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RESUMEN

Los residuos plasticos derivados del petrdleo y los residuos lignocelulosicos son grandes problematicas
ambientales, la sustitucidon por plasticos biodegradables mediante la implementacion de polimeros a base
delignocelulosa representa una idea potencial para para disminuir su impacto y aprovechar estos residuos
disminuyendo su costo por disposicion final y los danos medioambientales que genera. En este proyecto se
evaluaron sustrato a base de cascaras de platano, mango para Pseudomona, para la obtencion un
biopolimero con el objetivo de determinar que sustratos generan una mayor cantidad de polimeros
comparando cascaras de mango, platano y papa con medios de crecimiento conocidos.

El proceso estd compuesto por un pretratamiento mecanico e hidrolisis acida, para la deslignificacion de las
cascaras, comparada con el medio basal y el LMC para el cultivo de pseudomona a 35°C en condiciones
esteriles, PH neutro y la adicion de algunos elementos del medio basal, la extraccion celular por centrifugacion
y un metodo de extraccion del polimero a base de cloroformo. Obteniendo que el biopolimero producido en
gr/L 25.86, 19.53 ,6.63, 4.55, 15, para Mango, Platano, Papa, LMC y Medio Basal, teniendo mejores
rendimientos que los medios comerciales.
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Introduccion

La contaminacion por residuos plasticos es uno de los principales
problemas medioambientales, actualmente los biopolimeros presentan
una alternativa muy prometedora para la sustitucion de los plasticos por
ser completamente biodegradables y producirse a partir de fuentes de
carbono renovables, el aprovechamiento de la biomasa lignoceluldsica

Figura 1. Contaminacién por plasticos (Silva 2016)

presenta un alto potencial al ser materia prima abundante y de bajo costo. .
(Carlos, 2023)

El proyecto consiste en la combinacion de la biotecnologia mediante la
sintesis realizada por Pseudomonas ante un estres nutrimental, con la
finalidad de producir un polimero de menor impacto abase de residuos
lignocelulosicos.
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- Pseudomonas

y

Las especies miembro del género Pseudomonas sp pertenecen al filo de las
Proteobacterias, de la subclase gamma, grupo de bacterias aerobicas Gram
negativas, cuentan con una gran capacidad de adaptabilidad a distintos
ambientes. (Martinez, 2008)

Su capacidad para producir y acumular pha sido altamente estudiada en
distintas condiciones, principalmente la produccion de PHAs de cadena
media,(Carreiro 3-5) estos microorganismos crecen a pH casi neutro y en
temperaturas mesofilicas, hasta 43° C. Se ha reportado que muchas especies
de Pseudomonas crecen eficientemente en medios quimicamente definidos
conteniendo diferentes compuestos alifaticos (carbohidratos, acidos grasos,
acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos, alcoholes) y aromaticos como fuente
de carbono. (lll)

Figura 2. La bacteria P. putida acumulando

bioplastico (Hernando 2016)
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Medios de crecimiento

Entre los medios de crecimiento para pseudomona esta el Agar B de King en un medio solido que
permite la obtencion de colonias bacterianas. Tabla 1 Dentro de los medios liquidos el medio LMC se
caracteriza por aportar los nutrientes necesarios para alcanzar el crecimiento maximo de Pseudomona su
composicion se muestra en la Tabla 2. Mientras que un medio basa constituye medios simples que
favorecen el crecimiento de bacterias no exigentes, en condiciones de estrés, cubriendo los
requerimientos nutricionales minimos mostrado en la Tabla 3. (King B Agar | Pseudomonas | Bioser, s/f)

MANITOL (SE SUSTITUYO POR

EXTRACTO DE LEVADURA 1 10

PEPTONA 20 el
PEPTONA 0 EXTRACTO DE LEVADURA 10
AGAR PURIFICAD 12 , ,
G U S FOSFATO DE HIDROGENO DISODICO )
’ (NA,HPO, + 2 H,0) FOSFATO DIPOTASICO 5
FOSFATO DIPOTASICO 15
(K2HPO,) ' SULFATO DE MAGNESIO , SULFATO DE MAGNESIO 1
(MgS0,4-7H,0) '
SULFATO DE MAGNESIO 15
(MgS04:7H,0) ) GLUCOSA 10 CLORURO DE SODIO 2

Tabla 1. Composicién del agar King B Tabla 2. Composicion del medio LMC Tabla 3. Composicion del medio Basal
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CASCARA DE PLATANO

Es el principal subproducto del

proceso industrial, la cascara
representa aproximadamente el
30% del peso del fruto. (Gémez
Montaio et al., 2019)

CASCARA DE PAPA

La papa es la principal fuente de
ingresos, alrededor de un cuarto
de los residuos de papa generados
son descartados (Sanchez, 2020)

CASCARA DE MANGO

El mango es un fruto apreciado y
de elevado consumo en todo el
mundo, y en México, la cascara
representa alrededor del 32% del
peso total del fruto.
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Pretratamiento

Hidrolisis

Esta etapa se realiza con el objetivo de reducir la
cristalinidad de la celulosa, romper el complejo lignina-
celulosa, aumentar el area superficial del material,
minimizar la presencia de sustancias que puedan
dificultar las posteriores etapas y minimizar la pérdida
del material original. (Antonio & Jiménez, s/f)

Celulosa
cristalina

l - Celulosa

amorfa /
Pretratamiento Qg E

\Lignina
Hemicelulosa

Figura 3. Ruptura de enlaces en el pretratamineto. (Galindo 201

(gﬂ = Hidrélisis
Enzimética
Celulosa

La hidrolisis es un proceso que consiste en romper los
carbohidratos complejos en azucares simples para
utilizarlos como sustrato en la posterior fermentacion
La celulosa se hidroliza en monosacaridos de D-
glucosa, mientras que la hemicelulosa lo hace en
pentosas y hexosas (manosa, glucosa, xilosa, etc.).
(Oviedo, 2017)
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Figura 4. Ruptura de enlaces en la hidrolisis. (Galindo 2017)
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METODOLOGIA

PROCESO DE PRODUCCION DE PHA

PRETRATAMIENTO MECANICO HIDROLISIS ACIDA FILTRADO R
« Preparacion de la Biomasa 5 Solucién de acido sulfarico 2.5% con  « Filtrado al Vacio con filtros de cafetera,
« secado sustrato 110 a125°C durante 40 min  « Filtrado al vacio con papel filtro
« Molienda —
—
R £2
— PREINOCULO ESTERILIZACION W AJUSTE DE PH —
« Sembrado de pseudomonas 24 horas en ;
« Calentar a Punto de ebullicion « PHde Oa’7 consolucion de NaOH al bN |

medio King B solido
durante 15 min

« 24 horas de crecimiento en medio(LMC)
(Temperatura:35°C) (preinoculo)

Figura 5. Esquema del proceso de obtencion de PHA parte | Pag | na 8



METODOLOGIA

— CULTIVO . ~ EXTRACCION CELULAR LAVADO DE SEDIMENTO 7

« Elsedimento se lavd dos veces
. Inoculacién al 10% del preinoculo en « Centrifugacion durante 15 min con agua desionizada estéril

medios Basales durante 72 horas a 2000 rpm.

m L =

EXTRACCION DE PHA SECADO — RUTTURA CELULAR —

« Se anadio hipoclorito de

e 4 . Secado durante 24 .
« Anadio cloroformo vy se puso a sodio a la celda seca.
] horas a 60O°C. ) : .
calentar a fuego bajo hasta su biomasay se incubo a
evaporacion 37°C durante 2h.

Figura 5. Esquema del proceso de obtencion de PHA parte Ii Pag I Nna 9
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MANGO 1
MANGO 2
MANGO 3
PLATANO 1
PLATANO 2
PLATANO 3
PAPA 1
PAPA 2

PAPA 3

Tabla 4. Registros de secado.

290.043

213.000

183.010

146.582

74.564

228.610

98.818

56.030

74.080

DESARROLLO

41.906

25.780

18.055

31.848

11.158

44.540

6.918

3.330

6.600

86%

88%

90%

78%

85%

81%

93%

94%

91%

88%

81%

93%

Preparacion de la biomasa

Se registraron tres valores de cascara sin secar (peso
humedo) y su respectivo peso seco, en base a la
siguiente ecuacion se realizo el calculo del porcentaje
de humedad, se promediaron estos valores por tipo de
cascara para obtener un valor concreto de la humedad
el cual, se comparo con los valores teodricos citados en
otros proyectos.
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cascara para obtener un valor concreto de la humedad
el cual, se comparo con los valores teodricos citados en
otros proyectos.
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RESULTADOS

Pretratamiento
Para este procesos se utilizdo un nutribullet, moliendo por separado cada tipo de cascara (mango, papa y platano) vy
almacenandola en contenedores plasticos. Posterior a la molienda se procedio a eliminar las particulas de mayor tamano con un
colar y estas volvian a ser trituradas hasta alcanzar el tamafno deseado.

Hidrolisis
Para la hidrolisis se registraron los grados brix para identificar el porcentaje de azucares liberados al finalizar el proceso este se
hizo Unicamente para los medios en los cuales los azucares no estaban libres.

Preparacion del medio
Se registro que para una solucion hidrolizada de 500 ml posterior al filtrado se tenia un volumen final variable para cada uno de
los sustratos los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Medios de crecimiento
Para el preinoculo se utilizo un medio conocido para su crecimiento MCL durante 24 horas a 35° tomando medidas de

absorbancia en cada hora con la finalidad de identificar que pseudomona sigue en fase de crecimiento y acortar la fase de
latencia. Al término del proceso se registraron los grados Brix de cada solucion.
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RESULTADOS

Se centrifugo cada una de las muestras a 2000 rpm durante 20 min y se retiro el sobrenadante y el
soluto, este ultimo fue extraido mediante lavados con agua destilada. El soluto extraido se seco a 60
grados durante 24 horas para la determinacion del peso bacteriano total, se anadio hipoclorito de
sodio a 37 grados durante 2 horas. Posteriormente se coloco a bano maria las muestras secas con
cloroformo y se peso el resultante posterior a la evaporacion

MANGO 100 ML 25.86 GR
PLATANO 83 ML 19.53
PAPA 30 ML 6.63
LMC 22 ML 4.55
BASAL 55 ML 15.53

Tabla 5. Sobrenadante y PHA por litro

Pagina 13



Page 3

CONCLUSIONES

Se concluye se obtuvieron mayores cantidades de PHA a base de cascara de mango
debido a que su contenido de azucares es mayor, superando la cantidad de produccion
del medio basal original con glucosa, se determin6 que brindar los requerimientos
minimos al microorganismo permite la produccién me PHA, mientras que un medio
rico en nutrientes (LMC), genera una produccion menor.

Teniendo que la cantidad de PHA producido 25.86 gr, 19.53 gr ,6.63 gr, 4.55, 15.53
para los medios Mango, Platano, Papa, LMC y Basal.
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