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Introduccién

Uno de los problemas que mas preocupa a la Sociedad en los ultimos afos es la
contaminacion del medio ambiente por acumulacion de plasticos provenientes de
fuentes no renovables. Su reemplazo por plasticos biodegradables seria una forma de
reducir los residuos y de preservar los recursos fésiles. Actualmente los
polihidroxialcanoatos (PHAs) son producidos comercialmente utilizando bacterias
Gram negativas, estas bacterias contienen endotoxinas de lipopolisacaridos (LPS),
gque son pirégenas para los seres humanos, por lo tanto, estos bioplasticos no podrian
ser usados para insumos médicos 0 en contacto directo con los alimentos. Este
inconveniente se evitaria con el uso de bacterias Gram positivas. Una opcion es el
Bacillus subtilis subsp. spizizenii, considerada generalmente segura (GRAS) por la
Food and Drug Administration, los bioplasticos sintetizados por esta bacteria estan
libres de endotoxinas.

Por otra parte, se ha observado que en el caso de Bacillus subtilis se produce la
liberacion de enzimas proteoliticas al medio de cultivo durante la esporulacién.

En el presente trabajo se estudié el efecto, de la incorporacion al medio de caldo
nutritivo distintas fuentes carbonadas C5 y C6, sobre la acumulacion de PHAs, la
liberacion de enzimas proteoliticas extracelulares y la formacion de esporas
bacterianas.

Materiales y métodos

El in6culo de B. subtilis libre de plasmidos se obtuvo de un cultivo de 12h en agar
nutritivo a 30°C. Se usaron medios de cultivo de caldo nutritivo con distintas fuentes
carbonadas: glucosa, manitol y xilosa al 1%. Los cultivos se realizaron en erlenmeyers
de 50/100ml (v/v) a 30°C 6 37°C, con agitacion a 150rpm.

La esporulacién en los distintos medios se determiné por el nimero de células viables
estables después del tratamiento a 80°C durante 20 min y por coloracién de esporas
con verde de malaquita. Los PHAs se determinaron por espectrofotometria por
formacion del &cido croténico, (DOass,m). La actividad proteolitica se determind con
azocaseina (DOg4onm). LOS datos fueron analizados con el test de ANOVA.

Resultados

Cuando la temperatura del cultivo en caldo nutritivo con la fuente carbonada C5,
xilosa, se incrementd de 30°C a 37°C, se favorecio el crecimiento de B. subtilis 4,6
veces pero fue una temperatura desfavorable para la sintesis de PHAs, decreciendo
su acumulacién en 5,4 veces. En el caso de la glucosa y el manitol no se observaron
mayores diferencias por efecto del incremento de la temperatura, tanto en el
crecimiento como en la acumulacion de PHAs.

A 30°°C, la presencia de xilosa en el medio de cultivo incrementd la acumulacién de
PHAs en un 448% respecto del medio con glucosa y en un 244% respecto del medio
con manitol. La sintesis de PHAs fue dependiente de la concentracion de xilosa, en
tanto que para glucosa y manitol no se observé un aumento del PHAs al incrementar
la concentracion de la fuente carbonada.
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La sintesis de PHAs aumento con xilosa de las 24 a las 48h, mientras que con glucosa
y manitol la produccion de PHAs se mantuvo constante durante ese periodo.

La sintesis de proteasas fue mayor con xilosa a las 48h, 15 veces respecto de glucosa
y 1,4 veces mayor respecto de manitol.

El nimero de esporas se increment6 de 10* para glucosa y manitol a 10° UFC por ml
cuando se incorporo xilosa al medio de cultivo de caldo nutritivo.

Discusion

La xilosa (C5) actuaria sobre Bacillus subtilis subsp. spizizenii favoreciendo la
liberacion de proteasas y estas estarian relacionadas con la formacién de esporas.
Este comportamiento se observo a las 48h, mientras que, con las fuentes carbonadas
C6 la liberacion de proteasas fue menor observandose una menor formacion de
esporas. La presencia de proteasas seria necesaria para el proceso secuencial de la
formacion de esporas y los PHAs acumulados se utilizarian como fuentes de energia
para ese proceso.

Cuando se utilizo xilosa como fuente carbonada la bacteria fue mas sensible a los
efectos del aumento de la temperatura de 30 a 37°C, esto estaria probablemente
relacionado con la temperatura Optima de dichas enzimas involucradas en el
metabolismo de la xilosa.

Conclusién

Por lo tanto, la diferencia del nimero de carbonos de la fuente carbonada tuvo un
efecto importante en el comportamiento de B. subtilis subsp. spizizenii respecto de la
sintesis de PHAs, liberacidn de proteasas y formacién de esporas.
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