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Resumen

Titulo: Identificacion y caracterizacion de bacterias productoras de polihidroxialcanoato (PHA) aisladas de muestras

de suelos del departamento de Santander

Autor: Christian Javier Mier Villamizar

Palabras Clave: Poliésteres, biopolimeros, medicina, biotecnologia.

Descripcion: Los polimeros plasticos derivados del petréleo acarrean serios problemas ambientales en la actualidad,
principalmente debido a la alta resistencia a degradacién y su bajo costo de produccion. Actualmente, la produccién
global de plasticos equivale a un poco mas de 400 millones de toneladas al afio; aproximadamente el 40 % del plastico
producido se emplea para empaques en Europa, de acuerdo con datos reportados por Plastic Europe, 1a Asociacion de
Fabricantes de Plasticos de Europa y EPRO (Asociacién Europea de Organizaciones de Reciclado y Recuperacién de
Plasticos). Para combatir la necesidad de un plastico que posea una degradaciéon ambiental a mediano plazo, provenga
de recursos renovables y pueda ser implementada para multiples aplicaciones médicas, industriales y de agricultura,
estdn los ésteres de polihidroxialcanoato (PHA), una familia de mondmeros que a lo largo de los afios han demostrado
ser una excelente alternativa. En este proyecto de investigacion se analizaron tres muestras de suelo de diferentes partes
de Santander, dando como resultado 27 aislados bacterianos, los cuales 11 fueron PHA positivas empleando azul
nilo como colorante y observandolo bajo el microscopio de fluorescencia. La identificacién monomérica se realizé
usando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS), junto con la confirmacion de estos

resultados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) uni- y bidimensional y andlisis por termogravimetria (TGA).

Trabajo de grado

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.

Director: William Fernando Hidalgo Bucheli, Doctorado en Quimica.
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Las bacterias con mayor produccién fueron identificadas como Acinetobacter calcoaceticus 'y Klebsiella pneumoniae
subsp. rhinoscleromatis con una acumulacion de 59 % y 97 % del monémero acido 3-hidroxibutirico (3HB) en funcion

de su PHA total extraido respectivamente.

Abstract

Title: Identification and characterization of polyhydroxyalkanoate (PHA)-producing bacteria isolated from soil sam-

ples in the department of Santander

Autor: Christian Javier Mier Villamizar ™

Keywords: Polyesters, biopolymers, medicine, biotechnology.

Description: The high resistance to degradation and low production cost of plastic derived from petroleum make it a
serious environmental problem. Currently, the world produces about 400 million tons of plastic per year. About 40 %
of the plastic made in Europe is used for packaging, according to data from Plastic Europe, the European Plastics
Manufacturers Association and EPRO (European Association of Plastics Recovery and Recycling Organisations). To
combat the need for a plastic that degrades slowly in the environment, comes from renewable resources and can be
used in many different medical, industrial and agricultural applications, there are polyhydroxyalkanoate (PHA) esters,
a family of monomers that have been shown to be an excellent alternative over the years. In this research project,
three soil samples from different parts of Santander were analyzed, resulting in 27 isolated bacteria, of which 11 were
PHA positive using Nile blue as a dye and observing it under a fluorescence microscope. Monomeric identification
was performed using gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS), along with confirmation of these

results by one- and two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) and thermogravimetric analysis (TGA). The

Bachelor Thesis

ek

Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.
Director: William Fernando Hidalgo Bucheli, Doctorado en Quimica.
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bacteria with the highest production were identified as Acinetobacter calcoaceticusand Klebsiella pneumoniae with
an accumulation of 59 % and 97 % of the monomer 3-hydroxybutyric acid (3HB) based on its total extracted PHA,

respectively.
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Introduccion

La explotacion de recursos fésiles para satisfacer la demanda actual de productos plésticos es una
seria amenaza para los medios marinos y terrestres, con consecuencias en términos de calentamien-
to global, riesgos en la salud, y ambientes contaminados. Las propiedades quimicas y fisicas de
estos materiales los hace altamente resistentes a la degradacion. Por la complejidad del material y
los niveles de contaminacion, muchos paises del mundo estdn optando por opciones diferentes a los
derivados del petréleo; en este escenario las alternativas que presenten menor impacto ambiental.
Entre ellos se encuentran los polihidroxialcanoatos (PHA); bio-polimeros producidos intracelular-
mente por organismo bacterianos como fuente de energia almacenada en granulos. Estos materiales
fueron descubiertos en bacterias de tipo Bacillus megaterium en 1925 por el cientifico francés Le-
moigne [7, 8, 9, 10]. Desde 1974 se han realizado innumerables estudios para descubrir nuevos
mondmeros pertenecientes a la familia de estos poliésteres, junto con la caracterizacion y clona-
cion de los genes involucrados en la sintesis de estos polimeros estudiados [11]. En 1995 se tenian
reportados 91 tipos diferentes de mondmeros, aumentando a 150 4cidos (R)-hidroxialcanoicos re-
gistrados en el 2020 [12, 13]. Otro de los descubrimientos mds relevantes fue la caracterizacion
del primer copolimero y la ruta de biosintesis del PHA (1990s), como también la dilucidacién de

la estructura cristalina de las principales enzimas responsables para su biosintesis en el 2017 [14].

Actualmente, muchas de estas utilidades estdn destinadas a la medicina o salud en general gra-

cias a la biocompatibilidad; entre estas aplicaciones médicas se encuentran ingenieria de tejidos,
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parches para bioimplantes y sistemas de liberacion de medicamentos, entre otros [2]. De igual
manera se han podido ampliar las aplicaciones a sectores como los agricolas e industriales como:
implementacion de paquetes y envoltorios cotidianos. Actualmente, las ramas de investigacion mds
importantes para la sintesis de PHA, son la reduccién del costo de produccién, métodos de me-
nor contaminacién para la extracciéon y modificacion genética bacteriana para mejoramiento de
produccion en los microorganismos productores. Esta investigacion se enfocé en la identificacion,
caracterizacion y cuantificacion de los PHA sintetizados por bacterias provenientes de muestras de
suelo del departamento de Santander, Colombia. La investigacién tuvo como finalidad encontrar
bacterias PHA positivas que puedan ser utilizadas a nivel industrial, con caracteristicas nombradas
en la literatura como que contengan un porcentaje de PHA intracelular mayor al 70 % en funcién de
su masa seca, y que contengan el dcido 3-hidroxibutirico como mondmero principal en la cadena

polimérica.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Caracterizar bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHA) en muestras de suelos del de-

partamento de Santander.

1.2. Objetivos especificos

1. Aislar e identificar bacterias productoras de polihidroxialcanoatos en muestras de suelos del

departamento de Santander.

2. Caracterizar los Polihidroxialcanoatos producidos por las bacterias que presentaron mayor

produccién de bioplasticos.

3. Identificacion bioquimica de las bacterias que presentaron mayor produccion de bioplastico.
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2. Marco teodrico

2.1. Generalidades de los polihidroxialcanoatos (PHA)

Los PHA se separan principalmente en tres grupos, los PHA de cadena corta (scl-PHA, por sus
siglas en inglés) caracterizados por poseer unidades monoméricas entre 3 a 5 dtomos de carbono
y los PHA de cadena media (mcl-PHA, por sus siglas en inglés) con unidades monoméricas entre
6 a 14 atomos de carbono y por dltimo los PHA de cadena larga (Icl-PHA, por sus siglas en
inglés) los cuales contiene unidades monoméricas con 15 o més dtomos de carbono [15, 16, 1].
Una molécula de PHA contiene usualmente entre 600 a 35000 unidades monoméricas de acidos
grasos (R)-hidroxi [4]. Cada unidad monomérica posee un grupo funcional en una cadena lateral
R que usualmente puede ser un grupo alquilo saturado (Figura 1) pero también pueden ser grupos
alquilo insaturados, o grupos alquilo ramificados y grupos alquilo sustituidos, aunque estas formas

son exoticas de encontrar [17].

Estos poliésteres se encuentran almacenados dentro del microorganismo (bacteria) en forma de
"granos"(Figura 2). Estos grdnulos pueden alcanzar tamafios de entre 0,2 a 0,5 um; cada uno
contiene alrededor de 103 a 104 cadenas poliméricas; la pared externa se encuentra recubierto
por una mono-capa de fosfolipidos donde se presentan multiples enzimas (enzimas polimerizantes
junto con enzimas despolimerizante) [18, 19] junto con proteinas estructurales conocidas como

phasins [20], las cuales son los componentes predominantes en la superficie del granulo e influyen
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R 0
| |
CH C
D/ \\c/
H, "

Poly(3-hydroxyalkanoate)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutyrate)

ethyl C, Poly(3-hydroxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl C. Poly{3-hydroxyheptanoate)
pentyl C‘Zs Poly(3-hydroxyoctanoate)
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decyl C, Poly(3-hydroxytridecanoate)
undecyl C. Poly(3-hydroxytetradecanoate)
dodecyl C, Poly(3-hydroxypentadecanoate)
tridecyl C, Poly(3-hydroxyhexadecanoate)

Figura 1
Estructura quimica de los polihidroxialcanotatos (PHA) [1].

en su tamafio y en su forma [20].

Una gran parte de los polihidroxialcanoatos son polimeros semicristalinos. Debido a esto, sus
propiedades térmicas y mecdnicas se representan en términos de la temperatura de transmision
(Tg) o de la temperatura de fusion (T,,). Estas caracteristicas se muestran en la Tabla 1 para los
tipos de PHA producidos por bacterias comtinmente empleadas [23]. En condiciones normales, los
scl-PHA son polimeros termopldasticos, lo que permite ser moldeados arriba de sus puntos de fusién
[15]. Este tipo de PHA exhibe un grado de cristalinidad de 60 a 80 %. Sin embargo, a medida que

el contenido de 3-hidroxivalerato (3HV) aumenta, esta cristalinidad disminuye del 30 y 40%. La



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 20

Figura 2
Vista de grdnulos de PHA intracelulares y su forma esquemdtica.

(@) Micrografia electrénica de transmision
de Cupriavidus necator recombinante la cual
contiene 90 % de su peso seco en PHA [21]. (b) Illustracion esquematica de un granulo de PHA intracelular [22].

PHA

PHA polymerase

PHA depolymerase
Phospholipid monolayer

Phasins

adicion de 3HV también genera que la temperatura de transmision u fusion disminuyan; haciendo
asi que los copolimeros de cadena corta sean materiales mds utilizados que el homopolimero [3].
En cuanto a los mcl-PHA, estos son altamente amorfos con un T, entre —62 y =26 °C y T, de 42

a 58 °C, por lo cual se clasifican como elastdmeros 1'124].

También poseen otras propiedades como ser insolubles en agua, enantiémeros (R) puros, no téxi-
cos (luego de tratamientos posteriores a su extraccion), biocompatibles, piezoeléctricos y exhiben
una alta tasa de polimerizacién con altos pesos moleculares llegando hasta siete millones de Dalton
(Da) [25]. Estas dltimas dos propiedades son los pardmetros mds importantes en vista que deter-

minan las propiedades mecanicas del polimero [11]. Cuando se trabaja con biopolimeros es muy

' Elastémeros: polimeros amorfos que se encuentran sobre su temperatura de transicién vitrea (T,), lo que explica

esa considerable capacidad de deformacién (como ejemplo tenemos el caucho para neumaético.
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Tabla 1
Comparacion de las propiedades fisicas de los principales PHAs producidos por bacterias con
algunos pldsticos derivados del petréleo [3].

Polimero Temperatura  Médulo de Mpa Elongacion Temperatura de
de fusiéon (°C)  Young (Gpa) (%) transicion (°C)
P(3HB) 179 3,5 40 5 4
P(3HB-co-3HV)
3 mol % 3HV 170 2,9 38 * *
14 mol % 3HV 150 1,5 35 * *
25 mol % 3HV 137 0,7 30 * *
P(3HB-co-4HV)
3 mol % 3HV 166 * 28 45 *
10 mol % 3HV 159 * 24 242 *
64 mol % 3HV 50 30 17 591 *
P(4HB) 53 149 104 1000 %
P(3HHx-co- 61 * 10 300 *
3HO)
P(3HB-co- 52 * 20 850 -4
3HHXx)
Polipropileno 170 1,7 34.5 400 45
Polietileno- 262 2,2 56 7300 3400
teraflalato
Poliestireno 110 3,1 50 * 21
Nylon-6,6 265 2,8 83 60 *

* Informacién no disponible

relevante conocer su temperatura de degradacion, siendo estos valores 246,3 °C'y 260,4 °C para el
polihidroxibutirato (PHB) y el copolimero Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV),
respectivamente [9]. Ya que el PHB ha sido el polimero mas ampliamente estudiado de esta fami-
lia, se ha logrado descubrir muchas de sus caracteristicas que lo beneficia. Como por ejemplo, su

estado Opticamente puro (solo se sintetizan enantiomeros R), al igual que posee una resistencia a



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 22

los liquidos mucho menor y una buena barrera natural a la intemperie UV [10].

Sin embargo, la propiedad mds importante que tienen estos tipos de polimeros es su posibilidad
de degradacion. Al ser poliésteres naturales provenientes de bacterias, su degradacion en ambien-
tes aerobios (suelo, compost, océano) y ambientes anaerobios (lodos de depuradora, digestores y
vertederos) es bastante sencilla gracias a la accion degradante de varias enzimas bacterianas y ftn-
gicas [26]. Cabe resaltar que la capacidad de degradacion de cada PHA dependera de su estructura
quimica, sus componentes estructurales, condiciones ambientales y los tipos de microorganismos
que posean las enzimas necesarias [7]. Esta revision comprende aspectos quimicos, biologicos e
industriales respecto al potencial que representa actualmente los biopolimeros de tipo PHA como
alternativa para mitigar el actual problema de contaminacion generada por los pldsticos sintéticos.
Por tanto, a continuacion se describe con mayor detalle cada aspecto relevante e interesante de

estos biopolimeros.

2.2. Bacterias productoras de PHA

A lo largo de los afios se han realizado incontables estudios principalmente para la produccién
de scl-PHA. Las bacterias productoras de estos polimeros se pueden dividir en dos principales
grupos. El primero, son las bacterias que requieren de limitantes nutricionales como pueden ser el
fosforo, nitrégeno, oxigeno o magnesio para acumular PHA intracelularmente. El segundo grupo,
lo acumulada durante la fase de crecimiento (aumento de concentracion celular) y no requiere de
ninguna limitacion nutricional [7, 9]. Por ejemplo, Ralstonia eutropha, Pseudomonas oleovorans

y Pseudomonas putida pertenecen al primer grupo, mientras que Escherichia coli recombinante
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pertenece al segundo grupo [2].

Multiples fuentes de carbono principales se pueden emplear como agregado para la sintesis de
PHA. No obstante, la cantidad méxima de poliéster acumulado dependerd del tipo de bacteria que
se use, su proceso de fermentacién y de la fuente de carbono suministrada. Estas fuentes de car-
bono pueden ser sacdridos (fructosa, maltosa, lactosa, xilosa, arabinosa, etc.), n-alcanos (hexano,
octano, dodecano, etc.), dcidos n-alcanoicos (4cido acético, dcido propionoico, dcidos butiricos,
acido valérico, acido laurico, dcido oleico, etc.), n-alcoholes (metanol, etanol, octanol, glicerol,
etc.) y gases (metano y didxido de carbono) [27]. Las aguas de desecho, que proporcionan una
fuente gratuita de carbono también se han empleado para la produccién de PHA [28], estas in-
cluyen aceites para freir usados, residuos de vinagre, residuos de alimentos, residuos agricolas,
aguas residuales domésticas, residuos de molinos de aceite vegetal, glicerol puro de produccién
de biodiésel, residuos plasticos, gases de vertederos, etc. Como vemos en la Tabla 2, multiples
microorganismos son capaces de sintetizar PHA con diferentes fuentes de carbono primarias como
las descritas anteriormente; llegando a acumulaciones de hasta 87 % de PHA acumulado en masa

Seca.

Se han realizado varios estudios para analizar la producciéon de PHB en diferentes colonias bac-
terianas con multiples fuentes de carbono. Como ejemplo, empleando una colonia de Halomonas
boliviensis e hidrolizado de almidén como obtuvo una produccién maxima de 56 % (p/p) en com-
paracion con el peso seco celular [9]. Pseudomonas aeruginosa posee la habilidad de hidrolizar

acidos grasos para la spintesis de PHA, segin lo demostraron Ferndndez y Rodriguez (2005) y
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colaboradores [29]; al utilizar aceite de cocina usado como fuente de consumo primaria se obtuvo
una produccién maxima de 66 % (p/p). Asi mismo, se usé aceite de palma usado y melaza para ob-
tener una producciéon méaxima de 57,4 % (p/p) y 56,3 % (p/p), respectivamente [30, 31]. La bacteria
Halomonas mediterranei junto con enzimas capaces de tratar con almidén produjo una biomasa
de 1,14 g/L junto con una acumulacién de PHA del 43 % (p/p); cuando se us6é almidén de papa
como fuente de carbono y la bacteria Ralstonia eutropha NCIM 5149 en un bafio de fermentacion
con alta densidad bacteriana se produjo una biomasa de 179,0 g/l y una acumulacién de PHA del
55% (p/p) [2]. Al emplear P. aeruginosa 47T2 y ramnolipidos como fuente de carbono, se alcanzo
la acumulacion de PHA de hasta 10 g/l cuando se implementaron 7,6 g/l de estos biosurfactantes
glicolipidicos [32]. P. aeruginosa 42A2 mostré diferentes acumulaciones de PHA con diferentes
fuentes de carbono; para acidos grasos de desecho un 66,1 %, para aceite de freir un 29,4 %, para

glucosa un 16,8 % y para 4cido oleico un 54,6 % [29].

Tabla 2
Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas.

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de

PHA (%)

Ref.

Azucares comerciales

Glucosa Bacillus cereus Lote 47,9

[33]
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Pseudomonas mendoci- Matraz de agitacién 51,2 [34]
na NK-01
Pseudomonas stutzeri Lote 52,0 [35]
1317
Pseudomonas  putida Alimentado por lotes 67,1 [2]

Agcd (recombinante)

Escherichia coli (mu- Lote 11,9 [36]
tante)

Pseudomonas aerugi- Lote 10,8 [37]
nosa ATCC 9027

Ralstonia. Eutropha Alimento por lotes 73,8 [38]
Escherichia coli Lote aerobio 37,2 [39]
K24KP (recombinante)

Azohydromonas  lata Lote 76,5-79,4 [40]

IAM 12665
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Azotobacter beijerinc- Lote 24,8 [1]
kii DSM 1041
Sacarosa Cupriavidus  necator Alimento por lotes 74,3 [41]
(recombinante)
Alcaligenes latus Alimento por lotes 50,0 [42]
Glicerol Escherichia coli  Alimento por lotes 63,0 [43]
K24KL (recombinante)
Cupriavidus  necator Alimento por lotes 62,0 [44]
DSM 545
Shimwellia blattae (re- Alimento por lotes de 30,7 [45]
combinante) dos pasos
Burkholderia cepacia Lote en matraz agita- 31,3 [46]
ATCC 17759 cién

Almidon
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)

Almidoén Bacillus cereus CFR0O6  Lote 48,0 [47]
Azotobacter chroococ- Lote 46,0 [48]
cum
Halomonas boliviensis Lote 56,0 [49]
LC1

Almidén de maiz (ex- Haloferax mediterranei Alimento por lotes re- 24,2 [50]

truido) petida
Haloferax mediterranei  Alimento por lotes 50,8 [51]

Almidén de papa Ralstonia eutropha Alimento por lotes 55,0 [52]
Cupriavidus  necator Alimentado por lotes 46,0 [53]
NCIMB 11599

Residuos industriales

Glicerol crudo Pandoraea sp. MAO3 Lote 63,6 [54]
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)

Consorcios microbia- Lote 47.0 [55]
nos mixtos
Consorcios microbia- Lote 59,0 [56]
nos mixtos

Efluente del molino de Dos colonias diferentes Lote aerobio 29,0 [57]

madera

Aguas residuales de la Consorcios microbia- Lote de secuenciacion 60,0-65,0 [58]

industria del almidén nos mixtos

Efluente de fabricacion Comamonas sp. EB172  Alimento por lotes 59,0 [59]

de aceite de palma

Efluente de fabricaciéon Lampropedia arbour y Fermentacidn anaerdbi- X [60]

de aceite de oliva

Candidatus Meganema

perideroedes

ca y secuenciaciéon por

lotes aerdbica
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Efluente de molino de Sphingopyxis chilensis Lote X [61]
celulosa kraft S37 y Wautersia sp.
Residuos de fabrica de Plasticicumulans acidi- Lotes secuenciados 77,0 2]
papel vorans
Defluviicoccus va- Proceso aerobio /anae- 42,0 [62]
nus/Candidatus Com- robio
petibacter phosphatis
Desechos de comida
Almidén de maiz ex- Haloferax mediterranei Alimento por lotes re- 55,6 [50]
truido (1:8) petitivo
Salvado de trigo Halomonas boliviensis Lote 34,0 [63]
LC1
Melaza Escherichia coli (re- Lote 75,5 [64]

combinante)
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Cupriavidus  necator Lote 31,0-44,0 [65]
DSM 545
Cupriavidus  necator Estado solido 39,0 [66]
DSM 545
Pseudomonas aerugi- Lote 62,0 [67]
nosa NCIM 2948
Aceite crudo de palmis-  Burkholderia sp. USM  Alimento por lotes 66,0 [68]
te (JCM 15050) (recombi-
nante)
Cupriavidus  necator Alimento por lotes 66,0 [69]
(recombinante)
Aceite de semilla de Cupriavidus necator Alimento por lotes 79,0 [70]
palma (recombinante)
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Proteina de suero de le- Haloferax mediterranei  Alimento por lotes 66,0 [71]
che
Haloferax mediterranei Lote 53,0 [72]
Thermus thermophiles Lote 35,6 [73]
HB8
Hydrogenophaga pseu- Lote 40,0 [74]

doflava DSM 1411

Permeato de lactosuero  Cupriavidus  necator Lote 25,0 [75]
mRePT

Aceite de soja Cupriavidus  necator Lote de dos fases 57,0 [76]
H16

Residuos de aceite de Cupriavidus necator Lote 67,9 [77]

colza para freir H16
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)

Residuos de aceite de Cupriavidus  necator Lote 52,4 [77]

girasol para freir H16

Aceite de maiz Especies de Psuedomo- Lote 35,63 [78]
nas
Cupriavidus  necator Lote 79,0-82,0 [79]
H16

Vinaza de cafia de aza- Haloferax mediterrra- Lote 70,0 [80]

car nei

Residuos de malta Alcaligenus eutrophus Lote 70,0 [81]
DSM1124
Azohydromonas austra- Lote 70,1 [82]
lica ATCC 29713

Residuos de soja Alcaligenus eutrophus Lote 32,57 [81]

DSM1124
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)

Residuos de restaurante E. coli pnDTM2 re- Lote 45,0 [83]
combinante
Cupriavidus  necator Alimentacidn continua 87,0 [84]
H16

Biomasa lignocelulosi-

ca

Paja de trigo Burkholderia sacchari Alimento por lotes 72,0 [85]
DSM 17165

Paja de arroz Bacillus  firmus NII Lote 89,0 [86]
0830

Bagazo de cafia de azd- Burkholderia sp Alimento por lotes 48,0 [87]

car
Cupriavidus necator Lote 57,0 [88]
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Tabla 2 — Microorganismo productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono utilizadas

Fuente de carbono Microorganismo Modo fermentacion Contenido de  Ref.
PHA (%)
Aguas residuales
Aguas residuales de al-  Bacillus tequilensis Lote de secuenciacion 79,2 [89]
midon de yuca MSU 112
Cupriavidus sp. Lote 61,6 [2]
KKU38
Aguas residuales de Consorcio de lodos ac- Reactor discontinuo 39,0 [90]
cerveceria tivados agitado
Efluentes de aguas resi- Consorcio de lodos ac- Lote 60,7 2]
duales de procesamien- tivados
to de alimentos
Aguas residuales de to- Consorcio de lodos ac- Lote 20,0 [91]

mate

tivados
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Una bacteria que es bastante interesante de examinar es Pseudomonas putida, gracias a que tiene
la tendencia de sintetizar PHA que incorporan diferentes grupos funcionales como fenilo, alcoxi,
alquenos, halégenos, alquilos y ésteres cuando crece con una fuente de carbono que contiene estas
estructuras quimicas [29]. También, es util para la produccion de PHA con grupos cianofenol,
nitrofenoxido, metilfenoxi, alcoxi y enlaces triples carbono-carbono. En un estudio, se emplearon
36 fuentes de carbono diferentes para sintetizar PHA empleando P. putida KCTC 2407, llegando
a la conclusion de que la sintesis de PHA empleando 4cidos carboxilicos de cadena corta que
contienen grupos funcionales con bromo, etoxi, ciclohexilo, metoxi, fenoxi y olefina como fuentes
de carbono no es viable; almenos con este tipo de bacterias [92]. Otra de las bacterias que son
interesantes debido a que producen Scl-PHA es Pseudomonas fluorescens junto con las especies
Azohidromonas, Burkholderia y Cupriavidus. Por ejemplo, A. lata registré la produccion de P3HB
en una tasa de 50% a 88 % en comparacion de su peso seco celular usando diferentes aztcares
como glucosa, fructosa y sacarosa [7]. Mientras que Burkholderia sp. USM (JCM 15050) produjo
P3HB en un 69 % desde acidos grasos [1]. En la Tabla 2 se detalla una amplia lista de bacterias

capaces de sintetizar PHA.

2.2.1. Degradacion de PHA. La principal ventaja de los polihidroxialcanoatos es
su degradabilidad en el ambiente. Esto se logra gracias a que los granulos son hidrolizados por los
microorganismo que buscan en ellos fuentes de carbono y energia; lo hacen por medio de despoli-
merasas que son secretadas de las células y se adhieren a la superficie del polimero convirtiéndola

en unidades de monémeros independientes [93]. El tiempo que tarda la degradacién del polimero
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depende de su naturaleza propia, asi como también las condiciones ambientales a las que son ex-
puestos [94]. Se ha observado degradacién de los PHAs en gran cantidad de ambientes incluyendo

aerobios, anaerobios, salinos, marinos y otros (Tabla 3) [4].

Tabla 3
Algunos ejemplos de microorganismos degradadores de PHA aislados de diferentes medios am-
bientales [4].

Fuente de la que se aisl6 Microorganismo

Aspergillus fumigatus
Acidovorax faecalis
Suelos Comamonas sp.
Pseudomomas lemoignei
Variovorax paradoxus
A. faecalis

Pseudomonas fluorescens

Lodo activado

Mar Comamomas testosteroni
Rio P. stutzeri
Lodo anaerobio llyobacter delafieldii

Se han realizado estudios ecoldgicos y taxondmicos sobre la abundancia y diversidad de microor-
ganismos degradadores de P3HB y P(3HB-co-3HV). Las principales variables consideradas fueron
el tiempo, el tipo de ambiente, la temperatura de incubacion y el % de hidroxivalerato (3HV) [93].
Un total de 330 microorganismos degradadores fueron aislados e identificados desde muestras de
suelos y muestras liquidas: 154 bacterias, 77 estreptomicetos y 99 hongos. Las bacterias degrada-
doras de PHA estin divididas en once grupos con base en la especificidad de las despolimerasas
por su sustrato y los hongos en al menos 95 géneros conocidos como degradadores de PHA. La

mayoria de las bacterias caracterizadas presentan una especificidad dependiente de la longitud de
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la cadena del polimero (corta o media), aunque algunas manifiestan la capacidad de utilizar una va-
riedad importante de polimeros. La lista completa de organismos degradadores de los PHA aparece

en [3, Pag. 95].

2.2.2. Biosintesis de PHA. Los polihidroxialcanoatos juegan un rol primordial en
la supervivencia del microorganismo, permitiendo su permanencia a largo plazo bajo condiciones
de estrés nutricional sirviendo como almacenamiento de energia. La biosintesis de estos materiales
esta muy ligada a los procesos metabdlicos de la bacteria como lo son la glucdlisis, el ciclo de
Krebs, la f—oxidacion, sintesis de acidos grasos, catabolismo de aminodcidos, ciclo de Calvin
y la sintesis de serina [1]. A su vez, muchos de los intermediarios en estas rutas biosintéticas se
comparten con la sintesis de estos poliésteres como podria ser el ejemplo del Acetil-CoA. Los

caminos de sintesis se encuentran mas detallados en la Figura 3.

2.2.2.1. Enzimas involucradas en la sintesis de PHA. Las enzimas claves para la
bio-informacioén que codifica la sintesis de PHA son: PhaA que traduce la enzima 3-cetotiolasa;
aislada y estudiada en bacterias como Azotobacter beijerinckii, Ralstonia eutropha, Zooglea ra-
migera y Rhizobium japonicum, PhaB que traduce la (R)-3-ketoacetil-CoA reductasa; también
estudiada en bacterias de tipo Azotobacter beijerinckii, Rhodopseudomonas spheroides, Rhodo-
microbium vannielii y Streptomyces coelicolor. Para la sintesis de PHB esta enzima especifica es
la acetoacetil-CoA reductasa; PhaC que es la llamada PHA sintetasa, PhaG que traduce (R)-3-
hidroxiacetil-CoA hidrolasa [10]. Como se observa en la Figura 3 todas las enzimas empleadas

son enantioméricamente selectivas, es por esto que una de las caracteristicas del PHA es su sin-
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tesis de solo el enantiomero R. Ademds, tiene relevancia mecionar que la enzima PhaC se divide
en 4 grupos donde se diferencian por su estructura y por sus especificidad de sustrato. La prime-
ra clase (clase I) de PHA polimerasa fue obtenida de un operon phaCAB aislada de las especies
Cupriavidus necator, Acinetobacter spp., A. latus 'y P. acidophi [95]; esta clase de polimerasa solo
presenta una subunidad y su masa molecular se encuentra entre los 61 y 73 kDa. Estas enzimas
son selectivas con los sustratos que emplean, usan tioésteres de CoA de varios (R)-3-hidroxidcidos
grasos con 3 a 5 dtomos de carbono [96]. La segunda clase (clase II) encontrada en especies de
Pseudomonas, se divide en dos sub-unidades: phaC1l y phaC2 y estdn asociadas a la sintesis de
PHA de cadena media [97]; al igual que la clase I su peso molecular ronda entre los 61 y 73 kDa,
pero a diferencia de la primera clase, estas enzimas prefieren tioésteres de CoA de varios (R)-3-
hidroxidcidos grasos con 6 a 14 4tomos de carbono [96]. Asi mismo, la tercera clase (clase III) estad
compuesta por dos sub-unidades: PhaC y PhaE (Aproximadamente 40 KDa); este tipo de enzimas
principalmente sintetizan PHA de cadena corta (scl-PHA, por sus siglas en inglés). Sin embargo,
cataliza la polimerizacion de la unidad monomérica mcl, este tipo de enzima cataliza la hidratacion
del compuesto 2-enoil-CoA (ruta J de Figura 3) para ayudar a dar constituyentes monoméricos de
3-hidroxiacil-CoA que aportan al desarrollo de PHA de cadena media (mcl-PHA). En algunos ca-
sos, para bacterias del género Bacillus como el Bacillus megaterium se presenta una dltima clase
de enzimas: la enzima de clase 4 (clase IV) corresponde a dos subunidades: PhaC Y phaR (Aproxi-
madamente 20 KDa) y estan relacionadas con la sintesis de scl-PHA [25, 96]. La subunidad PhaC
de las anteriores clases presenta una similitud en su secuencia de aminodcidos del 21-28 % con

respecto a las sintetasas de la clase I y I y tiene una masa molecular de aproximadamente 40 kDa.
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Estas sintasas tienen una especificidad de sustrato hacia los tioésteres de CoA de varios acidos

grasos (R)-3-hidroxi con 3 a 5 d&tomos de carbono [95].

En relacion con la colonia bacteriana a seleccionar, existen muchos factores que pueden impactar
en las caracteristicas y produccién del PHA, en particular las siguientes propiedades pueden afec-
tar el peso molecular del polimero. (I) El nivel de expresion de la enzima activa PHA sintetasa,
entre mayor sea su concentracion, menor serd la masa molecular del biopolimero; (II) la presencia
de enzimas capaces de degradar el PHA durante su sintesis, como también de otras esterasas y
lipasas inespecificas. Si estas enzimas no estidn presentes, polimeros de mayor peso molecular se
producird; (II) la actividad catalitica de la PHA sintasa activa; (IV) ocurrencia de reacciones de
transferencia de cadena [11]. En general, la composicion monoméria de estos poliésteres dependera
de la PHA sintetasa especifica para cada especie y en los precursores de tioéster de hidroxiacil-CoA
suministrados a la enzima, los cuales dependeran de la ruta metabdlica (Figura 3) que opera en el

microorganismo y su fuente de carbono externa [2].

2.2.2.2. Ruta de biosintesis por sacdridos libres. Inicialmente, sustratos como la
glucosa entran a su proceso metabdlico convencional para producir acetil-CoA. A partir de ahi,
la 3-Cetotiolasa (PhaA) combina dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA; pos-
teriormente, la Acetoacetil-CoA reductasa (enzima 4) permite la reduccién de acetoacetil-CoA
mediante NaDH para producir (R) 3-hidroxibutiril-CoA; finalmente, la PHA sintetasa (PhaC) po-
limerisa los (R) 3-hidroxibutiril-CoA para producir PHB, en este momento la coenzima-A es li-

berada [98]. En la Figura 3 esta ruta de sintesis aparece demarcada como la ruta B, cabe mencio-
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nar que solo se producen R-isdmeros ya que las enzimas son selectivas para sustratos con estas
configuraciones estereoquimicas. Durante el crecimiento normal de la bacteria, la produccién de
3-Cetotiolasa estara inhibida, ya que la coenzima-A estara fuera del ciclo de Krebs. Pero cuando
el ingreso de acetil-CoA al ciclo de Krebs esta inhabilitado (durante la limitacién de nutrientes
no carbonados) el excedente de acetil-CoA se canaliza hacia la biosintesis de PHB [99]. Princi-
palmente, las bacterias que producen scl-PHA emplean esta ruta para tal fin; todas las enzimas
mencionadas anteriormente, se relacionan en la Tabla 4. Posterior a la sintesis del polimero, el

mismo es almacenado en el citosol junto con todas las enzimas que lo producen [10].

2.2.2.3. Ruta de biosintesis por B-oxidacion. La -oxidacion y las rutas de bio-
génesis de dcidos grasos se utilizan para la produccién de sustratos fuente en apoyo a la sintesis
de polimeros. Esta ruta puede usar dcidos grasos recien sintetizados o intermediarios de las rutas
de carbohidratos para producir (R)-3-hidroxiacil-CoA; este metabolito se emplea como sustrato
para la PHA polimerasa. Los precursores de las rutas de f3-oxidacién que contienen enoil-CoA,
3-cetoacil-CoA y (S)-3-hidroxiacil-CoA funcionan como sustratos para la produccién de mcl-(R)-
3-hidroxiacil-CoA, que se utiliza en la produccién de mcl-PHA [100]. Si la fuente de carbono se
oxida a Acetil-CoA excluyendo la ruta de 3-oxidacion, entonces los intermediarios de las rutas
de biosintesis de 4cidos grasos se desvian hacia la sintesis de PHA catalizada por la transacilasa
(PhaG). Esta transacilasa especifica cataliza la transferencia de la fraccion (R)-3-hidroxiacil del
respectivo tioéster de proteina portadora de acilo (ACP) a CoA [101, 102]. Si la fuente de carbono

se oxida a través de la via de B-oxidacién de dcidos grasos, entonces la enoil-CoA hidratasa (Phal)
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especifica de (R) cataliza la oxidacion de enoil-CoA a (R)-3-hidroxiacil-CoA [103]. En relacién
a esto, la mayor parte de pseudomonas, por ejemplo P. oleovorans genera mcl-PHA utilizando 3-
oxidacion. Siguiendo la ruta J presente en la Figura 3 incluye la contibucion de enzima acil-CoA
sintetasa (FadD), nimero 22 en la Tabla 4, la cual activa la estimulacion de n-fenilalcanoico junto
con compuesto de dcido n-alcanoico (n>4) en la direccién de productos de acil-CoA. Posterior-
mente, la acil-CoA deshidrogenada (FadF) que necesita la contibucion de la flavoproteina (FadE)
transportadoras de electrones que activa la insercién de un enlaces doble en la configuracién 3 [10].
Los productores de PHA estimulados por acetil-CoA se producen en el camino del anabolismo a
través de la produccion de acidos grasos (in novo) (Ruta K) o en el camino de la descomposicion

por la B-oxidacién de dcidos grasos.

Tabla 4
Enzimas involucradas en las rutas de biosintesis del PHA presentes en la Figura 3 modificada de

[1].

N°  Enzima Abreviacion  Especie bacteriana Ref.

1 Gliceraldehido-3-fosfato deshidro- GAPDH Cupriavidus necator [104]

genasa

2 Complejo piruvato deshidrogenasa X Cupriavidus necatory  [104]

Burkholderia cepacia

3 3-cetotiolasa PhaA Cupriavidus necator [105]
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Tabla 4 — Enzimas involucradas en las rutas de biosintesis del PHA presentes en la Figura 3
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N°  Enzima Abreviacion  Especie bacteriana Ref.
4 Acetoacetil-CoA reductasa depen- PhaB Cupriavidus necator [105]
diente de NADPH
5 PHA sintetasa PhaC Cupriavidus necatory  [105]
varios
6 Acetil-CoA carboxilasa ACC Escherichia coli K-12  [106]
MG1655
7 Malonil-CoA:ACP transacilasa FabD Escherichia coli K-12  [106]
MG1655
8 Proteina transportadora de 3- FabH Escherichia coli K-12  [106]
cetoacilo sintasa MG1655
9 3-cetoacil reductasa dependiente de FabG Pseudomonas [107]
NADPH aeruginosa
10 succinico semialdehido deshidroge- SucD Clostridium kluyveri [108]
nasa
11 4-Hidroxibutirato Deshidrogenasa 4HbD Clostridium kluyveri [108]




BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 44
Tabla 4 — Enzimas involucradas en las rutas de biosintesis del PHA presentes en la Figura 3
N°  Enzima Abreviacion  Especie bacteriana Ref.
12 4-hidroxibutirato-CoA:CoA trans- OrfZ Clostridium kluyveri [108]
ferasa
13 Alcohol deshidrogenasa, putativo X Aeromonas hydrophila  [109]
4AK4
14 Hidroxiacil-CoA sintasa, putativo X Cupriavidus necator,  [110]
mutante y
recombinante
15 Metilmalonil-CoA mutasa Sbm Escherichia coli [111]
W3110
16 Racemasa de metilmalonil-coa X Nocardia corallina [112]
17 Metilmalonil-CoA descarboxilasa YefG Escherichia coli [111]
W3110
18 Cetotiolasa, putativo X X [113]
19 3-cetotiolasa BktB Cupriavidus necator [114]
20 Cetotiolasa, putativo X X [113]
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Tabla 4 — Enzimas involucradas en las rutas de biosintesis del PHA presentes en la Figura 3
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N°  Enzima Abreviacion  Especie bacteriana Ref.
21 AcetoacetilCoA reductasa depen- X Rhizobium (Cicer) sp.  [115]
diente de NADPH CC 1192
22 Acil-CoA sintetasa FadD Pseudomonas putida [?]
CA-3y Escherichia
coli MG1655
23 Acil-CoA oxidasa, putativo X X [116]
24 Enoyl-CoA hidratasa I, putativa X X [116]
25 (R)-Enoil-CoA hidratasa Phal Pseudomonas putida [117]
KT2440
26 Epimerasa X X [116]
27 3-cetoacil-CoA tiolasa FadA Pseudomonas putida [118]
KT2442
28 3-Hidroxiacil-ACP:CoA transacila- PhaG Pseudomonas [119]
sa mendocina




BACTERIAS PRODUCTORAS PHA

Tabla 4 — Enzimas involucradas en las rutas de biosintesis del PHA presentes en la Figura 3
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NO

Enzima

Abreviacion

Especie bacteriana

Ref.

29

30

31

32

33

Ciclohexanol deshidrogenasa

Ciclohexanona monooxigenasas

Caprolactona hidrolasa

6-hidroxihexanoato deshidrogenasa

6-oxohexanoato deshidrogenasa

ChnA

ChnB

ChnC

ChnD

ChnE

Acinetobacter sp. SE19

y Brevibacterium

epidermidis HCU

Acinetobacter sp. SE19

y Brevibacterium

epidermidis HCU

Acinetobacter sp. SE19
y Brevibacterium

epidermidis HCU

Acinetobacter sp. SE19
y Brevibacterium

epidermidis HCU

Acinetobacter sp. SE19

y Brevibacterium

epidermidis HCU

[120]

[120]

[120]

[120]

[120]
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N°  Enzima Abreviacion  Especie bacteriana Ref.

34  Semialdehido deshidrogenasa, pu- X X [121]
tativo

35 6-hidroxihexanoato deshidrogena- X X [121]
sa, putativa

36 Hidroxiacil-CoA sintasa, putativa X X [121]

37 Lactonasa, putativo X Cupriavidus necator [122]

recombinante y

mutante

2.3. Métodos de identificacion y caracterizacion de PHA

En la actualidad el PHA bacteriano puede identificarse parcialmente con azul Nilo A (cloruro de

5-amino-9-dietilaminobenzo [alfa] fenazonio) que presenta fluorescencia naranja a una longitud

de onda de 460 nm y el rojo Nilo (7 - diethilamino - 3,4 benzofenoxa - zina - 2 - ona) que como

el azul Nilo presenta fluorescencia naranja bajo la misma longuitud de onda. Estos colorantes son

afines a la monocapa lipidica del granulo de PHA permitiendo asi su visualizacion bajo luz UV
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[123].

La cuantificacién del biopolimero es posible desarrollarla bajo varios metodos; tales como: andli-
sis por termogravimetria (TGA, por sus siglas en ingles), espectroscopia UV, espectroscopia infra-
rroja por transformada de Fourier, cromatografia de gases, cromatografia liquida, espectroscopia
bidimensional y citometria de flujo (para células intactas) y cromatografia i6nica [124, 15]. Para
determinar la composicién monomérica presente normalmente se emplea cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia de filtra-
cién en gel y la calorimetria diferencial de barrido. En el caso de las técnicas por RMN éstas se han
aplicado exitosamente en el estudio de la estructura de los PHA. El andlisis del espectro 'H RMN
permite determinar la composicién del polimero y la distribucion de las unidades monoméricas

puede deducirse de las secuencias de diadas y triadas por andlisis espectral de '*C RMN [125].

2.4. Aplicaciones

Los PHA poseen un amplio catalogo de aplicaciones, estas van desde la fabricacién de empaques y
cubiertas, hasta elementos especificos y complejos como valvulas cardiovasculares o cdpsulas para
la liberacion de medicamentos en vivo. A pesar de todas las aplicaciones que se le puedan atribuir a
estos poliésteres, uno de los problemas actuales y mas importantes es el costo de produccién a gran
escala. El precio de mercado para polimeros sintéticos como el polipropileno o el polietileno en
dolares estadounidenses (USD) varia de 0,60 a 0,87 USD/Ib, mientras que, el costo de producciéon
de PHA es 3 a 4 veces mayor, llegando hasta los 2,25 a 2,75 USD/Ib [126]. Los factores que

mads contribuye al aumento del precio para la produccion de estos materiales incluyen la fuente
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de carbono primaria, el costo de funcionamiento de la fermentacidn, la eficiencia del proceso, los
rendimientos de la fuente de carbono seleccionada y el procesamiento posterior (extraccion) [127].
El tipo de sustrato suministrado para alimentar los microorganismos juega un rol crucial para
la producciéon de PHA y representa aproximadamente el 50 % del costo de produccién [5, 128].
Otras de las variables que son necesarias optimar en la implementacién de cultivos microbianos
puros o el uso de cultivos microbianos mixtos (MMC, por sus siglas en inglés); estos pueden
tener diferentes requerimientos nutricionales, donde dependiendo del tipo de sustrato (MMC utiliza
sustratos mixtos como desechos orgdnicos) la cantidad y calidad del polimero producido puede
variar. Por otro lado, los cultivos puros tienden a tener composiciones nutricionales definidas, sin
embargo, esto en biorreactor a nivel industrial no contribuye a la economia del proceso [129].
Otras variables que se pueden optimizar son el pH, la temperatura del biorreactor, concentracion
del indculo, y el tiempo de incubacion [5]. El método de extraccidn es otra de las variables que se
deben tener muy presentes, este método determina la pureza y el porcentaje de recuperacion del
biopolimero. Diferentes tipos de extraccion se han realizado hasta la fecha los cuales incluyen la
digestion quimica o enzimdtica, la disrupcion mecdnica y la extraccidn por solvente, entre otros.

Las ventajas y desventajas de los diferentes métodos de extraccion se presentan en la Tabla 5.

Luego de evaluar todos los impedimentos que se presentan a la hora de producir el PHA a nivel
industrial y los cuales encarecen su costo de produccién, también existen formas de solucionar
estas dificultades. Iniciando, una colonia que se implemente a nivel industrial no puede ser pat6-

gena, se debe tener conocimiento de su genotipo completo, facil manipulacién de su genotipo, alta



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 50

Tabla 5
Ventajas y desventajas de los diferentes métodos de extraccion para el PHA, modificado y tradu-
cidode [5].

Método de extraccion

Ventajas

Desventajas

Extraccién por solventes

Homogenizacion a altas pre-
siones

Disrupcién por molino de es-
feras

Digestion por surfactantes

Digestion por quelatos y sur-
factantes
Ruptura celular por choque
osmotico

Extraccién por fluidos super-
criticos

Eliminacién de endotdxicos,
altas purezas sin degradacion
del polimero

No se emplean quimicos
No se emplean quimicos

Tratamientos con altas densi-
dades microbianas sin ningtin
tipo de degradacion del poli-
mero

Alta pureza, baja contamina-
cion del ambiente

F4cil aplicacién

F4cil aplicacion, No afecta el
funcionamiento o estructura
enzimatica

Evitarlo para procesos a gran
escala debido a efectos peli-
grosos a la salud y la ruptu-
ra morfolégica de los granu-
los de PHA

Bajas cantidades de biomasa
tienen baja tasa de disrupcion

Requiere de varias repeticio-
nes

Necesidad de tratamientos
posteriores de los residuos,
purificacién baja.

Generacion de alta cantidad
de residuos

No todos los microorganis-
mos son compatibles, baja
eficiencia, alto requerimiento
de quimicos y agua

Alto costo de implementa-
cién

densidad bacteriana en el medio de cultivo escogido (>200 g/1), y que pueda digerir celulosa de
manera innata. Esta colonia deberia poseer un amplio rango de supervivencia bajo condiciones de
temperatura y pH del biorreactor. Con estas caracteristicas no es dificil obtener una produccién
de PHA de bajo costo, una acumulacion mayor al 90 % en peso seco de polimero intracelular o la

implementacién de sustratos como almidones, sustratos mixtos que tengan una tasa de conversion
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mayor al 50 % g/g. De la misma manera, tener la posibilidad de sintetizar scl-PHA o mcl-PHA con
sustratos seleccionados que puedan salir de desechos industriales. Para conveniencia de la extrac-
cién posterior a la fermentacion, este microorganismo seleccionado debe poseer un gran tamafio
celular, una pared celular fragil, floculacion facil o inducible, etc. [6]. Todas las caracteristicas
descritas anteriormente y algunas otras se presentan en la Tabla 6 donde se analizan algunas tec-
nologias que es posible desarrollar para disminuir el costo de produccién del PHA, como también

las tecnologias que se pueden desarrollar para aumentar el valor del PHA en el mercado.

Tabla 6
Tecnologias a desarrollar para mejorar la industrializacion de los bioplasticos de tipo PHA, mo-
dificada y traducida de [6]

Tecnologias Razon o propoésito Metodologia

Tecnologias a desarrollar para reducir el costo de produccion de PHA

Fermentacion de alta densi- Lograr un crecimiento efec- Manipulacion de los meca-

dad celular tivo y la recuperacion de los nismos de captaciéon de oxi-
microorganismos geno celular y deteccion de
quérum

Crecimiento celular en sus- Los sustratos contribuyen a Deteccion de sustratos espe-
tratos de bajo costo o sustra- un 50 % del coste del PHA cificos que utilizan bacterias
tos mixtos capaces de producir un alto

contenido de PHA
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Tecnologias

Razén o propésito

Metodologia

Células de crecimiento rapi-

do

Células de crecimiento rapi-

do usando CO, como sustra-

to

Procesos de fermentacion
continuos 'y abiertos (no
estériles)

Sintesis de PHA inducida por

limitaciones de oxigeno

Reduce el tiempo de fermen-
tacidn y evita contaminacion

por otros microorganismos

CO; es un sustrato gratis

Guardar energia para la es-
terilizacion, reduce procesos
de fermentacién complejos y

poco eficientes

Oxigeno es un factor limitan-
te en todos los crecimientos
con altas densidades celula-

Ies

Minimizando el genoma bac-
teriano, cambiando los patro-

nes de crimiento celular

Manipular el mecanismo de
absorciéon de CO, como los

carboxisomas, etc.

Seleccion de microorganismo
que tengas un crecimiento ra-
pido bajo condiciones agresi-

vas de temperatura o pH

Establecer operones de PHA
sintetasa detrds de promoto-

res microerobicos
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Tecnologias

Razén o propésito

Metodologia

Acumulaciéon de PHA muy

alta (>95 % en peso seco)

Aumentar el sustrato (fuentes
de carbono) a la eficiencia de

sintesis de PHA

Aumentar de tamafo las cé-

lulas productoras de PHA

Floculacién celular inducible

Lisis celular inducible

Evita la implementacion de
métodos de extraccion costo-

sos y complicados

Los sustratos contribuyen a

un 50 % del coste del PHA

Permite mayor acumulacién
de PHA intracelular y es més

facil su recoleccion

recoleccion de la biomasa de

una forma mas eficiente

Fécil recuperacién de granu-
los de PHA después de la re-

coleta de biomasa

Manipulacién de PHA sinte-

tasas y sus mecanismos

Eliminar las vias que consu-
men sustratos necesarios pa-
ra la sintesis de PHA y/o re-
forzar el flujo de sintesis de

PHA

Modificando los patrones de

divisién o los citoesqueletos

sobre expresar las proteinas

exteriores adhesivas

Sobre expresion de proteinas

generadoras de lisis celular
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Tecnologias

Razén o propésito

Metodologia

Ruptura celular por sobrepro-

duccion de PHA

Produccién de PHA extrace-

lular

Granulos de PHA grandes

Se ahorra el paso de ruptura

celular

No hay limitacién por espa-
cio celular, facil recuperacion

de granulos de PHA

Facil recoleccion de los gra-

nulos luego de la lisis celular

Manipulacién del mecanismo
de sintesis de PHA y PHA

sintasas

Nuevos mecanismo de sinte-

sis de PHA

Manipulacién de las protei-
nas encargadas de la forma-

cioén de los granulos de PHA

Tecnologias para aumentar el precio del PHA

Sintesis de PHA contralable

con estructuras definidas

Para formar homopolimeros
de PHA, monémeros de pro-
porciones definidas en copo-
limeros aleatorios y copoli-

meros de bloque

Modificaciéon de las vias
de sintesis de PHA, es-
pecialmente las vias de

B-oxidacion
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Tecnologias

Razén o propésito

Metodologia

Formacién de PHA funcional

controlable

Aumentar la diversidad del

PHA

Pesos moleculares muy altos

Produccién de monomeros

quiralmente puros

Para formar materiales inte-
ligentes de PHA con propie-
dades de pH, temperatura y
sensibilidades de humectabi-

lidad o shape memory, etc.

Encontrar otras posibles apli-

caciones

Obtencién de fibras muy

fuertes

Principalmente como farma-
COS 0 COMO compuestos prin-
cipales para la sintesis de mo-

Iéculas de farmacos

Adiciones de PHA funcional
como precursores de mono6-

meros

Adicion de cadenas laterales

funcionales al PHA

Modificacién de PHA sinte-

tasas u operon

Eliminacion de PHA sintasas

en la ruta de sintesis de PHA
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Tabla 6 — Tecnologias a desarrollar para mejorar la industrializacién de los bioplasticos de tipo PHA.

Tecnologias Razén o propésito Metodologia

PHA como textiles de buena El PHA se puede convertir Cristalizacion controlable de
calidad en textiles que tienen valores fibras de PHA
mads altos que los materiales

de embalaje

2.4.1. Aplicaciones médicas. Los PHA tienen un gran rango de aplicaciones médi-
cas, desde la ingenieria de tejidos, parches bio-sintéticos, vehiculos de liberaciéon de medicamentos,
quirurgicos y apositos para heridas. Uno de los mayores obstaculos que presentan estos poli€steres
en aplicaciones médicas es que la mayoria de estos son producidos por bacterias Gram-negativas,
las cuales presentan en su membrana celular externa unas endotoxinas de lipopolisacaridos (LPS,
por sus siglas en inglés) las cuales pueden co-purificarse durante el proceso de purificacion del
PHA crudo [130]. Estas endotoxinas son agentes pir6genos los cuales presentan respuesta infla-
matoria [131], haciendo al PHA inadecuado para estas aplicaciones. La eliminacion de estas en-
dotoxinas se puede realizar mediante la purificacion del polimero usando agentes oxidantes (hipo-
clorito de sodio con NaOH, ozono, peréxido de hidrégeno y peréxido benzoico) durante procesos

repetitivos de extraccion por solvente o extraccion por solvente seguido de purificacién con carbon
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activado [132, 133]. Como se evidencio anteriormente, esto aumentaria el precio de produccion y
afectaria las propiedades fisicas y quimicas del biopolimero (reduccién en su masa moléculas y
polidispersion) [1]. Este problema se soluciona reemplazando la sintesis de estos materiales con
bacterias Gram-positivas; las cuales no presentan LPS en sus paredes celulares [10]. Cabe mencio-
nar que la caracteristica mds importante en los polimeros de PHA es su biocompatibilidad. Ya que
al entrar al metabolismo celular el dcido 3-hidroxibutirico (producto de su hidrélisis) se encuentra

normalmente en la sangre en concentraciones entre 0,3 y 1,3 mmol/I [9].

2.4.1.1. Ingenieria de tejidos. Esta es una ciencia que tiene como objetivo volver
a desarrollar tejido dafiado y no saludable mediante la implantacién de biomateriales [134, 135].
Existen dos clases de ingenieria de tejidos: la de tejidos blandos la cual son andamios biodegrada-
bles mds porosos donde se implantarédn otro tipo de celular seguido del crecimiento ex-vivo, como
por ejemplo, células del corazén, higado, piel y tejidos nerviosos. La otra clase son los andamios
duros, los cuales son soportes bioactivos que permiten el desarrollo de nuevas células como los
tejidos 6seos y cartilaginosos [10]. Algunos de los poliésteres que se emplean para estas aplicacio-
nes son el P(3HB), P(3HB-3HV), P(4HB), P(3HO) y P(3HB-HHXx) [136]; el PHB y PHBV pueden
usarse como matrices in vitro para la proliferacion de diferentes células humanas, como endotelia-
les, hepatocitos aislados y fibroblastos las cuales muestran un buen crecimiento en estos materiales

[137, 128].

2.4.1.2. Parches para bioimplantes. Gracias a la naturaleza compatible, baja res-

puesta inflamatoria, biodegradabilidad y uso en reparacién de tejidos, el PHA puede ser usado
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como parches para bio-implantes en el cuerpo humano. La reseccién local y el cierre por sutura de
los defectos transmurales en el tracto gastrointestinal a menudo se llevan a cabo como tratamientos.
Dicho cierre se puede realizar mediante parches bio-implantados de polimeros como PHB [138].

Se ha informado que los implantes ortopédicos basados en PHB se usan en gatos [139].

2.4.1.3. Sistema de liberacion de medicamentos. Polimeros biodegradables ya sean
homo o co-polimeros como el lactato y glicolato son frecuentemente usados a nivel comercial para
la aplicacién de sistema de liberacion de medicamentos. Estos productos son administrados por via
parenteral donde el farmaco se difunde durante un periodo de 30 dias. Sin embargo, copolimeros
de lactato y glucolato se degradan por hidrdlisis impidiendo el control completo de la liberacién
del farmaco [140]. La liberacién depende mucho de la matriz porosa, de la composicién del copo-
limero y de la masa molecular del medicamento a utilizar y es independiente del peso molecular
del polimero [141]. Gracias a la biodegradabilidad y la naturaleza compatible del los polimeros de
PHA, existe una inmensa curiosidad por la implementacion de estos materiales en la aplicacion de
istema de liberaciéon de medicamentos [142, 143]. El modo de implementacién de estos materiales
es la introduccién de medicamentos especializados en compartimiento de micro o nano esferas
de PHA, luego de su natural degradacién en el cuerpo el farmaco sea automdticamente liberado
de este compartimiento. Estos materiales como acarreadores de medicamentos o de vacunas se
han implementado en varios estudios con animales los cuales incluyen ganado, ratones, perros y
humanos para tratar, por ejemplo, la gingivitis [144]. Para la cura de la osteomielitis crénica e

implantologia se han cargado farmacos como la sulbactamcefoperazona a bastoncillos de PHBV
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[145]. Finalmente, los altos puntos de fusién de P(3HB) y P(HB-HV) a veces son una desventaja
y el uso de mcl-PHA con puntos de fusién mds bajos podria proporcionar un avance considerable

en la administracion de farmacos [146].

2.4.1.4. Aplicaciones quirurgicas. El PHA y sus derivados se emplean para de-
sarrollar dispositivos que incluyen suturas, sujetadores de sutura, dispositivos de reparacion de
meniscos, remaches, tachuelas, grapas, tornillos (incluidos los tornillos de interferencia), placas
Oseas y sistemas de placas Oseas, mallas quirdrgicas, parches de reparacion, cabestrillos, parches
cardiovasculares, clavos ortopédicos (incluyendo material de aumento de relleno 6seo), barreras de
adhesion, stents, dispositivos de reparacion/regeneracion de tejidos guiados, dispositivos de repa-
racion de cartilago articular, guias nerviosas, dispositivos de reparacion de tendones, dispositivos
de reparaciéon de comunicacién interauricular, parches pericdrdicos, agentes de carga y relleno,
vdalvulas de vena , andamios de médula dsea, dispositivos de regeneracién de meniscos, injertos de
ligamentos y tendones, implantes de células oculares, jaulas de fusion espinal, sustitutos de piel,
sustitutos de duramadre, sustitutos de injertos dseos, pasadores Oseos, apdsitos para heridas y pin-
zas hemostaticas [147, 10, 136]. La mayor contribucién de los PHA a la medicina ha sido en el
area cardiovascular. Tepha se especializa en la fabricacion de parches pericardicos, aumentos de
arterias, stents cardioldgicos, injertos vasculares, valvulas cardiacas, implantes y tabletas, suturas,

apositos, polvos, profarmacos y transportadores de microparticulas que utilizan PHA [136].

2.4.2. Aplicaciones industriales. Los plasticos que se utilizan actualmente para la

fabricaciéon de empaques y cubrimientos se pueden reemplazar por completo o parcialmente por



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 60

PHA. La extensa cantidad de propiedades fisicas de la familia de estos polimeros junto con las pro-
piedades extendidas que se consiguen al modificar estos mismos quimicamente [148] o en mezclas
[149] de varios polimeros proporcionan una amplia gama de posibles aplicaciones de uso final.
Gracias a su propiedad de biodegradacion, sus aplicaciones en paifiales o implementes de higiene
personal ya se han descrito [9]. Los PHA se han procesado en téner para aplicaciones de impre-
sion y adhesivos para revestimiento [150]. Recientemente, textiles de alta calidad provenientes de
PHBYV han sido exitosamente fabricados [6]. Adicionalmente, el latex de PHA se ha usado como
protectores de papel y cartén, con el fin de hacerlos resistentes al agua, en contraste de la combi-
nacion de cartén y aluminio que se usan actualmente y no es biodegradable. La parte econdmica
es un atributo importante para esta aplicacion ya que pequeiias cantidades de PHA son necesarias
para este propésito [151]. Por otro lado, una de las caracteristicas mds curiosas del PHA es que
presenta caracteristicas piezoeléctrico por naturaleza, esto permite la fabricacion de articulos como
sensores de presion para teclados, instrumentos de medicion de estiramiento y aceleracion, prue-
bas de materiales, sensores de ondas de choque, encendedores, encendedores de gas, micréfono,
detectores ultrasonicos, instrumentos de medicién de presidn sonora, auriculares, altavoces para

terapia ultrasénica y atomizacion de liquidos [136].

Adicionalmente, el PHA se puede utilizar como biocombustibles mediante la técnica de esterifica-
cién con metilo, los 3-hidroxialcanoatos (3HA; mcl PHA) estan unidos por enlaces éster formados
con el grupo hidroxilo (—OH) de un mondmero y el grupo carboxilo (—COOH) del otro mon6-

mero a través de la catdlisis por varias PHA sintasas [152]. Se ha descubierto que estos ésteres de
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hidroxialcanoato (ésteres de 3HA) son similares a los ésteres metilicos de acidos grasos de cadena
larga en biodiésel. Es por esto que pueden ser usados como aditivos; la esterificacién de scl-PHA
y mcl-PHA con metanol da ésteres metilicos de hidroxibutirato (3HBME) y ésteres metilicos de
hidroxialcanoato (3HAME). Estos ésteres actian como el etanol, lo que los hace adecuados para
su uso como aditivos en gasolina y biodiésel [153]. Por consiguiente, la produccion de bioaceites
de alta calidad a partir de un biopoliéster renovable sobre dcido fosférico solido en una simple
reaccion one-pot, es mds econémico en comparacion con el tratamiento catalitico térmico conven-
cional bajo influencia del hidrégeno. Ademads, debido a que las materias primas de PHB son de
baja pureza, pueden usarse para la produccion de biocombustibles con poca o ninguna purificacion

o tratamiento [154].

2.4.3. Aplicaciones en la agricultura. Los nanocompuestos de PHA se utilizan
como mantillo en las tierras de cultivo para evitar el crecimiento de hierbas no deseadas y suprimir
la evaporacion del suelo ya que actiian como una capa protectora para preservar los ingredientes
vitales del suelo. Esto no solo reduce el costo de mano de obra, sino que también ayuda en el pro-
ceso de reciclaje ecoldgico [155]. Los PHA actdan como inoculantes bacterianos para mejorar la
fijacion de nitrégeno en el reino vegetal usando cepas como Azospirillum. Algunos estudios eviden-
ciaron que el crecimiento de la planta es muy consistente (independientemente de los portadores)
que tienen PHA intracelular con la cepa Azospirillum brasilense [156]. Entre otras aplicaciones
se han reportado que PHA de ultraalto peso molecular se puede emplear para fabricar fibras que

se emplean en redes para pesca e hilo para pescar [6]. Ahora bien, una de las aplicaciones es-
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pecializadas del P(3HB-co-3HV) en la agricultura es la liberacion controlada de insecticidas, los
cuales podrian integrarse en granulos de P(3HB-co-3HV) y sembrarse junto con los cultivos del
agricultor. El insecticida se liberaria a una velocidad relacionada con el nivel de actividad de la
plaga, ya que las bacterias que descomponen el polimero se verian afectadas por las mismas con-
diciones ambientales que las plagas del suelo [136, 157]. Otro uso de los PHA en la agricultura
es en los inoculantes bacterianos que se utilizan para mejorar la fijacion de nitrégeno en las plan-
tas. El cultivo bacteriano empleado en las preparaciones de inoculantes con fines agricolas debe
resistir entornos estresantes. Las células bacterianas deben almacenarse durante largos periodos y
soportar la desecacién y las condiciones de calor. Estos inoculantes deben tener la capacidad de
mantener altas tasas de supervivencia dentro del portador. Por lo tanto, la investigacion en esta drea
se ha centrado en la adicion de elementos como nutrientes u otros productos sintéticos que pueden

aumentar la calidad de los portadores, lo que conduce a una supervivencia prolongada [158].
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3. Metodologia

En la siguiente metodologia se buscé aplicar un protocolo apropiado para el aislamiento y carac-

terizacion de bacterias PHA positivas y sus respectivos biopolimeros sintetizados.

3.1. Etapa 1: Aislamiento e identificacion de bacterias productoras de PHA en muestras de

suelos.

3.1.1. Muestreo. Se basé en la metodologia reportada por Ramirez (2013) para la
recoleccion de las muestras [159].Los factores que se tuvieron en cuenta para establecer los lu-
gares fueron: suelo himedo, preferiblemente cerca a drboles de gran tamafio y de caracteristica
no arcillosa. Posterior a esta seleccidn, se realizaron tres agujeros de aproximadamente 20 cm de
profundidad en sentido horizontal (en el caso de este estudio siempre fue alrededor de drboles
grandes) de tal forma que se creard un tridngulo. De cada agujero se tom¢ alrededor de 500 gra-
mos de muestra, los cuales se almacenaron en bolsas con cierre hermético para ser transportadas
completamente selladas y permitiendo tener una cdmara de aire dentro de ellas, a temperatura de
10 °C aproximadamente. Para finalizar, en el centro del tridngulo se tomaron las coordenadas del

punto de adquisicion anotando la latitud y longitud empleando google maps como medidor.

3.1.2. Preparacion de las muestras y aislamiento presuntivo de posibles bacte-
rias productoras de PHA. Este protocolo fue basado en los trabajos realizados por Ramirez

(2013) & Jove (2022) [159, 160]. En un recipiente se mezclaron las tres muestras colectadas por
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cada sitio de muestreo y se procedié a homogeneizar para posterior andlisis. Pasado este proce-
so, la muestra fue pasada por un tamiz con poro de 1 mm para retirar piedras, ramas, entre otros
objetos. De esta ultima, se pes6 30 gramos a los cuales se les adicioné 270 ml de una solucién
de peptona al 5 % esteril, en un Erlenmeyer de 500 ml. Esta suspension fue agitada manualmente
durante 10 minutos para permitir homogeneizacién. Esta solucién se etiqueté como la solucién A.
De esta se tomo6 1 ml el cual fue transferido a un tubo Falcon que contenian 9 ml agua peptonada
al 5%. Luego, se agité en el vortex y se etiqueté como la dilucién B. Este proceso de dilucién se
repitio tres veces mas, cada una con 1 ml de la suspensién anterior y 9 ml de agua peptonada. Al
final se etiquetan las tres soluciones restantes como C, D y E. Esto da como resultado diluciones

en serie desde 10~ a 1072,

Para cultivar las colonias bacterianas, se preparé medio de cultivo Mac Conkey (MC) y medio de
cultivo King’s B (KB), suplementados con Nistatina a un 5 % (v/v), para impedir el crecimiento de
hongos en los medios. Estas fueron etiquetadas para realizar siembra de la dilucién 1073, 10~* y
107> por triplicado. Posteriormente, se realizo siembra de la muestra por la técnica en superficie de
100 ul. Las cajas fueron incubadas durante 48 horas a una temperatura de 29.5 °C con monitoreo

constante. En el Anexo I se describe la preparacion de cada medio de cultivo utilizado en el estudio.

3.1.3. Pruebas preliminares para los cultivos bacterianos. Se realiz6 un aisla-
miento en medios de cultivo que favorecieran el crecimiento de bacilos Gram negativos; para ello
se us6 el medio Mac Conkey, en este agar crecen todas las especies de la familia Enterobacteria-

ceae, en donde se encuentran los géneros de interés para la produccion de polihidroxialcanoatos.
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Una vez se desarrolla el crecimiento son seleccionadas como se ha establecido por la fundamenta-
cién: microorganismos fermentadores de lactosa: colonias de consistencia viscosa, color rosado a
rojizo y con precipitacion, y microorganismos no fermentadores de lactosa: colonias del color del
medio (naranja), e incoloras [161]. De igual manera se uso el medio de cultivo King B que favore-
ce la produccion de fluoresceina (o pioverdina), un pigmento amarillo-verdoso que es fluorescente
bajo lampara de luz ultravioleta en algunas cepas de Pseudomona (ver Figura 4). De este agar
se seleccionaron las colonias transparentes viscosas que presentaron la produccién de pigmentos
[162]. Estos aislados fueron repicados a cajas Petri con medio de cultivo Luria Bertani (LB) para
su mantenimiento y caracterizacion donde se incubaron durante 48 - 72 horas dependiendo del

crecimiento de cada colonia a 29,5 °C.

Figura 4
Ejemplo colonia bacteriana fluorescente. Fuente: autor.
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3.1.3.1. Prueba de Gram. Este protocolo fue basado a partir de Mejia (2010) [163].
Utilizando un mechero de alcohol, se flameo el asa bacteriologica por 5 segundos para esterilizarla;
posteriormente, se adiciono una gota de agua tipo I sobre el portaobjetos y con el asa ya esterilizada
se toma un poco de muestra bacteriana desde el cultivo sélido y lo se mezclo con la gota de agua
tipo I dispuesta anteriormente en el portaobjetos. Para secar el portaobjetos y fijar la muestra con

calor.

Ya con las muestras fijadas se procedi a agregar cristal violeta con un gotero hasta cubrir el frotis
y se dej6 actuar durante 1 min. Se lavo el colorante con agua, luego, se agregé lugol en cantidad
suficiente y se dejé actuar por 1 minuto. Se realizo un lavado con agua y se agrega alcohol acetona
(80%) durante 15 s, la cual se lavé nuevamente con suficiente agua para eliminar el exceso de
solvente. Por ultimo, se agreg6 safranina con un gotero hasta cubrir el frotis y dejar actuar durante
60 s. Se dejo secar la preparacion a temperatura ambiente luego de ser finalmente lavada con agua
tipo I hasta que no presentard mas colorante encima. Se observaron las muestras al microscopio

(marca Optika Microscopes B-350) con el objetivo 100X.

3.1.3.2. Prueba de catalasa. Este protocolo fue basado a partir de Jove (2022)
[164]. En un portaobjetos se adicioné una gota de una solucién de peréxido de hidrégeno al 3 %,
seguidamente con un palillo se tom6 un poco de la colonia a estudiar para luego mezclarla con la
solucién y observar si se presento algin tipo de burbujeo proveniente de la colonia. La presencia

de burbujeo indica prueba positiva para catalasa [164].
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3.1.3.3. Prueba de oxidasa. Esta prueba se realiz6 empleando tiras reactivas para
deteccién de la enzima citocromo-oxidasa, Bactident™ Oxidase test strips de la marca Sigma-
Aldrich siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomo el asa de inoculacion y se esteriliz6 para
tomar una colonia aislada del medio de cultivo. Esta colonia fue aplicada sobre la zona reactiva. Al
cabo de aproximadamente 20 a 60 segundos se comparo la escala de colorimetrica para determinar

si el aislado bacteriano es positivo o negativo para oxidasa.

3.1.4. Verificacion de la presencia de PHA intracelular empleando el colorante
Azul Nilo. La metodologia se basé en A G Ostle et al. (1982) [165]. Inicialmente, se realiz6 una
solucion al 1% de Azul Nilo (marca Merck) en agua desionizada, la cual fue sumergida en bafio
de agua a 55 °C. Asi mismo, se procedi6 a la fijacién de las colonias a estudiar en portaobjetos;
luego de tener las muestras listas, se sumergieron en la soluciéon de Azul Nilo durante 10 min.
Posteriormente, los cubreobjetos fueron lavados con agua para retirar el exceso de colorante y
sumergidos en una solucién de dcido acético al 8 % durante 1 minuto. Las muestras se dejaron
secar para su posterior andlisis bajo el microscopio de fluorescencia en un rango de excitacion de
520 a 550 nm y un rango de emision de 590 a 630 nm. Como se muestra en la Figura S5a, una
colonia bacteriana PHA positiva genera fluorescencia de color naranja, mientras que, las colonias

no productoras no exhiben fluorescencia (Figura 5b).
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(a) Colonia PHA positiva (b) Colonia PHA negativa

Figura 5§

Observacion del microscopio procedentes de muestras de suelo (40X) para la interpretacion de
emision fluorescente en colonias bacterianas PHA positivas (a) y para colonias PHA negativas
(b). Aunque ambas colonias presentan algiin tipo emision fluorescente. Para la figura a se observa
una emision mds intensa de color naranja, ya que el azul Nilo es un colorante especifico para
lipidos dcidos, es por esto que se une a los fosfolipidos presentes en la mono-capa del granulo de
PHA intracelular. Fuente: autor.

3.2. Etapa 2: Caracterizacion del PHA producido por las bacterias PHA positivas.

3.2.1. Determinacion de la biomasa. Para el estudio de la masa seca se transfiri6
un pequefio inéculo desde el medio LB sélido a un medio de activacién liquido (5 ml) agregado
a un vial de vidrio de 10 ml con tapa hermética previamente esterilizado. Este vial de reaccion se
dej6 incubar por 24 horas a 29,5 °C' y 150 rpm [166]. Posterior a este tiempo, se cuantificé la con-
centracion del indculo a agregar al medio de fermentacién empleando la escala de McFarland. Esta
escala fue realizada comparando la turbidez de las diferentes disoluciones en la Tabla 14 presente
en el anexo 4 a 600 nm creando una curva patrén [167]. Pasadas las 24 horas se procedi6 a tomar
200 p! del medio de cultivo de activacién (blanco) en una placa de 96 pozos de fondo plano y
200 u! de las colonias a estudiar. Esta placa de fondo plano se pasé por el espectrofotometro leido

a 600 nm donde la absorbancia obtenida por las colonias bacterianas activas se les resto el valor
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dado por el medio de cultivo de activacion limpio (blanco) para asi obtener su absorbancia abso-
luta. Posteriormente, se prepararon las diluciones respectivas con agua desionizada previamente
esterilizada hasta obtener una concentracion similar al estindar McFarland de 1, el cual posee una
concentracion celular de 3 x 108 UFC/ml [167]; estas diluciones se prepararon en tubos Eppen-
dorf de 1,5 ml con la finalidad de que la solucién tenga un volumen final de 1 ml. Este volumen se
adiciona a 100 ml de medio de cultivo minimo en sales (MSM) liquido (Medio fermentador) en un
Erlenmeyer de 250 ml; se dejé incubar durante 72 horas a 29,5 °C y 155 rpm en una incubadora

Thermo Scientific SHKE4450 [168].

Pasadas las 72 horas de incubacién se procedié a determinar la masa seca de cada colonia aislada
estudiada. Para este fin, el medio de cultivo se centrifugé a 6000 rpm durante 10 minutos, se retird
el sobrenadante y se lavo con agua desionizada previamente esterilizada (este proceso se repitid
dos veces mas). Luego de tener el pellet limpio, fue transferido a un tubo Falcén de 15 ml el cual
se afor6 con agua desionizada hasta llegar a un volumen final de 5 ml. De este volumen se tomé
1 ml el cual se agregd sobre una caja Petri de 30 mm previamente pesada y secada; esta caja se
dejo secar por 24 horas en un horno a 60 °C. Pasado este tiempo, la muestra se retiro del horno y
se coloco en desecador hasta temperatura ambiente. La diferencia de peso corresponde a 1/5 de la

masa seca real, al haber diluido con un volumen final de 5 ml.

3.2.2. Acumulacion de PHA en medio de cultivo minimo en sales (MSM) liquido.
La acumulacién de PHA se realizé basdandose en la metodologia de Ana Lorena et al. (2013)

[166] con medio MSM con las mismas variables con las que se desarroll6 la fermentacidon para
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la determinacién de masa seca (seccién 3.2.1). Al final de la fermentacién, el medio de cultivo se
centrifugd durante 10 minutos a 6000 rpm; el liquido fue desechado y el pellet fue resuspendido
con agua para ser nuevamente centrifugado bajo las mismas condiciones. Este proceso es repitié 2
veces; al finalizar, todo el pellet fue transferido a un tubo Falcon de 15 ml, el cual se almacené en

la nevera de -25 °C hasta la posterior extraccién del biopolimero.

3.2.3. Extraccion del biopolimero intracelular. La metodologia fue basada de
Guilherme A. et al. (2020) [169]. A minimo 500 mg de muestra fresca hiimeda se le adiciond car-
bonato de dimetilo (DMC) en una proporcién de 1 ml por cada 0,05 g de muestra en un balon de
fondo redondo de 100 ml previamente pesado. Este balon es introducido en un montaje de reflu-
jo usando aceite mineral previamente calentado a 90 °C (punto de ebullicién del DMC), dejando
reaccionar durante 1 h. Luego de dejar enfriar el balén hasta temperatura ambiente, el solvente
fue separado de contaminantes y masa residual usando un embudo buchner y una bomba de vacio.
Posteriormente, se transfiri6 el solvente (con el biopolimero disuelto) a otro balén de fondo redon-
do de 100 ml, el cual fue conectado a un roto-evaporador (HEIDOLPH HEI VAP) configurado a
40 °C y 50 mbar para permitir asi la evaporacion del mismo y observar el polimero en forma de
cristales sobre la pared del recipiente. Una vez evaporado el solvente, el residuo (biopolimero) se

resuspendié en cloroformo (grado analitico) y se transfirié a un vial de vidrio previamente pesado.

3.2.4. Derivatizacion del PHA extraido para analisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de gases (GC/MS). La metodologia fue basada de Guilherme A. et

al. (2020) & Pravesh et al. (2019) [169, 170]. A 4 mg de muestra agregando 1 ml de cloroformo
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(99 %), 0,95 ml de metanol (96 %) y 0,05 ml de acido sulfurico (95 %). Todos estos reactivos junto
a la muestra fueron adicionados a un tubo de ensayo con tapa rosca, el cual se introdujo a un bafo
de aceite mineral precalentado a 100 °C'y se dejé reaccionar durante 2,5 horas. Posteriormente, se
dej6 enfriar el tubo hasta temperatura ambiente y se le adicion6 1 ml de una solucién de NaCl 1
M. El tubo se agité vigorosamente durante 10 min en shaker para posteriormente dejar separar las
fases; la fase acuosa fue descartada, y el proceso se repitié al menos 4 veces mds. Luego de solo
tener la fase orgdnica en el recipiente, se procedid a evaporar el solvente a temperatura ambiente
en un vaso de precipitado de 50,0 ml. La muestra fue resuspendida en 1 ml de cloroformo (grado
analitico), la cual se filtré con un filtro PTFE de 0,45 ul x 13 mm y se transfirié a un vial (1,5 ml)

de cromatografia para posterior andlisis por GC/MS.

3.2.5. Caracterizacion del biopolimero mediante GC/MS. El protocolo fue ba-
sado de La metodologia fue basada de Guilherme A. et al. (2020) [169]. Inicialmente, se realizé
una curva de calibracidén usando como estdndar primario el metil-(R)-3-hidroxibutirato sintetizado
a partir del 4cido 3-hidroxibutirico (Merck) empleando cloroformo como disolvente. El cromaté-
grafo de gases utilizado fue un 7890B de la marca Agilent Technologies con una columna capilar
HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) y un espectrémetro de masas 5977B de la misma marca;
flujo de 2 mL min—! de helio, inyeccién de muestra de 1 ul, y un split de (1:10) con una tempe-
ratura inicial de 35 °C y con un gradiente de temperatura de 10 °C/min hasta llegar a 250°C en
el inyector y detector. Se utiliz6 el software Masshunter Qualitative Analysis (version B.07.00)x

para la identificacién quimica de los mondmeros presentes en las colonias a través de su espectro
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de masas. Para la curva de calibracion Se emplearon 6 puntos con concentraciones de 80 a 4800

uM.

3.2.6. Caracterizacion del biopolimero mediante resonancia magnética nuclear
(RMN). El protocolo fue basado de Iza Radecka el al (2016) [171]. Los espectros de resonancia
magnética nuclear (RMN) en solucién se midieron en un Bruker de 400,00 MHZ en CDCl3z como
disolvente. Los espectros de RMN de 'H se recogieron a 299,95 MHz con un pulso 7/2 de 7,0 us
para los niicleos de 'H y un perfodo de adquisicién de 3,74 s en un ancho de espectro de 4,5 kHz
con un nimero de scans de 8. Los espectros de RMN de !3C se recogieron a 75,43 MHz con un
pulso /2 de 6,5 s para los niicleos de '*C y un perfodo de adquisicién de 1,82 s en un ancho de
espectro de 16,5 kHz con un retraso de reciclaje de 1,19 s en un nimero de scans de 1024. También

se realiz6 la toma de espectros bidimensionales COSY, HMBC y HSQC.

3.2.7. Caracterizacion del biopolimero mediante analisis termogravimétrico (TGA).
El protocolo fue basado de Guilherme A. et al. (2020) [169]. Se colocé una masa de alrededor de
10 mg en el crisol de equipo y se fij6 un modo de rampa de 10 °C por minuto hasta 500 °C bajo

atmosfera de nitrégeno.

3.3. Etapa 3: Caracterizacion bioquimica de los aislamientos bacterianos que presentaron la

mayor acumulacion de PHA.

Las cepas bacterianas aisladas gram negativas y oxidasa negativas, se identificaron con el Sistema

RapIDTM ONE (RemelTM) siguiendo las instrucciones de fabricante; el cual es un micrométodo
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cualitativo que utiliza sustratos convencionales y cromogénicos para la identificacién de microor-

ganismos, siguiendo el manual proporcionado por el fabricante (Thermo Scientific) [172].

3.3.1. Conservacion de microorganismo PHA positivos. Los microorganismos
fueron activados usando medio de cultivo LB; se agregaron 10,0 ml de este medio a un tubo de
ensayo con tapa para ser incubados por al menos ocho horas a 30,0 °C; una vez transcurrido el
tiempo, se tomaron 0,7 ml del cultivo y se adicionaron a un criovial de dos ml, el cual contenia 0,3
ml de una solucién de glicerol al 10,0 % (agente criogénico). Luego, se agitaron por 15 segundos

en un shaker para ser almacenados a -80,0 °C [166].
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4. Resultados y analisis

4.1. Etapa 1: Aislamiento e identificacion de bacterias productoras de PHA en muestras de

suelos

En este proyecto de investigacion se tomaron 3 muestras de diferentes lugares; la primera muestra
(Figura 6a) con coordenadas de longitud: 7.1151924, latitud: -73.1045032 (4V8W+35 Bucaraman-
ga, Santander) se logré aislar 10 colonias, la segunda (Figura 6b) con coordenadas de longitud:
6.8619438, latitud: -73.0436556 (VX64+Q6H Piedecuesta, Santander) se logré aislar seis colo-
nias aisladas y por ultimo la tercera (Figura 6¢) con coordenadas de longitud: 7.1316086, latitud:
-73.0571388 (4WJV+J4 Chimita, Bucaramanga, Santander) se logré aislar siete colonias aisladas

analizadas.

Las pruebas preliminares descritas en la seccion 3.1.3 se realizaron para los 27 aislados bacterianos.
De estas bacterias analizadas, el 88,9 % (24) de las bacterias fueron Gram negativas, el 37,0 %
(10) positivas para la prueba de oxidasa, el 51,8 % (14) positivas para la prueba de catalasa. Con
respecto a la morfologia microscépica se evidencié que el 55,55 % (15) presentaron morfologia de
Bacilos y 44,44 % (12) de morfologia cocos. En la Tabla 7 se muestran los resultados de los 11
aislados bacterianos que presentaron prueba positiva de PHA intracelularmente bajo observacion
en el microscopio de fluorescencia, siguiendo los pardmetros de la seccién 3.1.4. En la Figura 7 se

observa el resultado de la colonia CO1, para las imagenes respectivas de las demas colonias PHA
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(¢) Lugar recoleccion muestra 3.

Figura 6
Lugares de recoleccion de las muestras analizadas en el presente proyecto de investigacion.

positivas se encuentran en el Anexo 2.

Figura 7
Resultado colonia COI bajo el microscopio de fluorescencia empleando Azul Nilo como colorante
(aumento 40X).
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Los resultados obtenidos en la Figura 7 Luego de caracterizar macroscOpicamente las bacterias
positivas para PHA (de manera cualitativa), se realizaron las fermentaciones para la acumulacién
de biopolimero y la extraccion del mismo siguiendo los paramentos establecidos en las seccio-
nes 3.2.2 y 3.2.3. Los resultados de las extracciones se presentan en Tabla 8. El 36,36 % (4) de
las colonias PHA positivas lograron acumular un porcentaje de polimero mayor al 30 %; colonias
como la CO1 y la CO2 lograron una acumulacion mayor al 59 %. Es posible conjeturar que las co-
lonias PHA positivas de la muestra C sinteticen una mayor cantidad de biopolimero por el lugar de
colecta (longitud: 6.8619438, latitud: -73.0436556 (VX64+Q6H Piedecuesta, Santander)), para la
muestra BO1 fue tomada en un monocultivo de café en un ambiente con poca humedad ambiental.
Pero para las colonias de la muestra C que fueron tomadas en un ambiente frio, hiimedo, cercano
a un arbol grande, evidenciando ser un ambiente promisorio para aislar bacterias productoras de

PHA.

Estudios anteriores demostraron que bacterias gram negativas, catalasa positivas y oxidasa positi-
vas como la Pseudomonas aeruginosa, la Alcaligenes latus y la Cupriavidus necator son bacterias
PHA positivas las cuales se presentan en diferentes ambientes naturales [23], es por esto que, al
realizar las pruebas preliminares a los 27 aislados bacterianos puede hacer un perfilamiento de los
posibles aislados PHA positivos antes de ser analizados bajo el microscopio de fluorescencia. Pero
esto no quiere decir que otras bacterias gram positivas, o negativas para una o dos de las pruebas
preliminares también puedas producir PHA intracelular, solo que segin estudios, la produccién de

PHA en bacterias gram positivas en comparacién con gram negativas serd menor [173]. Luego de
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Aislado Acumulacion PHA (mg) (%) acumulaciéon PHA!
Replical Replica2 Replica3 Resultado (< x> + Ax)
A01 4,0 15,0 X 86,7+15,9 11,0%
A02 10,0 4,0 X 7,0+3,0 3,2%
A03 4,0 20,0 X 12,0£38,0 8.7%
A04 16,0 18,0 X 17,0+1,0 11,0%
A0S 7,0 61,0 X 34,0£27,0 30,0%
A06 15,0 18,0 X 16,5+1,5 12,9 %
A07 13,0 11,0 X 12,0£1,0 13,3%
AO08 9,0 3,0 X 6,0£3,0 3,2%
BO1 20,0 58.0 20,0 39,0+£19,0 31.0%
C01 82,0 61,0 70,0 71,5£10,5 77,2 %
C02 223,0 33,0 122,0 128,04+95,0 86,1 %

! El porcentaje de acumulacién de PHA se encuentra en funcién de la biomasa seca.

Tabla 8

Resultados acumulacion de PHA para cada colonia PHA positiva.

analizar los aislados PHA positivos y obtener resultados para las extracciones es posible comprar

los datos suministrados por otros estudios como por ejemplo Otero-Ramirez [159] el cual obtuvo

polimero recuperado entre 0,01 g/l a 0,88 g/l desde bacterias provenientes de nuestras de suelo del

departamento de Narifio. Para nuestros aislados se logré recuperar 0,02 g/l para la bacteria con

menor acumulacién y 0,31 g/l para las bacterias de mejor produccion. Teniendo en cuenta que el

método de fermentacién implementado (lote) no fue él mas 6ptimo o la fuente de carbono prima-

ria era una de las mds generales (glucosa), pues es posible conjetuar que en posteriores estudios

donde se analice la cinética de crecimiento y acumulacién de PHA para los aislados CO1 y C02 se

obtengan mejores resultados que los presentados anteriormente.
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4.2. Etapa 2: Caracterizacion del PHA producido por las bacterias PHA positivas.

Posterior a la extraccidn, se procedio a analizar los polimeros por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC/MS), como se indicé en las secciones 3.2.4 y 3.2.5. Los perfiles
cromatograficos de los PHA extraidos para los aislados AO1-A08 se encuentran en el anexo 5. Sus-
tancias como el metil 4-oxopentanoico (4cido levulinico, en su forma no metilada) presente en el
ciclo de Krebs y en la glucdlisis [174]; Otro posible compuesto presente en estos cromatogramas
ese el dimetil butanodioato (4cido succinico, en su forma no metilada) el cual tiene aplicacio-
nes industriales como solvente, en perfumes, tintes y quimicos para fotografia [175]. El dimetil
pentanedioato (dcido glutarico) es producido por los microorganismos durante el metabolismo de
algunos aminodcidos, como la lisina y el triptéfano. Sin embargo, tiene excelentes aplicaciones en
la produccién de polimeros de poliéster como el poliol y las poliamidas [176]. Por dltimo apare-
cen las formas metiladas de PHA de cadena media como el metil 3-hidroxioctanoato y el metil
3-hidroxipentanoato los cuales no poseen buenas propiedades fisicoquimicas impidiendo su uso
en la industria [2]. Los perfiles cromatografias para los aislados con mayor producciéon de PHA
intracelular (BO1, CO1 y C02) se encuentran en la Figura 8 junto con los espectros de masas del
aislado C02 (Figura 9) para las sefiales con tiempo de retencion tg = 3,35 y tg = 3,51 min que ayu-
dan a dilucidar la presencia de mondmeros de interés como son el metil 3-hidroxibutirato (3HB)
y metil 3-hidroxivalerato (3HV) respectivamente [1]. En los tres casos la sefial presentada por el
3HB presenta la mayor intensidad; planteando como una posible hipétesis la presencia mayoritaria

de 3HB en los biopolimeros extraidos. Las muestras de poliésteres extraidos fueron analizadas por
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resonancia magnética nuclear para confirmar la conjetura planteada.
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Figura 8

Perfiles cromatogrdficos de los aislados bacterianos con mayor produccion de biopolimero.

Se empled una curva de calibracion para la cuantificacion (uM) de los monémeros de 3HB presen-
tes en cada muestra. Con un R = 0,9954 y una ecuacion de la recta de y = 906,91x — 156356. En
la Tabla 10 se muestran los resultados para la concentracién en minimolar (nM) para cada biopoli-

mero extraido de cada aislado bacteriano. Analizando los datos presentes en esta tabla observamos
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(a) Espectro de masas metil 3-hidroxibutirato. (b) Espectro de masas metil 3-hidroxivalerato.

Figura 9
Espectros de masas del aislado CO2 para distinguir la presencia de monomeros de interés (3HB y
3HV).

que no toda la cantidad de PHA extraido es igual 3HB, es por esto que se puede asumir que otros
tipos de mondmeros son sintetizados por las bacterias. A pesar de ello, de aqui en adelante el es-
tudio se enfocard en confirmar la presencia mayoritaria de 3HB para los aislados bacterianos con

mayor produccion de PHA.

Para los aislados BO1, CO1 y CO02 se realiz6 un estudio por resonancia magnética nuclear (RMN)
con el fin de confirmar la presencia mayoritaria de acido 3-hidroxibutirico en los polimeros extrai-
dos a partir de estos aislados bacterianos. Inicialmente, para el andlisis del espectro de protones
('H) (Figura 10) acoplado de los tres aislados bacterianos comenzaremos de derecha a izquierda
con la sefial en 1,28 ppm representante para el acoplamiento de los hidrégenos —CH3 del carbono
cuatro con el hidrégeno del carbono tres la cual se presenta como un doblete. Continuando, ten-

dremos la sefial en 2,57 ppm la cual interpreta el acoplamiento de los hidrégenos del grupo —CH,
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Area picos generados
Concentracién (uM) picos g

Replical Replica2  Replica3 Resultados (< x > + Ax)

80 64249,71 99889,84 100827,33 88322,29+14745,11
160 40123,55 39909,88 39133,09 39722,17£368,56
240 12456,8 85558,24 123751,27 73922,10439988,53
640 298104,44  296054,78  301380,09 298513,10+1899,34
960 802743,65  828550,60 407869,18  679721,14+166724,50
1600 1102949,45 1163515,88 1145945,06 1137470,13 +22033,40
3200 2948607,92 2842351,79 2543235,90 2778065,20+ 148629,06
4800 4668504,96 4545467,29 3524498,42 4246156,89 +444059,56

Tabla 9
Datos usados para la creacion de la curva de calibracion para el metil-3-hidroxibutirato.

Aislado Calculo concentraciéon de 3HB 3HB presente en cada extracto
Replical Replica2 Resultado (< x>+ Ax) [3HB] (uM) [3HB](mM) Rep1(mg) Rep2(mg) Promedio 3HB (mg) presente muestra
A0l 5,44x10° 1,82x10° 10,50 % 10°413,34x 10°  11605,15 11,61 10,00 4,00 7,00 2,40
A03 2,46 % 10° 7,41 x10° 4,94 % 10°+3,50 x 10° 5463,89 5,46 4,00 6,66 5,33 0,86
A04  2,96x10° 1,66x10° 9,77 x10°£9,63 x 10° 1094,34 1,09 16,00 9,00 12,50 0,40
A05  3,28x10° 2,87x107  1,45x107+2,01 x 107 16041,12 16,04 7,00 15,00 11,00 5,21
A06  3,24x10° 1,23x107 7,71 x 10°+6,33 x 10° 8523,25 8,52 15,00 9,00 12,00 3,02
A07  1,17x10° 3,62x10° 2,40x10°+1,73 x 10° 2660,52 2,66 9,00 3,00 6,00 0,47
A08  2,15x107 1,57x107 1,86 x 107 +£4,09 x 10° 20577,62 20,58 13,00 11,00 12,00 7,28
BOI  2,76x10° 1,63x107 9,55 10°+9,59 x 10° 10542,96 10,54 6,66 4,00 5,33 1,66
CO1  2,14x107 1,46x107 1,80 x 107 +£4,78 x 10° 19915,31 19,92 16,00 10,00 13,00 7.64
C02  3,85x107 2,08x107 2,97 x 107 +1,25x 107 32763,60 32,76 16,00 8,00 12,00 11,60
Tabla 10

Miligramos de 3-hidroxibutirato (3HB) presente en los extractos de biopolimero para cada bacte-
ria PHA positiva.

con el hidrégeno del carbono tres; esta sefial se presenta como un multiplete porque los hidrégenos
(no geminales) del carbono 2 se acoplan con el hidrégeno del carbono tres generando un doblete,
luego, este par de hidrégenos al no ser geminales interaccionan entre si y con el hidrégeno del
carbono tres generando las cuatro sefiales que vemos en el espectro, dos para un hidrégeno y dos

para el otro hidrégeno. Esta informacion se confirmé posteriormente con el anélisis de sus con-
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tantes de acoplamiento. Por tltimo, para la sefial en 5,28 ppm serd el acoplamiento del hidrégeno
del carbono tres con los hidrégenos presentes en el carbono cuatro y en el carbono dos, es por
esto que la sefial se presenta como un multiplete de 6 picos (recordando la regla de n+1). En el
espectro de protones también se presentan sefiales de baja intensidad en 0,89 ppm y en 2,30 ppm
las cuales hacen referencia a los acoplamientos de los hidrégenos presente en el grupo —CH3 de
cadenas laterales mas larga de otros mondmeros presentes en menor proporcion en la muestra; y
de grupos —CH, presentes en estos otros tipos de mondémeros respectivamente. Para el espectro de
carbonos (*C) acoplado (Figura 11). La primera sefial ubicada en 19,77 ppm serd caracteristica
para el carbono cuatro del monémero de acido 3-hidroxibutirico, representante del grupo —CH3.
Para la sefial en 40,79 ppm representa al carbono dos del grupo (—CH>), la sefial en 67,63 ppm
para el carbono tres (—CH) y por tltimo, la sefial de 169,19 ppm ser4 la del carbono uno (—C = O)
la cual estd ubicada en esta zona debido a la perdida de su densidad electrénica por la presencia del
oxigeno unido a doble enlace con él. Estos datos fueron corroborados con otros reportados como
por ejemplo Sushobhan et al. [2] o Shahid et al [177] donde se analizan diferentes espectros de

protones para los polimeros producidos por diferentes bacterias.

Analizando los espectros de protones y carbono nos permite llegar a la conclusién de que el dcido
3-hidroxibutirico es el monémero con mayor proporcidn para estos tres aislados bacterianos. Sin
embargo, para estar 100 % seguros a los polimeros extraidos se les realizado también estudios por
RMN en dos dimensiones. Iniciando con el espectro compilado de la espectroscopia de correlacion

(COSY, por sus siglas en inglés), presente en la Figura 13, el cual muestra los acoplamientos entre
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Espectro de protones "H — RMN compilados de los polimeros sintetizados por los aislados BO1,

Co1 y CO2.

hidrégenos vecinos. La primera sefial que observaremos con coordenadas en ((1,28),(5,27)) ppm

estard presente en los tres espectros y sefala el acoplamiento de los hidrégenos del carbono cuatro

(—CH3) y el hidrégeno del carbono tres (—CH), este punto estd correlacionado con el punto de

coordenadas ((5,27), (1,28)) ppm. Ahora, el punto de coordenadas ((2,57), (5,27)) ppm mostrard

el acoplamiento entre el hidrégeno del carbono tres (—CH) con los hidrégenos del grupo (—CHy)

del carbono dos. Ya que no se presentan mas hidrégenos vecinos presenten en el monémero, solo se

observaran estos dos tipos de sefiales. Siguiendo con el anélisis de la espectroscopia de correlacion
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Espectro de carbonos '3C — RMN compilados de los polimeros sintetizados por los aislados BO1,

Co1 y CO2.

heteronuclear de un tnico cuanto (HSQC, por sus siglas en inglés), el cual muestra la interaccion

de cada carbono presente en la molécula con los hidrégenos unidos a ese carbono especifico (Figu-

ra 12) [178]. Iniciando con la sefial con coordenadas ((1,28),(19,78)) ppm perteneciente al grupo

(—CHj3) del carbono cuatro. Para la sefial ((2,55),(40,79)) ppm corresponderé al grupo (—CH,)

del carbono dos, esta sefal estd dividida en dos pequefias sefiales debido a que los hidrégenos no

son geminales como explicamos anteriormente, y por tltimo, la sefial ((5,28),(67,63)) ppm ca-

racteristico del grupo (—CH) del carbono tres. El carbono uno no presenta sefal en este tipo de
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espectros porque no tiene hidrégenos unidos a €l.
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Figura 12

Espectro HSQC compilado de los polimeros sintetizados por los aislados BOI1,C01 y CO2.

Para finalizar esta seccion, en la Figura 14 estd la conectividad heteronuclear a enlaces multiples
(HMBC, por sus siglas en inglés) [178]. Iniciaremos el andlisis interpretando las sefales caracteris-
ticas que presentan los tres polimeros; la sefial con coordenadas ((1,29), (40,79)) indica la interac-
cién entre el carbono 2 y los hidrégenos del carbono 4 (—CH3). La senal ((1,27),(67,63)) indica
la interaccién entre el carbono 3 y los hidrégenos del carbono 4 (—CHj3). Siguiendo con la seiial

((2,55),(67,63)) serd la interaccion entre el carbono 3 y los hidrégenos presentes en el carbono 2.
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Figura 13
Espectro COSY compilado de los polimeros sintetizados por los aislados BO1,C01 y CO2.

Por tltimo, para las sefiales conjuntas, tenemos la sefial con coordenadas ((2,55),(169,10)) ppm
la cual serd la interaccidn entre el carbono 1 y los hidrégenos de carbono 2 como con el hidrégeno
del carbono 3. La sefial con coordenadas ((1,29),(19,73)) ppm correspondera a la interaccién mu-
tua entre los hidrégenos del carbono 4. La sefial ((2,55), (19,78)) corresponde a la interaccién del
par de hidrégenos del carbono 2 con los hidrégenos del carbono 4. La sefial ((2,55),(40,79)) ppm
serd la interaccion mutua de los hidrégenos presentes en el carbono 2. Para finalizar con el ana-

lisis de este espectro en 2 dimensiones tendremos la sefiales con coordenadas ((5,55),(19,73)),
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Figura 14
Espectro HMBC compilado de los polimeros sintetizados por los aislados BO1,C01 y CO2.

((5,55),(40,79)), ((5,55),(169,10)) ppm las cuales serdn las interacciones entre el hidrégeno
del carbono 3 con el carbono 4, carbono 2 y el carbono 1 respectivamente. Luego de analizar los
espectros de RMN uni- y bidimensionales, y con la ayuda de los cromatogramas, todo indica la
presencia principalmente en los polimeros extraidos de los aislados bacterianos mondmeros de

3HB en mayor abundancia en comparacion a otros mondmeros presentes.

Para finalizar la seccion de resultados, se analizaron los polimeros producidos por los aislados CO1

y C02 mediante termogravimetria (TGA). En la Figura 15 observamos los resultados obtenidos
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en este andlisis cuando es comprado con un PHB comercial. Algo curiosos es la forma en como
el PHB comercial presenta su perdida de masa en funcién de la temperatura; la grafica presenta
claramente dos decaimientos significativos en su porcentaje de masa, dando a entender y como es-
pecifica Rebocho et al. [179] en su investigacion la presencia de dos tipos de mondmeros diferentes
presentes en la muestra. Para los aislados CO1 y CO2 se exhibe un solo decaimiento en la masa,
dando a suponer la presencia mayoritaria un mondémero en la cadena polimérica como se especifi-
c6 anteriormente. Para términos de comparacion se investigaron datos experimentales de algunas
muestras de PHA sintetizados junto con el anélisis de otros PHB comerciales (Tabla 11). Para el
aislado CO1 se obtuvieron valores menores de (7;) y (Tuqx) en comparacién con el polimero de
PHB puro, dando como resultado que las otras sustancias presentes en el PHA extraido diferente
a 3HB modificaron sus valores de perdida de masa. Para el aislado C02, se obtuvo una conjetura
parecida a lo que se ve en su cromatograma (Figura 8); y es que la presencia de los dos mondmeros
de 3HB-3HV en una proporcién (80:20) mol % produce resultados de (7;) y (Tnqx) semejantes a
los obtenidos por el aislado C02. Lo anterior mostrado no es posible confirmarlo a un 100 % con
los datos suministrados. Sin embargo, se demuestra nuevamente la presencia mayoritaria para el
dcido 3-hidroxibutirico presente en el PHA extraido del aislado bacteriano C02 y la presencia del

monomero de dcido 3-hidroxivalerico en menor proporcion.

Es de mucha relevancia en la presente investigacion la cantidad de polimero producido por los ais-
lados CO1 y C02. Como dije anteriormente, el modo de fermentacién (lote), la fuente de carbono

primaria general (glucosa) y no conocer la cinética de crecimiento y acumulacion de PHA de estas
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Resultados andlisis termogravimétrico de los aislados CO1 y CO2 en comparacion a un PHB co-
mercial a nuestra disposicion.

bacterias no nos permite lograr el mayor potencial de produccion de biopolimero. Sin embargo,
si se realizan estudios posteriores donde se varie la fuente de carbono primaria, siguiendo como
ejemplo la Tabla 2 para visualizar posibles opciones y estudiar la cinética de crecimiento en bio-
rreactores ya estructurado con un modo de fermentacion establecido para estas bacterias, es mds

que probable que la produccién de PHA intracelular presente en estos aislados mejore significati-

vamente.

90



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA

91

Tipo de polimero Composicion del

(T;) Perdida peso

(Tnax) Perdida peso

PHA (mol %) 5% (°C) 95% (°C)
Aislado CO1 ND 214,27 311,27
Asilado C02 ND 248,08 305,082
PHB comercial ND 268,22 497,22
PHB [2] 3HB (100) 226,0-235,0 285,0-305,0
PHB (sigma) [180] ND 234,0 302.0
PHB comercial [181] 3HB-3HV 269,66 286,77
(90:10)
P(3-HB-co-3-HV) [2] 3HB-3HV 247,0-253,0 289,0-308,0
(80:20)
P(3-HB-co-3-HV) 3HB-3HV 264,04 288,32
[181] (43:57)
P(3HB-3HV-3HHX) [2] HB-HV-HH 273,0 ND
(5,4:9,9:86,7)

Tabla 11
Resultados andlisis termogravimetrico para los biopolimeros obtenidos en los aislados COl y CO2
junto con datos experimentales encontrados en la literatura.

4.3. Etapa 3: Caracterizacion bioquimica de los aislamientos bacterianos que presentaron la

mayor acumulacion de PHA

Para finalizar el andlisis de resultados, siguiendo la metodologia establecida en la seccion 3.3 los
aislados con mayor produccién de PHA y mayor concentracion de monémero 3HB CO1 y CO2 se
identificaron como Acinetobacter calcoaceticus 'y Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis.
La caracterizacion de estas bacterias arrojo un porcentaje de similitud de 99,9 %, sin embargo,
es necesaria la identificacion genética (RNA 16S) para corroborar al 100 % la veracidad de estos
resultados. Las pruebas preliminares de los aislados PHA positivos (ver Tabla 7) nos confirman la

identificacion de estas bacterias ya que para ambos casos son bacterias Gram negativas, oxidasa
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negativas y catalasa positivo [182, 183]. Actualmente no se han publicado estudio en la sintesis
o acumulacién de PHA en este tipo de bacterias, posiblemente por sus caracteristicas patégenas
hacia los seres humanos [184, 185]; es por esto que si se desea continuar con estudios posteriores
serd necesario establecer su naturaleza patogénica en humanos y/o animales, sin embargo ya han

sido encontradas en suelo, incluso evaluadas en degradacion de PHA [186].



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 93

5. Conclusion

La implementacién de medios de cultivo selectivos como el MC y KB suplementados con nista-
tina, junto con la implementacién de pruebas preliminares (gram, catalasa, oxidasa) permitieron
el perfilamiento de bacterias posiblemente PHA positivas en el estudio. Usando azul Nilo como
colorante logramos determinar que de 27 colonias bacterianas aisladas, 11 (40,7 %) fueron PHA

positivas.

De once aislados bacterianos PHA positivos, los aislados BO1, CO1 y C02 presentaron la mayor
acumulaciéon de PHA intracelular con valores de 31,1 %, 77,2 %, 86,1 % respectivamente en fun-
cion de su masa seca y andlisis por GC/MS, RMN y TGA permitieron la confirmacién de la presen-
cia del acido 3-hidroxibutirico como el principal mondmero presente de los polihidroxialcanoatos

extraidos.

Los aislados CO1 y C02 se identificaron como Acinetobacter calcoaceticus 'y Klebsiella pneumo-

niae subsp. rhinoscleromatis respectivamente.
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Apéndices

Apéndice A. Preparacion de medios de cultivo.

Tabla 12

Preparacion de medios de cultivo implementados en este proyecto de investigacion.

Componente Cantidad (g/1)
Mc Conkey (Condalab)

Agar bacteriano 13,5
Sales biliares 1,5
Cristal Violeta 0,001
Digerido pacredtico de gelatina 17,0
Rojo neutro 0,03

Mix de peptona 3,0
Cloruro de sodio 5,0
Lactosa monohidratada 10,0

Continda en la siguiente pagina...
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Tabla 12 — Preparacién de medios de cultivo implementados en este proyecto de investigacion

Componente Cantidad (g/1)
King’s B

Peptona bacteriana 20,0

Hidrogeno-fosfato dipotasico (K, HOPy) 1,5

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 - 7TH,0) 1,5

Glicerol 10 (ml/1)

Agar bacteriano 15,0

Luria Bertrani (LB)

Extracto de levadura 1,0
Triptona 2,0
Cloruro de sodio (NaCl) 2,0
Glucosa 4,0
Agar bacteriano 15,0

Continta en la siguiente pagina...



BACTERIAS PRODUCTORAS PHA 124

Tabla 12 — Preparacién de medios de cultivo implementados en este proyecto de investigacion

Componente Cantidad (g/1)

Medio de activacion

Peptona 17,0
Glucosa 2,0
Cloruro de sodio (NaCl) 5,0
Hidrogeno-fosfato dipotasico (K, HOPy) 2,5

Medio minimo de sales (MSM) [187]

Fosfato de hidrogeno disédico (NayHPOy4) 7,0
Dihidrégeno fosfato de potasio (KH,POy) 2,0
Sulfato de amonio ((NH4)2S04) 1,0
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 - 7TH,0) 0,2
Cloruro de calcio dihidratado (CaClI2 - 2H,0) 15 mg
Glucosa 10
Extracto de levadura 1,0

Continta en la siguiente pagina...
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Tabla 12 — Preparacién de medios de cultivo implementados en este proyecto de investigacion

Componente Cantidad (g/1)

Solucion de metales 1,0 ml

Esta solucion de metales fue preparada con los siguientes componentes:

EDTA dihidrato disédico (Na,EDTA -2H,0) 6,4
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4 - TH,0) 1,0
Molibdato de sédio dihidratado (NaMoO4 -2H,0) 0,1
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, - 2H,0) 0,5
Sulfato de hierro (FeSOy4 - 7H,0) 2,5
Sulfato de cobre (II) pentahidratado (CuSO4 - 5SH20) 0,1
Cloruro de cobalto (II) hexahidratado (CoCl, - 6H20) 0,2

Sulfato de manganeso (II) monohidratado (MnSO4 - H20) 0,52
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Apéndice B. Resultados prueba preliminar de Azul Nilo para las muestras PHA positivas.

(a) Aislado AO1I. (b) Aislado A02. (¢) Aislado AO3. (d) Aislado AOA4.

(e) Aislado A05. (f) Aislado A06. (g) Aislado AO7. (h) Aislado A0S.

(i) Aislado BOI. (j) Aislado CO1. (K) Aislado C02.

Figura 16
Resultado prueba preliminar de Azul Nilo de las colonias PHA positivas.
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Apéndice C. Resultados Masa seca colonias PHA positivas.

Peso seco (mg)

Colonia UFC (x103m1~1)!
Tomal Toma2 Toma3 Resultado

Colonia AO1 15,7 85,0 115,0 60,0 86,7+£15.,9
Colonia A02 9,7 215,0 220,0 220,0  218,3£1,7
Colonia A03 21,7 130,0 140,0 1450  138,3+4,4
Colonia A04 11,4 155,0 155,0 155,0  155,0+1,0
Colonia A0S 6,8 120,0 115,0 105,0  113,3+4,4
Colonia A06 11,7 125,0 130,0 130,0  128,3+1,7
Colonia A07 19,9 205,0 175,0 180,0  186,7+9,3

Colonia A0O8 6,9 95,0 95,0 80,0 90,0£5,0

Colonia BO1 28,5 100,0 120,0 95,0 105,0+7,6
Colonia CO1 1,6 66,0 132,0 78,0 92,0£20,3

Colonia C02 9,0 140,0 120,0 165,0 141,7+13,0

1 Unidades Formadoras de Colonia

Tabla 13
Resultado masa seca para las colonias bacterianas PHA positivas
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Apéndice D. Soluciones escala McFarland empleadas par la curva de calibracion.

Patrén N° BaCl, 1% (ml) H;SO41% (ml) UFC (x103ml~1) !

1

O 00 9 O W B~ W N

—_
o

0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0

9.9
9.8
9,7
9,6
9.5
9.4
9,3
9,2
9.1
9,0

3,0
6,0
9,0
12,0
15,0
18,0
21,0
24,0
27,0
30,0

! Unidades Formadoras de Colonia.

Tabla 14
Soluciones escala de McFarland
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Apéndice E. Perfiles cromatograficos obtenidos para los biopolimeros extraidos de las colo-

nias A1 a AS.

LBX1U 7

1.7x10%4 3.287

1.6x10°4 Hac/OWOH
1.5x10°4 o CHy
1.4x10% /m;thyi 3-hydroxybutanoate
1.3x10%4
1.2x10%4
1.1x10%

1.0x10%4
o

5
9.0x10 o o
H,C HyC o
8.0x10% ° s
-0 0
7.0x10% HaC o dimethy! butanedioate

6.0x10°

Intensidad

methyl 4-oxopentanoate

s
5.0x10%
4.0x10°
3.0x10°
6828

2.0x10°

0.0+

5810

-1.0x10°|

T T T T
3.0 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 85 9.0 95
Tiempo de retencién (min)

Figura 17
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de AO].
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9.0x10°

8.5x10°

o. OH
8.0x10°

o CH,
7.5%10° / methyl 3-hydroxybutanoate
7.0x10°

6.5x10°
6.0x10°
5.5x10°
5.0x10°

4.5%10°

Intensidad

4.0x10%
3.5%10%
3.0x10°
2.5x10°
2.0x10° “r
1.5x10°4

1.0x10°4 V\/\M\M

5.0x10™

0.04

T T T T T T T T T T T T T T -/
3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 65 7.0 75 8.0 85 9.0 95 10.0
Tiempo de retencion (min)

Figura 18
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de A02.

4.0x10°
3.244

3.8x10°
o OH
3.6x10° HSC/
3.4x10° o CHy
methyl 3-hydroxybutanoate
3.2x10°%
3.0x10°
2.8x10°
2.6x10°

2.4x10%

Intensidad

2.2x10°
2.0x10°
1.8x10°4
1.6x10°
1.4x10°4

1.2x10°4

1.0x10°4

8.0x10™

6.0x10™

T T T T T T T T T T T T T T
3.0 35 4.0 45 5.0 5.5

6.0 65
Tiempo de retencién (min)

Figura 19
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de AO3.
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7.0x10°
3297

6.5x10°
_o OH o

e W
6.0x10° o. CHy
o CHy e o~
methyl 3-hydroxybutanoate

5.5x10° o X
dimethyl butanedioate

5.0x10°

4.5x10°

4.0x10° 6828

3.5%10°

Intensidad

3.0x10°

2.5x10°

2.0x10°

1.5x10°4

1.0x10°4

5.0x10*

0.0

T T T T T T T T T
3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 65 7.0 7.5 8.0 85 9.0 95
Tiempo de retencion (min)

Figura 20
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de AO4.

1.0x1074

3372 o on
5 e
9.0x10%

o CHy

methyl 3-hydroxybutanoate
8.0x10°

7.0x10%
6.0x10%

5.0x10%

Intensidad

4.0x10%
3.0x10%

2.0x10%

L -

T T T T T T T T T T T T T T
3.0 35 4.0 4.5 5.0 5.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

6.0 65
Tiempo de retencién (min)

Figura 21
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de A05.
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6.5x10% 3350 _o OoH
HyC

6.0x10° o CHy

methyl 3-hydroxybutanoate

5.5x10° HyC
5.0x10% dimethyl butanedioate
4.5x10%

4.0x10%

6|
3.5x10° 6628

Intensidad

3.0x10% o. 1Ny
e’ CHy

2.5%10% o o
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Figura 22
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de A06.
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1.0x10%

5.0x10°
5.089

0.0
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T T T T T T T T T T T T T T g
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Figura 23
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de A07.
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5.5x10%
5.0x10° HSC/OWOH

4.5x10% methyl 3-hydroxybutanoate
4.0x10%
3.5x10%
3266

3.0x10%

2.5%10%

Intensidad

2.0x10%
1.5x10%4

1.0x10%4

5.0x10° JJMP

3.0 35 4.0 45 5.0 55

T a
6.0 65 7.0 75 80 85 9.0 95 10.0
Tiempo de retencion (min)

Figura 24
Perfil cromatogrdfico obtenido para el biopolimero extradido de A0S.
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