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RESUMEN 

 

 

TÍTULO: SELECCIÓN DE CEPAS NATIVAS DE ACTINOMYCETOS PARA LA PRODUCCIÓN DE 
POLIHIDROXIALCANOATOS

*
 

 
 
AUTORES: David Armando Romero Gómez 

Yessica Yurley Giraldo Bareño
**
 

 
 
PALABRAS    CLAVE:    Actinomycetos, polihidroxialcanoatos, Rojo de Nilo, biopolímero. 
 
 
DESCRIPCIÓN: 
 
 
Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son sustancias poliméricas de origen biológico 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 nitrógeno o fosfatos, son limitados junto con un exceso en la fuente de carbono. 
Este trabajo se realizó con el objetivo principal de mejorar los rendimientos en la producción de 
PHAs y ante la necesidad de la obtención de cepas con mayor potencial de acumulación de 
biopolímero intracelular. Además se utilizó 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 hídricas 
próximas a zonas de procesamiento de café en Santander, Colombia. Las tres cepas fueron 
cultivadas en un medio mínimo de sales con glicerol crudo, encontrándose que las cepas ACPG13, 
ACPG10 y MFSR3 presentaron un porcentaje máximo de acumulación de biopolímero de 23,23%, 
21,43% y 12,88% respectivamente. Se procedió a seleccionar la cepa de mayor acumulación y 
realizarle pruebas de Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, Análisis 
Termogravimétrico, Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas y Calorimetría 
Diferencial de Barrido, con las cuales se pudo determinar la presencia de Poli-3-Polihidroxibutirato 
(P3HB) en mayor proporción. 

  

                                            
*
 Trabajo de Grado 

**
 Facultad de Ingenierías Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Director: Ph.D. Viviana 

Sánchez Torres. Codirector: Ph.D. Gustavo E. Ramírez Caballero 
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ABSTRACT 

 

 

TÍTLE: SELECTION OF NATIVE STRAINS OF ACTINOMYCETES FOR 
POLYHYDROXYALKANOATES PRODUCTIONS

*
 

 
 
AUTHORS: David Armando Romero Gómez 

Yessica Yurley Giraldo Bareño
**
 

 
 
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 

Sánchez Torres. Co-director PhD. Gustavo E. Ramírez Caballero 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

LB   Medio Luria Bertani 

PHAs  Polihidroxialcanoatos 

P3HB  Poli-3-hidroxibutirato 

MSMGC Medio mínimo de sales con glicerol crudo 

 

MFSR3, MFSR4, MFSR7, MFSR12, MFSR13, MFSR6, MFSR8, MFSR9, 

MFSR10, MFSR2, MFSR1, MFSR15, ACPG1, ACPG2, ACPG3, ACPG4, ACPG5, 

ACPG6, ACPG7, ACPG9, ACPG10, ACPG11, ACPG12, ACPG13 Las cepas 

ACPG son aisladas de   compost y las MFSR son aisladas de aguas de las 

lagunas de tratamiento de mucílago. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Los plásticos son sustancias de origen orgánico conformadas por cadenas 

macromoleculares largas que contienen en su estructura principalmente carbono e 

hidrógeno [1], las cuales debido a su costo relativamente bajo, su facilidad de 

fabricación, 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 cerámica en la mayoría 

de sus antiguos usos [2]. Además son sintetizados principalmente a partir de 

derivados del petróleo y en menor proporción de algodón, sin embargo debido a 

su lenta degradación se está generando un problema de acumulación de residuos 

y de toxicidad para el medio ambiente, pues en la actualidad la producción de 

materiales sintéticos es cada vez mayor, acumulándose a un ritmo de 25 millones 

de toneladas por año [3]. 

 

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) un tipo de bioplástico, se presenta como una 

alternativa dirigida a atenuar la cantidad de residuos acumulados así como la 

contaminación, debido a sus interesantes propiedades de biodegradabilidad, 

biocompatibilidad y su síntesis a partir de recursos renovables [4]. Los PHAs más 

comunes son poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) y poli(3-hidroxibutirato-co-

hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)). Estas sustancias tienen propiedades mecánicas 

similares a las del polipropileno y polietileno, aunque presentan mayor fragilidad ya 

que son de corta elongación [5]. 

 

Para realizar la síntesis industrial de estos biopolímeros se han utilizado bacterias 

como Alcaligenes latus, Ralstonia eutrophus, Azotobacter vinelandii, algunos 

metilotrofos, Pseudomonas olevorans y Escherichia coli recombinante quienes 



18 

necesitan de condiciones de crecimiento especiales para sintetizar PHAs como 

limitaciones nutricionales de nitrógeno [6], [7]. 

 

Con el objetivo de mejorar los rendimientos en la producción PHAs y ante la 

necesidad de la obtención de cepas con mayor potencial de acumulación, se 

realizaron estudios de bioprospección con proyectos de aislamiento y 

caracterización de actinomycetos, realizados por el Grupo de Investigación en 

Biotecnología Industrial y Biología Molecular (CINBIN). Dentro de los intereses del 

grupo de investigación CINBIN está evaluar el potencial del cepario de 

actinomycetos para producir otros productos a parte de hidrógeno, por eso hicimos 

el screening para PHAs. El proyecto con el cual se hizo el aislamiento es VIE 1334 

“Aislamiento y caracterización de cepas nativas de actinomycetos para la 

producción de hidrógeno a partir de mucílago de café”. 

 

Se seleccionaron cepas bacterianas productoras de PHAs, se aplicó una 

metodología de cultivo, finalmente se caracterizó el PHA intracelular evaluando las 

propiedades térmicas y su composición esquematizado en la Figura 1. 

 

Figura 1. Esquema del proceso de producción del P3HB 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

 

1.1 POLIHIDROXIALCANOATOS  

 

Los PHAs son polímeros biológicos que actúan como un almacén de carbono y 

energía situados en el citoplasma en forma de gránulos intracelulares para más 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 acumulación máximos encontrados son de 

61% y el 90% del peso seco celular respectivamente [9]. Se producen cuando los 

nutrientes esenciales como fuentes de nitrógeno o fosfatos son limitados junto con 

un exceso en la fuente de carbono. Los biopolímeros resultantes son hidrófobos, 

termoplásticos y/o elastómeros [10].  

 

Se dividen en tres grupos: PHAs de longitud de cadena corta (scl-PHAs) con 

unidades de monómero entre 3 y 5 átomos de carbono como poli(3-hidroxibutirato) 

(P3HB) y poli(3-hidroxivalerato) (P3HV), PHAs de longitud de cadena media (mcl-

PHAs) formados por monómeros entre 6 y 18 átomos de carbono como el 

copolímero [P(3HB-co-3HV)] y PHAs de longitud de cadena mixta, que combinan 

los dos anteriores y tienen unidades de monómero entre 3 y 4 átomos de carbono. 

Las características físicas y químicas de los biopolímeros dependen de su 

composición monomérica, la cual es altamente variable [11]. 

 

P3HB un tipo de homopolímero, es impermeable al oxígeno y tiene un tiempo 

estimado de degradación que varía de algunos meses (en medio aerobio) a años 

(en agua marina), además su estructura de hélice levógira compacta es similar  a 

la del polipropileno [12], sin embargo el copolímero [P(3HB-co-3HV)] con 
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temperaturas de fusión y transición vítrea más cercanas a las del polipropileno 

como se muestra en la Tabla 1, se constituye en un material más 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 mecánicas de diversos PHAs y su comparación con las 

observadas para plásticos derivados del petróleo. 

 

Fuente: [15] 

 

Adicionalmente los PHAs presentan las siguientes ventajas: 

 La síntesis y uso de PHAs es una alternativa sustentable para el medio 

ambiente ya que son completamente biodegradables. 

 Puede ser obtenidos a partir de fuentes de carbono renovables a diferencia de 

los plásticos convencionales producidos por combustibles fósiles. 

 Permiten la liberación de compuestos químicos de manera dosificada, para 

aplicación de fertilizantes, fungicidas y herbicidas. 

 Los PHAs tienen aplicaciones médicas 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 cálidos donde alcanzan 

grandes cantidades poblacionales [16], los caracteriza la presencia de un olor 

típico a suelo húmedo por la producción de un metabolito llamado geosmina 

[17].Son heterótrofos usando como fuentes de carbono compuestos moleculares 

orgánicos y como fuentes de nitrógeno: amonio, nitratos, aminoácidos, peptonas y 

gran cantidad de proteínas [18]. La mayoría de los actinomycetos son mesófilos y 

su crecimiento se da en un rango entre 25°C y 30°C [19]. Los suelos alcalinos y 

neutros suelen ser los más favorables para éstas bacterias, en un rango de pH 

óptimo entre 6,5 y 8,0 [20]. 

 

Se ha identificado en este grupo bacteriano producción de antifúngicos, 

antibióticos, metabolitos antitumorales y PHAs, los cuales son sintetizados por 

Nocardia, Rhodococus, Streptomyces [21], más recientemente por Kineosphaera 

limosa [22] así como por Promicromonospora como se puede apreciar en la Figura 

2 en la cual la flecha señala el biopolímero 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 ácido sulfúrico, se emplea para desarrollar un 

método de tinción simple y altamente sensible que identifica PHAs de forma 

directa en colonias de bacterias en desarrollo. La inserción de este colorante 

lipofílico se hace en el agar o medio en el que se nutren los microorganismos sin 

afectar su crecimiento [23]. 

 

 

1.4 BIOSÍNTESIS DE POLIHIDROXIALCANOATOS 

 

La biosíntesis de PHAs se puede resumir en ocho vías, en la vía más estudiada 

intervienen 3 enzimas clave: β- cetotiolasa, acetoacetil- CoA 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 

expresión es relativamente constante durante la producción de PHAs [24]. 

 

El grupo bacteriano utilizado en la síntesis de PHAs y la cantidad de sustrato 

consumido por la PHA sintetasa quien es la responsable de incorporar el 

monómero específico a cada polímero son los factores más importantes a la hora 

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

 

En la naturaleza, existen microorganismos capaces de degradar los PHAs hasta 

dióxido de carbono y agua en condiciones aerobias, y hasta metano en 

condiciones anaerobias por medio de enzimas despolimerasas sin la formación de 

productos tóxicos, este es el caso de algunas actinobacterias como Actinomadura, 

Microbispora, Streptomyces, Thermoactinomyces y Saccharomonospora con 

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

 

Los biocombustibles como el etanol y el biodiesel se encuentran entre las fuentes 

más promisorias para la sustitución de los combustibles fósiles. En la síntesis 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 producción lo convierten en un material de desecho que genera un 

problema ambiental de disposición de residuos [28]. 

 

El uso del glicerol como fuente de carbono para la producción de PHAs contribuye 

a la mitigación del impacto ambiental ocasionado por su acumulación excesiva 

además disminuye el costo de producción de los bioplástico el cual es 

relativamente alto frente a los plásticos de origen petroquímico. El glicerol crudo 

está compuesto principalmente por: glicerol, ácidos grasos libres, metil ésteres de 

ácidos grasos y algunas trazas de sales [29]. 

 

Ashby et al., (2005) mostraron que hasta un 5% (v/v) de glicerol podía ser usado 

para la obtención de P3HB por P. oleovorans y PHAs de longitud de cadena media 

por P.corrugata, además se presenta como el sustrato más energéticamente 

favorable para la formación de acetil-CoA quien es un precursor para la síntesis de 

PHAs. 
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2. METODOLOGÍA 

 

 

2.1 SELECCIÓN CUALITATIVA DE CEPAS DE ACTINOMYCETOS 

 

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

selección cualitativa de cepas nativas de Actinomycetos  

 

Figura 3. Esquema selección cualitativa de cepas nativas 
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24 cepas fueron aisladas en medio selectivo para Actinomycetos y tomadas del 

cepario bacteriano del Grupo de investigación en Biotecnología Industrial y 

Biología Molecular (CINBIN) de la Universidad Industrial de Santander ANEXO A. 

 

Las cepas crecieron a 30°C en cajas de Petri con medio mínimo de sales con 

glicerol crudo (MSMGC) [30] con una concentración de 1μg/ml de Rojo de nilo 

[14], este es un tinte fluorescente que permite detectar la acumulación de PHAs 

intracelulares. Como control positivo se utilizó 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 radiación 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 repitió 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 tinción en medio líquido. Las 5 cepas fueron 

cultivadas en un medio líquido Luria Bertani (LB) a 30°C, se centrifugaron y se re-

suspendieron en una solución salina con 3,1 μg/ml de Rojo de nilo [14]. 

Finalmente fueron expuestas a radiación (UV) con longitud de onda de 302 nm. Se 

seleccionaron las tres cepas con mayor fluorescencia para continuar los ensayos 

de producción y caracterización de los PHAs [31]. 

 

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

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

 

Se procedió a realizar un precultivo de las tres cepas de actinomycetos 

seleccionadas y el control positivo Rhizobium meliloti a temperatura ambiente, 

luego se siguió el proceso resumido en la Figura 4. El glicerol crudo utilizado, fue 

proveído por la planta BioSC S.A (Biocombustibles Sostenibles del Caribe), cuyas 

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

 

Figura 4. Secuencia del proceso de inoculación en MSMGC 

 

 

Las cepas de Actinomycetos crecieron a 30°C ya que son mesófilas, se inocularon 

por 9 días debido a estudios previamente realizados por el grupo de investigación 

CINBIN con la cepa Rhizobium Meliloti (control positivo) los cuales sugieren que 

se debe evaluar la producción de PHA a diferentes tiempos hasta 9 días para 

seleccionar el mejor tiempo de incubación [31]. Las cepas se agitaron a 180 rpm 

debido a que son aerobias y la agitación ayuda a airear el cultivo además permite 

la homogenización 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 óptica (DO) a 600 

nm usando un espectrofotómetro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 25. 

 

Las cepas fueron cultivadas a partir del precultivo en medio líquido LB, en las 

cuales se inició su crecimiento en duplicado a las mismas condiciones a una 

densidad óptica de 0,1 se realizaron las respectivas mediciones de DO a 

diferentes tiempos hasta los 9 días. 

 

 

2.4 CUANTIFICACIÓN DE PHAs 

 

El análisis 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 biopolímero 

acumulado en el transcurso de los días al conocer la temperatura de 

descomposición de este, sin necesidad de una anterior extracción y de esta forma 

identificar el tiempo en el cual se alcanza la mayor producción de PHAs. El 

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

 

El polímero P3HB comercial (SIGMA ALDRICH) fue utilizado como patrón el cual 

tiene una temperatura de fusión de 172°C [34]. 
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2.5 CARACTERIZACIÓN DE LOS PHAS 

 

2.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La 

espectroscopia infrarroja fue utilizada con el propósito de captar vibraciones 

inherentes de los grupos funcionales en los PHAs, en el espectrómetro FTIR-

A8400S Shimadzu en modo de transmitancia en un rango de 4000 a 40     . Se 

tomaron muestras de las tres cepas seleccionadas previamente en sus 

respectivos días de máxima producción, se centrifugaron en una microcentrífuga 

Thermo Scientific Sorvall Legend micro21 a 15000 g durante 3 minutos y se les 

retiró el sobrenadante. La muestra se dejó 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 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). 

Para realizar este análisis se requiere de la transformación del PHA en los ésteres 

metílicos del monómero por un proceso de metanólisis. Este procedimiento se 

llevó a cabo siguiendo la metodología, descrita en el ANEXO D. La muestra 

extraída del actinomyceto de mayor porcentaje de acumulación en base seca se 

almacenó en recipientes de 1.5 ml y posteriormente fue analizada por el 

cromatógrafo de gases Agilent Technologies 7890A acoplado a un 

espectrofotómetro 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 monómeros del PHA. 

 

2.5.3 Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC). Para realizar dicho 

procedimiento se realizó el protocolo sólo con la cepa de mayor porcentaje de 

acumulación en base seca; gracias a esta técnica de DSC se logró determinar las 

transiciones térmicas del biopolímero, las cuales son la temperatura de transición 

vítrea (Tg) y la temperatura de fusión (Tm). Para este método se empleó el 

Calorímetro Diferencial de Barrido Discovery DSC 1-0237 en modo estándar 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 estabilizó la 

muestra a -20°C, después se aplicó una rampa de calentamiento de 3°C/min hasta 

llegar a los 225°C.Estas propiedades son de gran relevancia en el proceso de 

caracterización molecular del PHA, el procedimiento escrito en detalle se puede 

encontrar en el ANEXO F. 

  



30 

 

3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

 

 

3.1 SELECCIÓN 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. Selección de cepas productoras de PHA con tinción de Rojo de Nilo 

en medio sólido. 

 

 

La posición D corresponde al control negativo Eschericha coli y la posición 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 I no producen PHAs, pues se ven  

brillantes pero blancas. 

 

La prueba se llevó a cabo una vez más con las cepas seleccionadas 

anteriormente hasta obtener las cinco cepas que presentan la mayor fluorescencia 

rosada las cuales son ACPG13, MFSR3, ACPG10, ACPG1 y MFSR9. 

Nuevamente se llevó a cabo la tinción con rojo de Nilo con las cinco cepas 

seleccionadas en el experimento anterior, pero esta vez en medio líquido. 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. Tinción con rojo de Nilo en medio líquido.  

 

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 evaluó el crecimiento de las cepas MFSR3, ACPG10 y 

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

 

Figura 7. Curvas de crecimiento en MSMGC 

 

 

A partir de la gráfica y del análisis estadísticos se determinaron las velocidades de 

crecimiento máximas 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    , 0,22    , 0,24     y 0,22     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 específicas de crecimiento 

cercanas. Gráficamente se puede evidenciar que las primeras 24 horas las cepas 

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

 

El análisis termogravimétrico realizado se realizó en las tres cepas de 

actinomicetos en el día de sus respectivas máximas producciones, dichos 

resultados se pueden evidenciar en las Figuras 9,10 y 11. El delta entre los puntos 

P0 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 

descomposición del biopolímero en la muestra, esto ocurre una vez se alcanzan 

los 210°C, la pérdida de peso luego de este punto corresponde a la degradación 

de la biomasa restante [26]. Este análisis se llevó a cabo con un polímero patrón 

de P3HB proveniente de la empresa Sigma-aldrich, cuya temperatura de fusión y 

de degradación son 172 °C y 200 °C respectivamente; Esta última propiedad se 

puede corroborar en la Figura 8. 

 

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

hidroxibutirato comercial 
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Figura 9. Pérdida de peso de una muestra de ACPG10 en MSMGC 

 

 

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 

 

 

La línea azul corresponde a la pérdida de peso de la muestra correspondiente al 

día noveno y la línea verde indica el programa de temperatura utilizado. El 

porcentaje en peso seco de la muestra a causa de la degradación del biopolímero, 

se representa por la ecuación (1) 

 

(1)       
     

  
 

 

Donde:     : corresponde al peso seco de la muestra por degradación del PHA 

[%] 

                : peso seco de la muestra en el punto 1 [%] 

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

 

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

el medio MSMGC, se encuentra en la Figura 12. El valor máximo de producción se 
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presentó en el día número 9 en la cepa ACPG13 con un porcentaje de 23,23% de 

acumulación de PHA, cercano a un estudio que se realizó sobre actinomycetos 

nativos en suelos colombianos en el cual el porcentaje de acumulación de 

biopolímero fue del 27,48% [33]. Por lo tanto se procedió a trabajar con ella y a 

realizarle las respectivas pruebas de caracterización. 

 

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

ACPG10 y MFSR3. 

 

 

 

3.4 CARACTERIZACIÓN DE LOS PHAS 

 

3.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Se realizó 

el análisis respectivo de espectroscopia infrarrojo para las muestras de ACPG13, 

ACPG10 y MFSR3 en medio MSMGC para corroborar la presencia de PHAs 

intracelular. Dicho análisis se presenta en la Figura 8, este reveló picos 

característicos 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-1] corresponde a las vibraciones del 

metileno C-H y el pico cercano a la franja entre [1750-1715 cm-1 ], se presenta 

debido al grupo funcional éster C=O [27]. La locación exacta del pico en las 

bandas reportadas se conoce que varía con la longitud de cadena del polímero y 

la cristalinidad del PHAs [28].  Se encontró de igual manera picos en la región de 

los aminos, estos están asociados a los elementos bases de las paredes 

celulares, dado que el análisis se realizó sin previa extracción del polímero 

Intracelular [29]. Para realizar este análisis se comparó con la espectrometría 

infrarroja para una muestra comercial de P3HB proveniente de la empresa Sigma-

Aldrich, la cual se encuentra en la Figura 13. 

 

Figura 13. Espectrometría infrarrroja para las cepas ACPG13, ACPG10 y 

MFSR3. 
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Figura 14. Espectrometría infrarrroja para las cepas ACPG13, ACPG10 y 

MFSR3. 

 

 

Basado en este análisis se puede inferir la presencia de PHAs en las tres cepas 

de Actinomycetos. 

 

3.4.2 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría 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. Cromatografía de una muestra de ACPG13 en MSMGC 

 

 

En cromatografía de gases el área de cada pico es proporcional a la cantidad en la 

muestra, los picos más representativos son: 3,411 min, 3-hidroxibutanoato el cual 

sugiere la presencia del P3HB en mayor proporción; el pico a 11,428 min 

corresponde al ácido hexadecanoico y el pico a 14,160 min corresponde al ácido 

octadecenoico.  Estos dos últimos compuestos corresponden al ácido palmítico y 

esteárico respectivamente, los cuales se encuentran presentes en la muestra 

debido al glicerol crudo (Anexo B). 

 

3.4.3 Calorimetría diferencial de barrido (DSC). El análisis de calorimetría 

diferencial de barrido se realizó a la cepa bacteriana ACPG 13, que es aquella que 

produce mayor porcentaje en peso de PHA según lo arrojado en el análisis 

termogravimétrico; los resultados se muestran en la Figura 10. Dos puntos 
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representativos se pueden evidenciar: la temperatura de degradación del polímero 

a 217,9 °C y la temperatura de fusión a 176,9°C. 

 

Figura 16 Termograma de una muestra de ACPG 13 en MSMGC 

 

 

Cuando el grupo R de PHA es un metil y se presentan 3 átomos de carbono en la 

molécula, la estructura resultante es la de P3HB, según la literatura la temperatura 

de fusión del P3HB oscila entre los 177-179°C [25], con lo cual se puede 

evidenciar la presencia del monómero metil-3-hidroxibutanoato encontrando en el 

análisis de cromatografía. La temperatura de transición vítrea no puede ser 

claramente identificada, debido a la presencia de proteínas 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 mínimo de sales, presenta la mayor acumulación de PHAs. El porcentaje de 

acumulación máximo 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 metodologías utilizadas para la caracterización 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 A1 Aislamiento de las cepas de Actinomycetos 

Procedencia Aisladas de compostaje 

Aisladas de aguas de las 

lagunas de tratamiento de 

mucílago 

CEPAS 

ACPG1 MFSR1 

ACPG2 MFSR2 

ACPG3 MFSR3 

ACPG4 MFSR4 

ACPG5 MFSR6 

ACPG6 MFSR7 

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 

oxidación propia de la finca y los residuos sólidos del beneficio del café con un 

proceso de compostaje. Este trabajo de grado hace parte del proyecto VIE 1334 

“Aislamiento y caracterización de cepas nativas de actinomycetos para la 

producción de hidrógeno a partir de mucílago de café”. El aislamiento y 

caracterización de las cepas nativas corresponden a trabajos de grado que están 

siendo desarrollados por estudiantes de biología.  
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Anexo B. Propiedades fisicoquímicas del glicerol crudo 

 

Tabla B1 Propiedades fisicoquímicas del glicerol crudo 

PARÁMETRO FISICOQUÍMICO     

pH    6.135 ±  0.05 

Densidad [g/cm3]  1.275 ± 0.001 

Humedad [%]  10.52 ±  0.01 

Jabones  [%]  13.90 ±  0.05 

Metales  [mg/Kg]     

Sodio (Na)   22850 ±  3860.8 

Potasio (K)   46.705 ± 3.542 

Calcio 

(Ca)   17.090 ± 1.782 

Magnesio (Mg)  8.616  ± 0.684 

Cenizas [%p/p]  3.489 ± 0.424 

Glicerol [%p/p]  75 ± 1.414 

Metanol [%p/p]  0.025 ± 0.08 

Esteres metílicos de ácidos grasos [%p/p]    

Ácido palmítico  63.28 

Ácido esteárico  5.58 

Ácido oleico  29.58 

Ácido linoleico  1.56 

Otros     0  
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Anexo C. Análisis termo gravimétrico 

 

 

1. Se tomaron muestras de los cultivos especificados en el numeral 2.2 cepas y 

condiciones de crecimiento, los días 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 días 

sin sufrir alteración alguna.  

 

3. EL programa de temperatura usado en el TGA para la cuantificación del 

polímero 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 D. Metodología de metanólisis 

 

 

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 ácido sulfúrico y 

1,1 ml de cloroformo. Es necesario asegurarse que la biomasa y el tubo de ensayo 

se encuentren lo más secos posible debido a la violenta reacción entre en ácido 

sulfúrico y el agua. Mediante agitación por vórtex 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 reacción de metanólisis 

 

 

La reacción debe estar a una temperatura de 100°C por 140 min, tiempo en el cual 

debe haber una constante supervisión por parte del investigador para que el nivel 

del agua de calentamiento no disminuya y así la temperatura se mantenga en el 

valor deseado adicionando agua a temperatura ambiente. Después de transcurrido 

el tiempo de reacción se enfrían los tubos de ensayo rápidamente reemplazando 

el agua caliente por agua a temperatura ambiente. Finalmente se agregó 0,53 ml 
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de agua destilada autoclavada al tubo de ensayo y se agitó mediante vórtex para 

favorecer la separación de las 3 fases, encontrando los detritos en la interfase y en 

el fondo del tubo de ensayo como la fase más clara, el polímero diluido en el 

cloroformo utilizado como solvente. 

 

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

 

Tabla E2. Columna y condiciones de operación para el cromatógrafo de 

gases acoplado al espectrofotómetro de masas para la identificación de 

PHAs. 

 

  

PHAs. 

 
Columna 
 
Altura de la columna 
 
Diámetro de la columna 
 
Gas fase móvil 
 
Temperatura 
del inyector 
 
Volumen de la muestra 
 
 
 
 
Programa de 
temperatura del 
horno 
 
 
 
Detector 
 

Rango escáner 

 
Wax-DB5MS 
 
30 m 
 
250 µ 
 
Helio 
 
 

250 °C 
 
1 µl 
 
80 °C 
 
Rampa de 5°C por min 
a 300 °C 
 
Mantener a 300°C por 30 
min 
 
espectrofotómetro 
de masas 
 
42-300 EI+ 
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Anexo F. Preparación de la muestra en el DSC 

 

1. Preparación de la muestra. 

 Se tomó una muestra de cultivo en su día óptimo de producción de 

biopolímero y se dejó secando durante toda una noche en la incubadora a 

37°C. 

 Finalmente la muestra se colocó en tubos Eppendorf, se centrifugó a 15000 

g durante 3 minutos y se retiró el sobrenadante. 

 

2. Montaje de la muestra en el equipo DSC. 

 La preparación 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 vacío, la muestra y el pan 

hermético de referencia deben ser introducidos al software. 

 El programa de temperatura utilizado en el equipo fue: 

I. Equilibrar la temperatura a 30°C 

II. Rampa de calentamiento de 20°C min-1 hasta 115°C para el aguar 

remanente 

III. Equilibrar la temperatura a -20°C 

IV. Rampa de calentamiento de 3 °C min-1 hasta 225°C 

 


