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Resumen

Los plasticos sintéticos ocasionan una grave problematica ambiental debido a que son muy
resistentes y su degradacion es muy lenta, por lo que se acumulan y persisten en el ambiente.
Esto ocasiona la contaminacion de cuerpos de agua y suelo y a su vez generan un impacto en
los ecosistemas, viéndose afectados animales como peces, tortugas, aves y mamiferos
acuaticos. Como alternativa, surgen los bioplésticos como los polihidroxialcanoatos (PHA)
los cuales son mas amigables con el ambiente. Estos son biopolimeros producidos por
bacterias los cuales se acumulan en forma de granulos en el citoplasma como reservorio de
energia en condiciones estresantes. La sintesis y degradacion de los PHAS es totalmente
compatible con el ciclo del carbono y son llamados “polimeros doblemente verdes”, por su
origen de fuentes renovables y al ser biodegradables. Lo que se pretende con el presente
estudio es la busqueda de cepas bacterianas que tengan la capacidad de producir este tipo de
biopléasticos, para llevar a cabo el desarrollo de la fase preliminar en la produccion de PHAs
a nivel industrial. Se realizaron muestreos en suelos agricolas para el aislamiento de bacterias
con capacidad de producir PHAs. Por medio de la técnica de aislamiento y siembra en placa
se lograron aislar y purificar 31 cepas bacterianas. Mediante microscopia de fluorescencia y
cuantificacion de PHAs se obtuvo que nueve de estos aislamientos tienen la capacidad de
producir PHAs. A través de la identificacion molecular utilizando el marcador genético 16S
se logro identificar a nivel de género Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Citrobacter y
Serratia. Estos presentan diferencias estadisticamente significativas en la produccion de
PHAs. Dentro del género Bacillus se presentan variaciones en cuanto al rendimiento y
produccion de PHAs, siendo la cepa PC3 la mayor acumuladora, inclusive por encima del
control Cupriavidus necator. Por lo que la cepa PC3 produce PHA a niveles considerables,
no obstante es importante el desarrollo de curvas de crecimiento y monitoreo de pH y oxigeno
para optimizar la produccién de PHASs tanto en esta cepa como en los demas aislamientos
bacterianos relacionados filogenéticamente con el género Bacillus y Pseudomonas.
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1. Introduccion

Durante los ultimos afios, se ha generado una problematica ambiental debido al uso
indiscriminado de plasticos sintéticos. La incorporacion de éstos en la vida cotidiana se debe
a que estan presentes en la gran mayoria de productos en el mercado y a su bajo costo,
situacion que ocasiona un descontrol en el uso de los mismos Sin embargo, los plasticos
convencionales presentan una serie de caracteristicas que ocasionan su acumulacion y
persistencia en el ambiente. Dentro de estas estan la resistencia a factores quimicos,
bioldgicos y a la corrosion y su proceso de degradacion es muy lento debido a que pueden
tardar hasta 500 afios en degradarse. A su vez, al degradarse se generan particulas mas
pequefias llamadas microplasticos, los cuales se van acumulando en los mares, playas,
estuarios y rios ocasionando la contaminacion de cuerpos de agua y suelo (Almeida, 2010;
Plastics Europe, 2015).

De la misma manera, estos polimeros sintéticos generan un impacto en los ecosistemas,
debido a que en muchas ocasiones animales como peces, tortugas, aves y mamiferos
acuaticos confunden los fragmentos de plastico que flotan en la superficie del océano con
alimento. La captacion de estos materiales por parte de los organismos marinos se puede
producir por inhalacion, via dérmica, absorcidn o por ingestién, siendo esta Ultima la forma
mas frecuente. Ademas, se ha reportado que el consumo de estas fracciones de plastico puede
provocarles obstruccion gastrointestinal, ulceraciones, perforaciones internas y hasta la
muerte (UNEP, 2016).

Otro de los problemas que presentan los plasticos convencionales, es que funcionan como
transportadores de contaminantes hacia los cuerpos de agua, debido a que tienen la capacidad
de arrastrar sustancias quimicas toxicas. Algunos compuestos con baja solubilidad en agua
como los metales, bifenilos policlorados, diclorodifenil, dicloroeteno y nonifenoles, se
adhieren a los fragmentos de plastico y son transportados a los ambientes acuaticos, lo que

ocasiona un aumento en la persistencia de este tipo de contaminantes (Elias, 2015).
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Por las razones mencionadas, es importante investigar el desarrollo de nuevos materiales
que tengan propiedades muy similares a los plasticos convencionales pero que sean mas
amigables con el ambiente. Una alternativa a esta problematica es producir
polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales son polimeros que se acumulan en forma de granulos
en el citoplasma de las bacterias y que han sido investigados y utilizados para la produccién

de bioplasticos (Kourmentza et al., 2017; Muhammadi et al., 2015).

Con respecto a las ventajas que presenta la produccién de bioplasticos mediante el uso
de bacterias, es que se utiliza un recurso natural para la produccion de un biopolimero, a
diferencia de los plasticos convencionales los cuales provienen de recursos no renovables:
los combustibles fosiles. Ademas, este tipo de bioplasticos evitan la contaminacion generada
por la acumulacion de desechos, debido a que se ha reportado que existen muchos
microorganismos que tienen la capacidad de degradarlos para a su vez obtener energia y
nutrientes, en un periodo corto y sin generar fragmentos de plasticos, razon que los convierte

en los unicos polimeros 100% biodegradables (Akaraonye et al., 2012; VVazquez et al., 2016).

Por su parte, la sintesis y degradacion de los PHAs es totalmente compatible con el ciclo
del carbono y son llamados “polimeros doblemente verdes”, por su origen de fuentes
renovables y ser biodegradables. Por tal razon, la sustitucion de los plasticos convencionales
por bioplasticos, reduciria el efecto contaminante que ejercen los plasticos en el ambiente,
debido a que podrian ser tratados como desechos organicos o bien ser eliminados en los

rellenos sanitarios en periodos cortos de tiempo (Vazquez et al., 2016).

De esta manera, la importancia de este proyecto es que permitid el desarrollo de la fase
preliminar en la produccion de PHASs a nivel industrial, mediante la bioprospeccién de cepas
bacterianas con capacidad de producir PHAs. Ademas, a pesar de que se han descrito varias
cepas bacterianas con la capacidad de almacenar PHAs intracelularmente, no todas tienen el
potencial de producirlo en grandes cantidades, por lo que este trabajo permitio contribuir al
conocimiento actual de las bacterias productoras de PHAS a niveles considerables.
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1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de los PHAS

Los polihidroxialcanoatos (PHAS), son una clase de poliésteres lineales hidrofobicos,
sintetizados y acumulados por una amplia variedad de bacterias y arqueas. Estos funcionan
como reservorio de carbono y energia cuando hay un desequilibrio en las condiciones del
medio, ocasionado por un exceso de fuente de carbono y falta de algin nutriente esencial.
Los PHAs son producidos intracelularmente como granulos citoplasmaticos con una capa
superficial de proteinas y lipidos. En estos granulos o carbonosomas, los PHAS se encuentran
en un estado amorfo y fluido, pero cuando la capa proteica se dafia o el PHA queda expuesto
al medio extracelular, el polimero adopta una estructura parcialmente cristalina, llamada
PHA desnaturalizado o dPHA (Mozejko & Kiewisz, 2016)

El primer PHA descubierto y el que ha sido mas estudiado a lo largo de los afios es el
polihidroxibutirato (PHB) detectado en Bacillus megaterium en 1926 por Maurice Lemoigne.
Este es un poliéster termoplastico de cadena corta, se acumula cerca de la membrana de las

bacterias y representa el 80% del peso seco de la célula (Mohapatraa et al., 2017).

Por su parte, uno de los primeros microorganismos que se utiliz6 para la produccion de
PHA a escala industrial utilizando glucosa como fuente de carbono fue una cepa mutante de
Ralstonia eutropha conocida actualmente como Cupriavidus necator. Esta bacteria ha sido
reportada como el microorganismo modelo para estudiar la sintesis de PHAS y optimizar su
produccién (Pérez et al., 2016). Ademas, tiene la capacidad de producir P (3HB) y el
copolimero P (3HB-co-3HV) el cual ha sido utilizado por Industrias Quimicas Imperio bajo
el nombre de Biopol™. Su sintesis es regulada por tres enzimas: B-ketatiolaza (PhaA),
reductasa acetoacetyl-CoA dependiente de NADPH (PhaB) y PHA polimerasa (PhaC)
(Yousuf, 2017).
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1.1.2 Estructuray clasificacion de los PHA

Mediante diferentes estudios basados en la caracterizacion de los PHAs, se ha
determinado que son polimeros lineales de (R)-3-hidroxiacidos que se caracterizan por tener
el mismo mondmero con diferente radical alquilo que varia de 1 a 14 carbonos. Dependiendo
de la composicién del mondémero varian las propiedades mecéanicas de éstos, por lo que
pueden presentarse desde estructuras cristalinas duras hasta estructuras elasticas (Mozejko &
Kiewisz, 2016).

Se clasifican en tres grupos:

e PHAs de cadena corta (PHASCL): van de 3 a 5 carbonos, son termoplasticos y sus
caracteristicas son muy similares a los plasticos sintéticos. No obstante presentan
mucha rigidez y baja resistencia, lo que los pone en desventaja en comparacién con

los PHAS de cadena media.

e PHAs de cadena mediana (PHAMCL): Van de 6 a 14 carbonos y son considerados

como elastomeros y cauchos.

e PHAs de cadena larga (PHALCL): Contienen mas de 14 atomos de carbono en su

porcion monomérica (Gross & Mekala, 2018).

1.1.3 Sintesis de los PHA

Con respecto a la sintesis de los PHA, estos pueden obtenerse mediante procesos
quimicos y bioldgicos. Quimicamente se obtienen a partir de lactonas y basicamente la
polimerizacion consiste en utilizar catalizadores a base de zinc o aluminio para la apertura
del anillo y catélisis enzimaticas para romper el anillo. Sin embargo este método casi no se
utiliza debido a sus altos costos. En cuanto a la sintesis de PHAs por métodos bioldgicos,
este se descubri6 desde 1923 cuando Francés Maurice Lemoigne encontrd que B. megaterium
producia acido 3-hidroxibutirico (P3HB), por lo que tres afios mas tarde aparecié el

procedimiento donde se describia la obtencion de este polimero utilizando bacterias (Yousuf,
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2017). Al inicio se consideraba como un material lipidico pero en 1950 se descubrié que
consistia de un material de tipo poliéster. Ademas se creia que las bacterias solo podian
producir P3HB, pero en 1974 Wallen & Rohwedder lograron obtener 3HV y 3HHX en
extractos de cloroformo (Gomez, 2013). A partir de ese momento y con el avance de los
estudios relacionados en este campo se establecié que las bacterias podian producir una

variedad de PHAs, tal como se muestra en la Cuadro 1.

Cuadro 1. PHAs sintetizados por diferentes bacterias

Bacteria PHA producido
PHB y PHVB,
P(3HB-co-4HB),
P(3HB-co-3HV-co-5HV), ---
P(3HB-co-4HV-co-3HV),
P(3HB-co-3HV-co-4HV)
PHB y PHVB,

Sustrato especifico

Cupriavidus necdtor
(antes Ralstonia eutropha)

Azohydromonas lata

(antes Alcaligenes lactus)

P(3HB-co-3HP).

P(3HB-co-4HB),

Rhodospirillum rubrum

P(3HB-co-3HV-co-3H4-pentanoato)

4-acido pentenoico o
acido pentanoico

Chromobacterium violaceum

Homopolimero P(3HV)

Valerato de sodio

Delftia acidovarans

P(3HB-co-41B)

1.4-Butanodiol

Methylobacterium

P(3HB-co-4HB)

Metanol + 3-
Hidroxipropionato

Comomonas testoterone

P(3HB-co-4-Hidroxicaproato [HC])
P(3HB-co-3HC-co-3HO)

Sphaerotilus natans

P(3HB-co-3HV)

Glucosa +
propionato de sodio

Tomado de Gomez (2013).

Los PHAs se producen por enzimas que se encuentran en el interior de las células
bacterianas. Estas enzimas llamadas polimerasas o sintasas (debido a que son encargadas de
la polimerizacion) se encuentran en la membrana fosfolipidica que rodea a los granulos de
PHA junto con las enzimas despolimerasas (encargadas de la despolimerizacion o
degradacion). La funcion de la PHA polimerasa es polimerizar los monomeros de (R)-
hidroxialcanoil-CoA ((R)-HA-CoA), liberando una molécula de coenzimaA (CoA) (Ali et
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al., 2018).

Existen muchos genes codificantes para las enzimas que estan directa o indirectamente
relacionadas con la sintesis de PHA, por lo que existen varias rutas metabolicas que las
bacterias pueden utilizar para sintetizar el biopolimero. A través de varias investigaciones se
ha determinado que existen ocho vias a seguir, siendo Acetil-CoA el componente clave para
obtener (R)-hidroxialcanoil-CoA. Sin embargo la via que utilice la bacteria va a depender de
la maquinaria enzimatica que posee y el sustrato utilizado, siendo los azUcares y acidos grasos
las fuentes de carbono més utilizadas. Basicamente las principales enzimas involucradas en
la sintesis de PHASs son: phaA (B-cetotiolasa), phaB (acetoacetil-CoA reductasa), phaC (PHA
sintasa), phaG (proteina transportadora de 3-hidroxiacil-acil Coenzima A transferesa), phal
(enoil-CoA hidratasa), entre otras (Chen & Jiang, 2017).

Las rutas biosintéticas mas conocidas son la degradacion de carbohidratos, la degradacion
de acidos grasos o B-oxidacion y la biosintesis de acidos grasos (Fig. 1). En términos
generales, la sintesis de PHAs de cadena corta se basa en la via de degradacién de
carbohidratos a partir del cual se obtiene acetil-CoA y en donde se ven implicadas tres
enzimas: B-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y PHA sintasa (Ruta I). Esta ruta es la mas
conocida y es la que ha sido desarrollada por la bacteria R. eutropha (C. necator) para la
produccién de PHB. La sintesis de PHAs de cadena media se basa en las vias involucradas
en el metabolismo de acidos grasos. La ruta II utiliza la B-oxidacion de acidos grasos y la
ruta Il utiliza la biosintesis de acidos grasos para producir intermediarios que se convierten
en monomeros, los cuales pueden polimerizarse y formar PHAs de cadena media (Chen &
Jiang, 2017).
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Figura 1. Biosintesis de PHAs. Abreviaciones: PhaA, 3-cetotiolasa; PhaB, (R)-3-cetoacil-CoA
reductasa (para la biosintesis de PHB, la enzima es acetoacetil-CoA reductasa); PhaC, PHA sintasa o
polimerasa; PhaG, (R)-3-hidroxiacil ACP: CoA transacilasa; Phal, (R)- especifica enoil-CoA
hidratasa. PhaC, especifica para monémeros enantioméricos en la configuracién [R]. Tomado de
Gomez 2013.

No obstante cabe resaltar que las rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de PHA
compiten con las vias metabolicas que normalmente desempefian las células como el ciclo
de Krebs, la B-oxidacion de acidos grasos y la biosintesis de acidos grasos. Para la sintesis
de PHAs es necesario cofactores como NADPH y metabolitos como el acetil-CoA. Este
ultimo es el punto clave, debido a que la célula bacteriana lo puede utilizar como sustrato
para producir PHAs o bien para la oxidacién en el ciclo de Krebs. Esto esta relacionado
también con la limitacién de nutrientes, debido a que generalmente la produccion de PHAs

se produce cuando se limita un nutriente esencial y se excede la fuente de carbono. Cuando
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esto ocurre, el acetil-CoA es dirigido hacia la sintesis de PHA, no obstante durante el
crecimiento de la célula la Co-A libre inhibe la B-cetotiolasa, por lo que el acetil-CoA es

utilizado en el ciclo de Krebs (Tsuge et al., 2015).

1.1.4 Biodegradabilidad de los PHAs

En cuanto a la biodegradacion de estos biopolimeros, se ha reportado que existe una gran
variedad de microorganismos presentes en la naturaleza que tienen la capacidad de
degradarlos. Dentro de estos estan las Gram positivas, Gram negativas, actinobacterias y los
hongos. El tiempo que duran en degradarse depende de la composicion y estructura fisica del
polimero, asi como de las condiciones ambientales a las que sean expuestos. Se ha observado
la degradacion de los PHAs en ambientes marinos, salinos, aerobios, anaerobios, entre otros
y se ha evidenciado que bajo condiciones aerobicas pueden ser convertidos en didxido de
carbono (CO2) y agua (H20) y en metano (CH4) en ambientes anaerdbicos. También pueden
ser sujetos a degradacion térmica e hidrolisis enzimatica o bien por la accion de las enzimas

depolimerasas de las células bacterianas (Gross & Mekala, 2018; Muhammadi et al., 2015).

La degradacion enzimatica de PHAs puede implicar dos procesos diferentes: La
degradacidn intracelular y extracelular de PHA. La primera es el proceso por el cual la célula
acumuladora de PHA moviliza su reserva para crecer cuando las condiciones ambientales
vuelven a ser favorables tras un proceso de desequilibrio. Es realizada por PHA
despolimerasas intracelulares, enzimas hidroliticas asociadas a la superficie del granulo de
PHA. Mientras que la segunda, es un proceso por el cual un microorganismo, (no
necesariamente productor de PHA), secreta PHA depolimerasas solubles para hidrolizar
PHA que se encuentra presente en el medio como resultado de la lisis celular de bacterias
productoras de PHA. A su vez, estos microorganismos degradadores utilizan los productos
resultantes como fuente de carbono alternativa en ausencia de sustratos mas adecuados
(Almeida, 2010).
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1.1.5 Produccion vy principales productores de PHAS

La produccion de PHASs se logra cuando hay un exceso de la fuente de carbono y una
limitacion de los nutrientes esenciales como nitrégeno o fosforo en el medio de cultivo. Por
esta razon, se considera una estrategia desarrollada por las bacterias para incrementar su

supervivencia en condiciones de estrés y ambientes cambiantes (Cui et al., 2017).

Existen dos tipos de microorganismos capaces de producir PHAS, los microorganismos
nativos, aquellos aislados de ambientes naturales y los microorganismos genéticamente
modificados. Con respecto a los microorganismos nativos, aproximadamente el 30% de los
aislados del suelo, lodos activados y de altamar tienen la capacidad de producir este
compuesto. Dentro de los géneros reportados con capacidad de acumular PHASs estan:
Bacillus, Pseudomonas, Agrobacterium, Aeromonas, Rhodobacter, Rhizobium, Azotobacter,
Alcaligenes, entre otros (Gross & Mekala, 2018).

Sin embargo, no todos los microorganismos pueden acumular PHAS a nivel industrial
debido a diversas desventajas a nivel biotecnologico tales como la cantidad de polimero
producida, los tiempos de duplicacion extensos, los tiempos de fermentacion y la dificultad
para lisarlas, lo cual complica el proceso de extraccién del PHA (Verlinden et al., 2007). De
esta manera la produccion de PHAs depende del tipo de microorganismo, del sustrato
utilizado y de la maquinaria enzimatica del microorganismo (Ciesielski et al., 2010). Dentro
de los microrganismos reportados que logran acumular PHAs en altas cantidades estan
Bacillus megaterium, Alcaligenes latus, Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovorans,
Azotobacter vinelandii y cepas recombinantes de Escherichia coli, Klebsiella aerogenes,
Alcaligenes eutrophus (Rodriguez et al., 2018; Mozejko & Kiewisz, 2016).

Hasta ahora se ha logrado producir a nivel industrial los polimeros: acido poli-3-
hidrobutirico (P(3HB), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P(3HB- co-3-HV) o
poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (P(3HB- co-4-HB), poli(3-hidroxibutirato-co-3-
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hidroxihexanoato (P(3HB- co-3HHX) y PHAs de cadena mediana (Mozejko & Kiewisz,
2016). Por ejemplo PHB industrial S.A, Brazil utiliza Bacillus sp, la cual produce >90% de
peso seco de P(3HB) al usar cafia de aztcar como fuente de carbono, mientras que ETH,
Switzerland utiliza Pseudomonas putida y é&cidos grasos como fuente de carbono
produciendo cerca del 60% de peso seco de mcl-PHAs (Aeschelmann & Carus, 2015). En
el Cuadro 2 se presenta la situacion mundial de la produccion de PHAS entre los afios 2003
y 2010.

Cuadro 2. Principales productores de PHASs en el mundo entre los afios 2003-2010

Nombre del Combaiiia Sustrato Precio Produccion
producto: PHA s (USS/kg) (Ton/ano)
Bioteclmolv Co Produccion a 25(2003)

Biomer®: P(3HB) S pequeiia 17 (2004) 50 (2003)

Alemania escala  3.75-625 (2010)

PHB industrial /A Caia d 12.5 -15 (2003) 1400 (2005)
BiOC}’Cle(E: P(SHB) mdaustrial >/ ana de I 2UU>

5-15
Company, Brazil azucar 3,12-3.75 (2010)

30-60000 (2010)

Biogreen®: Mitsubishi GAS
- . Metanol 2,75 (2010 10000 (2010
P(3HB) Chemical, Japon etano ( ) ( )
. | Maiz, 14 -17 (2004) i
Mirel™ : P(3 3 : 2
firel™ : P(3HB)  Metabolix, Telles. Aiicar 2.13 (2010) 50000 (2010)
UsS
Enmat®: PHBV, Tianan Biologic
PHBV+Ecoflex Material Co., Ltda. - 4.64 (2010) 10000 (2010)
blend Ningbo, China
Nodax™:PHBH P&G. US - 3.56 (2010) 20000-50000 (2010)
Lianyi Biotech,
Nodax™: PHBH fany1 Blotech ; 5,27 (2010) 2000 (2010)

China

Tomado de Gomez (2013).

Cabe resaltar que para obtener altas productividades se necesita que los medios de cultivo

mantengan una relacion optima entre las fuentes de carbono y los nutrientes esenciales. De
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esta manera, si se realiza una limitacion temprana del algun nutriente durante tiempos
prolongados, se puede obtener como resultado una baja concentracion celular y por ende

rendimientos y productividad del polimero bajos (Cui et al., 2017).

A pesar de que los PHASs se descubrieron a inicios de la década de 1920, su elaboracién
a gran escala se ha visto limitada debido fundamentalmente a los altos costos de produccion,
el cual es mas alto en comparacion con los plasticos convencionales. Se estima que el costo
de produccion de PHB se encuentra entre US$2.25-2.75/lb, de los cuales el 30-40%
corresponde a la fuente de carbono, mientras que para los polimeros derivados del petréleo
el costo se encuentre entre US$0.60-0.87/1b (Singh et al., 2019). Ademas, se ha evidenciado
que la produccion rentable a escala industrial depende de varios factores como habilidad del
microorganismo para emplear una fuente de carbono econémica, velocidad de crecimiento y
sintesis del polimero, costo del medio de cultivo, calidad y cantidad del PHA y el costo de

los procesos subsiguientes para la produccion del polimero (Koller et al., 2017).

Ante esta situacion, actualmente la mayoria de investigaciones se basan en reducir estos
costos, por lo que se han planteado soluciones como blsqueda de cepas nativas con capacidad
de acumular mayores niveles de PHAs, utilizar fuentes de carbono de bajo costo como
desechos agricolas y subproductos industriales asi como evaluar la capacidad del
microorganismo para utilizar estas materias primas econémicas. También algunos estudios
se basan en mejorar los procesos de extraccion y purificacion de los PHAS, la evaluacién de
microorganismos geneticamente modificados, el uso de consorcios microbianos, y la
variacion en las estrategias del proceso fermentativo (en lotes, lotes alimentados y continuo)
(Koller et al., 2017; Rodriguez et al., 2018).

1.1.6 Aplicaciones

Debido a las diferentes estructuras de los PHASs, su uso en el mercado varia, por lo que
pueden ser utilizados en diferentes areas como medicina, farmacia, cosméticos, agricultura,

alimenticia, entre otras. Se ha demostrado que los PHAs son biocompatibles, es decir, no
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producen efectos toxicos en los organismos vivos, por esta razon han sido muy utilizados en
diferentes aplicaciones médicas (Verlinden et al., 2007) como suturas quirdrgicas, parches
de reparacion del pericardio y del tabique auricular, tratamiento dental y maxilofacial,
andamios para la regeneracion de tejidos arteriales, injertos vasculares, valvulas cardiacas y

como sistemas para la liberacion controlada de farmacos y hormonas (Anjum et al., 2016).

Por su parte, en la industria de empaques se han utilizado para la fabricacion de
recipientes para cosméticos, botellas para bebidas, forros de pafales, vasos y cubiertos,
espumas, fibras; en la industria alimentaria para empaques de alimentos (Alvarez, 2016).
También se han utilizado para fabricar materiales de pesca, construccién e industria agricola,
asi como para la eliminacion de los contaminantes organicos liposolubles en el tratamiento

de aguas residuales (Muhammadi et al., 2015).

1.2. Justificacion

A medida que la sociedad se desarrolla, se incrementa exponencialmente la poblacion
mundial, lo que trae consigo una serie de impactos ambientales que se ven reflejados en dos
aspectos: el agotamiento de los recursos naturales y el aumento de los desechos
contaminantes. Este Ultimo aspecto se ve influenciado por los plasticos sintéticos, que al no
ser biodegradables y ser resistentes a diversos factores, se vuelven persistentes en el ambiente

ocasionando contaminacién ambiental (Elias, 2015).

Como consecuencia a esta problematica, surgen diversas opciones con el fin de disminuir
la contaminacion. Una de estas es el reciclaje del plastico, sin embargo los materiales tienen
un tiempo de vida util por lo que sélo se pueden reciclar por un tiempo definido, esto ocasiona
que los plasticos finalmente terminen desechandose en los rellenos sanitarios. Otra de las
opciones que se ha implementado para no generar desechos es la incineracion de los
materiales, sin embargo ésta genera gases de efecto invernadero que incrementan la
contaminacion ambiental (UNEP, 2016).
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Ante esta situacion surge la produccion de PHAs como alternativa a los plasticos
sintéticos. Estos poliésteres presentan las mismas propiedades que los plasticos derivados del
petroleo, pero presentan caracteristicas que los pone en ventaja debido a que son
biodegradables, biocompatibles y producidos por numerosas especies de bacterias. De esta
manera el uso de estos biopolimeros abre un gran potencial en beneficio del ambiente, debido
a que podrian reemplazarse los materiales de origen petroquimico, evitando la contaminacion

por acumulacion de materiales recalcitrantes (Ali et al., 2018; Mozejko & Kiewisz, 2016)

En Costa Rica son pocos los estudios que se encuentran relacionados a la produccion de
PHAs a partir de microorganismos. Uno de los pocos centros de investigacion enfocados en
esta linea es el Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y el Centro
de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la UCR, quienes trabajan de
forma conjunta con 16 socios en un proyecto desarrollado por un consorcio europeo llamado
biotransformacion de biomateriales de frutas y hortalizas de la agroindustria (TRANSBIO).
Una de las lineas de investigacion de este proyecto es el desarrollo del polimero
biodegradable PHB utilizando la bacteria Ralstonia eutropha (conocida actualmente como
Cupriavidus necator) y jugo de banano como fuente de carbono.

Por lo tanto, la importancia del desarrollo de este proyecto es que permitié contribuir al
conocimiento actual de las bacterias productoras de PHAs y a la obtencion de bacterias con
capacidad de produccién PHAs a niveles considerables. De esta manera con esta

investigacion se logro la fase preliminar en la produccion de PHAs a nivel industrial.

Cabe resaltar que esta investigacion se encuentra enmarcada en el area del manejo activo
de los recursos naturales, debido a que se da un aprovechamiento de los recursos, en este
caso los microorganismos aislados de suelos, para el desarrollo de nuevos productos
biodegradables, que reducen en gran medida el impacto a los ecosistemas. De esta manera,
se da un equilibrio sostenible entre el uso del recurso natural y el beneficio que se obtiene de

ese uso (Gomez, 2013).
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de produccion de polihidroxialcanoatos en bacterias aisladas de suelo,
para su potencial aplicacion como plasticos biodegradable a través de fermentaciones con

diferentes fuentes de carbono.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Aplicar técnicas microbioldgicas para el aislamiento, purificacion y caracterizacion

de cepas bacterianas obtenidas a partir de diferentes muestras de suelo.

2. Determinar la capacidad productora de PHAS en bacterias aisladas mediante el uso
de técnicas cualitativas y cuantitativas basadas en métodos de microscopia de

fluorescencia y espectrofotométricos, respectivamente.

3. Identificar molecularmente, mediante el marcador genético 16S ARNTr, las cepas

bacterianas con mayor capacidad productora de polihidroxialcanoatos.

2. Metodologia

2.1. Lugar de trabajo

El desarrollo experimental de esta investigacion se llevd a cabo en la Universidad
Nacional (UNA), localizada en Heredia, Costa Rica y en el Centro Nacional de Innovaciones
Biotecnoldgicas (CENIBiot), ubicado en Pavas, San Jose, Costa Rica.
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2.2. Aislamiento y purificacion de bacterias productoras de PHAS

2.2.1. Obtencion de la muestra

Los sitios de muestreo se seleccionaron de acuerdo a lo argumentado por diferentes
autores, en el cual indican que los suelos agricolas poseen limitaciones nutricionales. Esto
ocasiona condiciones de estrés que les permite a las bacterias la acumulacion y produccién
de PHAs (Gonzalez et al., 2013; Gomez et al., 1996; Moreno et al., 2007, Rodriguez et al.,
2018).

Las muestras de suelo se obtuvieron de tres sitios diferentes: una plantacion de Pifa
(Ananas comosus), ubicada en Pital, San Carlos, Alajuela, Costa Rica (10°29'41.9"N
084°14'39.5"0), una plantacién de banano (Musa AAA) localizada en Cahuita, Limon, Costa
Rica (9°46'6.10"N 82°53'59.27"0) y una plantacion de cafia de azlcar (Saccharum
officinarum) localizado en Jiménez, Cartago (9°53'41.81"N 83°44'52.68"0). Las visitas a
los sitios de muestreo se realizaron el 9 de octubre 2015, 12 de octubre 2015 y 11 de

noviembre 2015, respectivamente.

Para el caso de la plantacion de pifia se seleccionaron dos zonas de muestreo. A una de
las zonas se le llam6 desecho debido a que el suelo del terreno habia sido sometido a un
proceso de labranza y quedaban desechos de rastrojo seco (PD). La segunda zona contenia
rastrojo de pifia fresco y sin cortar (adherido al suelo) y se le llamé cultivo (PC). Para el caso
de cafia de azUcar se eligieron cuatro zonas: desecho (CD) en donde el suelo se encontraba
con restos de cafia seca, cultivo (CC), cachaza (CCH) y bagazo (CB). Mientras que para la

plantacion de banano se eligio solo el cultivo (BC) como zona de muestreo.

En cada una de estas zonas de muestreo se recolectd una muestra compuesta para esto se
seleccionaron cinco puntos distintos de manera aleatoria. En cada punto se recolectaron 100
g de suelo a una profundidad de 10 cm, para obtener un total de 500 g. La muestra de suelo

se almacend en una bolsa estéril con su respectiva rotulacion, se mantuvo a temperatura
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ambiente hasta su almacenamiento a 4 °C durante 24 h previo a su procesamiento.

2.2.2. Aislamiento y purificacion.

De la muestra de suelo se pesaron 10 g y se suspendieron en erlenmeyers de 250 mL que
contenian 90 mL de Agua Peptonada Estéril (APE). Posteriormente, se agitaron a 120 rpm
durante 30 min a temperatura ambiente, en un agitador orbital. Al finalizar, se agitaron en un

vortex por 30 s para asegurar una completa homogenizacion de las muestras.

Se realizaron los aislamientos por el método de dilucién y siembra en placa. De esta
manera, se hicieron diluciones seriadas en agua peptonada hasta 10 y se coloc6 un in6culo
de 100 pL de todas las diluciones en placas petri que contenian Medio Minimo Mineral de
Sales suplementado con glucosa al 20% (MMS) (Anexo 1). Las placas se inocularon por

esparcido.

Las placas se dejaron en incubacion durante 48 h a 30 °C, para obtener el crecimiento
bacteriano. Posterior al tiempo de incubacidn, se seleccionaron por observacion directa los
diferentes morfotipos coloniales, a partir de estos se realiz6 el aislamiento y purificacion de
los consorcios bacterianos nativos. Se realizaron las resiembras necesarias en MMS hasta
obtener cepas puras y se incubaron en las mismas condiciones de crecimiento descritas
anteriormente. Para la caracterizacion de las cepas purificadas se evaluaron caracteristicas

fisicas como color, aspecto, forma, superficie, borde y se realizaron tinciones de Gram.

Las cepas purificadas se enriquecieron en agar tripticasa de soya y se incubaron durante
48 h a 30 °C. Una vez obtenido el crecimiento bacteriano se almacenaron en refrigeracion de

2 °C a 4 °C, para su posterior utilizacion en la induccion de la produccion de PHA.

Las cepas enriquecidas se criopreservaron en tubos eppendorf de 1.5 mL que contenian

caldo cerebro corazon al 30% de glicerol y se mantuvieron a -20 °C.
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2.3. Capacidad de produccion de PHAs en bacterias aisladas.

Para todo el proceso de produccion de PHAs se utilizo Cupriavidus necator ATCC 17699
como cepa control, llamada de aqui en adelante como CN2. Esta bacteria fue donada por el
CITA-UCR.

2.3.1. Induccion de la produccion de PHASs

Se realizaron fermentaciones para cada una de las cepas purificadas y para la bacteria
control, para esto se utilizé un medio liquido de induccion de PHA (Medio KS) (Khanna &
Srivastava, 2005) (Anexo 2) suplementado con fuente de carbono. Para cada bacteria se

utilizaron tres fuentes de carbono: Sacarosa 20g/L, lactosa 20g/L y glicerol 20g/L.

Inicialmente las bacterias se colocaron en condiciones para la produccion de biomasa.
Para esto se tomd una asada de la bacteria, se colocd en un Erlenmeyer que contenia 50 mL
de TSB (BD Tryptic Soy Broth) y se incubd en agitacion durante 24 h a 30 °C a 150 rpm en
un agitador orbital. Esto se realiz6 por triplicado para cada cepa, de manera que se obtuviera

biomasa para el proceso de induccidon con las tres fuentes de carbono.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion en agitacion, se transfirieron los 50 mL del
cultivo a un tubo cénico de 150 mL y se centrifugd a 4000 rpm a temperatura ambiente
durante 10 min. Luego se decantd el sobrenadante y se resuspendié el pellet con Medio KS
+ fuente de carbono, para luego colocar ese resuspendido en un Erlenmeyer que contenian
25 mL de Medio KS + fuente de carbono (Sacarosa, lactosa, y glicerol). Finalmente se
incubaron en agitacion durante 72 h a 30 °C a 150 rpm.

Transcurrido este tiempo de incubacién se seleccionaron aquellas bacterias que tenian la

capacidad de acumular PHASs, segun se describe a continuacion.
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2.3.2. Seleccion de bacterias con capacidad de acumular PHAs

Para seleccionar las cepas productoras de PHAs, se desarrolld la técnica de tincion
con sulfato de nilo azul A utilizando microscopia de fluorescencia. El sulfato de nilo azul A
es una oxazina basica soluble en agua y en alcohol etilico. La forma oxazona se forma por la
oxidacion del Azul del Nilo A en solucion acuosa y es soluble en lipidos neutros que se
encuentran en estado liquido a la temperatura de coloracion (Ostle & Holt, 1982). Debido a
la naturaleza lipofilica de este colorante los granulos de PHAS que se encuentran inmersos

en el citoplasma de las células bacterianas se tifien.

De esta manera, transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugé a 5000 rpm durante
5 min a temperatura ambiente 1.5 mL del cultivo bacteriano y resuspendié en agua destilada.
De la suspensidn se realizé un frotis el cual se tifid con una solucion acuosa de sulfato de nilo
azul al 1% y se coloco en un horno de conveccion a 55 °C durante 10-15 min. Se realizaron
lavados con agua destilada, acido acético 8% durante un minuto y agua destilada nuevamente,
y finalmente se visualizaron los frotis tefiidos en un microscopio de fluorescencia Axio Scope.
Al. El sulfato de nilo azul emite fluorescencia entre 570-580 nm, por lo que se tom6 como
resultado positivo si la bacteria se mostraba fluorescente (fluorescencia naranja), indicando
la presencia de granulos de PHAs. Este método permite analizar cualitativamente la
produccién de polimeros, debido a que la intensidad de la fluorescencia observada esta
directamente relacionada con la concentracion del polimero en el interior de la célula (Bello
et al., 2009).

Las fermentaciones de las bacterias que presentaron fluorescencia se procesaron para
posteriormente utilizarlos en la cuantificacion de PHAs. Para esto, se transfirieron las
fermentaciones de KS + fuente de carbono a tubos cénicos de 15 mL y se centrifugaron a
4000 rpm, a temperatura ambiente durante 10 min. Se descarté el sobrenadante y se almaceno
el pellet a -20 °C, hasta ser utilizado en el proceso de cuantificacion.
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2.3.3. Cuantificacion de la produccion de PHAS

La determinacion cuantitativa de PHAs se realizo de acuerdo al método propuesto por
Nordeste et al. (2010) con algunas modificaciones. Este método consiste en descomponer
qguimicamente el polimero PHB en sus unidades monoméricas, las cuales luego van a ser
convertidas en un compuesto que se puede medir por espectrofotometria. Esto se logra al
hervir una muestra que contenga PHB con &cido sulfurico concentrado, lo que ocurre es una
reaccion de deshidratacion que convierte las unidades monomeéricas del &cido hidroxibutirico
en 4cido crotonico. Este ultimo absorbe la radiacion ultravioleta (UV) a 235 nm y aparece
como un pico agudo en el espectro. De esta manera se ha determinado que la cantidad de
radiacion UV absorbida por el acido crotonico es directamente proporcional a la cantidad de
PHB presente en la muestra, por lo que este método se puede utilizar para cuantificar el PHB

mediante un espectrofotometro UV.

Se agregd 5 mL de TBS (Tris-buffered saline) 1X al tubo conico que contenia pellet de
la bacteria fluorescente y se resuspendid. De esta resuspencion se tomo una alicuota de 2 mL,
se traspasO a un tubo de vidrio, se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente y se descartd el sobrenadante. Posteriormente se agreg6 un volumen de 3 mL de
hipoclorito de sodio al 24%, se homogeniz6 con ayuda de un vortex y se incub6 a 37 °C a
2500 rpm durante 1 h. Esto permite una completa digestion de los componentes celulares a
excepcién del PHB. Transcurrido el tiempo de incubacién, se centrifugd a 5000 rpm durante
5 min a temperatura ambiente, y se descartd el sobrenadante. Se realizaron lavados por
duplicado con 10 mL de agua MiliQ, 9 mL de acetona y 9 mL de metanol. Se dej6 evaporar
el metanol en uno horno de conveccion a 80 °C durante 1 h. Seguidamente se agregd un
volumen de 10 mL de cloroformo, se taparon bien los tubos y se colocaron en un horno de
conveccion a 75 °C hasta que el PHB se disolviera. Se tom6 1 mL de esa suspension por
triplicado y se colocaron los tubos sin tapar en un horno de conveccion a 75 °C hasta que se
evaporara el cloroformo. A cada tubo se le adicion6 10 mL de &cido sulfarico concentrado,
se sellaron completamente y se colocaron en un horno de conveccién a 94 °C-96 °C durante
1 h, para una completa conversion del PHB a &cido crotonico, se dejo enfriar a temperatura
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ambiente y se homogenizo en un vortex.

Finalmente se determind la absorbancia a 235 nm en un espectrofotometro UV/VIS Jasco
V-730. Se utilizaron cubetas de cuarzo y acido sulfurico concentrado como blanco. La
absorbancia de la muestra se utilizé en la ecuacion de la curva estandar para determinar la
concentracion de PHA. En el anexo 5 se muestra la curva de calibracion utilizada para realizar

los calculos de concentracion de PHAS en las cepas bacterianas.

Con base a los valores de concentracion obtenidos mediante la curva de calibracién se
realizaron los siguientes calculos:

ug (Abs + b) 50)
%

c — )= ——— T % (—
PHA (mL) m 3

Donde el factor 53—0 corresponde a un factor de ajuste, derivado del procesamiento de la

muestra, desde el proceso de fermentacidn hasta el proceso de cuantificacion de PHAs.

Mpra(9)

. 9
Biomasappy, (Z) = 70

Donde
Mpya = Cpya(ugmL™) * V(mL) x 107°
PHA. m
Rendimiento especifico (ggFC ) = ;g:a;?)
Donde

Mpya = Cpya(ugmL™) * V(mL) x 107°
FC= Cpc(gL™) V(L)



31

2.3.4. Curva de calibracién para la cuantificacion espectrofotométrica de PHAS

Se pes6 0.01 g de PHB comercial ALDRICH CAS: 29435-48-1 en un tubo de vidrio al
cual se le adicionaron 10 mL de cloroformo, se tap6 y se calentd en bafio maria a 65 °C -
70 °C hasta que la solucion se aclard. Esta corresponde a una solucion stock de 1 mg/mL de
PHB. Se tomo6 1 mL de esta solucion stock, se transfirio a un tubo de vidrio, se agregaron 9
mL de cloroformo, se calent6 nuevamente a 65 °C - 70 °C durante 20 min y se agito por
ultimo en un vortex. Esta corresponde a una solucién 100 pg/mL PHB. De esta Gltima
solucion patrén se tomaron alicuotas de 1000 pL (10 pg/mL), 800 pL (8 pg/mL), 600 uL (6
pg/mL), 400 pL (4 pg/mL), 200 pL (2 pg/mL), se depositaron en cinco tubos de vidrios y se
calentaron a una temperatura de 40°C para evaporar el cloroformo. Una vez que todo el
cloroformo se evaporo, se le agregaron a cada uno de los tubos 10 mL de H2SOs y se
colocaron dentro de un bafio de agua en ebullicién a 94 °C-96 °C por 20 min hasta lograr una
completa conversion del PHB en acido crotonico. Es importante asegurar que no entre

humedad en los tubos y que la presion interna no sea muy alta (Nordeste et al., 2010)

Posteriormente, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se mezclaron
vigorosamente, para luego medir su absorbancia en un espectrofotdmetro. Para esto se tomo
aproximadamente 1ml de cada muestra, se depositd en una cubeta de cuarzo y se midié la

absorbancia a 235 nm (pico caracteristico del acido crotonico).

2.4. Identificacion molecular de las cepas bacterianas con capacidad productora de
polihidroxialcanoatos.

2.4.1. Extraccion de ADNg, protocolo de PCR convencional y secuenciacion

La identificacion molecular de las cepas bacterianas se llevo a cabo mediante la deteccion
y amplificacion de ARNr 16S utilizando la técnica de PCR (Park & Crowley, 2005). La
extraccion del ADN se realizd segun lo indicado por Araya (2010) (Anexo 4). Para medir la

concentracion y el grado de pureza del ADN se utilizd6 un Nanodrop Thermo Scientific
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Modelo 2000, para esto se coloco 1,5 pL de la suspension de ADN extraido en el lector éptico
del equipo y se midio la absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm. Ademas, se realiz6 un gel
de agarosa al 1% con GelRed 1X en una camara de electroforesis con 1X buffer TAE. Se
cargaron 5 pL de ADN + 1 pL de loading buffer (Nucled Acid Sample Loading buffer 5X,
Biorad), y se utilizé 2.5 pL de Marcador de Peso Molecular (Generuler 1kb plus DNA ladder

+ Gel red, Fermentas).

La amplificacion de los fragmentos de ADN se llevo a cabo en un termociclador AB
Applied Biosystems utilizando las siguientes condiciones: 1 ciclo de 94 °C por 5 min, 10
ciclos touch-down de 94 °C por 30°s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 20 ciclos de 94 °C por
30s,55°C por 30 sy 72 °C por 1 miny finalmente 1 ciclo de 72 °C por 10 min. Cada
reaccion de PCR contenia: 10 pL de Master Mix Ready to Use Thermo Scientific, 7 puL de
agua libre de ADNasas, 0.5 pL de primer reverse, 0.5 pL de primer forward y 2 puL de ADN.
Los primers utilizados fueron 338f (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') y 518r (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3') (Park & Crowley, 2005).

Una vez realizada la corrida de PCR, se realiz6 un gel de agarosa al 1% con GelRed 1X
en una camara de electroforesis con 1X buffer TAE (Tris-Acetate-EDTA). Se cargaron 5 pL
de ADN + 1 pL de loading buffer (Nucled Acid Sample Loading buffer 5X, Biorad), y se
utiliz6 2.5 pL de Marcador de Peso Molecular (Generuler 100 pb plus DNA ladder + Gel

red, Fermentas).

Para la secuenciacion todas las muestras se marcaron en dos direcciones por medio del
Kit BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Primeramente se realizo una limpieza
de los productos de PCR. Para esto se utilizd por cada reaccion: 0.5 pL de Enzima Exol, 1
uL de Enzima Fast AP (Fosfatasa Alacalina) y 5 uL del producto de PCR. Se incubd a 37 °C
por 15 min y luego a 85 °C por 15 min. Una vez limpios los productos de PCR se procedio a
realizar la reaccion de secuenciacion por duplicado, de manera que una reaccion se hizo para
la hebra forward y otra reaccion para la hebra reverse. Por cada reaccion se utilizé: 1 uL de
Ready Reaction Mix, 1.5 pL de Buffer RRM, 1 pL de Primer, 5 pL de agua libre de ADNasas
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y 1.5 pL de producto de PCR limpio. La reaccion se incubo durante 1 h. Seguidamente se
realizd la purificacion de la reaccion de secuenciacion con el kit de purificacion BigDye®
XTerminator™ (Applied Biosystems), para lo cual por cada reaccion se utilizo: 22.5 pL de
SAM solucién, 5 pL de X terminator y 5 pL del producto de la reaccion de secuenciacion.
Luego se colocaron en agitacion a 30x100 rpm por 30 min y se centrifugaron a 15000 rpm
en una microcentrifuga por 10 min. Finalmente, se dispensaron 10 puL de ADN en los pozos
de microplacas y se realizd la secuenciacion en un analizador genético automatizado 3130xI
(Applied Biosystems), ubicado en el Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas
(CENIBIot). Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacion fueron editados utilizando

el programa DNA Baser v4.36.0.

2.4.2. Andlisis bioinformaticos

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas mediante el programa en linea
BLASTN (Altschul et al., 1990) disponible en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),
para realizar la respectiva identificacion nucleotidica comparando cada secuencia editada con
la base de datos de secuencias nucleotidicas almacenadas en la plataforma. Posteriormente,
se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas utilizando el programa
Geneious 5.6.7 entre las secuencias editadas de las cepas productoras de PHA con las
secuencias reportadas en la base de datos del NCBI (GenBank) y se utilizd Lactobacillus
como grupo externo. Se utiliz6 el MAFFT aligment, con el algoritmo G-INS-i y un scoring
matrix de 100 PAM/k=2. Se realizaron bloques de 200 a 1200 pb (el total de alineamiento

fue de 1559 pb) y se hizo un realineamiento con los blogues.

Ademas, se realiz6 un arbol filogenético para determinar el posicionamiento taxonémico
de las secuencias obtenidas. Para esto se utilizd un algoritmo de méaxima verosimilitud
derivado del programa raxmlGUI v.7.4.2 (Stamatakis et al., 2005) bajo el modelo de
sustitucion nucleotidica GTRGAMMA, el cual se obtuvo mediante el programa jModelTest
v2.1.10 (Darriba et al., 2012) bajo el criterio de informacion de Akaike (AIC) y mediante un

analisis basado en 2000 repeticiones. Finalmente, el arbol se edit6 en el programa FigTree
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v1.4 (Rambaut, 2009).

2.5 Andlisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas en la biomasa de PHAs producida en cada una de las cepas.
Los valores se ajustaron a Intervalos de Bonferroni. Para estos andlisis se utilizo el programa
STATGRAPHICS Centurion XV. Para el disefio del grafico se utiliz6 el programa R.

3. Resultados

3.1 Aislamiento de bacterias productoras de PHASs

Se obtuvieron un total de 31 aislamientos bacterianos de suelos agricolas, de los cuales
solo nueve se consideraron para el presente estudio, debido a que estos fueron los que se
mostraron positivos en la produccion de PHAs en las pruebas cualitativas y cuantitativas. La
gran mayoria de estos aislamientos bacterianos corresponden a Bacilos Gram positivos, sin
embargo la PD2 corresponde a un Coco Gram positivo. Cabe resaltar que la cepa PC3 fue el

unico aislamiento que presentd una forma y borde filamentoso (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Caracterizacion morfoldgica de aislamientos bacterianos obtenidos de suelos agricolas.

Cepa Color Aspecto Forma Superficie Borde Gram Morfologia

PC3 Blancotiza Tiza-seco Filamentosa Convexa Filamentoso Positivo Bacilos

Cremosa
PD2 Blancacrema  opaca Circular Plana Redondo Positivo Cocos
Blanca
BC7 transparente Opaco Puntiforme Plana Redondo Positivo Bacilos
Cremosa
BC8 Blanca opaca Circular Plana Redondo  Negativo  Bacilos
Crema- Opaca con
CD4 amarillo anillo Circular Plana Redondo Positivo Bacilos
Crema Opaca sin
CD9 amarillo anillo Circular Plana Redondo Positivo Bacilos
CD10  Amarillo Cremosa Circular Plana Redondo Positivo Bacilos
Plano-
CC5 Transparente  Mucosa Circular convexa Redondo  Negativo  Bacilos
Plano-
CC6 Blanca Cremosa Circular convexa Redondo  Negativo  Bacilos

3.2 Seleccidn de bacterias con capacidad de acumular PHAS

Se detectaron nueve aislamientos bacterianos como positivos para la acumulacion de
PHAs al emitir fluorescencia naranja con la tincion sulfato de nilo azul A. El cultivo en el
gue se presentaron la mayor cantidad de bacterias fluorescentes fue el de cafia de azUcar. Por
su parte con respecto al sustrato utilizado, se obtuvo que los nueve aislamientos bacterianos
pueden utilizar el glicerol como fuente de carbono, mientras que ocho cepas bacterianas

utilizan sacarosa y seis utilizan lactosa. Cabe resaltar que la cepa PC3 solo produce PHAs al
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utilizar glicerol y que las cepas CD4 y CD10 no producen PHAS con lactosa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Cepas de bacterias aisladas de diferentes zonas de muestreo de suelos de plantaciones
agricolas.

Fluorescencia segun fuente de
Zona de

Plantacion muestreo Cepa carbono

Sacarosa Lactosa Glicerol

Pifia Cultivo PC3 +

Desecho PD2 + + +

Banano Cultivo BC7 + + +

BCS8 + + +

Cafa Desecho CD4 + +

CD9 + + +

CD10 + +

Cultivo CC5h + + +

CC6 + + +

Control positivo CN2 + + +

3.3 Cuantificacion de la produccién de PHAs

Se encontrd que existe una diferencia estadisticamente significativa en la produccion de
biomasa en la cepa PC3 con un P< 0.05 (Fig. 2). La cantidad de polimero recuperada fue de
0.021 g/L (£0.014) siendo el valor minimo y 1.24 g/L (£0.531) como valor maximo (Fig. 2).
Por su parte, se obtuvo que la mayor cepa productora de PHAs es PC3 al utilizar glicerol
como fuente de carbono (PC3G) (Fig. 2), presentando un rendimiento especifico de 0.0621g
PHA/g FC y una biomasa de 1.24 g/L (Cuadro 4). Ademas, PC3G mostré valores mas altos
en comparacion con el control CN2G (Cupriavidus necator en glicerol como fuente de
carbono) (Cuadro 5, Fig. 2).
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Cuadro 5. Productividad de PC3G y control CN2G Cupriavidus necator utilizando glicerol como
fuente de carbono.

Cepa PC3G CN2G

Concentracion de PHA (ug/mL) 1242.28 873.42
Rendimiento especifico (g PHA/g FC) 0.0621 0.044
Biomasa de PHA (g/L) 1.24 0.87

Con respecto a los otros aislamientos bacterianos, la biomasa producida presenta valores
muy similares entre ellos pero por debajo de los encontrados en la cepa PC3 (Fig. 2). Ademas,
se puede observar que en términos generales no existe una tendencia de preferencia hacia
alguna de las fuentes de carbono. Sin embargo se muestra que BC7 produjo mas PHAs con
glicerol y CD10 produjo méas PHAS con sacarosa.
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Gliceral Lactosa Sacarosa Glicerol Lactosa Sacarosa Glicerol Lactosa Sacarosa Glicerol Lactosa Sacarosa Glicerol Lactosa Sacarosa
Fuentes de Carbono

Figura 2. Biomasa de PHAs producida por diferentes aislamientos bacterianos obtenidos de suelos

agricolas, utilizando diferentes fuentes de carbono.
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3.4 ldentificacion molecular de las cepas bacterianas con capacidad productora de

polihidroxialcanoatos.

De acuerdo al arbol de posicionamiento taxondémico se formaron siete agrupaciones o
“clusters” (Fig. 3). La cepa BC8 se localiza en el primer grupo y se encuentra relacionada
con las especies del genero Pseudomonas. La cepa CC6 ubicada dentro del grupo dos se
encuentra cercanamente relacionada a Serratia marcescens, mientras que la cepa CC5 se
encuentra en el tercer grupo y esta relacionada con especies del género Citrobacter. Por su
parte, la cepa resultante como la mayor productora de PHA, la PC3, se ubica en el cuarto
grupo Yy se encuentra relacionada con especies del género Bacillus y la cepa BC7 ubicada
dentro del grupo cinco parece estar cercanamente relacionada con Bacillus cereus. La cepa
PD2 se localiza en el grupo seis y parece estar relacionada con Staphylococcuss, mientras
que las cepas CD10, CD9, CD4 forman el dltimo grupo y se encuentra relacionadas con el
género Bacillus. De esta manera se muestra que en este trabajo los aislamientos bacterianos

fueron identificados a nivel de género.
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Figura 3. Arbol filogenético de las cepas productoras de PHAs basado en el analisis de maxima

verosimilitud. La cifra en cada rama representa el soporte de “bootstrap”, generado a través de 2000

permutaciones. Los valores bootstrap menores a 70 no se muestran en la figura.

4. Discusion

En los Gltimos afios se han estudiado muchos microorganismos que tienen la capacidad

de producir PHAs, dentro de estos se encuentran las bacterias Gram positivas y Gram

negativas (Rodriguez et al., 2018). A pesar de que en la literatura se reporta que la mayoria

de bacterias que producen PHAs a escala industrial son las Gram negativas, en esta

investigacion la mayoria de aislamientos bacterianos que lograron acumular PHAs fueron

Gram positivos.
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Uno de los aislamientos bacterianos que es un bacilo Gram positivo y que presenta
caracteristicas morfologicas diferentes al resto de los aislamientos es la cepa PC3. Esta
presenta una forma y borde filamentoso con un aspecto y color blanco tiza. Segun Tortora et
al. (2007), el crecimiento filamentoso representa una ventaja en ambientes tan competitivos
como el suelo o lodos, debido a que les confiere una mejor relacion superficie-volumen por

lo que la captacion de nutrientes se ve favorecida.

Aunque existen varios ambientes naturales en donde se han logrado aislar bacterias con
capacidad productora de PHAs como mares, lodos y manglares (Muhammad et al., 2015), es
en los suelos agricolas donde se presenta el mayor nimero de aislamientos bacterianos. Estos
ultimos han sido los més utilizados por diferentes autores para el aislamiento de bacterias
productoras de PHAs, debido a que poseen limitaciones nutricionales, lo que ocasiona
condiciones de estrés que les permite a las bacterias la acumulacion y produccion de PHAS
(Gonzélez et al., 2013).

Con respecto a los suelos agricolas de donde se aislaron las muestras en la presente
investigacion, la plantacion de Saccharum officinarum fue donde se obtuvo la mayor cantidad
de bacterias productoras de PHA. Estos resultados concuerdan con lo reportado en estudios
anteriores, en donde la mayor cantidad de bacterias productoras de PHAS provienen de
cultivos de cafia de azlcar (Gonzélez et al., 2013; Gémez et al., 1996; Moreno et al., 2007,
Rodriguez et al., 2018). Por su parte, Moreno et al. (2007), mencionan que esto se debe a que
lo suelos de los cultivos de cafia de azGcar mantienen niveles altos de carbono y niveles bajo
de nitrégeno, por lo que como respuesta al estrés ocasionado por el desbalance de nutrientes,

los microorganismos acumulan PHAS.

A pesar de que se han aislado varios microorganismos con capacidad productora de PHAsS,
muchos de estos no pueden ser considerados como productores a nivel industrial debido a
que la capacidad de sintetizar PHASs es insuficiente. De esta manera, las investigaciones

actualmente se basan no solo en la busqueda de microorganismos que tengan la capacidad de
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producir PHAS, sino que tengan la capacidad de producirlos en altas cantidades para su

produccién a gran escala (Naranjo, 2010).

Una de las bacterias que tiene la capacidad de acumular altas cantidades de PHAS es
Cupriavidus necator, razon por la cual se utiliz6 como control (CN2) en esta investigacion.
El proceso de fermentacion de esta bacteria es uno de los mas efectivos, debido a que es
capaz de sintetizar 76% de P(3HB) y 110 g/L del copolimero P(3HB-co-3HV) en un proceso
de fermentacion “fed batch” manteniendo las concentraciones de glucosa entre 10-20 g/L
durante 50 horas de cultivo (Kim et al., 1994). Recientemente, el acido oleico y 1-pentanol
han sido utilizados para producir 66% de peso seco de P (3HB-co-3HV) de un nuevo
aislamiento de Cupriavidus sp (Shantini et al., 2015). Por su parte Pérez et al., (2016),
demostré que C. necator 293 DSM 545 alcanz6 una concentracion de PHB de 4.91 g/L y una
productividad de 0.05 g/L.h en un fermentacidn tipo “batch” utilizando glicerol como fuente

de carbono.

En el presente trabajo, la cepa catalogada como la mejor productora de PHAs utilizando
glicerol como fuente de carbono es la PC3 (filogenéticamente relacionada con el género
Bacillus), llegando a obtener valores por encima de los obtenidos por Cupriavidus necator.
Esto se puede deber a que ambas cepas presentan condiciones de crecimiento y produccion
de PHA distintas. Esto ha sido reportado por Naranjo (2010) en un estudio en el cual compara
la produccién de PHB de Cupriavidus necator NCIMB 11842 con Bacillus megaterium; este
autor menciona que existe una diferencia marcada en la velocidad de crecimiento y en los

tiempos de fermentacion entre cada microorganismo.

Para el caso de C. necator, la fase de latencia se presenta entre las horas 0-69 h, la fase
exponencial se observa a partir de la hora 69 hasta la hora 130 y de ahi en adelante se registra
una fase estacionaria. El tiempo de fermentacion total fue de 140 horas con una concentracion
final de biomasa de 9.42¢g/l. Mientras que para B. megaterium, la fase de latencia se presenta
entre las horas 0-4, la fase exponencial se observa a partir de la hora 4 hasta la hora 27 y de

ahi en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentacion total fue de 45
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horas y alcanzando una concentracién de biomasa de 5.7g/I.

De esta manera el autor postula que existe una diferencia en los tiempos de fermentacién
y que C. necator requiere tiempos de fermentacion mas largos, ya que mientras que C.
necator alcanza su mayor productividad de 0.0682 g de PHB/I*h en 140 h utilizando 20 g/L
de glicerol, B. megaterium alcanza una maxima productividad de 0.0248 g de PHB/I*h a las
45 h utilizando la misma concentracion de glicerol. Ademas, menciona que la hora de inicio
de produccion de PHB para C. necator es a las 116 h mientras que para B. megaterium es a
las 10 h.

Esto podria explicar el hecho de que la cepa PC3 presenta valores mas altos de
concentracion, rendimiento especifico y biomasa en comparacion a C. necator, debido a que
el tiempo de fermentacion en la presente investigacion fue de 72 h y como se menciona
anteriormente C. necator requiere de tiempos de fermentacién més largos para lograr obtener
una mayor produccion cuando se utiliza glicerol como fuente de carbono. De esta manera el
tiempo de fermentacion utilizado en la presente investigacion favorecio a la cepa PC3 en la
produccién de PHAs, al obtener una mayor cantidad de PHAs en comparacion a C. necator

y a las demas cepas.

Por otro lado, se obtuvo que una gran parte de las cepas productoras de PHAs
corresponden al género Bacillus. Las especies del género Bacillus se han convertido en
organismos modelo en la industria debido a que presentan una serie de caracteristicas que los
ponen en ventaja en comparacion con otros microrganismos. Dentro de estas estan su
estabilidad genética, presentan una mayor tasa de crecimiento en comparacion con otras
bacterias, la ausencia de lipopolisacaridos en su capa externa hace que la extraccion de PHAs
sea mucho mas sencilla, por lo que es de gran ventaja en la produccion de PHA, son capaces
de producir PHAs mediante fuentes de carbono de bajo costo, tienen la capacidad de segregar
una cantidad de enzimas hidroliticas que pueden utilizarse en la industria para diferentes fines

lo que permite compensar los costos de produccion de PHAs (Mohapatraa et al., 2017).
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No obstante el principal inconveniente que presenta este género para la produccion de
PHAs es su naturaleza esporulante, debido a que tanto la esporulacion como la formacion de
los granulos de PHASs se producen cuando existen condiciones de estrés. De esta manera,
algunas investigaciones se han basado en inhibir la esporulacion manteniendo condiciones
de pH acido y deficiencia de potasio, estas estrategias no solo inhiben la formacion de esporas
en Bacillus sino que también pueden mejorar la productividad de los PHA (Mohapatraa et
al., 2017).

Investigaciones previas han reportado que existen varias especies del género Bacillus con
capacidad de acumular PHAs. Dentro de estas se encuentran: Bacillus megaterium, B. cereus,
B. sphaericus, B. circulans, B. brevis, B. licheniformis, B. mycoides, B. firmus, B. sphaericus,
B. y thuringiensis. Ademas, se han caracterizado por sintetizar diferentes homo y
copolimeros tales como P(3HB), P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-3HHX), P(3HB-co-4HBco-
3HHXx), P(3HB-co-6HHXx-co-3HHX) (Katircioglu et al., 2003; Porwal et al., 2008; Rodriguez
et al., 2018). No obstante en esta investigacion solo se logro la identificacion molecular a
nivel de género, por lo cual seria importante ampliarla a nivel de especie utilizando otro

marcador molecular diferente al 16S.

Se ha reportado que el género Bacillus es un grupo muy heterogéneo y que existe una
variacion en los niveles de PHASs producidos segun la subespecie (Shrivastav et al., 2010).
Esto se logro evidenciar en esta investigacion debido a que las cantidades de PHAs
producidas varian dentro del mismo género Bacillus. Ademas, de acuerdo a varios autores,
la produccion de PHAs depende del tipo de microorganismo, del metabolismo del mismo, e
inclusive las curvas de crecimiento de un microorganismo del mismo género pueden
presentar diferencias de una especie a otra. Se ha reportado que la acumulacion de PHAs
depende de los genes involucrados en las rutas biosintéticas de PHA, por lo que la presencia
de una clase u otra de PHA sintasa dependera del tipo de microorganismo del que se trate.
En un estudio realizado por Kihara et al. (2017), se determind que tanto B. cereus y B.
megaterium acumulan PHAS, pero el grupo de genes pha que codifican para proteinas

implicadas en la biosintesis de este biopolimero son diferentes. De los siete genes del grupo
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pha que analizaron, cinco presentaron homologia entre B. cereus YB-4 y B. megaterium
(phaRYB4, phaBYB4, phaCYB4, phaQYB4 y phaPYB4), sin embargo ORF1 y phalYB4
no se encontraron en B. megaterium. Esto puede explicar las variaciones en las
concentraciones de PHAs en las diferentes cepas que fueron relacionadas filogenéticamente
con el género Bacillus, de manera que al tener diferentes proteinas implicadas en la

biosintesis de PHAS se van a presentar variaciones en la acumulacion de PHAs.

Por otra parte, se ha demostrado que la mayor produccion de PHASs se produce al cabo
de las 72 horas, razon por la cual las mediciones cualitativas y cuantitativas se realizaron
durante este tiempo en esta investigacion. Ademas, segun algunos estudios, las primeras 24
h funcionan para inducir la produccién de biomasa y es en la fase estacionaria a las 72 horas
donde se da una mayor produccion del biopolimero (Gonzalez et al., 2013). De acuerdo a
Rojas (2006), cuando no existe crecimiento bacteriano (fase estacionaria) debido a la
ausencia total de nitrégeno en el medio, la cantidad de carbono excedente es utilizada en la
sintesis de PHAs.

No obstante, cabe resaltar que existen algunas cepas bacterianas que presentan una mayor
acumulacion de PHAs durante la fase exponencial. En un estudio realizado por Gonzélez et
al. (2013), la concentracion final de PHB a las 72 horas varia segun la especie. Este autor
reporta que Pseudomonas aeruginosa presenta una concentracion de 45 pg/pL en su pico
méaximo a las 72 horas, mientras que para P. pseudomallei al cabo de las 72 horas la
concentracion es muy baja, llegando a 8.15 pg/uL. De igual manera la concentracion final
varia en P. cepacia, presentando una mayor concentracion de PHAs a las 48 h (168 pg/uL).
Adicionalmente, de acuerdo a una curva de crecimiento realizada para P. pseudomallei se
obtuvo una concentracién superior de PHAs de 85 pg/pL durante fase de crecimiento a las
24 h, sin embargo a las 72 horas vuelve a aumentar tanto la concentracion celular y PHAs
(42.5 pg/uL), no obstante esta concentracion es baja en comparacion a la obtenida a las 24 h.
Esto refleja el hecho de que existen algunas cepas que producen una mayor concentracion de
PHAs durante la fase exponencial, por lo que las bajas concentraciones obtenidas en este

estudio para la cepa BC8 relacionada filogenéticamente con el género Pseudomonas, puede
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deberse a que la cepa aislada de esta investigacion no le favorece una mayor produccion a

las 72 horas.

Lo anteriormente mencionado también ha sido reportado por Durner et al. (2001) y
Klinke et al. (2000), quienes reportan que algunas especies del género Pseudomonas
acumulan PHASs durante el crecimiento exponencial. Rojas et al. (2006) explican que en esta
fase, la disponibilidad de carbono intracelular se realiza por la ruta metabolica Entner-
Doudoroff (EDP), ya que la ruta oxidativa de las pentosas fosfato no estd activa y las
reacciones para la generacion de Ribosa-5-fosfato (R5P) participan de acuerdo al sentido
inverso de la ruta pentosa fosfato (PP). De esta manera el flujo de Acetil-CoA se dividen en
tres fracciones: sintesis del polimero, sintesis de citrato en ciclo de los acidos tricarboxilicos
(CAT) y en las rutas anabdlicas (involucradas en la construccién de aminoacidos, lipidos,
etc). En este esquema, la fraccion mayor de Acetil-CoA es utilizada para la generacion de
PHAs, lo cual disminuye el flujo hacia el ciclo CAT y hacia las rutas anabdlicas que lo

consumen.

Es importante mencionar también que a lo largo de varias investigaciones se ha
demostrado que el tipo de fermentacion y la limitacion de nutrientes varia de un género a
otro, por lo que este es un punto clave para obtener un mayor porcentaje de acumulacion de
PHAs. Varios autores han determinado que para el caso de Cupriavidus necator las mayores
concentraciones de PHASs se obtienen al utilizar una fermentacion en lote alimentado (Fed-
Batch) con altas concentraciones de fuente de carbono y baja concentraciones de nitrégeno
(Cavalheiro et al., 2009; Lee et al., 2008; Schmidt et al., 2016). Ademas Shantini et al. (2015)
menciona que la fermentacion mediante “fed-batch” resulta en un incremento de 200% en la
productividad. Cavalheiro et al. (2009) obtuvo 51.2 g/L de P (3HB) utilizando glicerol
comercial como fuente de carbono y nitrogeno ((NH4)2SO4) como factor limitante. El
mismo autor obtuvo 38.1 g/L de P (3HB) al utilizar un desecho de glicerol obtenido de una

planta productora de biodiesel y nitrdgeno como limitante.

En cuanto a los géneros Pseudomonas y Bacillus segin diversos estudios se ha
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determinado que el proceso fermentativo que mas les favorece es la fermentacion discontinua
o0 “batch”. Para ¢l caso de Pseudomonas algunos autores realizan una limitacion de nitrogeno
en la fermentacion mientras que otros no consideran estas condiciones limitantes. Por
ejemplo Gumel et al. (2014) reportan porcentajes de acumulacion de PHASs de 49.7-68.9%
(10.12-15.45 g/L) en P. putida al utilizar &cidos grasos como fuente de carbono y nitrégeno
como limitante. Mientras que He et al. (1998) con P. stutzeri al utilizar glucosa como fuente
de carbono sin limitacion de nitrégeno obtuvo un 52% de acumulacion de PHA. Por su parte
algunos autores han utilizado decanoato (nitrégeno como limitante) (Hori et al., 2002), &cido
terephatalico (nitrogeno como limitante) (Kenny et al., 2008) y acido 10-undecinoico (sin
limitacién de nitrégeno) (Kim et al., 2000) como fuente de carbono obteniendo porcentajes
de acumulacion de PHA de 23%, 27% y 1.8-37.4% respectivamente, en diferentes cepas de
P. putida. Por su parte, Khandpur et al. (2012) obtuvo un 60% de acumulacién de PHA en P.
aeruginosa al utilizar bagazo de cafia de aztcar como fuente de carbono y sin limitacion de

nitrégeno.

Con respecto al género Bacillus, Lopez et al. (2012) obtuvieron que al comparar la
fermentacion discontinua (Batch) y fermentacion en lote alimentado en B. megaterium, la
primera favorece la acumulacion de PHB, al obtener un 59% en comparacién al lote
alimentado (Feed-batch) donde se obtuvo un 29% de acumulacion de PHB. Ademas los
mismos autores evaluaron el efecto de la limitacidén de nutrientes, encontrando que cuando
hay una mayor proporcion de carbono a nitrégeno ocasiona una menor acumulacion de PHB,
en comparacion a cuando no existe un desbalance de nutrientes. Kulpreecha et al. (2009)
obtuvieron en B. megaterium utilizando melaza de cafia de azlcar un 62% de acumulacion
de PHB en una fermentacién discontinua o Batch, mientras que este porcentaje bajo a un 42%

cuando realizaron el proceso con limitacion de nutrientes.

La fermentacion en lote alimentado o Fed-batch es capaz de desencadenar dos etapas
metabolicas diferentes necesarias para acumular altos niveles de PHB: crecimiento celular
equilibrado con baja biosintesis de biopolimeros, seguida de una alta biosintesis de PHB sin

produccién de biomasa residual. Sin embargo, para el caso de las especies de Bacillus, es
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tipico encontrar resultados opuestos, debido a que la energia normalmente utilizada para
producir PHB también se emplea para la formacion de esporas, lo que resulta en una
disminucion de la sintesis de PHB cuando se imponen estas condiciones limitantes (Lopez et
al., 2012). De esta manera se ha demostrado que en el caso del género Bacillus la limitacion
de nutrientes en las fermentaciones inducen la formacion de esporas y por tanto una baja
productividad de PHB.

Cabe resaltar también que existen varios factores que pueden afectar la produccién de
PHAs, dentro de ellos se encuentra el pH. Segun Gomez et al. (1996), el pH ideal que
favorece tanto el crecimiento como la acumulacion por bacterias productoras de PHAS es de
7.0, razdn por la cual se ajusto este valor en los medios de cultivo para la acumulacion de
PHA. Sin embargo, algunos estudios demuestran que el pH varia durante las fases de
crecimiento y que un descenso en el mismo puede repercutir en la formacién de PHAs. Se ha
determinado que este descenso puede ser atribuido tanto al consumo de los iones de amonio
como al metabolismo de los acidos grasos libres provenientes de la ruptura de los triglicéridos
por accion de las lipasas bacterianas (Gonzélez et al., 2013). No obstante en un estudio
realizado por Avila (2007), se determin6 que la cepa P. putida IPT 046 acumula PHAs en
cantidades considerables a pesar de presentar un descenso en el pH, probablemente debido a
qgue las PHA sintasas en este linaje actian bajo un pH mas acido, lo que favorecié la
produccién del polimero en mayores cantidades. De esta manera, esto demuestra que
posiblemente las bajas concentraciones de PHAs obtenidas en las cepas bacterianas se
pueden deber a una variacion en las PHA sintasas y que a su vez el pH puede influir en el

funcionamiento de las mismas.

Otro de los factores que puede influir en la acumulacion de PHAS es el nivel de oxigeno.
Lasala et al. (2004) menciona que las bajas concentraciones de PHASs pueden deberse a una
oxigenacion elevada, que desvia el metabolismo hacia cuotas de respiracion mas altas, mayor
oxidacion del sustrato y por tanto menor disponibilidad de Acetil-CoA, sustrato requerido
para la produccion de PHAs. Por lo tanto, cuando existen bajos niveles de oxigenacion y

exceso de fuente de carbono, el metabolismo energético genera elevadas concentraciones de
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NADH+ y Acetil-CoA que deben ser convertidos en formas osméticamente neutras que no

afecten el balance redox de la célula y esto conlleva a la sintesis de PHAs.

En relacion a las fuentes de carbono utilizadas en esta investigacion, se mostré que no
existe una tendencia de preferencia hacia una de las fuentes de carbono utilizadas. Sin
embargo se mostré que dependiendo de la cepa bacteriana, va a producir mas PHAs de
acuerdo a la fuente de carbono utilizada o como el caso de la cepa PC3 que solo produce
PHAs al utilizar glicerol como fuente de carbono. Se ha reportado que dependiendo del tipo
de microorganismo, de la ruta metabdlica y de la maquinaria enzimatica de las bacterias, va
a favorecer el uso de una u otra fuente de carbono para la acumulacién de PHAs. Por este
motivo es que algunas bacterias les favorece utilizar glicerol como sustrato, mientras que

otras optan por utilizar azucares para la produccion de PHAs (Shrivastav et al., 2010).

Existen varios estudios reportados que utilizan glicerol como fuente de carbono. Ashby
et al. (2011) encontr6 que P. oleovorans NRRL B-14682 produce 2.84 g/L y 2.54 g/L de
biomasa con alto y bajo contenido de glicerol respectivamente y que P. corrugata 388
alcanzé un crecimiento celular maximo de 2.1 g/L utilizando co-productos de la produccion
de biodiesel. De la misma manera, Cavalheiro et al. (2012) en un estudio utilizando C.
necator obtuvo rendimientos de sustrato en polimero (YPHA/S) entre 0.05y 0.11gPHA/gs y
productividades (PPHA) entre 0.15 y 0.35 g/L*h, mediante estrategias de lote alimentado.
Con la misma cepa, Naranjo (2010) reporté productividades de 0.024 y 0.1068 g/L*h,

variando las concentraciones iniciales de glicerol.

Cabe resaltar que el glicerol ha sido utilizado por diferentes autores debido a que se puede
encontrar subproductos de este que reducen los costos de produccion. En particular, el
glicerol residual es una fuente de carbono econémica para el proceso de produccion de PHA
debido a que es un subproducto de la transesterificacion de aceites empleados en el proceso
de fabricacion de biodiesel (Shrivastav et al., 2010).

Por su parte, se ha reportado que entre sacarosa y lactosa, la primera favorece la
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acumulacién de PHAs, esto debido a que genera un 5% de acetil Co-A, produciendo mas
PHAs. Ademas, la sacarosa es un azucar formado por glucosa y fructosa y esta Ultima es un
azucar de cinco carbonos, mientras que la lactosa estd compuesta por glucosa y galactosa y
ambas son hexosas, por lo que la estructura de las moléculas puede influir en la degradacion
de las mismas por parte de las bacterias. En un estudio se obtuvo que 44 de 108 aislamientos
bacterianos, producian PHAs cuando se utiliz6 sacarosa como fuente de carbono. Esto
representa una ventaja a nivel industrial, debido a que se podria utilizar sustratos econémicos
como la melaza que contiene un 36% de sacarosa y asi se reducir los costos de produccién
del polimero (Mozejko & Kiewisz, 2016).

En relacion a la cepa CC5 identificada molecularmente dentro del género Citrobacter,
muestra bajas producciones de PHAs, mostrando los valores méas altos cuando se utilizd
sacarosa como fuente de carbono. Estos datos concuerdan con estudios realizados
anteriormente, en donde la mayor produccion se encuentra en su fase estacionaria al cabo de
las 72 horas, sin embargo produce muy bajas cantidades de PHAS en comparacion con otras
cepas (Arshad et al., 2007; Gonzélez et al., 2013). De acuerdo a curvas de crecimiento
realizada por Gonzalez (2013) presenta valores de 7.70 pg/uL y de 31 pg/uL en fase

estacionaria.

En cuanto al género Staphyloccocus no existen estudios que la definan como una
productora eficiente de PHAs. Algunas investigaciones han detectado la presencia de
inclusiones de PHAs al realizar tinciones lipofilicas en cepas de este género (Lépez et al.
2008; Martinez et al. 2018; Rodriguez et al. 2018), sin embargo no figura como una de las
cepas con alta capacidad de produccién de PHAS. Esto se evidencia en este trabajo, debido a
que si bien la cepa PD2 relacionada filogenéticamente con Staphylococcus muestra
inclusiones fluorescentes de PHAs, las cantidades de PHAs producidas son muy bajas en
comparacion con el control C. necator (CN2).

Con respecto al género Serratia se ha reportado que tiene la capacidad de acumular PHB

cuando hay una deficiencia de nitrégeno y un exceso en la fuente de carbono. Algunos
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estudios reportan que este género es capaz de acumular monomeros de HA cuando se somete
a un estrés alcalino (pH de 8.6-9.2). Kritika et al. (2016) analizaron diferentes variables para
estandarizar cuales eran las mejores condiciones para producir PHB. En resumen ellos
obtuvieron que al utilizar xilosa como fuente de carbono, sulfato de amonio como fuente de
nitrégeno, un pH de 7.0 y una temperatura de 25 durante 48 horas Serratia sp.es capaz de

producir un 37.50% de PHB de su peso seco.

5. Conclusiones

e Los suelos del cultivo de Saccharum officinarum favorecen el crecimiento de cepas
potencialmente productoras de PHASs debido a que al mantener niveles altos de carbono
y niveles bajo de nitrégeno ocasiona un estrés celular en las bacterias que se ve reflejado
en la acumulacion de PHAs.

e EIl método de digestion con &cido sulfarico es un método eficiente para la cuantificacion
de PHAs a nivel de bioprospeccion.

e La presente investigacion brinda un aporte al conocimiento de las cepas nativas que
tienen la capacidad de acumular PHAs y aquellas que son capaces de producirlo en altas
cantidades.

e La cepa PC3 identificada preliminarmente dentro del género Bacillus es la mejor
productora de PHA en la presente investigacion al utilizar glicerol como fuente de
carbono y un tiempo de fermentacion de 72 h.

e La produccion de PHAs presenta variaciones inclusive entre especies de un mismo
género, debido a que a pesar de que gran parte de los aislamientos bacterianos
corresponden a Bacillus, solo la PC3 logro producir PHAS en altas cantidades.

e La fuente de carbono utilizada por los aislamientos bacterianos para la acumulacién de
PHAs varia de una cepa bacteriana a otra, por lo que no existe una tendencia de
preferencia hacia alguna de las fuentes de carbono. Hay bacterias que les favorece la
produccién de PHAs en glicerol, otras en sacarosa y otras en lactosa.

e Este estudio permitio desarrollar la fase preliminar en la produccion de bioplasticos
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producidos por microorganimos: la biosprospeccion de bacterias con capacidad de
producir PHAs, por lo que esta investigacion funciona como una alternativa

biotecnoldgica para la reduccion del uso de polimeros sintéticos.

6. Recomendaciones

e Realizar curvas de crecimiento de los nueve aislamientos bacterianos productores de
PHAs para determinar cual es el pico maximo de produccion y con ello poder
caracterizar la cinética de crecimiento para su posible escalamiento y utilizacion.

e Realizar una fermentacién con tiempos maés largos para el caso de C. necator para
comparar los tiempo 6ptimos de C. necator con la cepa PC3.

e El pH y laoxigenacion son factores importantes que pueden influir en la acumulacion
de PHAS, por lo que es importante monitorearlos durante las fases de crecimiento
bacterianos.

e Caracterizar el tipo de PHA producido por medio de técnicas quimicas como HPLC
o0 cromatografia de gases.

e Completar la identificacidbn molecular de las bacterias a nivel de especie por medio
de un marcador molecular més especifico que el 16S como el pyrH, el gyrB, recA.

e Se podria evaluar la produccion de PHAs con desechos agroindustriales como por
ejemplo aceites de cocina en aquellas bacterias que produjeron PHAs en glicerol,
lactosuero en aquellas que produjeron en lactosa y melaza en aquellas que produjeron
en sacarosa, esto aportaria en la busqueda de fuentes de carbono de bajo costo para

disminuir los costos de produccién de PHAs.
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8. Glosario.

Labranza: es la remocion de la capa vegetal del suelo, que se realiza antes de la siembra,
para facilitar la germinacion de la semilla y el crecimiento, desarrollo y produccion de la

planta cultivada. Asi mismo permite el control de malezas y busca el mejoramiento de las
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propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo.

Rastrojo: es el conjunto de restos de tallos hojas que quedan en el terreno tras cortar un
cultivo

Cachaza: subproducto de la industria azucarera. Es utilizada para el mejoramiento de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo. Es rica en Fésforo, Calcio, Nitrégeno y baja en

Potasio. También es una fuente importante de Zinc, Boro y carbono.

Bagazo: subproducto de la industria azucarera. Es parcialmente utilizado en calderas o para

la extraccion de subproductos como alcohol.
Lactonas: compuesto organico del tipo Ester ciclico

Aluminoxanos: compuestos que se obtienen de la hidrdlisis parcial de compuestos de

trialquilalumino

Poliésteres: Resina plastica que se obtiene mediante una reaccion quimica y que es muy

resistente a la humedad y a los productos quimicos.
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9. Anexos.

Anexo 1. Medio Minimo Mineral de sales (MMS)

Reactivo Cantidades para 1L
Na:HPO4 * H2O 128 ¢
KH2PO4 30
NaCl 059
NH4CI 19
Agar 15¢
MgSQO4 * 7TH20 1M 2mL
Glucosa al 20% 20 mL
CaCl, 1M 0.1 mL
Cicloheximida 500 mg
Nota: pH 7.0

Anexo 2. Medio KS para induccion de PHB

Reactivo Cantidades para 1L
(N H4)2SO4 24
KH2PO4 29
NazHPO4 069
MgSQO4_7H20 029
CaCl; 20 mg
Elementos traza 10 mL
Yeast extract 01g

Nota: pH 7.0



63

Reactivo Cantidades para 1L
ZnS04_7H20 1.3 mg
FeSO4_7H20 0.2mg

(NH4)sM07024_4H>0 0.6 mg
H3BOs3 0.6 mg

Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN gendmico en bacterias

1. Preparacion de las disoluciones

1 molar Tris-HCI pH 8.0: por cada mililitro de disolucién se debe pesar 0.121 g de Tris
base (peso molecular 121.14 g/mol). En una balanza granataria se pesa la cantidad apropiada
de Tris base, se agrega en un beaker y se disuelve en agua ultrapurificada y esterilizada sin
llegar al volumen final, con ayuda de un agitador-calentador magnético y una pastilla
magnética. Cuando el Tris base esté disuelto, se coloca el electrodo del pH metro dentro de
la disolucion en agitacion y se ajusta el pH a 8.0, con la ayuda de HCI 10 My HCI 1 M. Se
debe tener cuidado de no sobrepasar el volumen final. Se ajusta al volumen final en una

probeta y se trasvasa a una botella previamente esterilizada en autoclave.

0.5 molar EDTA pH 8.0: por cada mililitro de disolucion se debe pesar 0.186 g de EDTA
sal disddica (peso molecular 372.24 g/mol). En una balanza granataria se pesa la cantidad
apropiada de EDTA sal disodica, se agrega en un beaker y se disuelve en agua ultrapurificada
y esterilizada sin llegar al volumen final, con ayuda de un agitador-calentador magnético y
una pastilla magnética. Cuando el EDTA sal disddica esta disuelto, se coloca el electrodo del
pH metro dentro de la disolucion en agitacién y se ajusta el pH a 8.0, con la ayuda de NaOH
10 M y NaOH 1 M. Se debe tener cuidado de no sobrepasar el volumen final. Se ajusta al

volumen final en una probeta y se trasvasa a una botella previamente esterilizada en autoclave.

5 molar NaCl: por cada mililitro de disolucion se debe pesar 0.292 g de NaCl (peso
molecular 58.44 g/mol). En una balanza granataria se pesa la cantidad apropiada de NaCl, se

agrega en un beaker y se disuelve en agua ultrapurificada y esterilizada sin llegar al volumen
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final, con ayuda de un agitador-calentador magnético y una pastilla magnética. Se ajusta al

volumen final en una probeta y se trasvasa a una botella previamente esterilizada en autoclave.

Buffer de extraccion de ADN (100 mL): la concentracion final de los componentes del
buffer de extraccion son las siguientes: 200 mM Tris HCL, 1.4 M NaCl 1.4 M, 20 mM EDTA,
2% (m/v) CTAB, 2% (m/v) PVP, 2% (v/v) B-mercaptoetanol.

En un beaker previamente autoclavado se agrega 10 mL de 1 M Tris HCL pH 8.0, 28 mL de
5MNaCly4mLde0.5MEDTAY 20 mL de agua ultrapura. Luego se agrega 2 g de CTAB,
se incorpora una pastilla magnética y se coloca el beaker en un agitador-calentador. Se aplica
agitacion y calor a una temperatura de 70°C hasta que se disuelva el CTAB. Luego se agrega
2 g de PVP hasta que se disuelva. Se ajusta el volumen a 100 mL en una probeta y se trasvasa
a una botella previamente esterilizada en la autoclave. En una capilla extractora de gases se
agrega 200 pL de B-mercaptoetanol. Se almacena el buffer de extraccion a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

Buffer TE (Tris-EDTA): a partir de las disoluciones 1M Tris-HCI pH 8.0 y 0.5M EDTA

pH 8.0, se prepara el buffer TE concentracion final de 10 mM y 1 mM respectivamente.

Buffer TE con ARNasa: se prepara al momento de disolver el ADN. Por cada 50 uL de
buffer TE, se agrega 1 uL de ARNasa (10 mg/mL).

Mezcla de cloroformo: octanol (100 mL): en una capilla extractora de gases se mide 96
mL de cloroformo en una probeta y se aforaa 100 mL agregando 4 mL de octanol. Se trasvasa

a una botella previamente autoclavada.

Isopropanol enfriado a -20°C: en un tubo cénico de 50 mL se agrega 50 mL de isopropanol

y se almacena a -20°C.

Etanol al 70% (100 mL): en una probeta se agrega 70 mL de etanol absoluto y 30 mL de

agua ultrapura. Luego se trasvasa a una botella previamente autoclavada y se almacena a -
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20°C.

2. Procedimiento para extraccion de ADN

1.

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

De la placa petri con el crecimiento bacteriano, se toma una asada y se inocula en un
tubo eppendorf de 2 mL que contiene 100 pL de agua desionizada. Se centrifuga a 15000
rpm por 5 min y se descarta el sobrenadante. El pellet obtenido es sobre el cual se trabaja.
Se agrega 750 pL de buffer de extraccion de ADN precalentado a 65 °C.

Se agita la mezcla en un vortex.

Se incuban los tubos en un blogque calentador a 65 °C durante 20 min agitando cada 5
min.

Se retiran los tubos del bloque calentador, se agrega 750 uL de Cloroformo-Octanol
(24:1) y se mezcla invirtiendo los tubos al menos 20 veces.

Se centrifugan los tubos por 5 mina 15000 rpm

Se extrae 300 pL del sobrenadante y se transfiere a un tubo de 1.5 mL previamente
rotulado.

Se agrega 300 pL de isopropanol enfriado a -20°C.

Se colocan los tubos en un vortex por 5 min.

Se centrifuga a 15000 rpm por 5 min.

Se descarta el sobrenadante con cuidado de no desprender el pellet.

Se agrega 500 pL de etanol al 70% enfriado a -20°C.

Se centrifuga por 2 min 15000 rpm y se descarta el etanol.

Se seca el resto de etanol colocando los tubos en un bloque térmico a 42 °C por 20 a 30
min. Inspeccionar los tubos para asegurarse de que se secé todo el etanol.

Se resuspende el pellet con 50 pL de buffer Te con ARNasa.

En un bloque térmico se incuban los tubos a 37 °C por 30 min.

Se almacena el ADN a -20°C hasta usarlo para las reacciones de PCR.

Cuantificacion del ADN en NanoDrop

Agitar los tubos con el ADN en un vortex antes de iniciar con la medicion.
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Limpiar la superficie superior e inferior del NanoDrop con un papel libre de peluza
humedecido con agua ultrapura.

Abrir el programa propietario del NanoDrop y seleccionar la aplicacion de acidos
nucleicos.

Subir el brazo superior del Nanodrop y colocar una gota de 1.5 pL de buffer TE en el
pedestal de la superficie dptica inferior.

Bajar el brazo superior con cuidado de no golpear fuertemente la gota y seleccionar la
opcién "Measure Blank™.

Limpiar las superficies superior e inferior con una toalla libre de pelusa.

Escribir el nombre la muestra en el recuadro superior derecho del programa.

Colocar una gota de 1.5 pL del ADN en el pedestal de la superficie éptica inferior.

Bajar el brazo superior con cuidado de no golpear fuertemente la gota y seleccionar la
opcion "Measure".

Repetir los pasos 6 a 9 para hacer una segunda medicion del ADN.

La lectura de concentracion de ADN (ng/uL) entre la primera y la segunda medicién no
debe diferir en 20 ng/pL. Si esto ocurre se debe realizar una tercera lectura.

Se continda con la medicion del resto de las muestras y al finalizar se imprime el informe

para usar los datos de concentracién de ADN para las diluciones respectivas
Dilucién del ADN
Con base en la concentracion de ADN obtenida por el NanoDrop, se ajusta la concentracion

de ADN a aproximadamente 50 ng/uL haciendo una dilucion en un tubo de 1.5 mL. Se

sigue el siguiente procedimiento:

Cnix Vi=Cnax V3

donde Cnl es la concentracion del ADN obtenida en el NanoDrop, V1 es el volumen que
debera medirse para realizar la dilucion, Cn2 es la concentracion final (50 ng/uL) del ADN

y V2 es el volumen final de la nueva disolucién. Por ejemplo, se asume una concentracién
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obtenida en el NanoDrop de 200 ng/uL y se preparan 100 uL de disolucion final a 50 ng/uL:

por lo que el calculo es el siguiente:

200 ng/uL x V1 =50 ng/uL x 100 uL

V1 = (50 ng/uL x 100 uL) / 200 ng/uL

V1=25uL

Por lo tanto se toman 25 uL del ADN a 200 ng/uL, se agregan en tubo de 1.5 mL debidamente

rotulado con el nombre la muestra y se adiciona 75 uL de agua ultrapura.

Anexo 4. Curva de calibracién
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Figura 4. Curva de calibracion utilizada para la produccién de PHASs en aislamientos bacterianos

obtenidos de suelos agricolas.



