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Resumen

En este trabajo se determind el rendimiento de polihidroxialcanoatos (PHA) producido por microorganismos aislados de suelo
y aguas de las salinas de Morrope, Lambayeque, Peru. La poblacion de microorganismos se enriqueci6 con caldo HM, con
glucosa (15 gL") como fuente de carbono, modificado con 15, 20 y 25 g/100 mL de NaCl, se incub6 a 30 °C en aerobiosis
hasta observar turbidez o pelicula por el crecimiento se aislo en agar HM, obteniendo cultivos de microorganismos haldfilos.
En caldo HM, con glucosa (30 gL™), con su respectiva concentracion de NaCl se investigé la produccion de granulos de
PHA 'y se determiné el tiempo requerido para observar el mayor nimero de células con granulos de PHA. Los 20 cultivos
con mayor numero de células con granulos se llevaron a fermentacion a caldo HM,, cuantificandose la biomasa y PHA. La
naturaleza del polimero y célculo del rendimiento se realizd con cinco aislados microbianos correspondientes a la mayor
concentracion de NaCl, el mayor numero de celular con granulos en el menor tiempo. Se obtuvieron 234 aislados de microor-
ganismos y en el 38.74% se observo granulos de PHA mediante la tincion de Sudan Negro B, seleccionandose 20 cultivos de
microorganismos con 40 a 85 células con granulos de PHA. La biomasa oscil6 entre 0.005 a las 72 horas y 3.211 gL a las
240 horas. El rendimiento p/x fue de 0.270 a 0.725 gg', destacando con mas de 60% los microorganismos AE222 (60.73%),
AE2019 (63.10%) y AE228 (72.52%). Estos microorganismos son considerados promisorios para la produccion de PHA.

Palabras clave: Archaea; bacterias; biodegradables; bioplasticos; petro-plasticos,
Abstract

In this work, we determine the polyhydroxyalkanoates (PHA) yield of microorganisms of soil and water from salty lagoons of
Morrope, Lambayeque, Peru. Microorganisms were enriched in modified HM, broth with 15, 20 and 25 g/100 mL of NaCl,
incubated at 30 °C in aerobiosis. After observed turbidity or film, aliquots were taken and seeded on HM, agar obtaining 234
bacterial isolates that by lipophilic Sudan Negro B staining were observed the presence of 93 bacterial isolates with PHA
granules, which were cultured in HM? broth with their respective concentrations of NaCl for 144 hours, quantifying a range of
4-85 cells with granules in five microscopic fields observed, selecting 20 bacterial isolates with the presence of 40-85 cells
with granules, then they were taken to fermentation where the optimal incubation time was determined, where the cells are
clearly differentiated with PHA granules. To determine the nature of the polymer produced, five bacterial isolates correspond-
ing to the culture with the highest concentration of NaCl and the highest number of cells with PHA granules with the shortest
growth time, but not necessarily the highest biomass, were selected, these reached 0.500; 0.300; 0.167; 0.183 and 0.417
gL of PHA, with 1.850; 0.522; 0.275; 0.290 and 0.575 gL' of biomass and 0.270; 0.575; 0.607; 0.631 and 0.725 gg™' yield
Y (p/x). The highest yield was 72.52% of cellular mass in PHA being considered a promising and profitable performance for
the extraction of the polymer.
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Introduccion

La durabilidad y resistencia a la degradacién del pléstico,
sumado a su versdtilidad, lo han convertido en una materia
prima utilizada ampliamente en la produccién de una gran
variedad de productos; es asi que su consumo se incrementé de
5 millones de toneladas al afno en 1950 a cerca de 200 millones.
Esto ha conllevado a una gran generacién de residuos, 40% de
los cuales se depositan en rellenos sanitarios y el resto contamina
el ambiente terrestre y marino (Reddy et al. 2003, Salehizadeh
& Van Loosdrecht 2004).

Los biopldsticos del tipo de los polihidroxialcanoatos, PHA,
biodegradables bajo condiciones aerobias y anaerobias con-
stituyen una alternativa de solucién a la problemdtica de los
pldsticos derivados del petréleo (Muhammadi et al. 2015). Los
PHA son poliésteres sintetizados intracelularmente por los mi-
croorganismos como reserva de carbono y energfa y que una vez
extraidos de la célula, presentan propiedades fisicas similares a los
petropldsticos (Becerra 2013). Particularmente, el polihidroxi-
butirato (P3HB) y el polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato
P(3HBco3HYV) se producen a escala comercial, con una con-
centracion del polimero de mds de 80 gL' , una productividad
de mds de 2 gL''h!, en sistemas por lote alimentado o continuo,
que potencialmente podrian producir 50000 toneladas por afio

(Salehizadeh & Van Loosdrecht 2004).

El uso de los PHA es limitado, porque los pldsticos derivados
del petréleo son muy baratos, lo que hace que los procesos de
produccién de pldsticos biodegradables no sean competitivos,
cuando se analizan solo desde el punto de vista econémico. En
la produccién de PHA se requieren grandes inversiones para
los procesos de fermentacién y recuperacion o purificacién del
producto a gran escala y los sustratos para que las bacterias pro-
duzcan PHA no son suficientemente baratos (Drosg et al. 2015,
Lemos & Mina 2015). De esta manera, el costo de produccién
de 1 Kg de pldstico bacteriano es de 2.13 a 6.25 délares Kg'!,
comparado con 1.45 délares Kg de los plésticos derivados del
petroleo (Gomez 2013).

Se han reportado més de 300 especies de microorganismos
que acumulan PHA, destacando los haléfilas que alcanzan més
del 70% de rendimiento (Guzman et al. 2017). La rentabilidad
de un microorganismo para producir PHA a escala industrial,
depende de factores como la estabilidad e inocuidad del organ-
ismo, velocidad de acumulacién del polimero, velocidad de
crecimiento, densidad celular que se puede alcanzar, contenido
y peso molecular del polimero, facilidad de extraccién, rango
de fuentes de carbono utilizables, costo del medio de cultivo y
generacion de subproductos (Bhuwal et al. 2013, Gonzdlez et al.
2013, Anjum et al. 2016). En este contexto, se requiere aislar y
desarrollar cepas microbianas con mayor rendimiento de PHA,
que puedan utilizar sustratos baratos para disminuir los costos
de produccién del polimero.

Entre los microorganismos haléfilos podemos encontrar espe-
cies capaces de acumular grandes cantidades del polimero, con
un crecimiento rdpido bajo diversas condiciones nutricionales y
en sustratos de bajo costo. Los microorganismos obtenidos en la
presente investigacion constituyen la base para la investigacién
de PHA, en un proceso productivo econémicamente y ambi-
entalmente amigable, asi como también para la obtencién de
PHA con propiedades fisicas nuevas o mejoradas que permitan

ampliar su uso en aplicaciones de alto valor agregado.

El presente trabajo tuvo como objetivos determinar el ren-
dimiento de PHA de microorganismos haléfilos aislados de
suelo y agua de salinas ubicadas en Mérrope, Lambayeque, Pert.

Materiales y métodos

La investigacién se desarrollé en dos fases. La primera corre-
spondié al aislamiento y caracterizacién de los microorganismos
haléfilos y en la segunda se realizé la deteccién de grénulos de
PHA y se determiné el rendimiento de PHA en los cultivos
microbianos seleccionados.

Muestreo.- Para aislar microorganismos haléfilos productores
de PHA se recolectaron de forma aleatoria, 54 muestras de suelo
y agua de las lagunas salinas ubicadas en el distrito de Mérrope,
regién Lambayeque, ubicadas a 21 m de altitud, 06°32°24”S y
80°00°46”W. Las muestras de suelo se recolectaron (Fuentes et
al. 2013) con una espétula, retirando los 5 cm superficiales y
colectando 250 g que fueron depositados en frascos de vidrio
previamente esterilizados. Las muestras de agua se recolectaron
(Guzmdn etal. 2017) sumergiendo los frascos de vidrio tapados
e invertidos en las salinas hasta 10 cm por debajo de la superficie,
luego se destaparon y se colectaron 250 mL de agua y se taparon
herméticamente. Las muestras de suelo y agua se depositaron
en una caja térmica (10 + 1 °C) y se transportaron para su pro-
cesamiento al Laboratorio de Microbiologfa y Parasitologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo.

Aislamiento de microorganismos halé6filos.- Las pobla-
ciones de microorganismos haléfilos de suelo y agua fueron
enriquecidas (Guzmdn & Guz 2008), depositando 1 go 1 mL
en tubos de 15 x 150 mm conteniendo 9 mL de caldo HM,
con glucosa (15 gL!) como fuente de carbono (Guzmdn et al.
2017), modificado por los autores con 15, 20 y 25% de NaCl.
Las muestras se incubaron a 30 °C, por tiempo suficiente, para
observar crecimiento, denotado por turbidez o formacién de
pelicula en la superficie del caldo. En cada muestra de suelo y
agua con microorganismos previamente enriquecidos, se toma-
ron alicuotas y se sembraron por duplicado en agar HM, con glu-
cosa (15 gL.!) y con una concentracién de NaCl, similar al medio
de enriquecimiento (Quillaguaman et al. 2008). Después de la
incubacién a 30 °C, en aerobiosis hasta observar el crecimiento
de colonias, éstas fueron caracterizadas macroscopicamente,
registrindose la textura y el color, se cultivaron por duplicado
en viales con el mismo agar de procedencia, se incubaron a 30
°C, en acrobiosis, hasta observar crecimiento y se llevaron a
refrigeracion 4 °C (Guzmidn et al. 2017).

Deteccién y cuantificacién de células con grinulos de
PHA.- Los microorganismos haléfilos se sembraron en 5mL
de caldo HM, con glucosa (30 gL™') como fuente de carbono
(Guzmdn et al. 2017) y se incubaron (estufa Blue Pard Modelo
DHG) a 30 °C, en agitacién constante (125 rpm), por 144
horas. Posteriormente, se realizaron tinciones con Sudan Negro
B (Bacaetal. 2010) y la presencia de grénulos negros o grisdceos
en el interior de células rosadas se consideré positiva para la
deteccién de PHA.

Este polimero fue estimado, cuantificando el nimero de
células microbianas con grdnulos (Guzman et al. 2017), en
cinco campos microscopicos y se seleccionaron los 20 cultivos
microbianos que presentaron el mayor nimero de células con
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granulos por campo. Estos se cultivaron nuevamente en 5 mL
de caldo HM, con glucosa (30 gL") a 30 °C, en acrobiosis, 125
rpm y se realizaron tinciones con Sudan Negro B a las 144, 168,
192, y 216 horas, determindndose el tiempo éptimo o tiempo
requerido para alcanzar el mayor niimero de células microbianas
con grénulos (Baca et al. 2010).

Obtencién de la curva patrén para la cuantificacién de
la biomasa.- Para cuantificar la biomasa por turbidimetria
(Guzmdn et al. 2017) a 600 nm (DO_,) los microorganismos
haléfilos reactivados en 5 mL de caldo HM, con glucosa (30 gL
) (Guzman et al. 2017) fueron cultivados en 4 mL del mismo
caldo por el tiempo requerido para observar turbidez y luego se
inocularon (5%) en frascos de 100 mL de capacidad con 19 mL
de caldo HM,, a 30 °C, durante el tiempo 6ptimo previamente
determinado. Se tomaron submuestras de 10 mL de cada cultivo,
totalizando 200 mL. A continuacién, se tomaron por triplicado
2 mL, uno para determinar la absorbancia a 600 nm (tubo 1)
y otro para realizar diluciones decimales hasta 10 (tubos 2, 3,
4), alos que también se determind su absorbancia. Los 194 mL
restantes de caldo HM, se centrifugaron a 4000 rpm, durante 20
minutos. El sedimento o biomasa se lavé rdpidamente con solu-
cién salina (0.85% NaCl) esterilizada, se centrifugd y deshidraté
a 45 °C, hasta obtener peso constante. La biomasa deshidratada
se pesd y el valor obtenido se expresé en gramos por litro (gL!),
correspondiendo a la absorbancia de tubo 1. Asimismo, el valor
de la biomasa se dividié entre 10, 100 y 1000, correspondiendo
a la absorbancia de los tubos 2, 3 y 4 (10, 102y 10%). Con los
valores obtenidos se determind la ecuacién de regresion, para
calcular la biomasa de cada bacteria nativa.

Rendimiento de biomasa y PHA.- En el proceso fermen-
tativo (Guzmdn et al. 2017), cada microorganismo haléfilo
productor de PHA seleccionado, se cultiv en 5 mL de caldo
HM, con glucosa (30 gL.") a 30 °C, por tiempo suficiente hasta
observar crecimiento denotado por turbidez. Para la obtencién
del in6culo bacteriano, se tomé una alicuota de cada tubo y
se cultivé en 4 mL de caldo HM, con glucosa (30 gL.") por el
tiempo suficiente hasta alcanzar 107 células L'! (tubo 3 del nefelé-
metro de Mc Farland). A continuacién, 1 mL (5%) se inoculé
por triplicado en frascos de 100 mL de capacidad con 19 mL
de caldo HM, y se incubaron a 30 °C, por el tiempo éptimo
requerido para alcanzar el mayor niimero de células bacterianas
con grénulos previamente determinado.

La concentracién de biomasa de cada microorganismo fue
determinada por turbidimetrfa (Guzmadn et al. 2017), cada 24
horas durante 5 dias después de observar turbidez por el creci-
miento bacteriano. Se tomé 1 mL de cada cultivo y se registré
la absorbancia a 600 nm (DO,
calcularon en la ecuacién de regresion de la curva patrén entre

). Los valores de biomasa se

absorbancia y biomasa seca, previamente obtenida. Para cuan-
tificar el PHA los 19 mL restantes de caldo se centrifugaron a
4000 rpm durante 20 minutos. El sedimento o biomasa celular
obtenida se lavé rdpidamente con solucién salina (0.85% NaCl)
para eliminar el exceso de sales, se centrifugd y se deshidraté en
estufa (Blue Pard Modelo DHG) a 45 °C, hasta alcanzar un peso
constante (Baca etal. 2010), el cual se determiné con una balanza
de precision (AS 220/X Radwag). Con la biomasa, se recuperd y
cuantificé el PHA producido por cada microorganismo (Cholula
2005). En el tubo que contentia la biomasa deshidratada se agregé
1 mL de hipoclorito de sodio al 5%, para debilitar la membrana

celular y facilitar el proceso de extraccion y después de 2 horas,
se adicioné 1 mL de cloroformo para separar la biomasa del
polimero. Se observaron dos fases: una inferior transparente y
una superior amarillenta. Transcurridos 20 minutos, los tubos
se centrifugaron a 3500 rpm, durante 5 minutos y nuevamente
se obtuvieron dos fases, una superior constituida por hipoclorito
con restos celulares y una inferior conteniendo el cloroformo con
el polimero, PHA. Con una pipeta Pasteur se extrajo el cloro-
formo con el polimero, se deposité en un tubo de 10x100 mm y
se llevé a estufa a 40 °C por 24 horas. El polimero obtenido fue
depositado en un papel metdlico para determinar el peso (g) y
verificar su naturaleza, para lo cual el polimero fue digerido con
1.5 mL de H,SO, concentrado durante 30 minutos a 90 °C en
bano Maria, se dejé enfriar a temperatura ambiente (25 °C) y se
realizé un “barrido” en el espectrofotdmetro de luz ultravioleta
UNICO modelo SQ-2800 (190 — 1100 nm) en un rango de
2202250 nm. El polimero fue identificado como PHA cuando
se observé un pico maximo de 235 nm (Baca et al. 2010).

Con las concentraciones de la biomasa celular (x) y PHA (p)
se calculd el Y (p/x): coeficiente de rendimiento del producto
con relacién a la biomasa (Dordn 1998) o cantidad de PHA
obtenido por cantidad de biomasa formada (gg™).

py _ (@—p), Adp
Y(;) - (xf —xi)) ~Mx

Resultados

En las muestras de suelo y agua de las salinas de Mérrope,
el contenido promedio de NaCl fue 27.9% vy la conductividad
eléctrica 558 dSm™. El 55.56% de muestras de suelo y 62.96%
de muestras de agua fueron positivas para el enriquecimiento de
microorganismos, cuyo crecimiento se evidencié por turbidez
(53.13%), pelicula blanquecina superficial (38.38%) y color-
acién anaranjado — rojiza del caldo HM, con 15, 20 y 25% de
NaCl, en un tiempo que oscilé entre 9 a 14 dfas para las muestras
de suelo y 10 a 14 dfas en las muestras de agua.

El 44.44% de muestras de suelo y 59.26% de muestras de
agua de salinas fue positivo para el aislamiento de microorganis-
mos haléfilas en 15, 20 y 25% NaCl, obteniéndose 234 aislados:
38.46% provenientes de muestras de suelo y 61.54% de muestras
de agua. Las colonias de microorganismos haléfilos observadas
fueron de consistencia mucosa y pastosa, con diversos colores,
predominando el anaranjado.

Los microorganismos haléfilos de muestras de suelo y agua se
aislaron en todas las concentraciones de NaCl. Los microorganis-
mos de suelo correspondieron a: 65.56% en 15% NaCl; 18.89%
en 25% NaCl y 15.56% en 20% NaCl. Los microorganismos
de agua correspondieron a 54.86% en 15% NaCl; 24.31% con
25% NaCl y 20.83% con 20% NaCl.

En el 39.74% de los microorganismos haléfilos se observaron
granulos de PHA mediante la tincién lipofilica de Sudan Negro
B. El 32% de estos microorganismos se aislaron de suelo y el
68% de agua. Los granulos de PHA se observaron negros en el
interior de las células vegetativas rosadas, que mayoritariamente
fueron de forma bacilar, dispuestas aisladamente.

En muestras de suelo, los microorganismos haléfilos pro-
ductores de PHA correspondieron al 63.33% en 15% NaCl;
26.67% en 25% NaCl y 10% en 20% NaCl. En muestras de
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agua los aislados de microorganismos haléfilos productores de
PHA correspondieron a 38.10% en 15% NaCl, 31.75% en 20%
NaCly 30,15% en 25% NaCl.

En el primer cultivo de microorganismos haléfilos en caldo
HM, a las 144 horas, se cuantificaron en promedio 40 a 76
células con granulos de PHA, selecciondndose los 20 cultivos
microbianos que presentaron 40 a 76 células con grénulos. En
el segundo cultivo, todos los microorganismos haléfilos selec-
cionados presentaron un tiempo éptimo de incubacién, en el
cual se diferenciaron claramente las células con granulos de PHA
y después del cual el nimero de estas células disminuyé. En el
30% de microorganismos halédfilos seleccionados el nimero de
células con PHA fue de 62 a 91 a las 144 horas, en el 35% fue
49 a 61 a las 168 horas, en el 20% fue 65 a 84 a las 192 horas
y en el 15% fue 45-48 a las 216 horas.

Con los valores de absorbancia obtenidos con diferentes
concentraciones de biomasa de microorganismos haléfilos
cultivados en caldo HM,, se obtuvo y = 0.069x + 0.020 como
ecuacion. Debido a que el valor de R? fue mayor a 0.9 se acept6
como patrén de referencia para el cdlculo de la concentracion

de biomasa (Mantilla 2007).

En el proceso fermentativo, la absorbancia de la biomasa
de los microorganismos haléfilos oscilé entre 0.020 a las 72
horas con AE334 y 0.242 a las 240 horas con AE450, valores
correspondientes a 0.005 y 3.211 gL' de biomasa, respectiva-
mente (Tabla 1). Para determinar la naturaleza del polimero
producido por los microorganismos haléfilos, se seleccionaron
cinco cultivos de microorganismo a los que correspondié la
mayor concentracién de NaCl en el cultivo, el mayor niimero

de células con granulos de PHA, en el menor tiempo, pero no
necesariamente la mayor biomasa (Tabla 2).

La naturaleza del polimero PHA recuperado obtenido fue
verificada, obteniendo un pico méximo de absorbancia a 235
nm. Los valores de absorbancia (235 nm) del PHA producido
por los microorganismos haléfilos oscilaron entre 0.132y 0.323.
La concentracién de PHA fue de 0.167 gL' con el microorganis-
mo AE222 y 0.500 gL! con AE339. El rendimiento Y(p/x) fue
0.270 gg' con AE339y 0.725 gg™' con AE228, correspondientes
227.02y 72.52%, respectivamente (Tabla 3).

Discusion

La técnica del enriquecimiento de los microorganismos para
el aislamiento permite aumentar la poblacién de los organismos
a investigarse (Kamagata 2015), incremento evidenciado por
turbidez en medio liquido (Garzdén 2015); pelicula blanqueci-
na superficial, tipica de los microorganismos acrobios estrictos
(Guzmain et al. 2017) y coloracién anaranjado rojiza atribuida

a los pigmentos carotenoides caracteristicos de las haloarqueas
(Castillo & Barragan 2011).

El aislamiento de las microorganismos haléfilos en medio
salino fue reportado previamente por Castro et al. (2011),
Fuentes etal. (2013) y Guzmén etal. (2017), quienes obtuvieron
bacterias haléfilas de salinas con un contenido de hasta 25% de
sal. La diversa coloracién y textura de las colonias microbianas
encontradas fue observada también por Flores et al. (2010).
Estos investigadores aislaron microorganismos haléfilos que
desarrollaron colonias de color naranja, crema, blanco, melén
y rojo, en su mayoria de consistencia mucosa. Las haloarqueas
forman colonias rosadas o rojas, debido a que sintetizan carote-

Tabla 1. Concentracion (gL") de biomasa de microorganismos haléfilos cultivadas en glucosa como fuente de carbono

Codigo bacteria Biomasa (gl.")/horas

72 96 120 144 168 192 216 240
AE339 0.725 0.816 0.990 1.850 1.725 — — —
AE228 0.000 0.232 0.473 0.575 0.565 — — —
AE343 0.005 0.256 0.425 0.522 0.507 — — —
AE219 0.000 0.014 0.087 0.290 0.261 — — —
AE222 0.014 0.048 0.174 0.275 0.275 — — —
AE334 0.000 0.029 0.072 0.159 0.145 — — —
AE212 - 0.164 0.609 0.459 2.609 2.609 — —
AE442 — 1.251 1.444 1.981 2.517 2.464 — —
AE444 — 1.280 1.411 2.014 2.440 2.391 - —
AE335 — 0.937 0.855 0.976 1.280 1.261 — —
AE338 — 0.077 0.338 0.681 0.884 0.855 — —
AE337 — 0.758 0.686 0.821 0.797 0.783 - —
AE353 — 0.372 0.396 0.077 0.116 0.101 - -
AE110 - — 2.628 3.111 3.749 4.643 4.609 —
AE065 — — 1.865 2.295 3.266 4222 4188 —
AEQ73 — — 1.971 2.150 2.386 3.048 3.014 —
AE415 — - 0.459 0.903 1.797 2.092 2.072 —
AE450 — - — 2.826 2913 3.304 3.415 3.211
AE432 — — — 2.580 2.802 2.870 3.169 3.947
AEA433 — — - 1174 1.227 1.188 1.382 1.266
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noides parcialmente responsables de la tipica coloracién rojiza
de muchos ambientes naturales en los que se desarrollan en
grandes cantidades (Ventosa 2006, Castillo & Barragin 2011).
En cuanto a la textura, Luque et al. (2010) concluyeron que el
aspecto colonial mucoso indica posible produccién de exopolisa-
cdridos, caracteristica confirmada en microorganismos haléfilos
de los géneros Halobacterium y Haloferax.

La concentracién de 15% NaCl facilité el aislamiento de un
mayor niimero de microorganismos, resultado que puede ser ex-
plicado por su requerimiento de NaCl. Considerando el criterio
de Ventosa et al. (1998) mencionado por Surve et al. (2012), en
el presente estudio se aislaron microorganismos haléfilos mode-
rados (15% NaCl) y extremos (20 y 25% NaCl). Al respecto,

Ventosa (2006) determiné que en los ambientes hipersalinos con

més de 1.5 M (10%) predominan los microorganismos haléfilos
moderados y haléfilos extremos o haloarqueas.

El colorante lipofilico Sudan negro B resulté adecuado parala
deteccién in vivo de granulos de PHA, que se observaron griss-
ceos o negros en las células vegetativas rosadas, coincidiendo con
Bacaetal. (2010) y Legat et al. (2010). Existen otros colorantes
con mayor afinidad y especificidad como el azul Nilo A y Rojo
Nilo. Con éstos los granulos de PHA son reconocidos por una
fluorescencia naranja (460 nm) y amarillo dorado (450-500
nm) o rosa-rojo (515 — 560nm), respectivamente (Gonzales et
al. 2013); sin embargo, no son completamente efectivos para la
seleccién, porque los colorantes pueden formar cuerpos fluores-
centes con los compuestos afines a los biopolimeros como son
las inclusiones lipidicas (Sdnchez et al. 2012).

Tabla 2. Biomasa y nimero de células con granulos de PHA en microorganismos haldfilos

cultivadas en glucosa como fuente de carbono

Codigo bacteria NaCl (%) Células con granulos PHA Biomasa
Numero Horas (gL?) Horas
AE110 84 192 4.643 192
AE065 15 81 192 4.222 192
AE073 75 168 3.048 168
AE450 45 216 3.415 216
AE432 48 216 3.169 216
AE442 55 168 2.517 168
AFE444 20 50 168 2.440 168
AE415 65 192 2.092 192
AE433 47 216 1.382 216
AE212 50 168 2.609 168
AE339 85 144 1.850 144
AE335 49 168 1.280 168
AE338 55 168 0.884 168
AE337 60 168 0.821 168
AE228 25 69 144 0.575 144
AE343 81 144 0.522 144
AE219 91 144 0.290 144
AE222 89 144 0.275 144
AE334 62 144 0.159 144
AE353 61 168 0.116 168

Tabla 3. Rendimiento Y (p/x) de polihidroxialcanoatos de microorganismos haléfilos

Codigo bacteria Biomasa PHA Rendimiento Y (p/x)
UNPRG (gL?) (gL g (%)
AE228 0.575 0.417 0.725 72.52
AE219 0.290 0.183 0.631 63.10
AE222 0.275 0.167 0.607 60.73
AE343 0.522 0.300 0.575 57.47
AE339 1.850 0.500 0.270 27.03
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El porcentaje de microorganismos en los que se observaron
granulos de PHA, super6 4.17% reportado por Guzmdn et al.
(2017) en bacterias y haloarqueas aisladas de salinas en caldo
con 20 y 25% NaCl, respectivamente. Los PHA pertenecen a
un grupo de poliésteres sintetizados por varios microrganismos
en forma de grénulos en el citoplasma, siendo utilizados como
fuente de carbono y energfa en condiciones nutricionales desfa-
vorables (Lopez 2010, Li etal. 2016). De esta manera, bacterias
productoras de PHA se han aislado en ambientes extremos como
las salinas (Guzmdn & Guz 2008, Guzmadn et al. 2017) suelo,
agua y sedimentos de habitats con 15 — 18% p/v de salinidad
(Luque et al. 2010), aunque también se han reportado aislados
con ambientes contaminados (Razzaq et al. 2010, Sdnchez et
al. 2012), residuos industriales (Cardona et al. 2013) y suelo
rizosférico de cultivos agricolas (Baca et al. 2010, Lisboa &
Segura 2010).

La disminucién del ndmero de células con grénulos de PHA
conforme transcurrié el tiempo es explicada por la degradacion
intracelular de PHA o respuesta endégena de las bacterias,
que le permite hidrolizar sus reservas de carbono acumuladas
en forma de PHA a mondémeros hidroxialcanoatos, mediante
la participacién de despolimerasas intracelulares ancladas en
la superficie de los grénulos (Segura et al. 2007). Estudios en
P oleovorans demostraron que antes que la bacteria complete
la utilizacién de fuente de carbono, la célula disminuye 12 —
20% la concentracién de polimerasa e incrementa 10 — 15% la
despolimerasa. Este comportamiento representa la respuesta de
la célula a un ambiente metabdlico cada vez menos permisible,
prepardndose las células a movilizar las reservas de carbono para
su supervivencia (Ferndndez 2012).

La sintesis de granulos de PHA en caldo HM, con glucosa
como fuente de carbono en exceso y deficiencia de nitrégeno,
coincide con Guzmdn et al. (2017). Las bacterias productoras
de PHA se agrupan segtin las condiciones para la sintesis del
polimero. El primer grupo requiere la limitacién de un nutriente
esencial (N, B, S, Mg, O,) para sintetizar PHA a partir de un
exceso de carbono en la fase estacionaria de crecimiento. El
segundo grupo de bacterias acumula PHA durante la fase de cre-
cimiento, sin necesidad que se agote un nutriente esencial. Estas
bacterias acumulan grandes cantidades del polimero durante la
fase exponencial de crecimiento (>50%), a diferencia del primer
grupo, que durante esta fase acumula muy baja concentracién
del polimero (Gonzilez et al. 2013). Investigadores como Han
etal. (2007), Legatetal. (2010) y Guzmédn etal. (2017) sugieren
que los grianulos de PHA son sintetizados por las haloarqueas
durante la fase de crecimiento. Las enzimas son constitutivas
para la sintesis de PHA y el polimero se acumula continuamente
a bajos niveles, independientemente de la concentracién de
nutrientes (Legat et al. 2010).

En la verificacién de la naturaleza del PHA, el 4cido croténico
producido se cuantificé por espectrofotémetria UV alcanzando
un pico mdximo a 235 nm (Apparao & Krishnaswamy 2015).
De igual manera, Baca et al. (2010) y Luque et al. (2010)
verificaron la naturaleza del PHA producido por diferentes
microorganismos.

La biomasa de los microorganismos haléfilos se cuantificé
por turbidimetrfa. Segtin Ferndndez (2012) en condiciones de
produccién de PHA, la monitorizacién de la turbidimetria no
es un reflejo directo del niimero de células. El valor de la DO,

es un pardmetro complejo que permite tener una idea inicial
del perfil de crecimiento y produccién de PHA, pero hay que
tener en cuenta que se ve afectado no solo por el ndmero de
células de un cultivo sino también por la cantidad de polimero
acumulado por cada célula.

Concluido el proceso fermentativo y debido a que los grdnulos
de PHA son intracelulares, se realizé la extraccién a través de una
digestién quimica de la membrana celular, utilizando hipoclorito
de sodio. Se coincide con Salmiati et al. (2009) quienes demos-
traron que este agente quimico en bajas concentraciones (<10%)
disuelve los componentes celulares, excepto los granulos de PHA
y permite alcanzar 86% de pureza. Para facilitar la recuperacién
del PHA se utilizé cloroformo como solvente orgédnico, que so-
lubiliza el polimero, siendo preferido por su rapidez y eficacia en
la extraccién del polimero (Naranjo 2010, Cerrone 2011). Los
valores mdximos en la concentracién en PHA correspondieron
alos aislados AE339 (0.500 gL!), AE228 (0.417 gL!) y AE343
(0.300 gL). Segtin Ferndndez et al. (2005) bacterias con mds
de 0.3 gl! de PHA se consideran con potencial industrial para
la produccién de PHA, tomando en cuenta que el medio de
cultivo empleado ain no ha sido optimizado.

El rendimiento Y (p/x) no estuvo relacionado directamente
con la concentracién de biomasa en todos los microorganismos
investigados, como sucedié con el aislado AE339 al que le co-
rrespondié el mayor valor de biomasa y el menor rendimiento,
coincidiendo con Lasala et al. (2004) y Guzmdn et al. (2017).
Al respecto, Ferndndez (2012) demostré que el perfil de creci-
miento de P putida Kt 2442 es alterado por la sintesis de PHA.
Investigando esta bacteria y el mutante en el gen que codifica
para la polimerasa phaCl, se determiné que en condiciones de
produccién de PHA, las células utilizaron parte de su materia
y energfa para la produccién de PHA, alcanzando menor masa
celular en comparacién con la biomasa del mutante no acumu-
lador del polimero.

El rendimiento Y (p/x) mdximo alcanzado por el aislado
AE228 fue 0.725 gg, superando 0.460 gg' y 0.348 gg! repor-
tados por Guzmdn et al. (2017) para microorganismos haléfilos
aisladas de salinas. Los aislados AE228, AE219 y AE222, alcan-
zaron rendimientos de PHA de 60.72 — 72.52% superando el
rango 21 — 48% mencionado por Don et al. (2006), Huang et
al. (2006) y Guzmadn et al. (2017). Estas bacterias son conside-
radas promisorias por su rendimiento, por cuanto el contenido
de PHA afecta la eficiencia de extraccién. Para que el proceso
sea rentable es necesario que la bacteria acumule por lo menos
60% de masa celular en PHA. El rendimiento y la pureza en el
proceso de extraccion son dependientes del contenido de PHA
y cuanto mayor es éste, menor es el costo de insumos requeri-
dos (Dalcanton 2006). Si las condiciones de fermentacién son
mejoradas es posible que se incremente la acumulacién de PHA.
Adicionalmente estos microorganismos nativos pueden ser me-
jorados genéticamente para aumentar la viabilidad econémica
en la produccién del polimero (Naranjo 2010).

Conclusiones

La produccién de PHA con glucosa como fuente de carbono
por los microorganismos haléfilos AE 228, AE 219 y AE 222 en
rendimiento Y, de 60.74 2 72.52 g g demostré que consti-
tuyen una alternativa para la obtencién de PHA en sustratos de
bajo costo, y condiciones de produccién mejoradas.
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