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RESUMEN

TITULO: SELECCION DE CEPAS NATIVAS DE ACTINOMYCETOS PARA LA PRODUCCION DE
POLIHIDROXIALCANOATOS

AUTORES: David Armando Romero Gomez
Yessica Yurley Giraldo Barefio

PALABRAS CLAVE: Actinomycetos, polihidroxialcanoatos, Rojo de Nilo, biopolimero.

DESCRIPCION:

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son sustancias poliméricas de origen biolégico catalogadas como
fuentes de materiales biorrenovables y biodegradables, estos poseen amplios usos, desde
materiales de empaque hasta implantes médicos. Se producen cuando los nutrientes esenciales
como fuentes de nitrégeno o fosfatos, son limitados junto con un exceso en la fuente de carbono.
Este trabajo se realiz6 con el objetivo principal de mejorar los rendimientos en la produccién de
PHAs y ante la necesidad de la obtencién de cepas con mayor potencial de acumulacion de
biopolimero intracelular. Ademas se utilizé el glicerol crudo, subproducto de la industria del
biodiesel como fuente de carbono o sustrato para los microorganismos, para ello fueron
seleccionados cualitativamente 3 cepas de actinomycetos de 24 provenientes de fuentes hidricas
proximas a zonas de procesamiento de café en Santander, Colombia. Las tres cepas fueron
cultivadas en un medio minimo de sales con glicerol crudo, encontrandose que las cepas ACPG13,
ACPG10 y MFSR3 presentaron un porcentaje maximo de acumulacién de biopolimero de 23,23%,
21,43% y 12,88% respectivamente. Se procedié a seleccionar la cepa de mayor acumulacién y
realizarle pruebas de Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, Analisis
Termogravimétrico, Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y Calorimetria
Diferencial de Barrido, con las cuales se pudo determinar la presencia de Poli-3-Polihidroxibutirato
(P3HB) en mayor proporcion.

:*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: SELECTION OF NATIVE STRAINS OF ACTINOMYCETES FOR
POLYHYDROXYALKANOATES PRODUCTIONS

AUTHORS: David Armando Romero Gomez
Yessica Yurley Giraldo Barefio

KEY WORDS: Actinomycetes, polyhydroxyalkanoates, Nile Red, biopolymer.

DESCRIPTION:

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polymeric substances of biological origin, which are classified
as bio-renewable sources, and biodegradable materials, such materials have large uses, from
package materials to medical implants. It occurs when essential nutrients such as phosphates or
nitrogen sources are limited with an excess carbon source. The main aim of this degree work was
improve the efficiency in the production of PHAs and the necessity of obtaining strains with greater
potential for accumulation of intracellular biopolymer. The crude glycerol, which is a sub-product of
the biodiesel industry , as a source of carbon or substrate for microorganisms was selected 3 of 24
strains of actinomycetes qualitatively, from nearby water sources to processing coffee areas in
Santander, Colombia.

The three strains were cultivated in a minimal environment of salts with crude glycerol and were
found that these strains were cultivated in a minimal environment of salts with crude glycerol and
were found that the following strains: ACPG13, and MFSR3 ACPG10 showed a maximum
percentage of biopolymer accumulation of 23,23%, 21,43% and 12,88% respectively. To proceed,
the strain with the higher accumulation was selected and it was subjected to Infrared Spectroscopy
tests for Fourier Transform, Gas chromatography coupled to mass spectrometry and differential
Scanning Calorimetry with which it was determined the presence of poly-3-Polyhydroxybutyrate
(P3HB).

:*Final Degree Project.
Physicochemical Faculty of Engineering. School of Chemical Engineering. Director Ph.D. Viviana
Sanchez Torres. Co-director PhD. Gustavo E. Ramirez Caballero
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LISTA DE ABREVIATURAS

LB Medio Luria Bertani
PHASs Polihidroxialcanoatos
P3HB Poli-3-hidroxibutirato

MSMGC Medio minimo de sales con glicerol crudo

MFSR3, MFSR4, MFSR7, MFSR12, MFSR13, MFSR6, MFSR8, MFSRY9,
MFSR10, MFSR2, MFSR1, MFSR15, ACPG1, ACPG2, ACPG3, ACPG4, ACPG5,
ACPG6, ACPG7, ACPGY9, ACPG10, ACPG11, ACPG12, ACPG13 Las cepas
ACPG son aisladas de compost y las MFSR son aisladas de aguas de las

lagunas de tratamiento de mucilago.
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INTRODUCCION

Los plasticos son sustancias de origen organico conformadas por cadenas
macromoleculares largas que contienen en su estructura principalmente carbono e
hidrogeno [1], las cuales debido a su costo relativamente bajo, su facilidad de
fabricacion, versatilidad e impermeabilidad al agua, se utilizan en una amplia
variedad de productos; actualmente estos materiales han reemplazado a otros
convencionales como el papel, madera, metales, vidrio y ceramica en la mayoria
de sus antiguos usos [2]. Ademas son sintetizados principalmente a partir de
derivados del petrdleo y en menor proporcion de algodén, sin embargo debido a
su lenta degradacién se est4 generando un problema de acumulacion de residuos
y de toxicidad para el medio ambiente, pues en la actualidad la produccion de
materiales sintéticos es cada vez mayor, acumulandose a un ritmo de 25 millones

de toneladas por afo [3].

Los polihidroxialcanoatos (PHASs) un tipo de bioplastico, se presenta como una
alternativa dirigida a atenuar la cantidad de residuos acumulados asi como la
contaminacion, debido a sus interesantes propiedades de biodegradabilidad,
biocompatibilidad y su sintesis a partir de recursos renovables [4]. Los PHAs mas
comunes son poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) y poli(3-hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)). Estas sustancias tienen propiedades mecéanicas
similares a las del polipropileno y polietileno, aunque presentan mayor fragilidad ya

gue son de corta elongacion [5].
Para realizar la sintesis industrial de estos biopolimeros se han utilizado bacterias

como Alcaligenes latus, Ralstonia eutrophus, Azotobacter vinelandii, algunos

metilotrofos, Pseudomonas olevorans y Escherichia coli recombinante quienes
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necesitan de condiciones de crecimiento especiales para sintetizar PHAs como
limitaciones nutricionales de nitrégeno [6], [7].

Con el objetivo de mejorar los rendimientos en la produccion PHAs y ante la
necesidad de la obtencion de cepas con mayor potencial de acumulacion, se
realizaron estudios de bioprospeccion con proyectos de aislamiento y
caracterizacion de actinomycetos, realizados por el Grupo de Investigacion en
Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN). Dentro de los intereses del
grupo de investigacion CINBIN estd evaluar el potencial del cepario de
actinomycetos para producir otros productos a parte de hidrégeno, por eso hicimos
el screening para PHAs. El proyecto con el cual se hizo el aislamiento es VIE 1334
“‘Aislamiento y caracterizacion de cepas nativas de actinomycetos para la

produccioén de hidrogeno a partir de mucilago de café”.
Se seleccionaron cepas bacterianas productoras de PHAs, se aplicO una
metodologia de cultivo, finalmente se caracterizé el PHA intracelular evaluando las

propiedades térmicas y su composicién esquematizado en la Figura 1.

Figura 1. Esquema del proceso de produccién del P3HB

W+

Sintesis del biopolimero

—4
Glicerol Medio minimo
residual de sales .
o —1 P3HB comercial
Condlcl.on.es 4 Proceso de separacion
de crecimiento

30°C ,.9
180 rpm ’:‘\

Actinomycetos
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1. MARCO TEORICO

1.1 POLIHIDROXIALCANOATOS

Los PHAs son polimeros biolégicos que actian como un almacén de carbono y
energia situados en el citoplasma en forma de granulos intracelulares para mas de
300 especies de bacterias [8]. Dependiendo del sustrato utilizado y de la fase de
crecimiento microbiana, éstos pueden representar parte relevante de su peso en
seco, se ha encontrado microorganismos como la Rhizobium meliloti y la Ralstonia
eutropha en los cuales el porcentaje de acumulacion maximos encontrados son de
61% y el 90% del peso seco celular respectivamente [9]. Se producen cuando los
nutrientes esenciales como fuentes de nitrégeno o fosfatos son limitados junto con
un exceso en la fuente de carbono. Los biopolimeros resultantes son hidréfobos,

termoplasticos y/o elastdémeros [10].

Se dividen en tres grupos: PHAs de longitud de cadena corta (scl-PHAs) con
unidades de monoémero entre 3 y 5 atomos de carbono como poli(3-hidroxibutirato)
(P3HB) y poli(3-hidroxivalerato) (P3HV), PHAs de longitud de cadena media (mcl-
PHAs) formados por mondmeros entre 6 y 18 &tomos de carbono como el
copolimero [P(3HB-co-3HV)] y PHAs de longitud de cadena mixta, que combinan
los dos anteriores y tienen unidades de mondémero entre 3 y 4 4tomos de carbono.
Las caracteristicas fisicas y quimicas de los biopolimeros dependen de su

composicibn monomeérica, la cual es altamente variable [11].

P3HB un tipo de homopolimero, es impermeable al oxigeno y tiene un tiempo
estimado de degradacién que varia de algunos meses (en medio aerobio) a afios
(en agua marina), ademas su estructura de hélice levogira compacta es similar a

la del polipropileno [12], sin embargo el copolimero [P(3HB-co-3HV)] con
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temperaturas de fusion y transicion vitrea mas cercanas a las del polipropileno
como se muestra en la Tabla 1, se constituye en un material mas flexible y
resistente y como consecuencia de mayor interés industrial [13], el cual fue
producido comercialmente con el nombre de BioPol TM por Bio Zeneca Products
[14].

Tabla 1. Propiedades mecéanicas de diversos PHAs y su comparacién con las

observadas para plasticos derivados del petroleo.

Polimero Temperatura de Modulo de  Fuerza tensil Elongacion Temperatura de

fusicn (°C) Young (GFa) (MPa) (%) fransicion ("C)
P(3HE) 179 35 40 3 4
P{3HB-co-3HWV)

3 mol % 3HV 170 29 38 * *

14 mol % 3HV 150 1.5 35 * *

25 mol % 3HV 137 0.7 30 * *
P(3HB-co-4HV)

3 mol % 4HV 166 * 28 45 *

10 mol %o 4HV 159 * 24 242 *

64 mol %o 4HV 50 30 7 591 *
P{4HE) 53 145 104 1000 *
P(3HHx-co-3HO) 61 * 10 300 *
P(3HBE-co-3HHx) 52 * 20 850 -4
Polipropileno 170 1.7 345 400 45
Polietileno-teraftalato 252 12 56 7300 3400
Poliestireno 110 3l 50 * 21
Nylon- 6.6 265 28 &3 &0 *

* Informacion no dispomble

Fuente: [15]

Adicionalmente los PHAs presentan las siguientes ventajas:

e La sintesis y uso de PHAs es una alternativa sustentable para el medio
ambiente ya que son completamente biodegradables.

e Puede ser obtenidos a partir de fuentes de carbono renovables a diferencia de
los plasticos convencionales producidos por combustibles fésiles.

e Permiten la liberacion de compuestos quimicos de manera dosificada, para
aplicacion de fertilizantes, fungicidas y herbicidas.

e Los PHAs tienen aplicaciones meédicas gracias a su biocompatibilidad con el

tejido humano y a que son reabsorbidos a una baja velocidad.
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1.2 ACTINOMYCETOS

Estos microorganismos son abundantes en suelos secos y calidos donde alcanzan
grandes cantidades poblacionales [16], los caracteriza la presencia de un olor
tipico a suelo humedo por la produccion de un metabolito llamado geosmina
[17].Son heterotrofos usando como fuentes de carbono compuestos moleculares
organicos y como fuentes de nitrdgeno: amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y
gran cantidad de proteinas [18]. La mayoria de los actinomycetos son mesofilos y
su crecimiento se da en un rango entre 25°C y 30°C [19]. Los suelos alcalinos y
neutros suelen ser los méas favorables para éstas bacterias, en un rango de pH
optimo entre 6,5y 8,0 [20].

Se ha identificado en este grupo bacteriano produccién de antifungicos,
antibiéticos, metabolitos antitumorales y PHAS, los cuales son sintetizados por
Nocardia, Rhodococus, Streptomyces [21], mas recientemente por Kineosphaera
limosa [22] asi como por Promicromonospora como se puede apreciar en la Figura

2 en la cual la flecha sefiala el biopolimero intracelular.

Figura 2. Imagen de Promicromonospora actinobacteria productora de PHAs.

Fuente: [11]
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1.3 ROJO DE NILO

El Rojo de Nilo (también conocido como oxazona del Azul de nilo) que se produce
ebullendo el Azul de nilo con acido sulfarico, se emplea para desarrollar un
método de tincion simple y altamente sensible que identifica PHAs de forma
directa en colonias de bacterias en desarrollo. La insercion de este colorante
lipofilico se hace en el agar o medio en el que se nutren los microorganismos sin

afectar su crecimiento [23].

1.4 BIOSINTESIS DE POLIHIDROXIALCANOATOS

La biosintesis de PHAs se puede resumir en ocho vias, en la via mas estudiada
intervienen 3 enzimas clave: (- cetotiolasa, acetoacetil- CoOA reductasa
dependiente de NADPH y la PHA sintetasa, codificadas respectivamente por los
genes phaA, phaB, phaC quienes se encuentran en un mismo operon y cuya

expresion es relativamente constante durante la produccién de PHAs [24].

El grupo bacteriano utilizado en la sintesis de PHAs y la cantidad de sustrato
consumido por la PHA sintetasa quien es la responsable de incorporar el
monomero especifico a cada polimero son los factores mas importantes a la hora

de definir el tipo de biopolimero a producir [25].

En la naturaleza, existen microorganismos capaces de degradar los PHAs hasta
diéxido de carbono y agua en condiciones aerobias, y hasta metano en
condiciones anaerobias por medio de enzimas despolimerasas sin la formacion de
productos toxicos, este es el caso de algunas actinobacterias como Actinomadura,
Microbispora, Streptomyces, Thermoactinomyces y Saccharomonospora con

capacidad degradadora de biopolimeros a altas temperaturas [26]
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1.5 PRODUCCION DE PHAS A PARTIR DE RESIDUOS DE BIODIESEL

Los biocombustibles como el etanol y el biodiesel se encuentran entre las fuentes
mas promisorias para la sustituciéon de los combustibles fésiles. En la sintesis de
biodiesel se obtienen alrededor de 10% (w/w) de glicerol como subproducto
principal [27], sin embargo éste glicerol tiene muchas impurezas que junto con el
aumento de su produccion lo convierten en un material de desecho que genera un

problema ambiental de disposicién de residuos [28].

El uso del glicerol como fuente de carbono para la produccién de PHAs contribuye
a la mitigacion del impacto ambiental ocasionado por su acumulacion excesiva
ademas disminuye el costo de produccion de los bioplastico el cual es
relativamente alto frente a los plasticos de origen petroquimico. El glicerol crudo
esta compuesto principalmente por: glicerol, acidos grasos libres, metil ésteres de

acidos grasos y algunas trazas de sales [29].

Ashby et al., (2005) mostraron que hasta un 5% (v/v) de glicerol podia ser usado
para la obtencién de P3HB por P. oleovorans y PHAs de longitud de cadena media
por P.corrugata, ademas se presenta como el sustrato mas energéticamente
favorable para la formacién de acetil-CoA quien es un precursor para la sintesis de
PHAs.
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2. METODOLOGIA

2.1 SELECCION CUALITATIVA DE CEPAS DE ACTINOMYCETOS

La Figura 3, muestra el resumen del procedimiento llevado a cabo en la etapa de

seleccién cualitativa de cepas nativas de Actinomycetos

Figura 3. Esquema seleccion cualitativa de cepas nativas

Control positivi Caontrol negativa

Fhizobivm melict Eschericha coli
24 cepas de
Actinomvcetos

| l |

Tincion con Rojo de nilo en medio solido

R omelilofl E ool l 13 cepas de Actinomycetos

Tincion con Rojo de nilo en medio sdlido

R. reliioti £ coli l 5 cepas de Actinamycetos

‘ Tincién con Rojo de nilo en medio liquido

l l |

R melicfi 3 cepas de Actinormycetas E coli
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24 cepas fueron aisladas en medio selectivo para Actinomycetos y tomadas del
cepario bacteriano del Grupo de investigacidbn en Biotecnologia Industrial y
Biologia Molecular (CINBIN) de la Universidad Industrial de Santander ANEXO A.

Las cepas crecieron a 30°C en cajas de Petri con medio minimo de sales con
glicerol crudo (MSMGC) [30] con una concentracion de 1ug/ml de Rojo de nilo
[14], este es un tinte fluorescente que permite detectar la acumulacion de PHAs
intracelulares. Como control positivo se utilizé la cepa Rhizobium meliloti la cual
produce PHA a partir de glicerol crudo y como control negativo Eschericha coli la

cual no produce PHAs [31].

Las bacterias que al ser expuestas a radiacion ultravioleta (UV) con longitud de
onda de 302 nm proveniente del Transiluminador UVP BioDoclt 220 Imagen
System presentaron una fluorescencia similar en color al control positivo, fueron
seleccionadas cualitativamente como posibles productoras de PHAs.
Posteriormente se repiti6 progresivamente esta prueba con las cepas
seleccionadas en cada etapa, hasta seleccionar las 5 cepas con mayor
fluorescencia, lo cual sugiere una mayor capacidad para sintetizar PHAs. Para
corroborar que las 5 cepas seleccionadas presentaron una alta fluorescencia con
Rojo de nilo, se hizo una prueba de tincion en medio liquido. Las 5 cepas fueron
cultivadas en un medio liquido Luria Bertani (LB) a 30°C, se centrifugaron y se re-
suspendieron en una solucién salina con 3,1 pg/ml de Rojo de nilo [14].
Finalmente fueron expuestas a radiacién (UV) con longitud de onda de 302 nm. Se
seleccionaron las tres cepas con mayor fluorescencia para continuar los ensayos

de produccién y caracterizacion de los PHAs [31].

De las 24 cepas seleccionadas se pudieron obtener las 3 cepas posibles

productoras de PHAs segun lo planteado en la figura 3.
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2.2 CEPAS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Se procedi6 a realizar un precultivo de las tres cepas de actinomycetos
seleccionadas y el control positivo Rhizobium meliloti a temperatura ambiente,
luego se siguid el proceso resumido en la Figura 4. El glicerol crudo utilizado, fue
proveido por la planta BioSC S.A (Biocombustibles Sostenibles del Caribe), cuyas

propiedades fisicoquimicas se especifican en el ANEXO B [32].

Figura 4. Secuencia del proceso de inoculacion en MSMGC
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Las cepas de Actinomycetos crecieron a 30°C ya que son mesdfilas, se inocularon
por 9 dias debido a estudios previamente realizados por el grupo de investigacion
CINBIN con la cepa Rhizobium Meliloti (control positivo) los cuales sugieren que
se debe evaluar la produccion de PHA a diferentes tiempos hasta 9 dias para
seleccionar el mejor tiempo de incubacion [31]. Las cepas se agitaron a 180 rpm
debido a que son aerobias y la agitacion ayuda a airear el cultivo ademas permite
la homogenizacion del medio [31].
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2.3 CRECIMIENTO EN MSMGC

Se hizo un seguimiento del crecimiento a 3 cepas bacterianas y su control positvo
Rhizobium Meliloti para confirmar su capacidad de asimilar glicerol crudo como
fuente de carbono, para esto se realizaron pruebas de densidad 6ptica (DO) a 600
nm usando un espectrofotdmetro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 25.

Las cepas fueron cultivadas a partir del precultivo en medio liquido LB, en las
cuales se inicid su crecimiento en duplicado a las mismas condiciones a una
densidad Optica de 0,1 se realizaron las respectivas mediciones de DO a

diferentes tiempos hasta los 9 dias.

2.4 CUANTIFICACION DE PHAs

El analisis termogravimétrigo llevado a cabo en la Balanza Termogravimétrica
Discovery TGA 1-0207 permite realizar mediciones de la pérdida de peso de una
muestra al aplicar determinada cantidad de calor para elevar la temperatura de
dicha muestra al trascurrir el tiempo. Debido a que los PHAs son un producto
intracelular, utilizando el TGA puede cuantificarse la cantidad de biopolimero
acumulado en el transcurso de los dias al conocer la temperatura de
descomposicion de este, sin necesidad de una anterior extraccion y de esta forma
identificar el tiempo en el cual se alcanza la mayor produccion de PHAs. El

protocolo utilizado para este experimento esta descrito en el Anexo C.

El polimero P3HB comercial (SIGMA ALDRICH) fue utilizado como patron el cual

tiene una temperatura de fusion de 172°C [34].
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2.5 CARACTERIZACION DE LOS PHAS

2.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La
espectroscopia infrarroja fue utilizada con el propésito de captar vibraciones
inherentes de los grupos funcionales en los PHAs, en el espectrometro FTIR-
A8400S Shimadzu en modo de transmitancia en un rango de 4000 a 40 cm™!. Se
tomaron muestras de las tres cepas seleccionadas previamente en sus
respectivos dias de maxima produccion, se centrifugaron en una microcentrifuga
Thermo Scientific Sorvall Legend micro21 a 15000 g durante 3 minutos y se les
retir6 el sobrenadante. La muestra se dej6 secar en planchas de calentamiento
Block Heater SBH200D/3 durante 6 horas a una temperatura de 65 °C, esto con el

fin de asegurarse de eliminar todo rastro de humedad presente en ellas.

2.5.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Para realizar este analisis se requiere de la transformacion del PHA en los ésteres
metilicos del monémero por un proceso de metandlisis. Este procedimiento se
llevdo a cabo siguiendo la metodologia, descrita en el ANEXO D. La muestra
extraida del actinomyceto de mayor porcentaje de acumulacion en base seca se
almacendé en recipientes de 1.5 ml y posteriormente fue analizada por el
cromatégrafo de gases Agilent Technologies 7890A acoplado a un
espectrofotometro de masas Agilent Technologies 5975C VL MSD con detector de
triple eje, siguiendo el método planteado por [28] detallado en el ANEXO E con el

fin de identificar los mondmeros del PHA.

2.5.3 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Para realizar dicho
procedimiento se realiz6 el protocolo s6lo con la cepa de mayor porcentaje de
acumulacion en base seca; gracias a esta técnica de DSC se logré determinar las
transiciones térmicas del biopolimero, las cuales son la temperatura de transicion
vitrea (Tg) y la temperatura de fusion (Tm). Para este método se empled el

Calorimetro Diferencial de Barrido Discovery DSC 1-0237 en modo estandar con
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una rampa de calentamiento de 20 °C/min, desde 30°C hasta 115°C esto con el fin
de eliminar el exceso de agua presente en la muestra. Luego se estabilizé la
muestra a -20°C, después se aplico una rampa de calentamiento de 3°C/min hasta
llegar a los 225°C.Estas propiedades son de gran relevancia en el proceso de
caracterizacion molecular del PHA, el procedimiento escrito en detalle se puede
encontrar en el ANEXO F.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 SELECCION CUALITATIVA

Se escogieron trece cepas de actinomycetos, las cuales presentaron fluorescencia
similar al control positivo Rhizobium meliloti al crecer en platos con Rojo de nilo

como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Seleccion de cepas productoras de PHA con tincion de Rojo de Nilo

en medio solido.

La posicion D corresponde al control negativo Eschericha coli y la posicion E
corresponde a Rhizobium meliloti quien es el control positivo. Se puede ver en la

Figura 5 que las cepas en las posiciones A, C, F, H y J presentaron una mayor
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fluorescencia rosada lo cual indica que son potencialmente productoras de PHAs,
las cepas ubicadas en las posiciones B y | no producen PHAs, pues se ven

brillantes pero blancas.

La prueba se llevd a cabo una vez mas con las cepas seleccionadas
anteriormente hasta obtener las cinco cepas que presentan la mayor fluorescencia
rosada las cuales son ACPG13, MFSR3, ACPG10, ACPGl y MFSRO9.
Nuevamente se llevdo a cabo la tincibn con rojo de Nilo con las cinco cepas
seleccionadas en el experimento anterior, pero esta vez en medio liquido. Se
determinaron las tres cepas de actinomycetos con mayor fluorescencia, por orden
de intensidad: ACPG13, ACPG10 y MFSR3 las cuales se encuentran en las

posiciones C, E y D que se pueden apreciar en la Figura 6.

Figura 6. Tincion con rojo de Nilo en medio liquido.

A) E.coli JM109 (control negativo) B) R.Melliloti (Control positivo) C) ACPG13 D) MFSR3 E)
ACPG10 F) ACPG1 G) MFSR9.
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3.2 CRECIMIENTO EN MSMGC

Con este experimento se evalud el crecimiento de las cepas MFSR3, ACPG10 y

ACPG13 en MSMGC, junto con su control positivo durante 9 dias (Figura 7).

Figura 7. Curvas de crecimiento en MSMGC
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A partir de la grafica y del analisis estadisticos se determinaron las velocidades de
crecimiento maximas a partir de regresiones en la fase exponencial de crecimiento
de cada una de las cepas: R.meliloti, MRSR3, ACPG10 y ACPG13 las cuales son:
0,17 h7%, 0,22 h7%, 0,24 K1 y 0,22 h™! respectivamente, las cuales al ser
comparadas se puede concluir que todas las cepas tienen la misma habilidad para
metabolizar el glicerol crudo pues tienen velocidades especificas de crecimiento
cercanas. Graficamente se puede evidenciar que las primeras 24 horas las cepas

de actinomycetos presentaron una fase de crecimiento exponencial.
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3.3 CUANTIFICACION DE PHAS

El analisis termogravimétrico realizado se realizO en las tres cepas de
actinomicetos en el dia de sus respectivas maximas producciones, dichos
resultados se pueden evidenciar en las Figuras 9,10 y 11. El delta entre los puntos
PO y P1, representa la pérdida de peso por el agua presente en la muestra, la
diferencia entre los puntos P1 y P2 corresponde a la pérdida de peso por
descomposicion del biopolimero en la muestra, esto ocurre una vez se alcanzan
los 210°C, la pérdida de peso luego de este punto corresponde a la degradacion
de la biomasa restante [26]. Este analisis se llevo a cabo con un polimero patron
de P3HB proveniente de la empresa Sigma-aldrich, cuya temperatura de fusion y
de degradacion son 172 °C y 200 °C respectivamente; Esta Ultima propiedad se

puede corroborar en la Figura 8.

Figura 8. Pérdida de peso por degradacion de una muestra de poli-3-

hidroxibutirato comercial
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Figura 9. Pérdida de peso de una muestra de ACPG10 en MSMGC
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Figura 10. Pérdida de peso de una muestra de MFSR3 en MSMGC
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Figura 11. Pérdida de peso de una muestra de ACPG13 en MSMGC
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La linea azul corresponde a la pérdida de peso de la muestra correspondiente al
dia noveno y la linea verde indica el programa de temperatura utilizado. El
porcentaje en peso seco de la muestra a causa de la degradacion del biopolimero,

se representa por la ecuaciéon (1)

P1-P2
P1

(1) YP/X =

Donde: Yp,x: corresponde al peso seco de la muestra por degradacion del PHA
[%6]
P1 : peso seco de la muestra en el punto 1 [%]

P2 : peso seco de la muestra en el punto 2 [%)]

El porcentaje de acumulacion de PHAs en base seca de cada una de las cepas en

el medio MSMGC, se encuentra en la Figura 12. El valor maximo de produccién se
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presento en el dia numero 9 en la cepa ACPG13 con un porcentaje de 23,23% de
acumulacion de PHA, cercano a un estudio que se realizd sobre actinomycetos
nativos en suelos colombianos en el cual el porcentaje de acumulacion de
biopolimero fue del 27,48% [33]. Por lo tanto se procedié a trabajar con ella y a

realizarle las respectivas pruebas de caracterizacion.

Figura 12. Porcentaje de acumulacion de PHAs en las cepas ACPG13,

ACPG10 y MFSRS.
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3.4 CARACTERIZACION DE LOS PHAS

3.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Se realizd
el andlisis respectivo de espectroscopia infrarrojo para las muestras de ACPG13,
ACPG10 y MFSR3 en medio MSMGC para corroborar la presencia de PHAs
intracelular. Dicho andlisis se presenta en la Figura 8, este reveld picos

caracteristicos que han sido asociados en la literatura a cultivos en los que se ha
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producido PHAs. El pico entre [3000-2880 cm™] corresponde a las vibraciones del
metileno C-H y el pico cercano a la franja entre [1750-1715 cm™ ], se presenta
debido al grupo funcional éster C=0 [27]. La locacion exacta del pico en las
bandas reportadas se conoce que varia con la longitud de cadena del polimero y
la cristalinidad del PHAs [28]. Se encontré de igual manera picos en la region de
los aminos, estos estan asociados a los elementos bases de las paredes
celulares, dado que el andlisis se realizd sin previa extraccion del polimero
Intracelular [29]. Para realizar este analisis se compard con la espectrometria
infrarroja para una muestra comercial de P3HB proveniente de la empresa Sigma-
Aldrich, la cual se encuentra en la Figura 13.

Figura 13. Espectrometria infrarrroja para las cepas ACPG13, ACPG10 y
MFSRS.
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Figura 14. Espectrometria infrarrroja para las cepas ACPG13, ACPG10 y
MFSRS.
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Basado en este analisis se puede inferir la presencia de PHAs en las tres cepas
de Actinomycetos.

3.4.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Los resultados finales de esta prueba aplicados a la cepa de mayor rendimiento
(ACPG13) dan como resultado 3 picos destacados los cuales pueden ser
apreciados en la Figura 9.
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Figura 15. Cromatografia de una muestra de ACPG13 en MSMGC

1.2e+07

1e+07 3411

8000000

6000000

Abundancia

14.160

4000000
11.428

2000000

T T 1 L T | T =T

LT I ' L L LN
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Tiempo [min]

En cromatografia de gases el area de cada pico es proporcional a la cantidad en la
muestra, los picos mas representativos son: 3,411 min, 3-hidroxibutanoato el cual
sugiere la presencia del P3HB en mayor proporcion; el pico a 11,428 min
corresponde al acido hexadecanoico y el pico a 14,160 min corresponde al 4cido
octadecenoico. Estos dos ultimos compuestos corresponden al 4cido palmitico y
estearico respectivamente, los cuales se encuentran presentes en la muestra

debido al glicerol crudo (Anexo B).

3.4.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC). El andlisis de calorimetria
diferencial de barrido se realiz6 a la cepa bacteriana ACPG 13, que es aquella que
produce mayor porcentaje en peso de PHA segun lo arrojado en el analisis

termogravimétrico; los resultados se muestran en la Figura 10. Dos puntos
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representativos se pueden evidenciar: la temperatura de degradacién del polimero
a 217,9 °Cy la temperatura de fusién a 176,9°C.

Figura 16 Termograma de una muestra de ACPG 13 en MSMGC
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Cuando el grupo R de PHA es un metil y se presentan 3 atomos de carbono en la
molécula, la estructura resultante es la de P3HB, segun la literatura la temperatura
de fusion del P3HB oscila entre los 177-179°C [25], con lo cual se puede
evidenciar la presencia del monémero metil-3-hidroxibutanoato encontrando en el
analisis de cromatografia. La temperatura de transicion vitrea no puede ser

claramente identificada, debido a la presencia de proteinas celulares.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados permitieron seleccionar tres cepas nativas de actinomycetos:
ACPG13, ACPG10 y MFSR3 productoras de PHAs a partir de glicerol crudo.

De las tres cepas seleccionadas cualitativamente, el actinomyceto ACPG13 en un
medio minimo de sales, presenta la mayor acumulacion de PHAs. El porcentaje de
acumulacion méaximo alcanzado por esta cepa fue de 23,23 %, cercano al estudio

realizado en suelos Colombianos en el cual alcanzaron un rendimiento de 27,48%.

Las metodologias utilizadas para la caracterizacion de PHAs sugieren la presencia
de poli-3-hidroxibutirato en la cepa de actinomyceto ACPG13.
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ANEXOS

Anexo A. Procedencia de las cepas de Actinomycetos

Tabla Al Aislamiento de las cepas de Actinomycetos

Aisladas de aguas de las
lagunas de tratamiento de
Procedencia Aisladas de compostaje |mucilago
ACPG1 MFSR1
ACPG2 MFSR2
ACPG3 MFSR3
ACPG4 MFSR4
ACPG5 MFSR6
ACPG6 MFSR7
CEPAS ACPG7 MFSR8
ACPG9 MFSR9
ACPG10 MFSR10
ACPG11 MFSR12
ACPG12 MFSR13
ACPG13 MFSR15

Las cepas de Actinomycetos son de una finca donde se realiza el beneficio del
café en Los Santos (Santander) con coordenadas: 6°45°22” Norte y 73°6’8” oeste.
Las aguas residuales del proceso de beneficio del café se tratan en una laguna de
oxidacion propia de la finca y los residuos sélidos del beneficio del café con un
proceso de compostaje. Este trabajo de grado hace parte del proyecto VIE 1334
“‘Aislamiento y caracterizacion de cepas nativas de actinomycetos para la
produccion de hidrogeno a partir de mucilago de café”. El aislamiento y
caracterizacion de las cepas nativas corresponden a trabajos de grado que estan

siendo desarrollados por estudiantes de biologia.
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Anexo B. Propiedades fisicoquimicas del glicerol crudo

Tabla B1 Propiedades fisicoquimicas del glicerol crudo

PARAMETRO FISICOQUIMICO
pH

Densidad  [g/cm®]
Humedad [%]
Jabones  [%)]
Metales [mg/K(g]
Sodio (Na)

Potasio (K)

Calcio

(Ca)

Magnesio (Mg)
Cenizas [%p/p]
Glicerol [%p/p]
Metanol [%p/p]
Esteres metilicos de acidos grasos [%p/p]
Acido palmitico
Acido estearico
Acido oleico

Acido linoleico
Otros

6.135 + 0.05
1.275 % 0.001
10.52 + 0.01
13.90 + 0.05
22850 + 3860.8
46.705 + 3.542
17.090 +1.782
8.616 +0.684
3.489 + 0.424
75 + 1.414
0.025 + 0.08
63.28
5.58
29.58
1.56

0
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Anexo C. Andlisis termo gravimétrico

1. Se tomaron muestras de los cultivos especificados en el numeral 2.2 cepas y
condiciones de crecimiento, los dias 1, 3, 5, 7 y 9 utilizando tubo Eppendorf de
2 ml tomando muestra de tal manera que se obtuviera un pellet apreciable

centrifugando a 15000g durante 3 minutos y retirando el sobrenadante.

2. La muestra puede ser conservada en el tubo Eppendorf a -20°C por varios dias

sin sufrir alteracion alguna.

3. EL programa de temperatura usado en el TGA para la cuantificacion del
polimero intracelular fue :
- Equilibrar la temperatura a 30°C.
- Rampa de calentamiento de 10°C min™ hasta 110°C.
- Isoterma durante 15 min.
- Rampa de calentamiento de 10°C min™ hasta 210°C.
- Isoterma durante 30 min.

- Rampa de calentamiento de 10°C hasta 500°C.

54



Anexo D. Metodologia de metandlisis

Aproximadamente 8 mg de biomasa se agregaron a un tubo de ensayo de 12 ml,
para posteriormente ser agregados 0,9 ml de metanol, 0,16 ml de &cido sulfarico y
1,1 ml de cloroformo. Es necesario asegurarse que la biomasa y el tubo de ensayo
se encuentren lo mas secos posible debido a la violenta reaccion entre en acido
sulfarico y el agua. Mediante agitaciébn por vOrtex se asegura que entren en
contacto ambas fases para posteriormente proceder a realizar el montaje como se

describe en la Figura D1.

Figura D1. Montaje reaccion de metandlisis

=

La reaccion debe estar a una temperatura de 100°C por 140 min, tiempo en el cual
debe haber una constante supervision por parte del investigador para que el nivel
del agua de calentamiento no disminuya y asi la temperatura se mantenga en el
valor deseado adicionando agua a temperatura ambiente. Después de transcurrido
el tiempo de reaccidon se enfrian los tubos de ensayo rapidamente reemplazando

el agua caliente por agua a temperatura ambiente. Finalmente se agregé 0,53 ml
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de agua destilada autoclavada al tubo de ensayo y se agitd mediante vortex para
favorecer la separacion de las 3 fases, encontrando los detritos en la interfase y en
el fondo del tubo de ensayo como la fase mas clara, el polimero diluido en el

cloroformo utilizado como solvente.

Figura D2. Fases
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Anexo E. Método de anélisis GC-MS

Tabla E2. Columna y condiciones de operacion para el cromatografo de
gases acoplado al espectrofotometro de masas para la identificacion de
PHAs.
PHAs.

Columna Wax-DB5MS
Altura de la columna 30m

Diametro de la columna 250 p

Gas fase movil Helio
Temperatura
del inyector 250 °C

Volumen de la muestra 1 pl

80 °C
Programa de ggrggege 5°C por min
temperatura del
horno Mantener a 300°C por 30
min
Detector espectrofotometro
de masas
Rango escaner 42-300 El+
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Anexo F. Preparacion de la muestra en el DSC

1. Preparacion de la muestra.

Se tom6 una muestra de cultivo en su dia Optimo de produccién de
biopolimero y se dejo secando durante toda una noche en la incubadora a
37°C.

Finalmente la muestra se colocé en tubos Eppendorf, se centrifugé a 15000

g durante 3 minutos y se retiré el sobrenadante.

2. Montaje de la muestra en el equipo DSC.

La preparacion de la muestra en el DSC requiere el uso de un portamuestra
el cual debe ser pesado con la muestra y sin la muestra, antes de ser
incorporado al aparato, teniendo sumo cuidado de que el peso de la
muestra no supere los 20 mg.
El equipo posee un portamuestra de referencia el cual también debe ser
pesado.
Los valores de los pesos del portamuestra vacio, la muestra y el pan
hermético de referencia deben ser introducidos al software.
El programa de temperatura utilizado en el equipo fue:
[.  Equilibrar la temperatura a 30°C
ll.  Rampa de calentamiento de 20°C min™ hasta 115°C para el aguar
remanente
lll.  Equilibrar la temperatura a -20°C

IV. Rampa de calentamiento de 3 °C min™ hasta 225°C
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