de esta manera hacen que el proceso global sea mas eficiente (Sanchez et al.,
1994).

El presente trabajo se realiz6 dos etapas: la primera etapa fue la seleccion de
consorcios hidroliticos 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 vulgare), quinua (Chenopodium quinoa), soya (Glycine
max), avena (Avena sativa), trigo (Triticum sativum), alfa (Medicago sativa), cascarilla
de arroz (Oryza sativa) y basura organica vegetal. La segunda etapa fue la utilizacion

de los AGVs obtenidos, para la produccion de PHAs por diferen tes cultivos mixtos.

1.2 Antecedentes

Los PHAs son almacenados en forma de granulos por las bacterias. La observacion de
los granulos como cuerpos refractarios en células bacterianas bajo el microscopio data
del afio 1988. La primera determinacion de la composicién de los PHAs tuvo que
esperar hasta 1927 con el trabajo de Lemoigne (1927).

Durante los siguientes treinta afios, el interés en los P(3HB) fue escaso y casi
restringindo a la descripcion de la deteccién, a los métodos de estimacion del
contenido celular y las condiciones de cultivo que dirigen su sintesis y degradacion
dentro de las células del Bacillus. Una propuesta convincente para el rol funcional del
P (3HB) vino primero de Macrae y Wilkinson en 1958, quienes observaron que el B.
megaterium almacenaba el homopolimero rapido especialmente cuando las fuentes de
nitrégeno y glucosa en el medio estaban altas, y la subsecuente degradacion por el B.
cereus y B. megaterium ocurria rapidamente en la ausencia de carbono exégeno y
fuente de energia. Ellos concluyeron que el P (3HB) era un material de reserva de
carbono y energia (Lenz ,1995).

En los siguientes quince afios se vio una intensa investigacion sobre los desarrollos
importantes de las caracteristicas y el tema en el conocimiento acerca de los
polimeros ampliamente distribuidos en los microorganismos diferentes al Bacillus
incluyendo a las bacterias del género Pseudomona, Azotobacter, Hydrogenomonas,
Chromatium, Cyanobacterium y muchos otros.

El campo de los PHAs fue asi bien desarrollado a los finales de 1973, pero el interés

de los biopolimeros se mantuvo casi Unicamente en su significancia fisiolégica como



sustancias microbiolégicas. Se consider6 poco el posible uso de estos como
materiales (Braunegg et al., 1998).

1.3 Justificacion

La industria en Bolivia es la causante, en parte, de la contaminacién de los rios, la
generacion de residuos sélidos y peligrosos y de la contaminacion atmosférica. Al igual
gue en muchos paises en desarrollo la industria se encuentra ubicada en los
principales centros urbanos del pais (La Paz, Cochabamba, Santa Cruz y El Alto)
siendo estos los mas afectados (Benavides 1994). De acuerdo a una estimacion
propia el volumen de residuos generado por dia se habria incrementado en 193 %

entre 1993 y 2004 (Tabla 1), solamente como efecto del crecimiento poblacional.

Tabla 1. Generacion de residuos sélidos en las principales ciudades de Bolivia.

Ciudad Residuos solidos 1993 Residuos solidos 2004
(Ton/dia) (Ton/dia)
La Paz 333 751
El Alto 210 479
Oruro 77 180
Potosi 45 155
Cochabamba 170 429
Sucre 83 190
Tarija 63 271
Santa Cruz 550 1982
Trinidad Y Cobija 31 210
TOTAL 1562 4647

Fuente: 1993: Asociacion Boliviana de Entid ades de Aseo Municipal
(1993). 2004 Estimacion propia en base a tasa de crecimiento poblacional.

El impacto ambiental de los residuos sélidos incluye impactos sobre la salud, visuales
y de malos olores. Los impactos sobre la salud son los méas importantes y estan

relacionados al tiempo de exposicion y natur aleza de los residuos.

Los residuos se clasifican en dos grandes categorias: organicos (residuos de
alimentos, heces fecales) e inorganicos (plasticos, vidrios, metales, aridos). Los
problemas del sistema de recoleccion, transporte y ubicacién de basura en muchas
zonas de las ciudades de Bolivia, particularmente en El Alto, prolonga n el tiempo de
exposicion a esta. Ademas, aunque la mayoria de los residuos que se genera son
organicos, existen zonas industriales que generan residuos inorganicos que introdu cen
un riesgo adicional a la salud, que en algunos casos sélo son perceptibles en el largo

plazo (Escébar y Mufioz, 1997).



Los principales cultivos en las regiones indigenas y de las zonas agricolas en Bolivia
generan variedades de residuos agricolas, como los derivados de cereales (arroz,
cebada, maiz, quinua, sorgo, trigo), frutas (banano/platano, durazno, mandarina,
naranja), hortalizas (arveja, haba), industriales (algodon, cafia de azlcar, girasol,
mani, soya), tubérculos (papa, yuca), los cuales constituyen una fuente 6ptima de
nutricion para ciertos microorganismos implicados en el proceso de la digestién
anaerobica (Chambi et al., 2007). Debido a que las regiones agricolas (rurales) de
nuestro pais estdn siendo contaminadas por sus subproductos y que en las areas
urbanas existe contaminacion ambiental por la acumulaciébn de desechos
recalcitrantes, se considera importante la aplicaciéon de la tecnologia del plastico
biodegradable.

Por todas estas razones mencionadas, se hace necesario sustituir los plasticos
sintéticos convencionales presentes en los residuos solidos que permanecen por
largos periodos de tiempo en el medio ambiente, por plasticos biodegradables, sobre
todo para el uso en los envases no recuperables, para este propdsito se utilizan
fuentes renovables de energia como los residuos agricolas que forman parte de los
residuos orgénicos producidos en la actividad agroindustrial de nuestro pais y que
constituyen la opcién de suministro mas prometedora, porque no solo son baratos sino
gque su conversion a plastico biodegradable resuelve otros problemas

medioambientales convirtiendo estos desechos en productos Utiles.



CAPITULO 2

EL PROBLEMA AMBIENTAL CAUSADO POR LA CONTAMINACION CON
PLASTICOS NO DEGRADABLES Y LA CONTAMINACION DEBI DA A
DESECHOS AGRICOLAS.

2.1 El plastico derivado del petréleo

Los plasticos son materiales sintéticos obtenidos mediante fendmenos de
polimerizacion o multiplicacion artificial de los atomos de carbono en las largas
cadenas moleculares de compuestos organicos derivados del petréleo y otras
sustancias naturales. El polietileno sintético, obtenido del craqueo de petréleo que,
tratado posteriormente, permite obtener diferentes monémeros como el cloruro de
polivinilo y el poliestireno que son tradicionalmente utilizados en la fabricacion de
plasticos. Los plasticos petroquimicos no degradables se acumulan en el medio
ambiente en una proporcién de 25 millones de toneladas por afio (Lee et al, 1991).

Debido a que los plasticos son polimeros sintéticos, sus estructuras pueden ser
guimicamente manipuladas para obtener un amplio rango de durezas y formas. Tie nen
pesos moleculares que varian desde 50.000 a 1000000 Da, pueden ser facilmente
moldeados dentro de cualquier forma deseada incluyend o fibras y peliculas delgadas y

tienen una alta resistencia quimica (Reddy et al., 2003).
Las siguientes son caracteristicas de la mayoria de los plasticos,

e Tienen un bajo costo en el mercado.

e Tienen una baja densidad.

o Existen materiales plasticos permeables e impermeables.

e Son aislantes eléctricos.

e Son aislantes térmicos, aunque la mayoria no resisten temperaturas muy
elevadas.

e Su quema es muy contaminante.

e Son resistentes a la corrosion y a la intemperie.

e Resisten muchos factores quimicos (Hocking et al., 1997)

En la actualidad los plasticos derivados del petrdleo se han convertido en uno de los
materiales mas usados y aplicados, debido a su versatilidad, sus propiedades fisicas y

guimicas y bajo costo, principalmente en el uso como material de embalaje



aumentando el problema relacionado con los desechos sélidos. En respuesta a la
problemética y a los efectos perjudiciales de los desechos plasticos sobre el medio
ambiente, hay un considerable interés en el desarrollo de plasticos biodegradables
(Panda et al., 2006).

2.2 El plastico polimero recalcitrante

Lo que hace a los plasticos indeseables es la dificultad en su d esecho, siendo estos
xenobidticos y recalcitrantes a la degradacion microbiana. El excesivo tamafio
molecular parece ser el principal responsable para la resistencia de estos quimicos a
la biodegradacion y su persistencia en el suelo por largo tiempo. En afios recientes, ha
habido un incremento en la preocupacion publica sobre los efectos perjudiciales de los
materiales plasticos derivados del petroleo en el medio ambiente. (Salehizadeh et al.,
2004)

El 40 % de los 75 billones de libras de plastico producid o cada afio es desechado
sobre los vertederos. Varios cientos de miles de toneladas de plasticos son
desechados sobre los medios ambientales marinos cada afio y acumulados en las
regiones ocedanicas. La incineraciéon ha sido una opciéon en el tratamiento de los
plasticos no degradables, pero este procedimiento es a la vez peligroso y caro.
Quimicos nocivos como el cloruro de hidrégeno y cianuro de hidrogeno son liberados
durante la incineracion. El reciclaje también presenta desventajas, como la dificultad
en la clasificacion de la amplia variedad de plasticos y los cambios que se producen en
el plastico después del reciclaje que limita su futura aplicacion (Braunegg et al., 1998).

La sustitucion de este plastico por el plastico biodegradable es de interés, tanto por
los consumidores, como por las industrias. Haciendo productos que no contaminen el
medio ambiente, estos bioplasticos pueden ayudarnos a superar el problema de la
contaminacion causada por los plasticos no biodegradables. De esta manera es
importante mejorar los métodos de produccion, seleccion de materiales de desecho,
reciclaje, conversion de ciertos desechos en formas adecuadas, para no afadir ningan
material de desecho al medio ambiente que la naturaleza no pueda procesar (Reddy el
al., 2003).



2.3 Contaminacion debida a los desechos agricolas

Cada afio se genera toneladas de residuos agricolas, y solo un pequefio porcentaje es
usado como forraje o en la produccion de energia (biogas, bioetanol). Existe una gran
cantidad de residuos con potencial interés industrial y energético, que localmente
pueden tener alguna utilidad, pero cuya eliminacidon constituye un problema en las
labores de explotacion agricola (Quispe et al., 2005) afectando el medio ambiente en
todas las regiones del mundo (Diorio et al., 2003), especialmente en aquellas regiones
con alta actividad en agricultura.



CAPITULO 3

POLIHIDROXIALCANOATOS: UNA ALTERNATIVA PARA LA
PRODUCCION DE PLASTICO BIODEGRADABLE.

3.1 Clasificacion de los plasticos biodegradables

Los tres tipos de plasticos biodegradables conocidos son: Plasticos fotodegradables,
semibiodegradables y biodegradables. Los plasticos fotodegradables tienen grupos
sensibles a la luz incorporados directamente en la matriz del polimero como aditivos.
La radiacion ultravioleta extensiva (de varias semanas a meses) puede desintegrar la
estructura polimérica dejando la estructura abierta para la degradacion bacteriana en
una segunda etapa. Sin embargo en los lugares donde no llega la luz este polimero se

mantiene en su estado no degradable (Flechter, 1993)

En los plasticos semibiodegradables estan los plasticos ligados al almidon, donde el
almidon es incorporado para mantener juntos los fragmentos cortos de polietileno. La
idea de los plasticos ligados al almidén es que una ve z descartado el plastico, las
bacterias presentes en el suelo pueden atacar el almidén y liberar los fragmentos
poliméricos que pueden ser degradados por otras bacterias. Las bacterias atacan el
almidon pero son incapaces de utilizar los fragmentos de poli etileno, los cuales por
tanto se mantienen como desechos no degradables (Reddy et al., 2003).

El tercer tipo de plastico biodegradable es el mas prometedor por la utilizacion de
bacterias para formar un biopolimero. En este grupo se incluyen los PHA's, los
polilactatos (PLA), poliésteres alifaticos, polisacaridos, copolimeros, etc. (Lemos et al.,
2006)

3.2 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Los polihidroxialcanoatos son homo o heteropoliesteres de varios hidroxialcanoatos
sintetizados y almacenados intracelularmente como granulos, cuando hay un
componente esencial limitante del crecimiento como el nitrégeno, fosfatos, sulfuros,
oxigeno o magnesio en presencia de exceso de fuente de carbono, por numerosas
células procariotas, (bacterias Gram positivas y Gram negativas) de al menos 75
diferentes géneros (Salehizadeh et al., 2004). Estos polimeros son acumulados

intracelularmente hasta niveles que alcanzan el 90% del peso celular seco bajo



condiciones de estrés nutricional y actlan como reserva de carbono y energia
(Madison et al., 1999)

Los PHAs pueden ser producidos a partir de fuentes renovables a través de procesos
de fermentacién en condiciones particulares de cultivo y pueden ser extraidos por un
namero de métodos fisicos y quimicos a partir de la biomasa productora. Los PHAs
tienen propiedades similares al polietileno, asi, combinado con el hecho de que son
rapida y totalmente biodegradados bajo las condiciones apropiadas, se ha generado
un alto interés en ellos como sustituyentes de los polimeros derivados d el petréleo

(Braunegg et al., 1998).

Desde que el Polihidroxibutirato (PHB) fue el primero en encontrarse en 1926, m 4s de
100 diferentes unidades monoméricas han sido identificadas como constit uyentes de
los PHAs almacenados (Figura 1), en mas de 300 diferentes microorganismos (Ojumu
et al., 2004). Esta variabilidad depende del sustrato provisto y crea una gran
posibilidad para producir diferentes tipos de polimeros biodegradables con un amplio
rango de propiedades. El peso molecular de los PHAs esta en el rango de 50000 a
1000000 Da y varia segun el productor de PHA. Las unidades monoméricas estan
todas en la configuracién D (-) debido a la estereoespecificidad de las enzimas

biosintéticas (Reddy et al., 2003).

R
O
CH C <
(CHy) , o)
L‘ —n 100-30000
X=1 R=hidrogeno poly(-3-hidroxipropionato)
Metil poly(-3-hidroxibutirato)
Etil poly(-3-hidroxivalerato)
Popil poly(-3-hidroxihexanoato)
Pentil poly(-3-hidroxioctanoato)
Nonil poly(-3-hidroxidodecanoato)
X=2 R=Hidrégeno poly(-4-hidroxibutirato)
X=3 R=Hidrégeno poly(-5-hidroxivalerato)

Figura 1. Estructura general de los polihidroxialcanoatos (Braunegg et al., 1998, Ojumu
et al., 2004).



El PHB y otros PHAs producidos por bacterias tienen un peso molecular lo
suficientemente alto para tener caracteristicas poliméricas que son similares al plastico
convencional como el polietileno (PE) y polipropileno (PP) (Salehizadeh et al., 2004).
Copolimeros del PHB pueden ser formados por co-alimentacion y puede resultar en la
formacion de polimeros conteniendo monémeros de 3-hidroxivalerato (3HV) o 4-
hidroxibutirato (4HB). La incorporacion de 3HV dentro del PHB resulta en un poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) P (3HB-3HV) que es menos rigido y mas
guebradizo que el P(3HB) (Eggink et al., 1995), ademas que es un material menos
permeable al oxigeno que el polietileno y polipropileno convirtiéndolo en un mejor
material para el embalaje de comida porque se reduciria la necesidad de afiadir
antioxidantes (Salehizadeh et al., 2004).

El amplio uso de los PHAs es principalmente limitado por su alto costo de produccién
comparado con los plasticos derivados del petrdleo. Con el proposito de
comercializacion de los PHAs, un substancial esfuerzo ha sido dedicado para reducir
los costos de produccion a través del desarrollo de cepas bacterianas y procesos de
fermentacion y acumulacién mas eficientes. El principal costo en la producciéon de

PHAs es el costo del substrato utilizado (Kleerebezem et al., 2007).

3.3 Metabolismo de la produccion de PHAs por cultivos mixtos

La idea de la producciéon de PHAs usando cultivos mixtos surgié del reconocimi ento
del rol de los PHAs como intermediarios metabdlicos en procesos microbianos para el
tratamiento de desechos. El tratamiento de desechos bioldg icos usualmente ocurre
bajo condiciones dinamicas (Lemos et al., 2006).

El lodo activado, un cultivo mixto muy conocido, es capaz de almacenar PHAs como
carbono y material de reserva energética bajo condiciones no fijas alcanzadas desde
un régimen de alimentacion intermitente y variacion en la presencia de un aceptor de
electrones. Los microorganismos experimentan los cambios en las condiciones y en la
disponibilidad de nutrientes y pueden adaptarse continuamente a los cambios del
sustrato (Salehizadeh et al., 2004).

Los microorganismos que son capaces de almacenar rapidamente el sustrato

disponible y consumir lo almacenado para realizar un crecimiento mas balanceado



tienen una fuerte ventaja competitiva sobre los microorganismos sin la capacidad de

almacenar el sustrato (Lemos et al., 2006).

3.3.1 Sistema MAP/MAG

Hay dos tipos de microorganismos capaces de almacenar la fuente de carbono en
cultivos mixtos bajo condiciones anaerébicas: 1) Los microorganismos acumuladores

de polifosfato (MAP) y 2) Los microorganismos acumuladores de gluc6geno (MAG).

Los MAPs son los mas reconocidos por producir y almacenar polimeros (PHA,
glucdégeno y polifosfatos). La ventaja competitiva total de estos microorganismos se
basa en su capacidad de utilizar la energia almacenada como polifosfato para
almacenar sustratos exégenos en la forma de PHA cuando no hay un aceptor
electrénico (oxigeno o nitrato) disponible para la generacion de energia (Madison et
al., 1999).

Los MAGs fueron reconocidos recientemente como competidores de los MAPS;
ademas estos microorganismos cuentan con sustratos que pueden ser fermentados
(glucosa), y almacenan los productos de la fermentacién en su interior. Estos
microorganismos pueden utilizar también el glucégeno interno almacenado para su
fermentacion y la produccion de PHB. La energia liberada en el proceso de la
glucdlisis es subsecuentemente usada para la acumulacion de productos de la
fermentacion (acetato) en la forma de PHB. MAPs y MAGs proliferan en sistemas
donde el sustrato estd presente regularmente mientras un aceptor electrénico este
ausente (Reddy et al., 2003).

Ambos grupos de microorganismos pueden asimilar el acetato (como un sustrato
modelo para estudios metabdlicos) y activarlo a acetil -CoA. La acetil-CoA es luego
consumida por la sintesis de PHB por la condensacion a acetoacetil -CoA, la reduccion
a hidroxibutiril-CoA y finalmente la polimerizacién a PHB (figura 2). (Salehizadeh et al.,
2004).
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Figura 2. Metabolismo de la produccién de PHA en siste mas MAP/MAG (Salehizadeh et
al., 2004)

El metabolismo anaerébico de los MAPs es similar a los MAGs (glucélisis del
glucogeno almacenado y conversién del sustrato a PHA a través de la acetil-CoA o
propionil-CoA y la produccién de propionil-CoA a través de la ruta propionato-
succinato), a excepcion de que el polifosfato no esta involucrado. MAPs y MAGs usan
la conversién de glucogeno a PHA para producir ATP y NADH. MAPs usan esta
conversion principalmente para producir poder reductor, mientras en MAGSs, esta
conversion es predominantemente usada para la produccion de ATP. MAGs utilizan la
ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para la hidrélisis del glucogeno, mientras MAPs

usan la ruta de Entner-Doudoroff (ED) (Hesselmann et al., 2000).

3.3.2 Ciclos de inanicion

Recientemente muchas investigaciones se han concentrado sobre la produccion de
PHAs por cultivos mixtos cuando estdn expuestos a suministros transitorios de
carbono. La biomasa sometida a sucesivos periodos de disponibilidad y no
disponibilidad de sustrato externo (periodo de hambre) experimenta lo que en la
literatura es llamado un crecimiento desbalanceado (Serafim et al., 2004). Bajo
condiciones dinamicas, el crecimiento de biomasa y el almacenamiento del polimero
ocurren simultdneamente cuando hay un exceso de sustrato externo (Eiora et al.,

2007). Cuando todo el sustrato externo es consumido, el polimero almacenado puede



ser usado como carbono y fuente de energia (Figura 3). En estos casos, los polimeros
almacenados son formados bajo condiciones en las cuales el crecimiento no se ve
limitado. ElI fendbmeno de almacenamiento usualmente es dominante sobre el
crecimiento, pero bajo condiciones en las cuales el sustrato estd presente
continuamente por un largo tiempo, da lugar a la adaptacion fisiologica del
microorganismo y el crecimiento se convierte en lo mas importante. La habilidad para
almacenar reservas internas otorga a estos microorganismos una ventaja competitiva
sobre aquellos que no tienen esta habilidad frente a los transitorios suministros de
sustrato (Lemos et al., 2006). Entre los sistemas para la produccion industrial de PHAs
el enfoque de los ciclos de inanicion es el mas prometedor por la elevada acumulacion
de PHAs. Este enfoque promueve la conversion del sustrato en PHA y no a glucégeno

u otros materiales intracelulares.
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Figura 3. Rutas de producciéon de PHA en condiciones de inanicion (Salehizadeh et al.,
2004).



3.4 Rutas metabdlicas para la sintesis de PHAs

Las rutas para la sintesis de PHAs en R. eutropha a partir de varios sustratos en

condiciones libres de nitrdgeno se muestran en la Figura 4.
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1998)



El P(3HB) es producido a partir de la acetil-CoA por la accion secuencial de tres
enzimas, la 3-cetotiolasa, la acetoacetil-CoA reductasa y la PHA sintasa (Ruta I). La 3-
cetotiolasa combina reversiblemente dos acetil-CoAs formando la acetoacetil-CoA y
es completamente inhibida por las altas concentraciones de CoASH, el cual es
liberado cuando la acetil-CoA ingresa al ciclo de Krebs. La acetoacetil-CoA reductasa
dependiente de NADPH reduce su sustrato a R -3-hidroxibutiril-CoA, y este es

incorporado a la cadena polimérica por la PHA sintasa.

Las unidades del 3 hidroxibutirato (3HB) pueden también ser sintetizadas a partir del
acido butirico directamente a acetoacetil-CoA sin la previa degradacion a acetil-CoA
(Ruta Il). Cuando el &cido propionico esta presente en el medio, la 3 -cetotiolasa
condensa un propionil-CoA con un acetil-CoA para formar el 3-cetovaleril-CoA, el cual
es polimerizado después de su reduccion a monémeros de 3-hidroxivalerato (3HV) por
la PHA sintasa (Ruta IIl). El &cido valérico también puede servir como precursor de las
unidades de 3-hidroxivalerato (Ruta 1V). Cuando el &cido valérico es la Unica fuente de

carbono, R. eutropha sintetiza un copoliester con un 90% de 3HV como mondémeros.

En la figura también se observa la ruta de sintesis del 4 -hidroxibutirato a partir del
acido 4-hidroxibutirico (Ruta V). Primero el 4-hidroxibutiril-CoA es formado, y parte de
este es polimerizado por la PHA sintasa. Los substratos que pueden ser convertidos
al acido 4-hidroxibutirico, como el B-butirolactona, 1.4-butanediol, 1.6-hexanediol, y el

acido 4-clorobutirico, también dirigen la formacién de mondmeros de 4HB.

Se ha propuesto una ruta para la sintesis de 3 -hidroxipropionato en R. eutropha (Ruta
VI), cuando el acido 3HP esta presente como Unica fuente de carbono en un medio
libre de nitrdgeno, su metabolismo a través del 3-hidroxipropionil-CoA es en gran
medida por la descarboxilacion a acetil-CoA y la sintesis de 3HB. Pero una proporcion
de el 3-hidroxipropionil-CoA es directamente polimerizado a 3HP, presumiblemente
bajo la accién de la PHA sintasa, produciendo un copoliester al azar de unidades de
3HB Y 3HP. Se noté que R. eutropha puede crecer en un medio con acido 3HP, y por
tanto la conversion a acetil-CoA es probablemente el paso favorecido y solo bajas
cantidades de 3HP en el poliéster son observados en estos microorgani smos cuando

el acido 3HP es la Unica fuente de carbono (Braunegg et al., 1998).



3.5 Genes involucrados en la sintesis de PHAs

La ruta biosintética de P(3HB) consiste en tres reacciones enzimaticas catalizadas por
tres diferentes enzimas. La primera reaccion consiste en la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA para formar la acetoacetil-CoA por la [-cetoacilCoA tiolasa
(codificada por phbA). La segunda reaccion es la reduccion de la acetoacetil -CoA a
(R)-3-hidroxibutiril-CoA por una acetoacetil-CoA deshidrogenada dependiente de
NADPH (codificada por phbB). Finalmente los monémeros de (R) -3-hidroxibutiril-CoA
son polimerizados formando PHB por la P(3HB) polimerasa, codificada por phbC
(Reddy et al., 2003). (Figura 5).
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Figura 5. Genes involucrados en la sintesis de PHAs (Reddy et al., 2003)
3.6 Biodegradabilidad, propiedades y aplicaciones practicas de los PHAs.

Los PHAs no son toxicos, son biocompatibles, termoplasticos biodegradables que
pueden ser producidos a partir de fuentes renovables. Estos tienen un alto porcentaje
de polimerizacién, son altamente cristalinos, Optimamente activos, con una
estereoquimica regular e insolubles en agua. Estas caracteristicas los hacen
altamente competitivos con los plasticos derivados del petréleo (Hocking et al., 1997).

La biodegradacion de los PHAs es dependiente de un numero de factores como la
actividad microbiana del medio ambiente y el area de superficie expuesta, humedad,
temperatura, pH, peso molecular, la composicién del polimero y su cristalinida d
también pueden influir, la naturaleza de las unidades monoméricas también puede

afectar la degradacion se ha visto que los copolimeros que contienen unidades



monomeéricas de PHB son degradados mas rapidamente que los copolimeros que
tienen unidades monoméricas de 3HB-co-3HV. Los microorganismos secretan
enzimas que rompen el polimero en sus unidades moleculares llamados hidroxiacidos,
los cuales son utilizados como una fuente de carbono para el crecimiento. La principal
enzima para la degradacion del PHB y sus oligbmeros es la PHB depolimerasa.
Estudios sobre PHB depolimerasa extracelular de Alcaligenes faecalis han indicado
gue es una hidrolasa de tipo endo. La biodegradacion de PHAs bajo condiciones
aerdbicas da como resultado la formacion de dioxido de c arbono y agua, mientras que
en condiciones anaerébicas los productos de degradacion son diéxido de carbono y
metano (Kleerebezem et al., 2007).



CAPITULO 4

DIGESTION ANAEROBICA COMO METODO DE TRATAMIENTO DE
RESIDUOS AGRICOLAS.

4.1 Digestion anaerdbica.

La digestion anaerdbica es un proceso bioldgico degradativo en ausencia de oxigeno,
el cual parte de un substrato organico produciendo una mezcla de gases
(principalmente metano y diéxido de carbono) y un residuo acuoso o sedimento que

contiene los componentes digeridos y los dificiles de digerir (Quispe et al., 2005).

Durante la digestion anaerébica, las moléculas organicas complejas presentes en los
desechos agricolas (polisacaridos, celulosa, hemicelulosa, lignina, xilano, etc) se
descomponen en moléculas mas pequefias para dar como productos finales metano
(CH,) y dioxido de carbono (CO,), este proceso consta de cuatro etapas (Figura 6), en
cada una de las etapas un conjunto de reacciones bioquimicas son llevadas a cabo
por una compleja poblacién de microorganismos, y cada una de las cuales cataliza
solo un cierto nimero de estas reacciones (Baier et al., 1997)

Desechos de frutas y vegetales: celulosa, hemicelulosa, pectina, grasa, proteina, lignina,
azucares reductores y no reductores

Amino &cidos, alcoholes, azlcares, acidos grasos de cadena larga | Acidogenesis

| Productos intermediarios: AGVs |

Inhibicién Inhibicién

Acetato

Inhibicién Inhibicién

»la

Ll ]

A 4
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Figura 6. Etapas de la digestion anaerdbica de desechos org anicos (Bouallagui et al.,
2005).



La mayoria de los microorganismos degradan determinados compuestos organicos a
fin de obtener energia para su crecimiento y utilizan compuestos carbonados
especificos para sintetizar sus componentes celulares. Los productos finales de un
grupo de microorganismos suelen ser el alimento del grupo siguiente, de forma que a
lo largo del proceso existe un delicado balance que es necesario mantener para que
la reaccion se desarrolle correctamente (Sanchez et al., 1994).

4.1.1 Hidrdlisis

El proceso se inicia con la hidrdlisis de la materia organica compleja catalizada por
enzimas extracelulares, como las celulasas, amilasas, lipasas, proteasas, xilanasas,
etc., que transforman la materia organica insoluble, de alto peso molecular y que no
puede ser utilizada directamente por los microorganismos, como los lipidos,
polisacaridos, proteinas, grasas, acidos nucleicos, etc., en materiales solubles, de bajo
peso molecular y que puedan atravesar la membrana celular, como los
monosacéridos, amino&cidos y otros componentes organicos simples, que son
adecuados para el uso por las células como fuente de energia y carbono. Este paso es
llevado a cabo principalmente por bacterias anaerdbicas estrictas como los
bacteroides y clostridios, y bacterias facultativas como las del género Estreptococci
(Yadvika et al., 2004).

La etapa hidrolitica puede ser la etapa limitante de la velocidad del proceso global,
sobre todo tratdndose de residuos con alto contenido en sélidos, incluso en casos
donde las fases acidogénicas 0 metanogénicas son consideradas como pasos
limitantes, la hidrélisis puede afectar el conjunto del proceso (Mata -Alvarez et al.,
2000).

Los principales componentes de la materia organica, sobre todo en desechos
agricolas, son los materiales lignocelulésicos, compuestos principalmente por lignina,
celulosa y hemicelulosa. La lignina es un material altamente refractario a la
degradacion anaerébica, afectando también a la biodegradabilidad de la celulosa, de
la hemicelulosa y de otros polimeros. Los principales productos de la hidrdlisis de la
celulosa son la celobiosa y la glucosa, mientras que la hemicelulosa produce
pentosas, hexosas y acidos urénicos (Wang et al., 1999).



4.1.2 Acidogénesis

Otro grupo de microorganismos fermentan los produc tos de la hidrdlisis, produciendo
acido acético, hidrégeno, dioxido de carbono y otras moléculas de bajo peso
molecular, los acidos organicos volatiles simples como el acido propiénico y el acido
butirico, los cuales pueden ser convertidos a 4cido acético (Jain et al., 1998).

El principal producto de la hidrdlisis de los desechos agricolas, es la glucosa, la cual
puede seguir diferentes rutas metabdlicas, en funcion del microorganismo responsable
forméandose diferentes productos finales. La ruta metabdlica mas empleada es la ruta
de Embden-Meyerhof (Figura 7), en el cual, el piruvato se desdobla a Acetil-CoA y
CO2, la Acetil-CoA se reduce en los productos de fermentacién empleando como
transportador de electrones el NADH derivado de las reacc iones glucoliticas de esta
ruta (Voet, 2000).
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Figura 7. Ruta metabdlica general de degradacion de la glucosa por bacterias

acidogénicas (web.udl.es/usuaris/r5213847/acidog.html)

4.1.3 Acetogénesis

Mientras que algunos de los productos de la fermentacion pueden ser metabolizados
directamente por los organismos metanogénicos (H2 y acetato), otros (valerato,



butirato, propionato, algunos aminoacidos, etc.) necesitan ser transformados en
productos mas sencillos, acetato e hidrégeno, a través de las bacterias acetogénicas,

como la Syntrophomona wolfei y Syntrophobacter wolini (Yadvika et al., 2004).

4.1.4 Metanogénesis

En esta Ultima etapa, las bacterias metanogénicas, transforman los productos de la
acetogénesis en metano. Existen dos tipos de microorganismos metanogénicos, las
utilizadoras de acetato como la Methanosarcina spp. y Methanothrix spp. que
transforman el acetato en metano, y las utilizadoras de hidrégeno y formiato como e |
Methanobacterium y el Methanococcus, que transforman el hidrogeno y formiato en

metano (Geeta et al., 1994).

4.2 Desechos agricolas.

4.2.1 Composicion de los desechos agricolas.

Dependiendo de su naturaleza los desechos agricolas presentaran cantidades

variables en el contenido de celulosa, xilano y lignina (Tabla 2).

Tabla 2. Composicidon de algunos materiales lignocelulésicos (en g/kg de materia seca)
(Graminha et al., 2008)



Cultivos Celulosa Hemicelulosa Lignina Referencia
MAIZ
Paja 335 249 78 Cruz (1992)
Tallo 336 237 87  |Cruz (1992)
Hoja 245 273 54  |Cruz (1992)
Salvado 338 393 49  [Cruz (1992)
FIBRA DE COCO 360 - 430 15-25 410 - 450|Reddy and Yang (2005)
PAJA DE TRIGO 330-380 260-320 170 - 190|Reddy and Yang (2005)

400 260 200 |Tabkaetal. (2006)

270 210 98 |Prates (1995)
AFRECHO DE TRIGO 300 500 150 |Couto and Sanroméan (2005)
SALVADO DE ARROZ 350 250 170 |Couto and Sanroman (2005)
PAJA DE ARROZ 280-360 230-280 120 - 140(Reddy and Yang (2005)

320-470  190- 270 50 - 240 |Karimi et al. (2006)

352 221 43  |Prates (1995)
SALVADO DE CEBADA 230 320 214 |Cruz et al. (2000)
PAJA DE CEBADA 310-450 270-380 140 - 190|Reddy and Yang (2005)

316 254 110 |Prates (1995)
SALVADO DE AVENA 493 250 180 [Couto and Sanroman (2005)
PAJA DE AVENA 300 220 85 |Prates (1995)
SEMILLA DE UVA 71 311 435 |Couto and Sanromén (2005)
PLANTAS CONIFERAS 400 300 200 - 300|Mandre et al. (2006)
FORRAJES
Andropogon gayanus 415 308 90 Reis et al. (1990)
Brachiaria decumbens 395 311 81 Reis et al. (1990)
Hiparrhenia rufa 402 275 90 Reis et al. (1990)
Brachiaria brizantha 412 308 75 Reis et al. (1995)

4.2.1.1 Celulosa

La celulosa es el polisacarido més abundante, constituye la fraccion insoluble y el
principal hidrato de carbono sintetizado por las plantas. Es un polimero de glucosa
lineal unido por enlaces glucosidicos B (1-4) (Béguin & Aubert, 1994). La longitud de
las cadenas varia entre 100 y 14000 residuos (Hongpattarakere et al., 2002).

Las propiedades fisicoquimicas de la celulosa son: grado de polimerizacion,
cristalinidad y porosidad (Chavez et al., 2006). En las plantas superiores, la celulosa
aparece en forma de microfibrillas en las par edes primarias y secundarias lo cual es el
resultado de la formacion de la formacion de enlaces de hidrégeno entre las cadenas
(Béguin & Aubert, 1994).



En la naturaleza la mayoria de la celulosa es degradada aerébicamente, solo entre un
5-10% se degrada de forma anaerdbica (Galler & Winter, 2005). Su hidrdlisis
enzimatica requiere de tres enzimas extracelulares: endoglucanasas, exoglucanasas

(celobiohidrolasa y exoglucohidrolasa) y B -glucosidasas (Alvarez & Terrazas, 2002).

La endoglucanasa actia al azar y produce oligosacaridos con cadenas de longitud
variable. La celobiohidrolasa ataca a los polimeros de extremo no reductor. Los
disacéridos formados son finalmente hidrolizados a glucosa por la B -glucosidasa
(Hongpattarakere et al., 2002).

4.2.1.2 Xilano

El xilano es un heteroglicano ramificado con un esqueleto de residuos de
xilanopiranosa unido por enlaces 3, es insoluble en agua, soluble en solucion alcalina,
hidrolizado con facilidad y de caracter estereoquimico levogiro (Gonzales et al., 2004)

El xilano es el principal constituyente de la hemicelulosa de las paredes celulares de
las plantas (Sung-Taik & Lee, 1997) y el segundo polisacarido més abundante en la
naturaleza (Hongpattarakere et al., 2002), junto a la celulosa forman mas del 50% de
la biomasa total de las plantas (Sa Pereira et al., 2003). Es abundante en residuos
agricolas, como los tallos de maiz, vainas y pajas de cereales, pudiendo representar
de 15-30% de los residuos.

La degradacion completa del xilano requiere la accién de varias enzimas. Las
xilanasas o O-glucésido hidrolasas, son enzimas que hidrolizan los enlaces
glucosidicos entre dos o mas carbohidratos. Las endo [-1,4-xilanasas, [-1,4-
xilosidasas, y las exoxilanasas son enzimas capaces del rompimiento de cadena de

los principales grupos glicosilo (Sa Pereira, et al., 2003).

4.2.1.3 Lignina

Después de la celulosa el polimero mas abundante en el mundo vegetal es la lignina,
y su funcién es la proteccién contra la humedad y los agentes atmosféricos, ademas

de actuar como agente aglomerante de las fibras (Voet, 2000).

La lignina puede ser degradada por microorganismos, aunque en una tasa muy baja.
Los mohos han demostrado ser los mas eficientes debido a que producen |as



principales enzimas involucradas en la degradacion de la celulosa, asi como fenol
oxidasas que oxidan los mondmeros de fenil propano de la lignina (Enfors &
Haggstrom, 2000).

Para la degradacion microbiana de los desechos celuldsicos y xilanoésicos, los
microorganismos se adhieren a la superficie de las pare des celulares de las plantas,
esta asociacion forma un complejo molecular que facilita la adherencia. Este
mecanismo de union se llama celulosoma y consiste en un complejo multienzimatico
producido por muchos microorganismos celuloliticos. Los celulososmas asociados a la
superficie celular median la unién microbiana a los sustratos insolubles para la
degradacion de los mismos hasta productos solubles que luego son absorbidos por los

microorganismos (Graminha et al., 2008) (Figura 8).
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

e Optimizar la digestion anaerdbica de desechos agricolas para la obtencion de
acidos grasos volatiles y la utilizacién de estos en la produccién de poli-

hidroxialcanoatos utilizando consorcios microbianos.

5.2 Objetivos especificos

e Comparar la produccién de acidos grasos volatiles en cultivos en batch a través
de la digestion anaerodbica de diferentes sustratos celulésicos y xilanésicos:
paja de cebada (Hordeum vulgare), avena (Avena sativa), trigo (Triticum
sativum), alfa (Medicago sativa), quinua (Chenopodium quinoa), soya (Glycine

max), cascarilla de arroz (Oryza sativa) y basura organica vegetal.

e Seleccionar el mejor sustrato y consorcio que tengan una produccién optima de
acidos grasos volatiles.

e Optimizar el medio y las condiciones para incrementar la produccion de acidos

grasos volatiles.

o Determinar los tipos y la cantidad de &cidos grasos individua les producidos en
la digestion anaerdbica.

e Seleccionar el consorcio que tenga microorganismos capaces de acumular

poli-hidroxialcanoatos.



CAPITULO 6

DISENO EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAL Y METODOS

6.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1.1 Consorcios Microbianos

Los consorcios TACANA, ISA y OSCAR recolectados de Santa Rosa de Maravilla,
Caranavi y Palos Blancos respectivamente, fueron estudiados anteriormente
comprobandose su capacidad degradativa del m aterial celulésico y xilandsico
(Chambi et al., 2007).

6.1.1.2 Activacion de los consorcios

Los consorcios fueron activados en medio anaerébico fluido (Scharlaw) (Ver
composicion Anexo 1) bajo condiciones de cultivo estacionarias (cultivo Batch) por un

periodo de 7 dias a 37 °C de temperatura.

6.1.1.3 Seleccién de consorcio productor de acidos grasos volatiles

Botellas de 100 mL de capacidad se empacaron con 4 g de cada uno de los siguientes
desechos agricolas: paja de cebada, quinua, soya, avena, trigo, alfa y cascarilla de
arroz, ademas de basura organica vegetal. Se agregé 80 mL de Medio basal 11 (Ver
composicion Anexo 2) saturado con nitrégeno. Las botellas fueron selladas con anillas
metdlicas para su posterior autoclavado. Se inoculé 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, por titulacion (ver punto 6.1.2.1).

6.1.1.4 Disefno Factorial

Una vez seleccionado el consorcio y desecho agricola con la mejor producciéon de
AGVs totales se optimizaron las condiciones de cultivo tomando en cuenta dos
variables cuantitativas continuas (temperatura y concentracion de desecho agricola)
(Tabla 3).



Tabla 3. Categorizacion de las variables

VARIABLES
CONCENTRACION
SUSTRATO % |TEMPERATURA
NIVEL (p/v) (°C)
-1 5 4
0 7 Amb (8 — 22)*
+1 9 37
* La temperatura del ambiente del laboratorio tuvo estas fluctuaciones.

El disefio factorial en estas condiciones se indican en la Tabla 4.
3% = 9 experimentos (27 por triplicado).

Tabla 4. Disefio de los experimentos batch para la optimizacién de la hidrélisis en

funcién de la relacién de la concentracién de sustrato y la temperatura.

Concentracion
Experimento Sustrato Temperatura
1 -1 -1
2 0 -1
3 +1 -1

4 -1
5 0
6 +1
7 -1 +1
8 0 +1
9 +1 +1

6.1.1.5 Cultivo Batch

Con los datos obtenidos de la optimizacion se realizaron cultivos Batch usando
matraces erlenmeyer de 1 L con 600 mL de Medio 11 nitrogenado y 54 g de cebada,
después del autoclavado, se adicion6 40 mL de tioglicolato al 2.5 % como agente
reductor 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 (Anexo 3). La determinacién de las actividades
enzimaticas endo/exo celulolitica y endo/exo xilanolitica fue monitoreada diariamente

durante 30 dias.

6.1.1.6 Seleccion de microorganismos capaces de producir PHAs

Los consorcios TACANA, ISA y OSCAR fueron cultivados en Medio 11 con glucosa al
10 % a 37 °C previa nitrogenacion y adicion de tioglicolato al 2.5 % por un periodo de
una semana hasta que los microorganismos entraron en fase estacionaria de
crecimiento. Se realizaron ciclos de hambreado de 4, 8 y 12 horas ( Eiroa et al., 2007)
por un periodo de 30 dias, utilizando los AGVs producidos anteriormente,
centrifugados a 3000 rpm por 10 min y filtrados (20 um), de esta manera los

microorganismos capaces de acumular PHAs sobrevivieron al periodo de inanicion.

6.1.1.7 Produccién de AGVs

Para el proceso de inanicién se preparé un botellon con 2.5 L de Medio 11 nitrogenado
y 225 g de paja de cebada, después del autoclavado se adicion6 51 mL de tioglicolato
al 2.5 %, el pH fue regulado a 7.2 con NaOH 1 N, se utilizaron tubos autoclavados y se
sell6 con silicona para evitar las posibles entradas de oxigeno y mantener el medio
anaerobio, el volumen del inéculo (consorcio TACANA) fue de 255 mL. Este cultivo
anaerobio se incub6 a 37 °C por un periodo de 30 dias, se tomé una muestra de 9 mL,
se coloco en un vial de 10 mL el cual se sell6 con una anilla metalica y se incubé a 60
°C por un periodo de 24 h, la fase gas eosa fue analizada en un cromaté grafo de gases
para determinar la concentracion de acidos grasos volatiles presentes en la muestra
(Ver Anexo 4).

6.1.1.8 Produccion de PHAs

Se prepard otro botellon con 2.5 L de medio 11 nitrogenado mas glucosa, hasta
alcanzar una concentracion final de glucosa del 5%, después del autoclavado se
adiciond 51 mL de tioglicolato al 2.5 %, el pH fue regulado a 7.2 con NaOH 1 N, se
afiadié 255 mL de indculo (microorganismos acumuladores de PHAs seleccionadas en
la anterior prueba). Se incub6 a 37 °C por un periodo de 7 dias.

Se realizaron los ciclos de inanicién de 12 h, se adicionaron 300 mL de AGVs totales

producidos anteriormente por cada ciclo, durante un periodo de 1 mes.



6.1.1.9 Extraccion de PHAs

Luego del periodo de inanicién los microorganismos productores de PHAs, fueron
centrifugados 10 min a 3000 rpm, fueron lavados una vez con agua estéril, el pellet
formado fue secado en una estufa a 60 °C, la extraccion se realizé afadiendo
cloroformo y calentado en un bafio maria a temperatura de ebullicion por un periodo
de 1hr, la muestra fue filtrada en papel filtro No. OOH S1-80-40, del filtrado obtenido
se dej6 evaporar el cloroformo (Wendlandt et al., 2005).

6.1.1.10 Preparacion de la muestra para barrido espectral

Al PHA extraido se le afiadioé acido sulfdrico concentrado para que reaccione por 20
min en un bafio maria a temperatura de ebullicion. Se enfrié a temperatura ambiente y
se transfirié la solucion &cida obtenida a una cubeta de cuarzo. Se realizé el barrido
espectral (Cintra 5000) de absorcién de 180 a 1100 nm de longitud de onda contra un

blanco de acido sulfdrico p.a. (Law et al., 1960).

Para la solucion patron se disolvié 250 ug de PHB estandar en 2 mL de &cido sulfdrico
concentrado, se realizé el mismo procedimiento que se siguié para la muestra, en esta
reaccion se hidroliz6 el PHB y se formo el acido croténico. Se realizd el barrido
espectral, utilizando como blanco &cido sulfarico p.a.,. (Law et al., 1960, Panda et al.,
2005) (Ver Anexo 9)

6.1.2 DETERMINACIONES ANALITICAS.

6.1.2.1 Determinacion de AGVs totales

La cantidad de AGVs totales se determiné a través del método de titulacion (Buc hauer
et al.,, 2001), este método se basa en la titulacion de la muestra previamente
centrifugada vy filtrada (20 um) con &cido sulfirico 0.1 N desde un pH de 5 a 4, el
volumen gastado es proporcional a la cantidad de AGVs totales presentes en la

muestra.



Los calculos se realizaron segin la siguiente formula:

Sa = (131340 x N x VA5-4,meas / VS )- 3.08 x Alkmeas - 25

Donde:

Sa = Acidos grasos Volatiles totales (mg/L, considerados como &cido acétic o)
N = Normalidad (mmol/L)

VA5-4 = Volumen de acido (mL) necesario para titular una muestra de pH 5 a 4.
Vs = Volumen de la muestra.

Ak = pH inicial de la muestra.

6.1.2.2 Determinacioén de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se entiende como la cantidad de materia organica soluble, susceptible a la hidr dlisis
enzimatica. La demanda quimica de oxigeno determina la cantidad de oxigeno
requerido para oxidar la materia organica en una muestra, bajo condiciones
especificas del agente oxidante, temperatura y tiempo . Este método se basa en que
las sustancias organicas e inorganicas oxidables presentes en la muestra , se oxidan
mediante reflujo cerrado en solucion fuertemente acida (H ,SO,c) con un exceso de
dicromato de potasio (K,Cr,0;) en presencia de sulfato de plata (Ag.SO, ) que actla
como agente catalizador, y de sulfato mercurico (HgSO, ) adicionado para remover la
interferencia de los cloruros. Después de la digestion, el remanente de K ,Cr,O; sin
reducir se titula con sulfato ferroso de amonio (FAS), usando como indicador de punto
final el complejo ferroso de ortofenantrolina (ferroina). El volumen de FAS utilizado en
la titulacién es inversamente proporcional a la cantidad de materia organica oxidable

presente en la muestra, calculado en términos de oxigeno equivalente.

Para determinar la DQO (Alvarez et al.,2005) a la muestra fue filtrada (20 um), se
realizé una dilucién 1/200 con H,0 d, a 2.5 mL de esta diluciéon se afadié 1.5 mL de
solucién de digestion (SOLUCION A) (4.913 g de K,Cr,0, 167 mL H,SO,c, 3.33 g de
HgSO, y H,0 d csp 1000 mL) y 3.5 mL de H,SO4(c) (SOLUCION B), se incubé por 2 h

a 150 °C en termobloque (Kleinfeld MBT 250), finalmente la titulacion se realizd con



solucion de sulfato de amonio ferroso usando ferroina como indicador de punto final.
Ver tabla 5.

Tabla 5. Esquema del procedimiento analitico para la determinacion de la demanda
quimica de oxigeno (Alvarez, 2006).

Muestra Blanco digerido Blanco no digerido
Muestra (mL) 2,5 25
Agua destilada (mL) 25
Sol. Digestion (mL) 15 15 15
Rvo. H2SO4 (mL) 3,5 3,5 35
Vol Total (mL) 7,5 7,5 7,5

Vortexear
Realizar la digestién en el termobloque a 150 °C durante 2 h

Enfriar a temperatura ambiente, afiadir unas gotas de ferroina y titular con FAS.
Observar el cambio de color azul verdoso a rojo marron.

Célculos:

COD mg O,/L = (A-B)x M x 8000 / mL muestra
Donde:
A = mL de FAS gastados en la titulacion del blanco digerido.
B = mL de FAS gastados en la titulacion de la muestra.
8000 = meq peso de O, x 1000 mL/L
M = Molaridad del FAS

M= (VOL1/VOL 2)x0.1

Donde:
VOL1 = Volumen de solucidn A utilizado.
VOL2 = Volumen de FAS utilizado en la titulacion del blanco no digerido.

6.1.2.3 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de las diferentes enzimas involucradas en la hidrélisis anaerébica del
material celulésico y xilandsico de los consorcios bacterianos se determind por el
método modificado del &cido dinitrosalicilico (DNS) (Ver composicion Anexo 5) segun
Miller (1959), Para este fin se establecieron curvas de calibracion (Ver Anexo 6)

usando como estandares la glucosa y xilosa en diluciones seriadas.



A 50 uL de la muestra centrifugada 10 min a 2500 rpm en una microcentrifuga
Eppendorf AG vy filtrada (20 um) se afiadié a 450 uL de Carboximetil celulosa (CMC)
0.5 % , paranitrofenil glucopiranosido (PNPG) 0.5 %, xilano 0.2 % y paranitrofenil
xilanopiranosido (PNPX) 0.2 % respectivamente, se incub6 por 1 h a 50 °C, se afiadio
750 uL de DNS, se llevé a un bafio en ebullicion por 5 min se afiadio 50 uL de H,O
destilada y se midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA (Biotek ELx800).
Ver Tabla 6.

Tabla 6. Procedimiento analitico para la determinacion de la activ idad enzimatica (Miller
1959).

Blanco Control Test

Sustrato * 450 uL 450 uL 450 uL

Enzima** 50 uL
Incubar a 50 °C por 1 hr y afiadir

Enzima** 50 uL 50 uL

Rvo. DNS 750 uL 750 uL 750 uL
Incubar a Temperatura de ebullicion durante 5 min y afiadir

H20 destilada 50 uL 50 uL 50 uL

Enfriar a temperatura ambiente
Leer la absorbancia a 540 nm de longitud de onda

* 0.5 % CMC en Buffer citrato, pH 4.8, para endocelulasas
0.5 % PNPG en Buffer citrato, pH 4.8, para exocelulasas
0.2 % Xilano en Buffer fosfato, pH 6.8, para endoxilanasas
0.2 % PNPX en Buffer fosfato, pH 6.8, para exoxilanasas

** Muestra procedente del bioreactor batch, filtrada en filtro de poro 20 um.

Las actividades enzimaticas se determinaron restando la absorbancia del tubo control
al test, interpolando este valor en la ecuacion de la recta, proveniente de la curva de
calibracién (Ver Anexo 6)

ABS real = ABS test — ABS control

La actividad enzimatica se midié en unidades internacionales por mililitro (Ul/mL). Una
unidad de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida para
liberar 1 umol/min de azucar reductor expresado como equivalentes de glucosa o

xilosa.



6.1.2.4 Determinacion de AGVs individuales por cromatografia de gases

La cantidad de AGVs individuales se determind a través del méto do del headspace
(Abalos et al. 2000, Boe et al., 2006, Abalos & Bayona, 2000), en este método 9 mL de
la muestra fue sellada en un vial de 10 mL e incubada a 60 °C por 24 h para que los
AGVs pasen al estado gaseoso, luego 0.5 mL de la fase aérea fue inyectado en un
cromatografo de gases Clarus 500 Perkin Elmer con un detector de ionizacion a llama.
Para la separacion de los AGVs una columna ELITE — 1 de 30 m x 0.25 mm e
hidrégeno como gas carrier fue utilizado. Segun la técnica descrita por Abalos et al.
2008, la temperatura inicial del horno fue programada desde 70 °C por 3 min, luego 15
°C min™ hasta 200 °C manteniendo la temperatura final por 3 min. Las temperaturas
del inyector y del detector de ionizacion a llama fueron programadas a 260 °C

respectivamente.

Se determinaron los tiempos de retencion de los diferentes AGVs utilizando soluciones
estandar (Ver Anexo 7) y se compararon con los tiempos de retencién de los picos
obtenidos de la muestra.

Para determinar la concentracion de AGVs individuales se realizaron curvas de
calibracion del &cido acético, propidnico, butirico y valérico, utilizando soluciones
estandar y realizando diluciones seriadas de las mismas (Ver Anexo 8). Los valores de
las areas de los picos obtenidos de la muestra fueron inte rpolados utilizando las
ecuaciones de las rectas, provenientes de las curvas de calibracién de cada AGV.

6.1.2.5 Tincién de PHAs

La tincién se realizé con Negro Sudan (Bengtsson et al.,2007) para observar los
granulos intracitoplasméaticos de PHAs formado s en los microorganismos después del
periodo de inanicion. Los microorganismos fueron fijados por calor al portaobjetos, la
solucion de tincién (3 g de Negro Sudan en 100 mL de etanol 70 %) se dej6 actuar por
15 min, se decoloré con Xilol por 1 min, fucsina basica fue afladida como colorante de
contraste por 1min, se lavé y se observé al microscopio (Carl Zeiss Standard 25 ICS)
con un aumento de 100 X.



6.1.2.6 Espectro de absorcion

El espectro de absorcidn del PHB estandar fue comparado con el espectr o obtenido de
los PHAs extraidos de los microorganismos (Panda et al., 2006). Ver Figura 20.

Posteriormente se realizaron diluciones de esta solucion con el &cido croténico
formado obteniendo la curva de estandarizacion utilizando la longitud de onda de
maxima absorcion. (Ver Anexo 9).
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Seleccion de consorcios productores de AGVs

La produccién de AGVs totales a partir de la hidrdlisis de los desechos agricolas: paja
de cebada, quinua, soya, avena, trigo, alfa y cascarilla de arroz, ademas de basura
organica vegetal con los consorcios TACANA, ISA y OSCAR se observa en la Figura
9.

7.2 Optimizacion de las condiciones de cultivo (Disefio Factorial)

Segun los resultados preliminares, fueron seleccionados los siguientes desechos
agricolas: paja de cebada, soya y alfa digeridos con el consorcio TACANA, debido a
gue presentaron los valores mas altos en producci 6n de AGVs totales: 6.85 g/L, 6.2

g/Ly 6.5 g/L respectivamente. (Figura9 a, dy g)

Se utilizaron estos tres desechos agricolas para la optimizacion tomando en cuenta la
temperatura y la concentracion de desecho agricola (substrato). Ver Figuras 10, 11y
12.
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Figura 10. Produccion de AGVs por el consorcio TACANA a partir de la hidrdlisis
anaerobica de la paja de CEBADA a distintas concentraciones (5,7,9%p/v). a) 37°C b) 8-
22°C (Amb) c) 4°C
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Figura 11. Produccion de AGVs por el consorcio TACANA a partir de la hidrdlisis
anaerobica de la paja de ALFA a distintas concentraciones (5,7,9%). a) 37°C b) 8-22°C
(Amb) c) 4°C
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Figura 12. Produccion de AGVs por el consorcio TACANA a partir de la hidrdlisis
anaerobica de la paja de SOYA a distintas concentraciones (5,7,9%). a) 37°C b) 8-22°C
(Amb) c) 4°C



En la Figura 13a se puede observar la influencia de la temperatur a y la concentracion
de sustrato en la produccion de AGVs totales por el consorcio TACANA en un medio
con paja de cebada como sustrato. La figura 13b muestra que la concentracién de

AGVs aumenta en mas de un 50% (concentracion final 10.62 g/L) con 9 %p/v d e paja
de cebada a 37°C de temperatura de incubacion.
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Figura 13. a) Influencia de la temperatura y la concentracion de sustrato en la produccion
de AGVs por el consorcio TACANA a partir de la digestion anaerébic a de la paja de

cebada. b) Incremento en la produccién de AGVs totales por el consorcio TACANA en un
periodo de 35 dias.



7.3 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

En la Figura 14a se observa la influencia de la temperatura y la concentracién de
sustrato en los valores de DQO, durante la digestion anaerdbica del consorcio

TACANA en proporciones distintas de paja de cebada y diferentes temperaturas de

incubacion.
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Figura 14. a) Influencia de la temperatura y la concentrac ién de sustrato en los valores
de COD durante la digestion anaerdbica de la paja de cebada por el consorcio TACANA .

b) Incremento en la DQO por el consorcio TACANA en un periodo de 30 dias de
incubacion.



7.4 Actividad enzimatica

En la Figura 15 se observa la actividad de las endocelulasas y exocelulasas ([3-

glucosidasas) del consorcio TACANA en los cultivos B atch que contienen paja de

cebada como sustrato, y se observa que existe una mayor actividad exocelulolitica

(1,661 UI/mL) comparada con la actividad endocelulolitica (0.517 Ul/mL).

18

16 L ----
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—e—A ENDOCELULOLITICA
—m—A EXOCELULOLITICA

TIEMPO (DIAS)

Figura 15. Actividad endo/exo celulolitica del la hidrdlisis anaerdbica de la cebada al 9%
(p/v) por el consorcio TACANA a 37°C.

En la Figura 16 se observa la actividad de las endoxilanasas y exoxilanasas (-

xiloxidasas) del consorcio TACANA en los cultivos Batch que continenen paja de

cebada como sustrato, y se observa que existe una mayor actividad exoxilanolitica

(0.491 Ul/mL) comparada con la actividad endoxilanolitica (0.042 Ul/mL).
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Figura 16. Actividad endo/exo xilanolitica de la hidrélisis anaerdbica de la cebada al 9%
(p/v) por el consorcio TACANA a 37°C.

7.5 AGVs individuales

En las Figuras 17 y 18 muestran los cromatogramas en el que se observan los
diferentes AGVs individuales que se producen en la d igestién anaerdbica de la paja de

cebada por el consorcio TACANA de acuerdo a los tiempos de retencién: acido acético

2.61 min, acido propiénico 4.03 min, acido n-butirico 5.57 min.
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Figura 17. Cromatograma de los AGVs individuales producidos en la digestion

anaerobica de de paja de cebada al 5% (p/v) por el consorcio TACANA.
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Figura 18. Cromatograma de los AGVs individuales producidos en la digestion

anaerobica de de paja de cebada al 9% (p/v) por el consorcio TAC ANA.

7.6 Tincion de los PHAs

En la Figura 19 se observa a los microorganismos del consorcio TACANA por medio
de la tincion con Negro Sudan, después del periodo de inanicion de 1mes (12 h por

ciclo).

b)

Figura 19. Granulos de PHAs presentes en el consorcio TACANA a) 100x b) 700x



7.7 Barrido Espectral

La Figura 20 muestra que el espectro de absorcion del acido croténico obtenido a
partir de la hidrolisis acida de un PHB estandar y el espectro de absorcion del extracto

obtenido de la muestra después de la hidrdlisis acida son similares.
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Figura 20 a). Espectro de absorcion de la solucion estandar (acido croténico)

b). Espectro de absorciéon de la muestra.



CAPITULO 8

DISCUSION
8.1 Cultivos batch
8.1.1 Hidrdlisis enzimética y produccion de AGVs totales

La matriz organica de los residuos agricolas esta constituida principalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina en proporciones variables de acuerdo a la especie
vegetal (Chavez et al., 2005). Debido a que los microorganismos con |la capacidad de
acumular PHAs requieren moléculas simples como fuente de carbono, energia y
material para acumular estos PHAs en determinadas condiciones, la degradacién o
hidrolisis de la matriz organica es esencial para brindar moléculas facilmente
asimilables por estos microorganismos. En el presente estudio se demostré que todos
los desechos agricolas aqui sefialados son hidrolizables unos mas que otros , por las
enzimas hidroliticas con actividades celuloliticas y xilanoliticas, secretadas por los
microorganismos constituyentes de cada consorcio.

Por estas razones en el presente trabajo, se realizd el estudio de varios consorcios
microbianos, los cuales fueron enfrentados a diferentes sustratos celulésicos y

hemiceluldsicos para realizar la digestion anaerobica.

En una primera etapa se demostré que los residuos agricolas: paja de cebada, soya y
alfa son los mas hidrélizables por el consorcio TACANA debido a se observé una
mayor produccién de AGVs totales 6.85, 6.21 y 6.51 g/L respectivamente, estos
valores fueron ligeramente superiores a los reportados por Chavez et al., 2006 y
Chambi et al., 2007 en la hidrdlisis de paja de quinua, cascarilla de arroz y paja de
trigo. La relacion directa entre la actividad enzimatica hidrolitica y la produccion de

AGVs es corroborado por Crespo et al., 2005.

8.1.2 Optimizacién de la produccion de AGVs

Debido a la diversidad de los microorganismos pertenecientes a un consorcio y a la
posibilidad de optimizar la degradacion de la materia organica, se establecieron
sistemas de cultivo batch basados en disefios factoriales con la finalidad de encontrar
las condiciones adecuadas para una mayor produccién de AGVs totales .



En el presente trabajo, la produccion de AGVs por el consorcio TACANA varia cuando
se utilizan distintas concentraciones de desecho agricola (paja de cebada, alfa y soya)
a diferentes temperaturas de incubacién (Figuras 15, 16 y 17). Como resultado se
observé que el consorcio TACANA produce una mayor cantidad de AGVs cuando
utiliza paja de cebada como fuente de carbono.

En la Figura 18 se observa el resultado de la interaccion de las dos variables
independientes (proporcién de paja de cebada y temperatura), sobre la variable
dependiente (g/L AGVs), ambas variables tienen una alta influencia en la produccio n
de AGVs, observando un aumento en més del 50% en la produccion de AGVs por el
consorcio TACANA a partir de la digestion anaerobica de la paja de cebada a una
concentracion del 9% (p/v) y a 37 °C de temperatura de incubacion, este valor
alcanzado fue de 10.62 gAGVs/L.

8.1.3 Actividad Enzimatica
X

0,491 22
0,042 17
CMC
1,661 16
0,5175

8.1.4 Determinacién de AGVs individuales

Los acidos grasos volatiles son acidos organicos de bajo peso molecular con
caracteristicas altamente hidrofilicas. Estos acidos se originan en la digestion
anaerobica de carbohidratos, proteinas y grasas, por tanto estdn presentes en

muestras de lodo, y aguas residuales (Abalos et al., 2000).

en el presente trabajo se determiné la concentracion de AGVs individuales producido s
en la digestibn anaerébica de la paja de cebada por el consorcio TACANA Se
determind que en la digestibn anaerdbica de la paja de cebada por el consorcio
TACANA hay una produccion principalmente de &cido butirico y acético.



CAPITULO 9

CONCLUSIONES Y PESPECTIVAS FUTURAS

9.1 Conclusiones

En el presente trabajo, se determind que el mejor sustrato y consorcio para la
produccién de AGVs es el consorcio TACANA con la paja de cebada.

Se establecié que existe una relacion directamente proporcional entre | a temperatura
y la concentracion de paja de cebada en la produccion de AGVs, de igual forma que
en la demanda quimica de oxigeno, considerandose como un indicador de la hidrdlisis

y de la carga organica de la paja de cebada.

La temperatura es un factor muy importante en la hidrélisis anaer 6bica, debido a que

se observé la disminucion en la produccion de AGVs a bajas temperaturas.

La paja de cebada es hidrolizada por el consorcio TACANA gracias a la produccion de
enzimas celuloliticas y xilanoliticas produ cidas por los microorganismos implicados en

el proceso de digestion anaerdébica.

Los AGVs producidos con mayor frecuencia en la hidrélisis anaerobica de la paja de
cebada por el consorcio TACANA son el acido acético y el acido n - butirico, los
mismos pueden ser utilizados en la produccion de PHAs. La proporcion entre estos
dos acidos grasos volatiles varia con relacion a la concentracion de paja de cebada
utilizada.

Los espectros de absorcion obtenidos son muy similares lo que nos indica de forma
cualitativa la presencia de PHB en los microorganismos después del periodo de
inanicién, las posibles diferencias observadas son debido a que los microorganismos
pertenecientes al cultivo mixto no acumulan PHB de manera exclusiva, sino que

podrian acumular un copolimero con diferentes unidades monoméricas.



9.2 Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras en posteriores trabajos se pretende determinar
cuantitativamente la produccion de PHAs para poder realizar la optimizacion de las
condiciones de cultivo, como por ejemplo: duracion de los ciclos de inanicion, el efecto
de la deficiencia de fésforo y nitrégeno en el medio en la produccién de PHAs
(Bengtsson et al., 2008). Determinar la influencia que tiene la concentracion de cada
uno de estos AGVs individuales sobre la produccién de PHAs, determinar qué &cidos

grasos producidos en la digestion anaerdbica promueven la acumulacion de PHASs.

La utilizacién de los AGVs para produccién a gran escala de solventes organicos.
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ANEXO 1

Composicion quimica'y modo de preparacion del medio anaerébico fluido (linea

comercial Scharlaw Chemie S.A. Barcelona. Spain)

Composicion:

Composicioén Cantidad g/L
Caseina peptona 15
Soya peptona 3
Extracto de carne 3
Extracto de levadura 3
Extracto de higado 3
Dextrosa 6
Cloruro de sodio 2.5
Tioglicolato de sodio 0.5
L-cisteina 0.3
Sulfito de sodio 0.7
Formaldehido sulfoxilato de sodio 0.5
Resarzurina 0.001
Agar 0.5

pH final 7.2 (+-0.2)

Preparacion:

Suspender 38 g del polvo en un litro de agua destilada, calentar con agitacion
constante y llevar a ebullicién. Distribuir en tubos y esterilizar al autoclave durante 15
minutos a 121 °C.



ANEXO 2

Composicion quimica y modo de preparacion del Medio basal 11 (modificado)

Composicion

Solucion Compuestos quimicos Cantidad
Solucién A NH,CI 100 g/L
NaCl 10 g/L
CaClz*ZHZO 5 g/L
Solucién B K;HPO4*3H,0 200 g/L
Solucién 2 FeCl;*4H,0 15¢g
H3BO3 60 mg
HCI (25%) 6.5 mL
CoCl,*6H,0 120 mg
MnClI,*4H,0 100 mg
Na,MoO,*2H,0 25 mg
NiCl,*6H,0 25 mg
ZnCl, 70 mg
CuCl,*2H,0 15 mg
Agua destilada c.s.p. 1000 mL
Solucién 3 Na,SeO; 3 mg
NaOH 059
Agua destilada c.s.p. 1000 mL
Solucién 4 NaHCO; 8.5 g/100 mL
Soluciéon 7 Biotina 1mg
PABA 5mg
Vit. By, 5 mg
Tiamina 10 mg
Agua destilada c.s.p. 1000 mL
Solucion tioglicolato | Tioglicolato de sodio 2.5 g/100 mL




Preparacion

Tomar

Alicuotas

Solucion A
Solucion B
Solucién 2
Solucién 3

Solucién 4

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

10 mL
2mL
1mL Esterilizar en
1mL —* |autoclave, enfriar y
30 mL adicionar
Solucion 7 1mL
Sol. Tioglicolato 2.5% 2 mL




ANEXO 3

Sistema en Batch utilizados para la determinacién de la actividad enzimatica




ANEXO 4

Cromatograma obtenido de la digestion anaerébica de 9% p/v de paja de cebada

a 37 °C, estos AGVs producidos fueron utilizados en los periodos de inanicion.
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ANEXO 5

Composicion quimica y modo de preparacion del reactivo DNS (acido

dinitrosalicilico).

Composicion:

Compuesto quimico Cantidad
Fenol 0.2g
Sulfito de sodio 059
Acido dinitrosalicilico 10g
Hidroxido de sodio 10g

Tartrato doble de sodio-potasio | 200 g
Agua di destilada c.s.p. 1000 mL

Preparacion:

o Disolver el hidroxido de sodio en 200 mL de agua

e Afadir 100 mL de agua y disolver el sulfito de sodio

e Afadir del fenol y enrasar a 500 mL, disolver.

o Afadir el tartrato de sodio-potasio y adicionar una alicuota de agua

e Afiadir el &cido dinitrosalicilico, disolver completa mente (+- 3 h) y enrasar a
1000 mL.

Nota: Debe prepararse en un matraz aforado color ambar y utilizar agitador magnético
para disolver. Una vez liso, trasvasar en otro envase, también de color ambar u

oscuro.



ANEXO 6

Curvas de calibracion para la determinacion de las actividades enzimaticas

celulasay xilanasa.

Curva de calibracién de la Glucosa
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ANEXO 7

Tiempo de retencién de los estandares de acidos grasos volatiles.

Acido graso volatil | Tiempo de retencién (min)
Acido acético 2.61
Acido propidnico 4.03
Acido i-butirico 5.14
Acido n-butirico 5.57
Acido i-valérico 6.62
Acido n-valérico 7.25
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ANEXO 8

Curvas de calibracién para la determinacion de acidos grasos volatiles

individuales.
Curva de calibracion del acido acético
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Curva de calibracién del acido butirico
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ANEXO 9

Espectro de absorcion del acido crotonico.
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