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RESUMEN

TITULO: TAMIZADO DE ACTINOBACTERIAS PARA LA PRODUCCION DE
POLIHIDROXIALCANOATOS A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES*

AUTORES: Carlos Rodrigo Caceres Barrera
Dancy Lizeth Toloza Maldonado**

PALABRAS CLAVE: actinobacterias, polihidroxialcanoatos, glicerol crudo, laminas.

DESCRIPCION:

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres usados como material de reserva por
algunos microorganismos en condiciones de estrés nutricional que pueden alcanzar
hasta un 80 % del peso seco en la célula. Tienen propiedades mecanicas y térmicas
similares a plasticos convencionales con la ventaja de que se producen a partir de
fuentes renovables, son reciclables, biodegradables y biocompatibles. En el presente
trabajo se evaludé la capacidad de 20 cepas de actinobacterias nativas para la
produccion de polihidroxialcanoatos a partir de residuos agroindustriales como fuentes
de carbono. Los residuos usados fueron mucilago de café fermentado, efluente de
aceite de palma y glicerol crudo. Se realiz6 primero una seleccion cualitativa mediante
tincion con Rojo de Nilo hasta obtener 2 cepas potencialmente productoras por cada
fuente de carbono. Posteriormente mediante analisis termogravimétrico y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se verifico la presencia
del biopolimero. Mediante estas técnicas se confirmé que la cepa nativa ACPG16B
produce PHAs usando como sustrato glicerol crudo. Se realizaron cultivos de dicha
cepa durante 72 horas, se realizo la extraccion del polimero utilizando cloroformo
como solvente permitiendo la obtencion de laminas del polimero. El rendimiento del
polimero producido fue 0,108 g/L. El polimero recuperado fue caracterizado por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para estudiar la estructura
guimica. También la calorimetria diferencial de barrido y el analisis termogravimétrico
fueron usados para estudiar las propiedades térmicas. Se realizé analisis mecanico
diferencial para obtener las propiedades mecanicas. Los resultados de la
caracterizacion permiten identificar el polimero producido como polihidroxibutirato
(PHB).

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director:
Ph.D. Viviana Sanchez Torres. Codirector: Ph.D. Gustavo E. Ramirez Caballero
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ABSTRACT

TITLE: SCREENING OF ACTINOBACTERIA° FOR PRODUCTION OF
POLYHYDROXYALCANOATES FROM AGRO-INDUSTRIAL WASTES

AUTHORS: Carlos Rodrigo Céceres Barrera
Dancy Lizeth Toloza Maldonado

KEYWORDS: Actinobacteria, polyhydroxyalkanoates, polymer film, crude glycerol

DESCRIPTION:

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polyesters used as storage materials by various
microorganisms under nutritional stress conditions; they can reach almost 80% of cell
dry weight. They have mechanical and thermal properties close to those of
conventional plastics with the advantages that they can be produced from renewable
resources, they are recyclable, biodegradable and biocompatible. In this work it was
evaluated the ability of 20 strains of actinobacteria to produce polyhydroxyalkanoates
using agro-industrial wastes as carbon source. Wastes used were: coffee mucilage,
palm oil mill effluent and crude glycerol. First a qualitative screening was performed via
staining with Nile Red until selecting 2 potentially producing strains from each carbon
source. Thermogravimetric analysis and gas chromatography-mass spectrometry were
performed to corroborate the presence of the biopolymer. Using these techniques it
was demonstrated that the native strain ACPG16B produces PHAs using as substrate
crude glycerol. This strain was grown in minimal salt media for 72 hours, the polymer
was extracted using chloroform as solvent allowing the preparation of polymer films.
The polymer yield measured was 0,108 g /L. The recovered polymer was characterized
by Fourier Transform Infrared spectroscopy to study the chemical structure. Also,
Differential Scanning Calorimetry and Thermogravimetric Analysis were used to study
the thermal properties. Dynamic Mechanical Analysis was used to evaluate mechanical
properties. Characterization results indicates that polymer produced is
polyhydroxybutirate (PHB).

* Undergraduate degree project
** Faculty of Physical-chemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director

Ph.D. Viviana Sanchez Torres. Co-director Ph.D. Gustavo E. Ramirez Caballer
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INTRODUCCION

Los plasticos se obtienen en la mayoria de los casos a partir del petréleo,
tienen un uso extendido debido a sus propiedades y son imprescindibles en el
estilo de vida actual'. Sin embargo existe dificultad en su disposicién final
debido a su larga durabilidad; 45% de los plasticos producidos anualmente son
descartados en rellenos sanitarios y miles de toneladas son arrojadas en
ecosistemas marinos. A esto se suma el hecho de que son generados a partir
de fuentes no renovables. Se han intentado reducir estos impactos a través de
procesos de incineracion, reciclaje o reutilizacion los cuales han sido

insuficientes?.

Los bioplasticos son una alternativa para la sustitucion de plasticos
convencionales debido a que son biodegradables y pueden ser obtenidos a
partir de fuentes renovables. Dentro de este grupo estan los
polihidroxialcanoatos, los cuales son sintetizados por una amplia variedad de
microorganismos a partir de diferentes fuentes de carbono. Se han descubierto
mas de 150 tipos de PHAs distintos, lo que ha abierto el campo de aplicaciones
para estos compuestos®. Debido al alto costo de produccién, el enfoque actual
es reducir costos relacionados con las materias primas y la busqueda de cepas

con potencial para realizar una produccién a escala industrial®.

' GONZALEZ GARCIA, Y., CONTRERAS, M., Carlos, J., GONZALEZ REYNOSO, O., &

CORDOVA LOPEZ, J. A. Sintesis y biodegradacién de polihidroxialcanoatos: plasticos de
origen microbiano. Revista Internacional de Contaminacion Ambiental. 2013, wol. 29, nro. 1,
p.77-115.

E)REDDY, M., VIVEKANANDHAN, S., MISRA, M., BHATIA, S. K., & MOHANTY, A. K. Biobased
plastics and bionanocomposites: Current status and future opportunities. Progress in Polymer
3Science. 2013, vol. 38, nro.10, pp. 1653—-1689.

REDDY et al. Ibid.

* NARANJO VASCO, J. M. Produccion de Polihidroxibutirato a partir de residuos
agroindustriales. Tesis de maestria. Caldas: Universidad Nacional de Manizales. Grupo de
Investigacién de procesos quimicos, cataliticos y biotecnolégicos, 2010. 127p.
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En este trabajo se usaron 20 cepas de actinomicetos procedentes del Grupo de
investigacion en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN), las
cuales fueron aisladas a partir de compost de la industria cafetera y fueron
identificadas morfolégica y molecularmente en una investigacién previa®. El
objetivo de este trabajo es seleccionar entre estas cepas microorganismos
capaces de acumular polihidroxialcanoatos a partir de diferentes residuos
agroindustriales. Para ello se tuvieron en cuenta estudios previos que han
evidenciado la capacidad de diversas especies de actinomicetos para la
produccién de estos compuestos®. Luego de seleccionar las cepas productoras
mediante métodos indirectos (tincibn con Rojo de Nilo y analisis
termogravimétrico) y directos (cromatografia de gases asociada a
espectrometria de masas), se realizaron cultivos en medio minimo de sales, se
aplicé una metodologia de extraccién que permitié la obtencion de laminas del
polimero y finalmente se caracteriz6 el PHA extraido evaluando su

composicion, propiedades térmicas y propiedades mecanicas.

°PENA GAMBOA, A.; HERNANDEZ TORRES, J. & SERNA DAZA, O. Aislamiento y
caracterizacién de actinobacterias provenientes del compost de residuos de produccién de café
organico. Trabajo de grado Biologia. Bucaramanga: Uniwversidad Industrial de Santander. 2015.
43p.

® PIEPER, U., & STEINBIICHEL, A. Identification, cloning and sequence analysis of the Poly (3-
hydroxyalkanoic acid) synthase gene of the Gram-positive bacterium Rhodococcus ruber.
FEMS Microbiology Letters.1992, wol. 96, pp. 73-80.
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1. MARCO TEORICO

1.1 POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Los PHAs son poliésteres usados como material de reserva de carbono y
energia por algunos microorganismos, los cuales se acumulan en el citoplasma
en forma de granulos como se muestra en la Figura 1. Se han reportado mas
de 300 especies productoras, algunas pueden alcanzar un porcentaje de
acumulacion de hasta 80 % del peso celular en base seca’. Enla mayoria de
los casos, el polimero es sintetizado en condiciones de exceso de la fuente
de carbono junto a una limitacién de nutrientes tales como nitrdgeno, fosforo,

azufre, magnesio u oxigeno®.

Figura 1. Granulos de PHA en el interior de células bacterianas.

Fuente: GONZALEZ GARCIA, Y., CONTRERAS, M., Carlos, J., GONZALEZ REYNOSO, 0., &
CORDOVA LOPEZ, J. A. Sintesis y biodegradacion de polihidroxialcanoatos: pléasticos de
origen microbiano. Revista Internacional de Contaminacion Ambiental. 2013, vol. 29, nro. 1,
pp.77-115.

" GONZALEZ GARCIA, Y., CONTRERAS, M., Carlos, J., GONZALEZ REYNOSO, O., &
CORDOVA LOPEZ, J. A. Op. Cit.

8 FRANCO-CORREA, M., GOMEZ-MENDEZ, D., CASTRO-MEDINA, N., & RENDON-RUIZ, M.
Polihidroxialcanoatos en actinomicetos nativos de suelos Colombianos, Revista Peruana de
Biologia. 2009, wvol. 16, pp. 115-118.
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La estructura quimica general de los polihidroxialcanoatos se muestra en la
Figura 2. Estos compuestos pueden estar presentes como homopolimeros o
copolimeros y se clasifican segun la longitud de la cadena: PHA de cadena
corta (PHASCL) con monémeros de 3 a 5 atomos de carbono, PHA de cadena
media (PHAMCL) con monomeros de 6 a 14 atomos de carbono y PHA de
cadena mixta que combinan los dos anteriores®. Debido a su conformacion
estructural las propiedades varian: los PHASCL son catalogados como

termoplasticos y los PHAMCL son elastémeros™®.

Figura 2. Estructura general de los polihidroxialcanoatos.

H
I
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Fuente: REDDY, M., VIVEKANANDHAN, S., MISRA, M., BHATIA, S. K., & MOHANTY, A. K.
Biobased plastics and bionanocomposites: Current status and future opportunities. Progress in
Polymer Science. 2013, wol. 38, nro.10, pp. 1653-1689.

Los polihidroxialcanoatos tienen propiedades mecanicas y térmicas similares a
plasticos convencionales como el polietileno y polipropileno, con ventajas
como: produccion a partir de fuentes renovables, reciclabilidad,
biodegradabilidad y biocompatibilidad. La principal barrera para su
implementacion son los altos costos de produccidén. Se han descubierto casi

150 mondmeros distintos lo que se traduce en un amplio rango de potenciales

® SURIYAMONGKOL, P., WESELAKE, R., NARINE, S., MOLONEY, M., & SHAH, S.
Biotechnological approaches for the production of Polyhydroxyalkanoates in microorganisms
and plants - A review. Biotechnology Advances.2007, vol. 25, nro.2, pp. 148-175.

19 CASTILLO, D. Efecto del gen fadH1 en la produccion de PHA conteniendo monémeros
insaturados por Pseudomonas putida. Trabajo de grado Microbiologia Industrial. Sao Paulo:
Pontificia Universidad Javeriana, 2008. 70p.
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usos incluyendo contenedores, botellas, empaques, fibras, aplicaciones

médicas, etc [8].

Existen 2 principales técnicas de extraccion. La primera requiere del uso de
solventes que modifican la permeabilidad de la membrana celular y disuelven el
PHA, con este método se logra alta pureza pero se requieren grandes
cantidades de sustancias quimicas que podrian generan problemas de
contaminacion si no se da un manejo adecuado. El segundo método consiste
en la digestion ya sea por agentes quimicos o0 enzimas de todos los
componentes celulares excepto el polimero. Su inconveniente en el caso del
tratamiento quimico es la baja pureza y en el uso de enzimas el alto costo del

proceso!.

1.2 ACTINOMICETOS

Son bacterias aerobias filamentosas en su mayoria Gram-positivas’?, las
cuales se encuentran en diversos ambientes desde superficies rocosas y
suelos ricos en humus hasta hojarasca y estiércol. Son mesdéfilos y crecen en
temperaturas entre los 25°C y los 30°C. Mayoritariamente son heterotrofos y

requieren pH neutros para un crecimiento 6ptimo™°.

1 GUMEL, A. M., ANNUAR, M. S. M., & CHISTI, Y. Recent Advances in the Production,

Recovery and Applications of Polyhydroxyalkanoates. Journal of Polymers and the
Environment. 2013, wol. 21, nro.2, pp.580—-605.

2 MCNEIL, M., & BROWN, J. The Medically Important Aerobic Actinomycetes: Epidemiology
and Microbiology. Clinical Microbiology Reviews. 1994, vol. 7, nro.3, pp. 357- 417.

% JMENEZ T. Los Actinomicetos: Una vision como promotores de crecimiento vegetal.
Trabajo de grado microbiologia. Bogotd D.C.: Pontificia Universidad Jaweriana. Facultad de
Ciencias, 2010. 37p.
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Distintos géneros pertenecientes a los actinomicetos como Nocardia,
Rhodococcus y Streptomyces presentan acumulaciéon de PHA'. Se han
reportado rendimientos de hasta un 27% del polimero en peso seco para cepas

nativas de actinomicetos™®.

1.3 ROJO DE NILO

El Rojo de Nilo es un colorante que fluorece intensamente en diferentes tonos
cuando esta en contacto con solventes organicos o lipidos hidrofobos a
determinadas longitudes de onda'®. Se utiliza en un método de tincién sensible
para la deteccién de PHAs presentes en bacterias en estado de crecimiento. El
método consiste en la aplicacion directa del Rojo de Nilo en el medio de
cultivo, de tal manera que la reaccion entre el colorante y el polimero

intracelular produce fluorescencia al ser expuesto a radiacion UV?Y'.

1.4 SINTESIS BACTERIANA DE POLIHIDROXIALCANOATOS

El microorganismo sintetiza estos compuestos cuando se encuentra expuesto a
condiciones de estrés debido a la limitacidon de nutrientes esenciales y exceso
en la fuente de carbono. El tipo de PHA formado depende del sustrato utilizado

y de la infraestructura metabdlica del microorganismo. La produccion de PHAs

Y MATIAS, F., BONATTO, D., PADILLA, G., RODRIGUES, M. F. D. A., & HENRIQUES, J. A.
P. Polyhydroxyalkanoates production by actinobacteria isolated from soil. Canadian Journal of
ll\gicrobiology. 2009, vol. 55, nro.7, pp. 790-800. )
FRANCO-CORREA, M., GOMEZ-MENDEZ, D., CASTRO-MEDINA, N., & RENDON-RUIZ, M.
Op.cit.
® GREENSPAN, P., MAYER, E. P., & FOWLER, S. D. Nile red: a selective fluorescent stain for
intracellular lipid droplets. The Journal of Cell Biology. 1985, wvol. 100, nro.10, pp. 965-973.
" SPIEKERMANN, P., REHM, B. H. A., KALSCHEUER, R., BAUMEISTER, D., &
STEINBUCHEL, A. A sensitive, viable-colony staining method using Nile red for direct screening
of bacteria that accumulate polyhydroxyalkanoic acids and other lipid storage compounds.
Archives of Microbiology. 1999, vol. 171, nro. 2, pp. 73-80.
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de cadena corta comienza a partir de acetil-CoA y se lleva a cabo en una
secuencia de tres reacciones catalizadas por las enzimas ketiolasa, acetoacetil-
CoA reductasa y PHA sintasa . Existen 2 clases de PHA sintasa, que se
distinguen por su afinidad ya sea por sustratos de cadena corta o0 media. En el
caso de polimeros de cadena media la via mas comun para la sintesis es la
beta oxidaciéon'®. Cuando las condiciones de estrés desaparecen la bacteria
utiliza este polimero de reserva®; en el proceso de degradacion intervienen
varias enzimas despolimerasas. La ruta de sintesis y degradacion del
polihidroxibutirato (PHB), el cual es el PHA mas utilizado se encuentra en el
ANEXO A.

1.5 PRODUCCION DE PHAS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES

La fuente de carbono empleada constituye un factor importante en la
produccion de PHAS, representando hasta 50% del costo total. En nuestro pais
la actividad agroindustrial tiene un alto impacto en la economia y al mismo
tiempo genera grandes cantidades de desechos, por lo tanto el uso de estos
residuos como materia prima para la produccion de PHAs trae 2 ventajas:
disminucion del impacto ambiental ocasionado por su acumulacion y reduccion
de costos del proceso?!. Los residuos evaluados en este trabajo son: mucilago
fermentado, efluentes del proceso de beneficio de palma africana y glicerol

crudo.

El mucilago es un subproducto del café del cual Colombia es el cuarto

productor a nivel mundial. EI mucilago representa entre 20 y 22% del peso del

13 NARANJO VASCO, J. M. Op., cit.
CASTILLO, D. Op., cit.

2% NARANJO VASCO, J. M. Op., cit.

2L NARANJO VASCO, J. M. Op., cit.
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fruto y conforma una importante proporcion de la carga organica potencial. Su
remocidén se hace mediante la fermentacion natural en tanques o pilas, lo cual
genera una corriente liquida de residuos conocida como mucilago

fermentado?.

La industria de la palma africana es también muy representativa en nuestro
pais, y en su proceso de transformaciéon se generan grandes cantidades de
efluentes liquidos con carga organica que generalmente se tratan en lagunas.
Se ha reportado que estos residuos son adecuados para la produccién de
PHAs por una variedad de 75 géneros aproximadamente de bacterias Gram

positivas y Gram negativas 2.

El glicerol crudo es un subproducto del proceso de transesterificacion de
aceites o grasas para producir biodiesel, se obtiene en una relacién en peso de
1 a 10 (kg glicerol crudo/kg biodiesel). El incremento en la produccion de
biodiesel ha ocasionado la disminucion del precio del glicerol crudo y generado
problemas de acumulacién del mismo?*. Para mitigar este impacto diversos
estudios se han enfocado en la acumulacion del polimero en microorganismos

que usan como sustrato el glicerol crudo?.

“ ANACAFE. Manejo de los subproductos del café, 2016. [En linea]. Disponible en:
I213ttps://Www.anacafe.org/glifos/index.php?title:CaficuItura_ManejoSubproductos#EI_MuciIago
HASSAN, M. A., YEE, L. N., YEE, P. L., ARIFFIN, H., RAHA, A. R., SHIRAI, Y., & SUDESH,
K. Sustainable production of polyhydroxyalkanoates from renewable oil-palm biomass. Biomass
g4nd Bioenergy. 2013, vol. 50, pp.1_—9.
NARANJO VASCO, J. M. Op., cit.
* BECERRA, M. Produccion de un polimero tipo polihidroxialcanoato (PHA) empleando
residuos de la produccion de biodiesel. Tesis de maestria. Bogota: Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de Ciencias, 2013. 129p.
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2. METODOLOGIA

La metodologia llevada a cabo se divide en cuatro etapas las cuales se
muestran en la Figura 3.

Figura 3. Metodologia experimental

I T
Seleccion indirecta de
las posibles cepas Seleccion directa de la
productoras de mejor cepa productora
polihidroxialcanoatos
L .
Caracterizacion del Extraccion del
polimero producido polimero

2.1 CEPAS BACTERIANAS, FUENTES DE CARBONO Y MEDIOS DE
CULTIVO

2.1.1 Cepas bacterianas. Se emplearon 20 cepas nativas aisladas en un
trabajo de grado previo® procedentes del Grupo de investigaciéon en
Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN) de la Universidad
Industrial de Santander (ANEXO B). Las cepas fueron sembradas en medio
selectivo para actinomicetos CYC.

?® pENA GAMBOA, A.; HERNANDEZ TORRES, J. & SERNA DAZA, O. Op., cit.
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Giraldo y Romero 2’

evaluaron la produccion del polimero a partir de glicerol
crudo para 12 cepas. En el presente trabajo se evaluaron las 8 cepas restantes
en glicerol crudo y el total de 20 en mucilago de café fermentado y efluente de

la industria del aceite de palma.

2.1.2. Fuentes de carbono. Las fuentes de carbono usadas son residuos
agroindustriales de diferentes procedencias: glicerol crudo residuo de la
producciéon de biodiesel, mucilago fermentado obtenido del beneficio himedo

del café y el efluente del proceso de beneficio de palma africana.

2.1.2.1 Glicerol crudo. EI glicerol crudo fue proveido por Oleoflores S.A.,
empresa ubicada en Codazzi (Cesar) que realiza la cadena productiva del
aceite de palma. Se obtiene como subproducto en el proceso de produccion de

biodiesel. Fue empleado sin ningln procesamiento.

2.1.2.2 Mucilago fermentado. El muciago fermentado usado se obtuvo de
una finca cafetera ubicada en el municipio de Los Santos, Santander. El
mucilago fue separado del fruto mediante la fermentacién natural en pilas,
después se tamizo en serie usando mallas de 150 y 75 micrometros (No.100 y

200) y se realizo la cuantificacion de azlcares reductores totales.

2.1.2.3 Efluente de aceite de palma. El efluente proveniente de la planta de
producciéon de Oleoflores S.A. se centrifugd a 5000 gravedades durante 2
minutos para eliminar los sélidos suspendidos presentes y se realiz6 la

cuantificacion de azlcares reductores totales (ART).

2’ GIRALDO, Y. & ROMERO, D. Seleccion de cepas nativas de Actinomicetos para la

produccion de Polihidroxialcanoatos. Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bucaramanga:
Universidad Industrial de Santander, 2015. 41 p.
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2.1.3 Cuantificacién de azlcares reductores totales. Se realizo con el fin de
ajustar la composicién de las fuentes de carbono en el medio de cultivo, los
ART se cuantificaron usando el método colorimétrico de Miller (ANEXO C).
Cuando se calienta el acido 3,5 dinitro-salicilico este se reduce y cambia de
color en contacto con azlcares reductores, permitiendo lecturas de densidad

ptica por espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm?.

2.1.4 Medios de cultivo. Los medios se esterilizaron en autoclave a 15 psi,
121° C durante 20 minutos. El precultivo se realizd6 en medio LB (ANEXO D) a
temperatura ambiente y 180 rpm por 48 horas. Para la produccién de PHAs se
cultivaron las cepas (72 horas, 180 rpm, temperatura ambiente) usando el
medio minimo de sales - MSM (ANEXO B) con los diferentes residuos
agroindustriales como fuente de carbono: 12,5 g/L de glicerol crudo (MSMGC),
15 g de ART /L para el mucilago fermentado (MSMMF) y 15 g de ART /L de
efluente (MSME). El pH se ajusté a un valor de 7.

2.2 SELECCION CUALITATIVA

Se realiz6 una seleccidon cualitativa de las cepas potencialmente productoras
de PHAs mediante la tincion con Rojo de Nilo en MSMGC, MSMMF, y MSME.
Las cepas crecieron durante 72 horas a 30°C en cajas de Petri con una
concentracion de 1pg/ml Rojo de Nilo, colorante lipidico que permite visualizar

la acumulacién intracelular del polimero®. Como controles positivos se usaron

% AVILA, R., RIVAS, B., HERNANDEZ, R., & CHIRINOS, M. Contenido de azlcares totales,
reductores y no reductores en Agave cocui Trelease. Multiciencias. 2012, wl.12, nro. 2, pp.
129-135.

? BERLANGA, M., MONTERO, M. T., FERNANDEZ-BORREL, J., & GUERRERO, R. Rapid
spectrofluorometric screening of poly-hydroxyalkanoate-producing bacteria from microbial mats.
International Microbiology. 2006, vol. 9, nro.2, pp. 95-102.
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2 cepas que producen PHAs a partir de glicerol crudo: ACPG13% y Rhizobium

meliloti ** y como control negativo Eschericha coli la cual no produce PHAs®2.

Se utilizd un Trasluminator UVP BioDoclt 220 Imagen System, en el cual las
bacterias se expusieron a una longitud de onda de 302 nm y se tomaron como
posibles productoras de polimero las que presentaron fluorescencia similar a
los controles positivos. Este procedimiento se llevd a cabo en varias rondas de

tamizado hasta seleccionar 2 cepas por cada residuo agroindustrial.

2.3 SELECCION DE LA MEJOR CEPA

Se realizaron cultivos de las 6 cepas seleccionadas anteriormente en
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de MSM con la fuente de carbono con la cual
fueron seleccionados, durante 72 horas a 30°C y 180 rpm. Posteriormente se
centrifugd a 10000 gravedades durante 6 minutos, se desecho el sobrenadante
y la biomasa luego de ser secada en la incubadora a 37°C durante 12 horas, se
sometié a analisis termogravimétrico (TGA) y metandlisis para posterior analisis
por cromatografia acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Mediante el
uso de estas técnicas se comprobd cuales cepas acumulan el polimero y se

selecciond la mejor cepa productora para cada residuo agroindustrial.

2.3.1 Analisis termogravimétrico (TGA). El TGA fue efectuado con la Balanza
Termogravimétrica Discovery TGA 1-0207 (TA Instruments, USA), esta técnica
se basa en los cambios de masa de una muestra sometida a variaciones

controladas de temperatura. Este método es usado en el estudio de reacciones

% GIRALDO, Y. & ROMERO, D. Op., cit.

¥ BERMUDEZ, R. & ORDOREZ, M. Biosintesis bacteriana de PHAs a partir de glicerol crudo.
Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander, 2014.
41p.

> BERMUDEZ, R. & ORDORNEZ, M. Ibid.
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de descomposicién de sdlidos pero no permite conocer la composicién quimica
de la muestra®®. Talon y Berezina®* probaron el TGA como método para estimar
la produccion de PHAs con muestras de biomasa seca (sin extraccion) basados
en la diferencia entre las temperaturas de degradacion del polimero y los
demas componentes de la célula. El programa de temperatura utilizado en este
proyecto puede encontrarse en el ANEXO E.

2.3.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Se realiza para confirmar la presencia del polimero en la célula. Este
andlisis permite identificar la composicion monomérica del polimero; se
requiere realizar previamente la metandlisis del polimero para obtener los
ésteres metlicos que componen el PHA®*. La metodologia detallada se
encuentra en el ANEXO F. Se realizd el analisis con el cromatografo de
gases 7890A (Agilent Technologies, USA) acoplado a un espectrometro de
masas Agilent Technologies 5975C VL MSD con detector de triple eje. El

método detallado se encuentra en el ANEXO G.

2.3.3 Curva de crecimiento. Se evalu6 el crecimiento de la cepa ACPG16B en
MSMGC. Para ello se registré la densidad o6ptica (DO) a 600 nm usando un
espectrofotometro UV/VIS 1800 (Shimadzu, Japdn). Se calculo el volumen de
precultivo necesario para inocular 100 ml del MSM con un DO inicial de 0,1.
Los cultivos se realizaron a temperatura ambiente y 180 rpm. Se realizaron las
respectivas mediciones de DO por triplicado a diferentes intervalos hasta las 72
horas.

% RODRIGUEZ, E. Caracterizacion de polimeros aplicando el método termogravimeétrico.

Métodos Y Materiales.2012, wol.2, pp. 26-32.
% TALON, O. & BEREZINA, N. Method for rapid control of bacterial PHA production through
thermogravimetric analysis. Journal of Chemical Technology and Biotechnology. 2011, vol. 86,
ng.9, pp. 1195-1197. )

GONZALEZ GARCIA, Y., CONTRERAS, M., Carlos, J., GONZALEZ REYNOSO, O., &
CORDOVA LOPEZ, J. A. Op. Cit.
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2.4 EXTRACCION DEL POLIMERO

2.4.1 Protocolo de extraccion. Se realizaron cultivos de 1 L en MSMGC de la
cepa ACPG16B. Se realiz6 la extraccion del polimero tomando como referencia
el método usado por Panigrahi y Bavdeli®®, el cual consiste en agregar
hipoclorito de sodio comercial para realizar la digestion de todos los
componentes de la célula excepto el polimero, centrifugar y descartar el
sobrenadante. Posteriormente los granulos del polimero se disolvieron en
cloroformo caliente. La metodologia de extraccion detallada se encuentra en el
ANEXO H.

2.4.2 Prueba de solubilidad. Para conocer el tiempo y temperatura 6ptimos
para disolver el polimero en cloroformo se llevd a cabo una prueba de
solubilidad usando Poli[(R)-3-acido hidroxibutirico] comercial (Sigma-Aldrich,
USA). Se agregaron 0,1 g y 0,06 g del polimero en 3 mL de cloroformo en
tubos de ensayo herméticos, manteniéndolos en agitacién constante y con

revision periodica cada 30 minutos a 2 temperaturas distintas (37° C, 55°C).

2.4.3 Elaboracion de laminas del polimero. 5 mL de cloroformo con el
polimero obtenido disuelto fueron filtrados a través de un papel filtro con
diametro de poro de 11um, posteriormente la solucibn de polimero en
cloroformo se verti6 en cajas de Petri y se dejo evaporar el cloroformo
quedando como resultado la formacion de peliculas del polimero. Pesando
primero la biomasa seca y posteriormente las lAminas obtenidas, se pudo
cuantificar el rendimiento expresado en gramos de polimero por litro de cultivo
y gramos de polimero por gramos de biomasa seca. El calculo del rendimiento

se evaluo por duplicado.

% PANIGRAHI, S. & BADVELI, U. Screening, Isolation and Quantification of PHB- Producing
Soil Bacteria. International Journal of Engineering Science Invention. 2013, wol. 2, nro. 9, pp. 1-
6.
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2.5 CARACTERIZACION DE PHAs

2.5.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). El DSC permite determinar
propiedades tales como temperatura de transicion vitrea y punto de fusion. Se
empled el equipo Discovery DSC 1-0237 en modo estandar. Se evaluaron las
laminas del polimero extraido y laminas realizadas con Poli[(R)-3-acido
hidroxibutirico] comercial (Sigma-Aldrich, USA). Se requiere introducir al
programa el peso de la muestra y del pan hermético, se utiliza un programa de
calentamiento-enfriamiento-calentamiento. Los detalles de la operacion del

equipo se encuentran en el ANEXO 1.

2.5.2 Andlisis termogravimétrico (TGA). La estabilidad térmica del polimero
se analizd usando la Balanza Termogravimétrica Discovery TGA 1-0207(TA
Instruments, USA). La muestra fue calentada desde 30 °C hasta 500° C con
una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Se determiné la temperatura de

degradacion del polimero extraido y del PHB comercial.

2.5.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Se
utiliza para detectar los grupos funcionales caracteristicos de los PHAs. Para
llevar a cabo este analisis, se preparé una pastilla pulverizando la muestra del
polimero en un mortero de agata afiadiendo KBr. El andlisis de la pastilla se
realizd en el espectrometro FTIR-A8400S (Shimadzu, Jap6n) en el modo de

transmitancia en el rango de infrarrojo medio (4000 a 400 Cm_l).

2.5.4 Analisis Mecanico Diferencial (DMA). Algunas propiedades mecéanicas
del polimero extraido de la cepa ACPG16B fueron evaluadas usando un
analizador mecéanico diferencial DMA Q800 (TA Instruments, USA). Laminas

rectangulares de 35 mm de largo, 5.42 mm de ancho y 0.05 mm de espesor
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fueron evaluadas bajo el modo de tensién hasta obtener la ruptura de las

mismas.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

De la prueba de azucares reductores totales se obtuvieron valores de 54,8 g de
ART/L para el efluente de la industria del aceite de palma y de 1 g de ART/L
para el mucilago fermentado. Los valores de pH fueron: 6.14 para el glicerol

crudo, 3.65 para el mucilago fermentado y 3.86 para el efluente.

3.2 SELECCION CUALITATIVA

Esta seleccion se llevd a cabo durante tres rondas de tamizado. Para el
mucilago fermentado y efluente de aceite de palma se partid de las 20 cepas.
De la primera ronda 11 cepas mostraron una fluorescencia similar a la del
control positivo en mucilago y 12 para el efluente. De la segunda ronda se
seleccionaron 5 cepas para cada sustrato y de la tercera ronda se escogieron 2

cepas cada sustrato.

Para las pruebas con glicerol crudo se tuvo en cuenta el trabajo previo
realizado por Giraldo y Romero®’ quienes evaluaron 12 de las 20 cepas, en el
presente trabajo se evaluaron las 8 cepas restantes. Se escogieron 5 cepas

por comparacion con los controles, finalmente se seleccionaron 2.

En la Figura 4 se muestra la seleccion cualitativa con Rojo de Nilo en platos de
agar con medio MSM vy glicerol crudo como fuente de carbono. La posicién D

corresponde al control negativo E. coli, las posiciones C* y E* corresponden a

%" GIRALDO, Y. & ROMERO, D. Op., cit.
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los controles positivos R. meliloti y ACPG13, respectivamente. Se observan con
mayor fluorescencia las cepas ACPG6 y ACPG16B identificadas con las letras
B y F, por lo tanto son las dos escogidas para usar glicerol crudo como
sustrato.

Figura 4. Seleccién de cepas productoras de PHA con tincion de Rojo de Nilo.

La seleccién cualitativa arroj6 como resultado 6 cepas posibles productoras de

PHAs para los diferentes sustratos (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados finales de la seleccion cualitativa

Residuo Agroindustrial Cepas seleccionadas
Efluente de aceite de palma ACPG3, ACPG16A
Glicerol crudo ACPG16B, ACPG6
Mucilago fermentado ACPG3, ACPG11
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Spiekermann destaca las ventajas de la tincion con Rojo de Nilo por ser un
método que detecta cantidades muy pequefias de PHAs de una forma rapida,
siendo muy (Gtil en la seleccion de cepas potencialmente productoras®. Sin
embargo este procedimiento no es totalmente efectivo, ya que el colorante
puede formar complejos fluorescentes con compuestos de naturaleza lipidica
distintos al polimero dando lugar a falsos positivos®®. Es necesario comprobar

mediante otras técnicas la presencia del polimero.

3.3 SELECCION DE LA MEJOR CEPA

3.3.1 Andlisis termogravimétrico (TGA). El analisis realizado se muestra en
la Figura 5. Debido a la diferencia entre las temperaturas de degradacién del
polimero y los demas componentes celulares podemos observar tres intervalos.
Entre los puntos PO y P1 se observa la pérdida de humedad de la muestra,
entre P1 y P2 hay pérdida de masa por la degradacion térmica del polimero,

después del punto P2 se degradan los deméas componentes celulares*.

® SPIEKERMANN, P., REHM, B. H. A., KALSCHEUER, R., BAUMEISTER, D., &

STEINBUCHEL, A. Op.,cit.

% SANCHEZ, S. A., MORA, A. L., MARIN MONTOYA, M. A., & YEPES, M. Identification of
polyhydroxyalkanoate-producing bacteria in soils contaminated with fique wastes. Rev. Colomb.
Biotecnol. 2012, vol. 14, nro.2, pp. 89-100.

“9TALON, O. & BEREZINA, N. Op., cit.
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Figura 5.Pérdida de peso de una muestra de ACPG16B en MSMGC (linea

azul) y programa de temperatura utilizado (linea verde)
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El PHB contenido en las células puede ser obtenido a través de la formula®*:

Y(P/X) = (P1— P2)/P1. De acuerdo al TGA, el valor maximo de acumulacién
del polimero dentro de la célula entre las 6 cepas fue de 28,46%,el cual
corresponde a la cepa ACPG16B la cual pertenece al género Rhodococcus.
Este valor es cercano al 27,48% reportado para produccion de PHAs con

actinomicetos®.

3.3.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS)

El andlisis cromatografico permite determinar la presencia de los monomeros

de losPHAs obtenidos en la metandlisis*®. De las 6 cepas evaluadas sélo la

*L TALON, O. & BEREZINA, N. Op., cit.

42 FRANCO-CORREA, M., GOMEZ-MENDEZ, D., CASTRO-MEDINA, N., & RENDON-RUIZ, M.
Op.cit.

% cul, Y., BARFORD, J. P., & RENNEBERG, R. Gas Chromatographic Determination of
Poly(3-hydroxybutyrate) with Alkaline Hydrolysis and Acid Esterification. Analytical Letters.
2007, wvol. 40, pp. 2915-2924.
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cepa ACPG16B presentd el pico correspondiente al metil-3-hidroxibutanoato,

unidad del PHB. Estos espectros se muestran en la Figura 6.

Figura 6. Espectros GC-MS a) Masa celular seca de la cepa ACPG16B b)
Polimero extraido de la cepa ACPG16B c) PHB comercial.
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Figura 6. (Continuacion)
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El pico mas abundante corresponde al metil-3-hidroxibutanoato, el cual se

observa en un tiempo de retencién similar en todos los espectros.

3.3.3 Curva de crecimiento. La curva de crecimiento obtenida para la cepa

ACPG16B usando como sustrato glicerol crudo se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Crecimiento de ACPG16B en MSMGC
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Graficamente se puede apreciar que durante las primeras 24 horas se presenta
la fase de crecimiento exponencial, la velocidad especifica de crecimiento fue
de 0,081 h™!. Desde las 24 hasta las 72 horas las bacterias se encuentran en

una fase estacionaria.

3.4 EXTRACCION DEL POLIMERO

De la prueba de solubilidad se obtuvo que es necesaria una temperatura de
55°C durante 2 horas para disolver completamente el polimero en cloroformo.
Luego de realizar el protocolo descrito en la seccion 2.4, se obtuvieron laminas

de polimero como puede verse en la Figura 8.

Se calculd el rendimiento pesando por duplicado la biomasa seca y las laminas
obtenidas, obteniendo valores promedio de 0,108+0,007 g PHB /L de cultivo y
0,253+0,021g PHB /g de biomasa seca (25,3 %). Este valor es inferior al
rendimiento de 38% en peso reportado para la produccién de PHB con otra

bacteria del género Rhodococcus en MSM*4.

Figura 8. Lamina de PHB extraido de la cepa ACPG16B.

4 ALTAEE, N., FAHDIL, A., YOUSIF, E., & SUDESH, K. Recowery and subsequent

characterization of polyhydroxybutyrate from Rhodococcus equi cells grown on crude palm
kernel oil. Journal of Taibah University for Science. 2016, wl.10, nro.19, pp.543-550.
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3.5 CARACTERIZACION DEL POLIMERO PRODUCIDO

3.5.1 Calorimetria diferencial de barrido. Se realizé la prueba de DSC a las

laminas del polimero comercial y del polimero extraido de la cepa ACPG16B.

En la Figura 9 observa claramente el pico correspondiente a la temperatura de

fusion del polimero.

Figura 9. Termograma DSC polimero extraido (verde) y del polimero comercial
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El polimero comercial presenta una temperatura de fusién de 177,6° C. El
polimero extraido de la cepa ACPG16B presenta una temperatura de fusion de
173,6°C similar al valor reportado de 173 °C para la temperatura de fusién de

PHB producido por una cepa de actinomiceto®. La forma del pico en la muestra

%> SHRISVASTAV, A., MISHRA, S. K., PANCHA, |, JAIN, D., BHACATTACHARY, S., PATEL,
S., & MISHRA, S. Biodegradability studies of polyhydroxyalkanoate (PHA) film produced by a
marine bacteria using Jatropha biodiesel byproduct as a substrate. World Journal of

Microbiology and Biotechnology.2011, vol. 27, nro.7, pp. 1531— 1541
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del polimero extraido se debe a la presencia de componentes distintos al

polimero que no pudieron ser eliminados durante el proceso de extraccion.

3.5.2 Andlisis termogravimétrico. El analisis con TGA se representa en la
Figura 10. La temperatura de degradacion se obtiene con el analisis de los

resultados realizado por el software.

Figura 10. Termograma del polimero extraido (verde) y polimero comercial
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La degradacion del polimero comercial inicia aproximadamente a los 250 °C y
termina en 286° C. EIl polimero extraido de la cepa se degrada a partir de los
262.8°C y tiene una temperatura maxima de degradaciéon de 430 °C, estos
resultados se pueden comparar con las temperaturas de 274,12 °C y 410 °C

reportados para la descomposicién de PHB producido por Ralstonia eutropha®®.

“° ROJAS, E., Hoyos,J. Produccion de polihidroxialcanoatos (PHAsS) a partir de Ralstonia

eutropha en un medio con harina de yuca como fuente de carbono. Biotecnologia En El Sector
Agropecuario Y Agroindustrial. 2016, vol. 14, pp.19-26.
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3.5.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). EIl
espectro infrarrojo obtenido de las laminas del polimero comercial y del
polimero extraido de la cepa ACPG16B se observa en la Figura 11. Al
comparar el espectro del polimero comercial con el polimero extraido se

observa la presencia de picos caracteristicos reportados en la literatura. Los

dos picos mas importantes son el ubicado en 1720 [cm™!] correspondiente al

grupo funcional éster carbonilo y el pico ubicado en 1280 [cm™!]

correspondiente al grupo —CH.

Figura 11. Espectro IR del polimero extraido (azul) y del PHB comercial (rojo)
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Adicionalmente las bandas entre 1000 y 1300 [cm™!] corresponden al
ensanchamiento del enlace C-O del grupo éster, mientras que la banda a 2920
[Cm_l] indica la presencia de un grupo metilo*’. Estos resultados confirman

gue el polimero extraido es PHB.

“’/RAMEZANI, M., AMOOZEGAR, M. A., & VENTOSA, A. Screening and comparative assay of
poly-hydroxyalkanoates produced by bacteria isolated from the Gawkhooni Wetland in Iran and
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3.5.4 Andlisis Mecéanico Diferencial (DMA). Se evaluaron laminas del
polimero extraido en el modo de tension. La curva esfuerzo - deformacién

obtenida se muestra en la Figura 12.

El médulo de Young es un parametro que caracteriza el comportamiento de un
material elastico, se puede obtener como la pendiente de la recta que

corresponde a la region elastica en la curva esfuerzo- deformacion.

Figura 12. Curva esfuerzo - deformacién para el polimero extraido.
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Para el caso del polimero extraido se obtuvo un valor para el modulo de Young
de 333.8 MPa. Este valor difiere considerablemente del reportado por Sudesh
de 3.5 GPa®™. Esta diferencia puede explicarse debido a problemas para
obtener una Ilamina del polimero que cumpliera con las caracteristicas
mencionadas en la norma técnica ASTME D638, la cual estandariza los

ensayos de tensién para polimeros.

evaluation of poly-B-hydroxybutyrate production by halotolerant bacterium Oceanimonas sp.
GK1. Annals of Microbiology.2015, wol. 65, nro.1, pp. 517-526.
8 SUDESH, K., ABE, H., &DOI, Y. Op., cit.
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CONCLUSIONES

-La cepa nativa ACPG16B perteneciente al género Rhodococcus sintetiza PHB

usando glicerol crudo como fuente de carbono.

-ElI PHB sintetizado por la cepa ACPG16B puede ser extraido y laminado con
un proceso de digestion con hipoclorito de sodio de la masa celular seca y

posterior solubilizacién en cloroformo de los granulos del polimero.

-Las propiedades térmicas obtenidas de la caracterizacion del polimero
extraido: temperatura de fusion y temperatura de descomposicion, coinciden

con valores reportados en la literatura para produccion de PHB.
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ANEXOS

ANEXO A. RUTA METABOLICA DE SINTESIS Y DEGRADACION DE PHB

Carbohidratos

Acetil-CoA
[
f-cetotiolasa
L Acetoacetil-CoA sintetasa
Acetoacetil-CoA  [F Acetoacetato
A
Acetoacetil-CoA — NAD(P)H

reductasa e 5 NAD(P)"

- 3-hidroxibutirato

3-hidroxibutiril-CoA NAD+ I deshidrogenasa

PHB sintetasa NADH e—-””/

3-hidroxibutirato

Paoli {3-hidroxibutirato)

Fuente: GONZALEZ GARCIA, Y., CONTRERAS, M., Carlos, J., GONZALEZ REYNOSO, O., &
CORDOVA LOPEZ, J. A. Sintesis y biodegradacion de polihidroxialcanoatos: plasticos de

origen microbiano. Revista Internacional de Contaminacion Ambiental, wol. 29, No. 1, pp.77-

115. 2013.

PHB despolimerasa
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ANEXO B. CEPAS Y CARACTERIZACION MOLECULAR

Las cepas fueron aisladas e identificadas morfolégica y molecularmente en un

trabajo de grado previo®®, para algunas cepas no fue posible su identificacion.

Tabla B1. Asignacién taxonémica de las cepas del phylum Actinobacteria

Cepa Género mas cercano
ACPG1 Micrococcus
ACPG2 Streptomyces
ACPG3 Micrococcus
ACPG4 Nocardiopsis
ACPG5 Nocardiopsis
ACPG6 Microbacterium
ACPGY Micrococcus
ACPG8 No identificada
ACPG9 Cellulomonas
ACPG10 Cellulomonas
ACPG11 No identificada
ACPG12 Micrococcus
ACPG13 Arthrobacter
ACPG14 Streptomyces
ACPG15 No identificada

ACPG16A No identificada
ACPG16B Rhodococcus*
ACPG17 Cellulomonas
ACPG18 No identificada
ACPG19 No identificada
ACPG20 Streptomyces

Fuente: PENA , A.; HERNANDEZ , J. & SERNA DAZA, O. Aislamiento y caracterizacion de
actinobacterias provenientes del compost de residuos de produccion de café organico. Trabajo

de grado Biologia. Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga. 2015. 43p.

9 PENA GAMBOA, A.; HERNANDEZ TORRES, J. & SERNA DAZA, O. Op., cit.
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El sistema de nomenclatura son las iniciales del bi6logo que aislé las cepas
seguido de un numero de identificacion asignado. La cepa ACPG16B fue
identificada en un trabajo del grupo CINBIN (aun sin publicar) dirigido por la

biéloga Oriana Serna.
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ANEXO C.CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

Para la cuantificacion de azlcares reductores totales se usO el protocolo

tomado del articulo de Avila [19] el cual consiste en:

1. Realizar la curva de calibracién preparando 5 muestras que contengan
concentraciones de glucosa en un rango de 200 a 1000 mg/L. Se debe utilizar
una muestra denominada “Blanco” con una concentracion de 0 mg/L de

glucosa.

2. Mezclar 0,5 mL de cada una de las muestras preparadas anteriormente con

0,5 mL del reactivo DNS almacenado.

3. Ebullir por 5 minutos en bafio de Maria e inmediatamente detener la reaccién

con bafio de agua y hielo.

4. Agregar 5mL de agua destilada a cada muestra.

5. Agitary dejar en reposo por 15 min.

6. Determinar la absorbancia de las muestras en un espectrofotdmetro a una

longitud de onda de 540 nm.
7. Realizar el procedimiento anterior por triplicado.
8. Preparar las muestras de mucilago y efluente, repitiendo los pasos

anteriormente descritos. Diluir las muestras en caso de que la absorbancia sea

mayor a 1.
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Figura C1. Curva de calibracién con glucosa
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ANEXO D. MEDIOS DE CULTIVO

Tabla D1. Medio Luria Bertani (LB)

Componente Concentracion (g/L)
Triptona 10,00
NaCl 10,00
Extracto de Levadura 5,00
Agar ( para medio sélido) 15,00

Tabla D2. Medio minimo de sales (MSM)

Componente

Concentracion (g/L)

Na;HPO,4 - 7H20
NaCl
KH2PO,4
NH,4CI
MgSO, - 7H,0
CaCly- 2H,0
Citrato de amonio ferroso
Elementos traza:
- H3BO3
- CoCly- 6H,O
- ZnS0O4 - TH,0
- MnCl, - 4H,0
- NaMoOy - 2H,0
- NiCl, - 6H,0
- CuSOy - 5H,0

6,70
10,00
1,50
0,10
0,20
0,01
0,06
1,00 mililitro
0,30
0,20
0,10
0,03
0,03
0,02
0,01
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Fuentes de Carbono MSM
MSMGC: 12,15 g de glicerol crudo / litro de medio

MSMMF: 1 litro de mucilago/ litro de medio
MSME: 183 mL de efluente/ litro de medio

Tabla D3. Medio selectivo para Actinobacterias (CYC)

Componente Concentracion (g/L)
Sacarosa 30,00
Nitrato de sodio 3,00
Sulfato de magnesio 0,50
Cloruro de potasio 0,50
Sulfato de hierro (Il 0,01
Fosfato dipotasico 1,00
Extracto de levadura 2,00

Casaminoacidos 6,00
Agar 15,00
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ANEXO E.ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

1. Se tomaron muestras de los cultivos luego de 3 dias, utilizando tubo
Eppendorf de 2 ml. Las muestras se tomaron centrifugando a 15000
gravedades durante 3 minutos y retirando el sobrenadante hasta obtener un

pellet apreciable.

2. La muestra puede ser almacenada a -20°C por varios dias sin sufrir ningin

cambio.

3. El programa de temperatura usado para cuantificar el polimero intracelular

fue:

- Equilibrar la temperatura a 30°C.

- Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta 110°C.

- Isoterma durante 15 min.

- Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta 210°C.

- Isoterma durante 30 min.

- Rampa de calentamiento de 10°C hasta 500°C.
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ANEXO F. METODOLOGIA DE METANOLISIS

1. Agregar 15 mg de biomasa a un tubo de ensayo de 12 ml, posteriormente
agregar 1,7 ml de metanol, 0,3 ml de acido sulfirico y 2 ml de cloroformo. Es
necesario asegurarse que la biomasa y el tubo de ensayo se encuentren secos

debido a la violenta reaccion entre el acido sulfarico y el agua.

2. Agitar con vortex para asegurar el contacto entre ambas fases.

3. Realizar el montaje de los tubos en bafio de agua a una temperatura de
100°C por 140 min, supervisando periodicamente el nivel del agua de
calentamiento. Después de transcurrido el tiempo de reaccién se enfrian los
tubos de ensayo rapidamente reemplazando el agua caliente por agua a

temperatura ambiente.

4. Agregar 1 mililitro de agua destilada autoclavada a cada tubo de ensayo y
agitar mediante vortex para favorecer la separacion de las 3 fases: metanol en
la fase superior, restos celulares en la interfase y en el fondo del tubo de

ensayo como la fase mas clara, el polimero diluido en cloroformo.

5. Recolectar la fase del fondo para posterior analisis por GC-MS
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ANEXO G. METODO DE ANALISIS GC-MS

Tabla G1. Columna y condiciones de operacion para el cromatografo de gases

acoplado al espectrofotometro de masas para la identificacion de PHAs.

Columna HP-1 Agilent Technologies Inc.
Altura de la columna 100 m
Diametro de la columna 250 u
Gas fase movil Helio
Temperatura del inyector 250° C
Volumen de la muestra 1 ul
80 °C
Programa de temperatura del horno Mantener a 70°C por 2 min
Rampa de 20°C/min hasta 230°C
Detector Espectrometro de Masas
Rango escaner 30-350 El+
Tiempo de encendido del detector 12 minutos
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ANEXO H. PROTOCOLO DE EXTRACCION

El protocolo de extraccion del polimero es el siguiente:

1. Recuperar las células bacterianas que contienen el polimero luego de tres

dias de cultivo, centrifugando a 10000 gravedades durante 10 minutos.

2. Lavar el pellet obtenido con 20 ml de agua destilada para eliminar los

residuos de glicerol y centrifugar nuevamente a las mismas condiciones.

3. Secar la biomasa obtenida en la incubadora a una temperatura de 37° C

durante 12 horas.

4. En un recipiente cerrado agregar 1 ml de hipoclorito de sodio comercial (5%
P/V) por cada 0.01 g de biomasa seca. La reaccion se efectlia en la incubadora
a 37°C durante 30 minutos con agitacion magnética, se debe observar la

digestion del pellet.

5. Centrifugar nuevamente a 10000 gravedades durante 10 minutos y descartar

el sobrenadante.

6. El pellet que contiene los granulos del polimero se disuelve en cloroformo
caliente. Se agrega la mitad del volumen de hipoclorito empleado. La reaccion

se efectlia a una temperatura de 55°C durante 2 horas con agitacién constante.
7. El polimero disuelto en cloroformo se separa de los restos celulares usando

papel filtro con un tamafio de poro de 11 um Yy se recolecta para su uso

posterior.
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ANEXO |. PROTOCOLO CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO
(DSC)
1. Montaje de la muestra en el equipo DSC.
i. La preparacion de la muestra en el DSC requiere la utilizacion de un pan
hermético, el cual debe ser pesado vacio y con la muestra, teniendo especial
cuidado en el peso maximo el cual no puede superar los 20 mg. El equipo

utiliza un pan hermético de referencia el cual debe ser pesado.

ii. Los pesos del pan hermético vacio, la muestra y el pan hermético de

referencia deben ser introducidos al software.

2. Programa de temperatura

Equilibrar la temperatura a 30°C

Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta -90°C

Isoterma durante 1 min

Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta 200°C

Isoterma durante 5 min

Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta -90°C

Rampa de calentamiento de 10°C min-1 hasta 200°C
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