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Glosario

Ambientes extremos: Son entornos extremos que representan ecosistemas unicos
(presentan variadas concentraciones de temperaturas, presion, acidez, salinidad), los
cuales albergan una nueva biodiversidad de microbios, incluyendo arqueas, bacterias y

hongos (Obulisamy y Mehariya, 2021).

Termofilos: Son microorganismos altamente adaptados y metabdlicamente activos, su
desarrollo se da en ambiente calientes, con una temperatura de crecimiento dentro del

rango de 45 - 80 °C (Yadav et al., 2019).

Biopolimeros: Los biopolimeros son polimeros producidos a partir de fuentes naturales
sintetizados quimicamente a partir de un material bioldgico o totalmente biosintéticos por

organismos vivos (Smith, Moxon y Morris, 2016).
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Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son inclusiones citoplasmaticas en forma de granulos
redondos, producidos por diversos microorganismos incluyendo los que habitan
ambientes extremos, estos granulos pueden acumularse como fuente de reserva cuando
los microorganismos estan expuestos a condiciones de estrés. En el presente estudio se
evalud el efecto de variaciones en temperatura y concentraciones de sustrato en la
produccion de PHA por bacterias termofilas criopreservadas en el Laboratorio de
Microbiologia de la UNC. Siete aislamientos bacterianos pertenecientes a los géneros
Bacillus, Anoxybacillus, Aneurinibacillus y Brevibacillus fueron seleccionados de un
total 106, por crecimiento a 45 °C en caldo PHA modificado con 2 % de aceite residual
de cocina (ARC) y la presencia de granulos de PHA visualizados mediante tincion con
Negro Sudan B. Los aislamientos bacterianos seleccionados fueron sometidos a diversos
ensayos bajo temperaturas de 45, 50, 55 °C y concentraciones de 2, 4y 6 % de ARC. La
temperatura de 50 °C y la concentracién de ARC al 2 % estimularon una mayor
produccion de PHA por B. licheniformis Q25 y A. thermoaerophilus Q60, con
rendimientos de 57.80 + 0.03 y 54.61 + 0.03 %, respectivamente. Se concluye que la
temperatura de 50 °C y la concentracién de 2 % de ARC estimulan la mayor produccién

de PHA en las bacterias termofilas seleccionadas en este estudio.

Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, PHA, biopolimeros, aceite residual de cocina,

bacterias termofilas.
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are cytoplasmic inclusions in the form of round granules,
produced by various microorganisms including those that inhabit extreme environments.
These granules can accumulate as a reserve source when microorganisms are exposed to
stress conditions. In the present study, the effect of variations in temperature and substrate
concentrations on the production of PHA by cryopreserved thermophilic bacteria in the
UNC Microbiology Laboratory was evaluated. Seven bacterial isolates belonging to the
genera Bacillus, Anoxybacillus, Aneurinibacillus and Brevibacillus were selected from a
total of 106, by growth at 45 °C in PHA broth modified with 2 % residual cooking oil
(ARC) and the presence of PHA granules visualized by staining. with Sudan Black B.
The selected bacterial isolates were subjected to various tests under temperatures of 45,
50, 55 °C and concentrations of 2, 4 and 6 % ARC. The temperature of 50 °C and the
concentration of ARC at 2 % stimulated a greater production of PHA by B. licheniformis
Q25 and A. thermoaerophilus Q60, with yields of 57.80 + 0.03 and 54.61 + 0.03 %,
respectively. It is concluded that the temperature of 50 °C and the concentration of 2 %
of ARC stimulate the highest production of PHA in the thermophilic bacteria selected in

this study.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates, PHA, biopolymers, residual cooking oil,

thermophilic bacteria.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHA) conocidos también como bioplasticos son biopolimeros
sintetizados de forma natural principalmente por bacterias, arqueas y algunas
cianobacterias, las cuales al experimentar un desequilibrio de nutrientes en su entorno
tienen la capacidad de acumularlos intracelularmente en forma de grénulos esféricos
lipidicos como fuentes de reserva (Li y Wilkins, 2020). En la actualidad, diversos
investigadores han centrado su interés en el estudio de estos biopolimeros debido a sus
caracteristicas excepcionales de biodegradabilidad y biocompatibilidad (Nanda et al.,
2022), hasta el momento se han caracterizado mas de 150 tipos diferentes de estos y se
han reportado que mas de 300 especies bacterianas son capaces de sintetizarlos, razén por
la cual vienen siendo ampliamente estudiados para ser utilizados en el campo biomedico

y a nivel industrial como sustitutos de los pléasticos sintéticos (Li y Wilkins, 2020).

Uno de los grandes retos de la produccion de PHA a nivel industrial es el alto costo de
los sustratos utilizados, ya que, estos pueden constituir hasta el 50% del costo total de del
bioproceso; actualmente, la busqueda de fuentes de carbono renovables como los residuos
lipidicos han Ilamado la atencion de los investigadores, debido a su bajo costo,
accesibilidad y alto contenido de carbono; estos desechos (como los aceites residuales de
cocina, ARC) se pueden obtener de industrias de procesamiento de alimentos (Lim et al.,

2023), de restaurantes y de los mismos hogares como residuos domésticos.

La mayoria de los bioprocesos utilizan bacterias mesofilas, las cuales por lo general
enfrentan problemas de contaminacion cruzada por otra microbiota mesofila, razon por

1



la cual se dificulta la produccion del biopolimero (Chavan et al., 2021). Frente a esta
problematica una alternativa viable puede ser el uso de bacterias termdfilas nativas
productoras de PHA, debido a que su rango de crecimiento suele estar por encima de los
45 °C, por lo tanto, estas temperaturas ayudan a mejorar el bioproceso manteniendo las
condiciones de esterilidad y evitando problemas de contaminacidn por microorganismos

ajenos (Cheny Jiang, 2018).

La Biotecnologia Industrial de Préxima Generacion (NGIB) pretende implementar una
nueva industria bio sostenible para la produccién de distintos biopolimeros entre ellos el
PHA vy resalta la importancia de estudiar bacterias extremofilas que puedan tolerar altas
temperaturas, ambientes alcalinos o acidos (Chen y Jiang, 2018). Por lo tanto, el empleo
de bacterias termofilas cuyo rango de temperatura dptima de crecimiento esté entre 50—
60 °C favoreceria positivamente sobre los costos del bioproceso (Khatami et al., 2021).
Ademas, el uso de bacterias termdfilas, hace que el bioproceso sea energéticamente
eficiente debido a que el calor metabdlico producido por ellas, prescinda de energia
adicional para calentar el fermentador (Chen y Jiang, 2018), por ende, también se requiere
menos cantidad de agua y energia para el enfriamiento, ya que el bioproceso se enfria con

aire ambiental (Ibrahim, Willems y Steinbuchel, 2010).

Las bacterias termdfilas con la capacidad de sintetizar PHA pueden habitar ambientes
extremos como son las fuentes termales con temperaturas que van de 45 a mas °C; entre
estas bacterias se han reportado a Caldimonas taiwanensis que fue aislada de los
manantiales de agua caliente en Taiwan (Sheu et al., 2009); C. thermostellatus aislada de

las fuentes termales de Egipto y productora de PHB a partir de glicerol y glucosa (Ibrahim,



Willems y Steinbiichel, 2010). Asi mismo, en algunas fuentes termales de Japon se
encontrd Thermus thermophilus como potente productor de PHA y ramnolipidos
utilizando glucosa como fuente de carbono (Pantazaki, Papaneophytou y Lambropoulou,
2011). En Cajamarca se han reportado 16 fuentes termales (Huamani, 2000) las cuales
albergan una gran diversidad de microorganismos terméfilos con diferentes capacidades
metabdlicas sin explorar, dentro de estas resalta la fuente termal de Quilcate, ubicada en
la provincia de San Miguel, la cual se encuentra en su estado natural; es decir, no se ha

visto afectada por actividades antropicas.

Ante lo expuesto anteriormente, el presente estudio se enfoco en evaluar la capacidad que
tienen las bacterias provenientes de la fuente termal de Quilcate en la produccion de PHA
utilizando residuos de aceites de cocina, asi como evaluar la influencia de diferentes
temperaturas de incubacion y distintas concentraciones del sustrato en la produccion de
dicho biopolimero. Para ello, se realizd un Screening de las bacterias provenientes de esta
fuente termal con la capacidad de producir PHA, determinada mediante tinciones
especiales para este biopolimero. A partir de estas se seleccionaron bacterias con
capacidad de acumular de 75 a 100 % de granulos de PHA en su interior citoplasmatico;
las que presentaron mayor rendimiento al finalizar los procesos fermentativos fueron
evaluadas a diferentes temperaturas y concentraciones de sustrato; el rendimiento de
produccion de PHA fue estimado a partir de la relacidn que existia entre el peso seco de

la biomasa y PHA.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion
En un estudio realizado por Sangkharak et al. (2020), quienes evaluaron la capacidad
que tiene Bacillus thermoamylovorans para producir PHA utilizando
concentraciones de 2 y 4 % de ARC en un proceso fermentativo a una temperatura
de 45 °C. Encontrandose que esta bacteria dio el maximo crecimiento celular (4,0 +
0,2 g/L) y una produccién de PHA (3,5 £ 0,1 g/L y 87,5% de DCW) a 45 °C
utilizando 4% (p/v) de ARC. Por lo tanto, concluyeron que esta bacteria tiene la
capacidad de acumular hasta un 87,5 % de PHA en su citoplasma con solo 4 % de
ARC, afirmando que es una buena opcion la produccion de PHA por B.
thermoamylovorans utilizando como Unica fuente de carbono ARC a una temperatura

que convierte a la bacteria en termofila.

Kourilova et al. (2020), determinaron que la bacteria termofila Schelegelella
thermodepolymerans DSM 15344 tiene un amplio potencial para producir 2,85 +
0,01 g/L de PHA a partir de un medio basico de sal mineral utilizando 20 g/L de
sustrato xilosa, asi mismo, también tiene la capacidad de producir 1,67 £0,02y 0,01
+ 0,00, de PHA utilizando glicerol y ARC, respectivamente. Como la produccion de
PHA fue mayor utilizando xilosa, optaron por evaluar cudl era el efecto de la
variacion en la temperatura (45, 50, 55 y 60 °C) por esta bacteria utilizando como
fuente de carbono este sustrato. Determinaron que la mayor produccion de PHA (5,47
+0,08 g/L) por S. thermodepolymerans fue a una temperatura de 55 °C. Concluyendo
que el empleo de bacterias termdfilas es importante para la produccion de PHA, ya

que 55 °C es una temperatura lo suficientemente alta como para evitar la



contaminacion masiva del proceso con microorganismos mesofilos y reducir el

cuidado de esterilizacion del proceso.

Pernicova et al. (2019), realizaron un estudio con 9 aislamientos del género
bacteriano Halomonas con el fin de determinar la capacidad de conversion de
residuos aceitosos de frituras en granulos de PHA; de las bacterias en estudio, H.
hydrotermalis (obtenida de un respiradero hidrotermal de aguas profundas marinas),
mostré ser la mas prometedora en la produccién de PHA, debido a que solo
necesitaba una concentracion de 40 g/L de NaCl y 20 g/L de ARC para acumular de
manera Optima un 62 % de PHA en su citoplasma. Los investigadores concluyeron
que H. hydrothermalis es una bacteria extremofila importante para la biotecnologia
industrial en lo que respecta a la produccién de PHA utilizando ARC, siendo una de
las primeras investigaciones que reportd la produccién de PHA por Halomonas

utilizando sustratos lipidicos.

En Peru existen escasos reportes de produccién de PHA por bacterias aisladas de
ambientes extremos, siendo una de las investigaciones mas representativas la
realizada por Flores, Idrogo y Carrefio (2018), quienes obtuvieron 234 aislamientos
de suelo y agua de las salinas de Mdrrope, Lambayeque, empleando como medio de
enriquecimiento HM1 (15 gL de glucosa) y como medio de produccion de PHA el
medio HM2 (30 gL de glucosa) a concentraciones de 15, 20 y 25 g/100 mL de NaCl,
quienes concluyeron que 3 de sus aislamientos tuvieron 6ptima produccion de PHA,

de 60.73 %, 63.10 %y 72.52 %, respectivamente.



Guzman et al. (2017), recolectaron 34 muestras de ocho salinas de los distritos de
San José y Santa Rosa, Lambayeque, las cuales fueron enriquecidas en caldo HM1
con 1 g/L de glucosa a diferentes concentraciones de NaCl, de donde obtuvieron 203
aislamientos bacterianos que fueron aislados en agar HM1 y luego fueron cultivados
en caldo HM2 con 10 g/L de glucosa como fuente de carbono, de donde solo
seleccionaron 20 aislamientos por presentar una acumulacion de 65-95 % de granulos
de PHA; estos aislamientos fueron llevados a un medio de fermentacion utilizando
almidén como fuente de carbono de donde se seleccionaron tres aislamientos con los
valores mas altos dentro de los cuales resaltd Halomonas sp. Por lo tanto, los
investigadores concluyeron que Halomonas sp. sintetiz6 PHA con un rendimiento de
0,144 g.g ! utilizando 10 g/L de almidon, demostrando asi que es factible la

produccion de PHA por bacterias hal6filas nativas.

En una investigacion realizada por Ibrahim, Willems y Steinbuchel (2010), a partir
de una fuente termal en Egipto, encontraron 10 nuevas bacterias termofilas
pertenecientes al género Chelatococcus productoras de PHA, de las cuales dos
tuvieron una mayor acumulacion de PHA del tipo poli-3HB de hasta un 73 % de su
peso seco, a una temperatura de 50 °C, utilizando solo 2 % (v/v) de glicerol como
unica fuente carbono; en el caso de los otros aislamientos, utilizando glucosa, la
produccion de PHA fue menor. Dado que utilizando glicerol la produccion de PHA
fue mayor, concluyeron que los residuos lipidicos podrian ser una prometedora

fuente de carbono.



2.2. Modelo conceptual
2.2.1.Fuentes termales
Una fuente termal es una descarga de agua caliente mayor a 35 — 45 °C, de un
respiradero en la superficie de la Tierra y en algunas ocasiones la temperatura
sobrepasa los 100 °C, estan ubicadas geograficamente en todos los continentes
del mundo, independientemente de la latitud y altitud que se encuentren, a
excepcion de la Antartida continental (Jones y Renaut, 2011). Las fuentes
termales han sido investigadas a nivel mundial ya que poseen caracteristicas
fisicoquimicas que favorecen el desarrollo de diversos microrganismos
termofilos (Chan et al., 2015) los cuales son estudiados con el fin de determinar
su filogenia, fisiologia y ecologia, ya que son considerados como un reservorio
importante de nuevos genes, enzimas y moléculas que pueden brindar
numerosas aplicaciones en diferentes campos de la biotecnologia (Akanbi,

Agyei y Saari, 2019).

El Peru cuenta con mas de 500 fuentes termales distribuidas geograficamente
en diferentes regiones, de las cuales existen escasos reportes sobre los
microorganismos termofilos que las habitan. Espinal et al., (2019); han
reportado microorganismos termofilos que habitan la fuente termal de
Candarave, Tacna, que presentan potencial biotecnoldgico. Haciendo un
enfoque en nuestra regién, Cajamarca segin Huamani (2000); es una las zonas
geotérmicas mas activas, donde se han reportado 16 fuentes termales dentro de
las conocidas tenemos: Bafios del Inca, Quilcate, EI Almendral, Bafios Jerez,

Llanguat y Tragadero.



La fuente termal de Quilcate esta ubicada en el distrito de Catillu, provincia de
San Miguel, localizada a 78 © 44’ 24’ de longitud y 6 ° 49’ 37°’ de latitud, a
una altitud de 3245 m.s.n.m. y cuenta con aguas termales que afloran en formas
de manantiales clasificadas en el grupo Calipuy, el rango de temperatura de
esta fuente se encuentra entre 51 y 62 °C con un pH casi neutro de 6.6
(Huamani, 2000). Estas caracteristicas fisicoquimicas inigualables hacen que
esta fuente termal considerada como un ambiente extremo sea ideal para

estudiar a los microorganismos terméfilos que la habitan.

2.2.2.Bacterias termdfilas y su potencial biotecnolégico
Las bacterias termofilas son consideradas amantes del calor porque prosperan
a temperaturas por encima de los 45 °C y se encuentran habitando fuentes
termales, geiseres, sitios geograficos/geoldgicos extremos, incluyendo sitios
volcanicos (Bhandari y Nailwal, 2020); la adaptacion de estas bacterias en
estos ambientes extremos ha ocasionado la evolucion de sus complejos
superficiales celulares, membranas citoplasmaticas, metabolitos intermediarios
y enzimas metabolicas que las han ayudado a crecer y desarrollarse con
normalidad en estos ambientes, y como resultado las bacterias termofilas se
han convertido en un preciado reservorio de aplicaciones biotecnoldgicas

(Salwan y Sharma, 2020).

Las bacterias termofilas presentan un variado potencial biotecnolégico a nivel
industrial a diferencia de las mesdfilas ya que resisten las condiciones adversas
de desnaturalizacion quimica, variaciones de pH, y sobre todo elevadas

temperaturas, por ello, son consideradas excelentes productoras de enzimas,



biopolimeros, biocombustibles, biosurfactantes, entre otros (Chen y Jiang,
2018). Uno de los campos que ha captado interés a nivel industrial es la
produccion enzimatica por bacterias termdfilas, ya que las enzimas producidas
por estas bacterias son mas estables a altas temperaturas, como por ejemplo;
la enzima tag ADN polimerasa que es obtenida de la bacteria termdfila
Thermus aquaticus y fue aislada de la fuente Termal Yellowstone, presenta la
caracteristica de ser estable a elevadas temperaturas, condicion requerida en las

técnicas de biologia molecular (Debnath et al., 2019).

Sin embargo, existen pocos informes sobre la produccion de biopolimeros
como los PHA por bacterias termdfilas que respalden el amplio potencial
biotecnoldgico que presentan al producir este biopolimero, por ejemplo,
Ibrahim, Willems y Steinbtichel (2010), reportan la presencia de nuevas
bacterias termofilas pertenecientes al género Chelatococcus en una fuente
termal en Egipto, con la capacidad de almacenar PHA tipo poli-3HB hasta en

un 73 % de su peso seco celular.

2.2.3.Polihidroxialcanoatos (PHA)
Los polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros naturales almacenados
como inclusiones citoplasmaticas esféricas en forma de granulos redondos que
llegan a ocupar hasta el 90 % del peso seco de algunos microorganismos y
miden de 0,2 £ 0,5 mm, son producidos cuando existe un desequilibrio en sus
nutrientes; es decir, tienen una excesiva fuente de carbono; pero, deficientes
nutrientes esenciales como nitrégeno, fosforo y oxigeno. Actualmente se han

registrado mas de 300 bacterias y una amplia gama de arqueas productoras de



hasta 150 tipos diferentes de PHA con diferentes propiedades fisicoquimicas

de acuerdo a su composicion monomérica (Li y Wilkins, 2020).

2.2.3.1. Clasificaciony tipos de PHA
De acuerdo con la estructura quimica de los PHA estos estan formados
por unidades monoméricas de acidos grasos (R)-hidroxi, unidos por
enlaces ésteres y cada unidad monomérica consta un grupo R de
cadena lateral tal como se muestra en la figura 1. (Sharma, Sehgal y
Gupta, 2021), los radicales R hacen posible numerosas combinaciones
de estos biopolimeros, asi mismo sus propiedades fisicoquimicas y

mecanicas estan dadas por estas (Albuguerque y Malafaia, 2018).

—+ O — CH — (CH)y — C —

Figura 1. Estructura basica de los PHA (Sharma, Sehgal y Gupta, 2021).

Se clasifican en diferentes tipos segun la longitud de su cadena
estructural como los: PHA de cadena corta (scl-PHA) que estan
compuestos de 3-5 carbonos y dentro de los mas representativos los
3-hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivaleato (3HV) y 4-hidroxibutirato
(4HB); sin embargo, no son tan atractivos para aplicaciones
biomédicas o embalaje debido a sus propiedades mecanicas ya que son
rigidos y quebradizos, a diferencia de los PHA de cadena mediana

(mcl-PHA) y larga (Icl-PHA) como los 3-hidroxioctanoato (PHO) y
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2.2.3.2.

poli (3-hidroxipentadecanoico) que estdn compuestos de 6-14
carbonos a mas, y son materiales que presentan una alta flexibilidad y

reducida cristalinidad (Albuquergue y Malafaia, 2018; Koller, 2021)

Vias de sintesis de PHA

La produccién de PHA se da principalmente por tres vias metabdlicas
(Sharma, Sehgal y Gupta, 2021). Estas vias metabolicas son
importantes; ya que, de acuerdo con la fuente de carbono suministrada
y la via de sintesis del microorganismo que asimile dicha fuente, se
determina el tipo de PHA junto con sus propiedades mecanicas y fisicas

(Adeleye et al., 2020).

La via de sintesis clésica para la produccion de scl-PHA a partir de
azUcares, acidos grasos o aminoacidos es la Via Acetil-CoA a 3-
hidroxibutyryl-CoA o Via 1 que tienen una scl-PHA sintasa (PhaCscl)
especifica para sustratos de C3—C5 (Chen et al., 2015); la bacteria mas
representativa es Cupriavidus necator (Haywood, Anderson y Dawes,
1989). Otra de las vias es la B- oxidacion donde la sintasa mcl-PHA
(PhaCmcl) es la precursora de los &cidos grasos (Adeleye et al., 2020);
que es la fuente de carbono que utilizaremos en este estudio, ya que
esta via es la adecuada para produccién de PHA del tipo mcl-PHA que
presenta mejores caracteristicas mecéanicas y fisicoquimicas, dentro de
las bacterias méas representantes que utilizan esta via tenemos a
Pseudomonas putida, P. oleovorans y P. aeruginosa (Sudesh, Abe y

Doi, 2000). En el caso de la via de sintesis 3 también es de importancia
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2.2.3.3.

debido a que los microorganismos productores de PHA utilizan
fuentes de carbono simples y baratas como aguas residuales, lodos
activados, grasas animales, hidrocarburos, etc.(Adeleye et al., 2020;

Sharma, Sehgal y Gupta, 2021).

Factores que afectan la produccion de PHA

Fuente de carbono

Es uno de los factores mas importantes a considerar en la produccion
de PHA, debido a que determinan el tipo, composicion y
caracteristicas mecanicas del PHA producido dependiendo del tipo de
via metabdlica precursora de la fuente de carbono que asimile el
microorganismo (Rodriguez-Perez et al., 2018). Las fuentes de
carbono mas estudiadas para la produccién de PHA tenemos a los
residuos ricos en azucares como glucosa, sacarosa, fructosa, y, los
residuos lipidicos con un alto contenido en &cidos grasos como
miriticos, palmiticos, estearicos, oleicos, y butiricos. (Rodriguez-

Perez et al., 2018; Khatami et al., 2021).

Temperatura

La temperatura es uno de los puntos criticos para la produccion PHA,
de acuerdo con diversas investigaciones los rangos de temperatura
utilizados por microorganismos mesofilos van de 30 a 37 °C, a
diferencia de los microorganismos termofilos que su rango de
produccion Optima reportada esta dentro de 45 a 55 °C, razon por la

cual estos microorganismos son de gran utilidad gracias a su tolerancia
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a las altas temperatura que ayudan a reducir las condiciones de
esterilidad de estos procesos (Lim et al.,, 2003). Una de las
investigaciones realizada por Ibrahim, Willems y Steinbtichel (2010),
en una fuente termal en Egipto, reportaron la produccion de un 73 %
de PHA por bacterias termofilas pertenecientes al género
Chelatococcus a una temperatura de 50 °C utilizando como fuente de

carbono glicerol.

Fuente de nitrogeno (N)

La fuente de nitrogeno es otro factor importante en la produccion de
PHA, ya que, esta fuente de N a una alta concentracion en el medio de
fermentacion ayuda en la fase de crecimiento de la bacteria al inicio
de todo proceso fermentativo (Tu et al., 2019), no obstante, si existe
una limitacion de N después de la etapa de crecimiento, se disminuye
la sintesis de proteinas microbianas para el crecimiento bacterias y da
como resultado mayor produccion de PHA ya que las bacterias han
sido sometidas a condiciones estresantes donde luchan por su
supervivencia; por ende, el biopolimero viene a ser el producto

principal de estas bacterias (Wen et al., 2010).

pH

El pH también influye directamente en la tasa de produccion como en
la composicion quimica del PHA; por ende, debe ser considerado en
los pasos de enriquecimientos y acumulacién del biopolimero

(Khatami et al., 2021); el rango de pH en la etapa de enriquecimiento
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2.2.34.

para bacterias mesofilas se encuentra dentro 5,5-9,0 (Padan et al.,
2005); en cambio para la acumulacion de este polimero el pH optimo
es de 7.5-8.5 (Villano et al., 2010). Sin embargo, otros estudios
realizados sin tomar en cuenta el pH por bacterias extreméfilas han
mostrado resultados favorables para la produccién de PHA, ya que el
proceso se vuelve menos complicado y reduce costos (Khatami et al.,

2021).

Produccién de PHA por bacterias

Durante los Gltimos afios se han descrito una amplia gama de bacterias
Gram positivas y Gram negativas con capacidad para acumular
diferentes tipos de PHA (Albuquerque y Malafaia, 2018), las cuales
segun Khanna'y Srivastava (2005), se pueden dividir en dos grupos:
bacterias que requieren una excesiva fuente de carbono y limitante de
nutrientes esenciales (nitrégeno, oxigeno, fésforo, magnesio o azufre),
donde tenemos a C. necator, Alcaligenes eutrophus, Protomonas
extorquens y P. oleovorans, sin embargo, las bacterias clasificadas en
el segundo grupo no requieren limitacion de nutrientes para sintetizar
PHA, ya que han sido modificadas genéticamente y dentro de ellas
tenemos a Escherichia coli recombinante o inducidas a mutaciones

como A. latus, y Azotobacter vinelandii.

La NGIB, en busca de una nueva industria bio sostenible para la
produccion de PHA, resalta la importancia de utilizar bacterias

aisladas de ambientes extremos (Chen y Jiang, 2018). Por ejemplo, se
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han reportado diferentes bacterias termofilas productoras de PHA
como; Caldimonas taiwanensis que fue aislada de los manantiales de
agua caliente en Taiwan (Sheu et al., 2009); C. thermostellatus,
aislada de una fuente termal de Egipto, como productora de PHB
utilizando glicerol y glucosa (Ibrahim, Willems y Steinbtichel, 2010);
Pseudomonas sp. SG4502 reportada como productora de mcl-PHA a
55 °C (Satoh et al., 2011); asi mismo de una fuente termal de Japén
se aislé a Thermus termophiles cHB8 como potente productor de PHA
y ramnolipidos a la vez utilizando como fuente de carbono glucosa
(Pantazaki, Papaneophytou y Lambropoulou, 2011). Por eso, los
ambientes extremos como las fuentes termales se han convertido en
los reservorios ideales para aislar y estudiar bacterias productoras de
PHA, debido a los escasos reportes y alta demanda de bacterias

resistentes a condiciones adversas de su ambiente.

2.2.4. Potenciales fuentes de carbono reutilizables para producir PHA
Las bacterias cuentan con tres vias metabdlicas para la sintesis de PHA, lo
que hace que presenten una mayor capacidad para metabolizar diferentes
fuentes de carbono como: residuos agroindustriales, municipales,
domésticos, material de desecho agricolas, grasas y aceites, materias primas
lignocelul6sicas, almidonadas y azlcares (Adeleye et al., 2020). Por lo tanto,
a continuacién, describiremos a las potenciales fuentes de carbono

reutilizables utilizadas para mejorar la produccion de PHA.
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Residuos orgénicos ricos en lipidos

Los residuos de aceites vegetales podrian considerarse como una fuente
eficiente para la produccién de PHA en comparacién con otros sustratos, ya
que la tasa de produccién de PHA es 0,6 — 0,8 g/g utilizando aceite residual,
mientras que con fuentes ricas en azlcares es solo de 0,3-0,4 g/g (Chee et al.,
2010); por lo tanto, se convierten en una opcién viable para disminuir los
gastos de produccion; ademas, no necesitan ningun tratamiento previo para
ser utilizados ya que durante el proceso de fritura los aceites pasan por
numerosas reacciones quimicas a altas temperaturas, como, hidrolisis,
oxidacién térmica y polimerizacion, razon por la cual pueden utilizarse
directamente sin ningun tratamiento previo en la produccién de PHA. Dentro
de las bacterias mas estudiadas y con mejor rendimiento en produccién de
PHA utilizando estos residuos tenemos a Pseudomonas, Cupriavidus,

Halomonas y Bacillus sp. (Ganesh et al., 2021).

Sin embargo, los residuos de la industria del biodiesel también son
considerados como una fuente de carbono para la sintesis de PHA, ademaés el
uso de estos residuos podrian ser una via de apoyo para compensar el gasto
de la produccion de biodiesel (Ganesh et al., 2021); por tal motivo, C. necator
ha sido ampliamente estudiada para la utilizacion directa de glicerol comercial
y glicerol crudo de biodiesel para la sintesis de PHA, donde obtuvieron una
méaxima degradacion de 82,5 g/L y 68,8 g/L, y una acumulacion de PHB de 62
% (Cavalheiro et al., 2012). Otro de los residuos que podrian utilizar son los
desperdicios de grasas animales por el alto contenido de &cidos grasos que

contiene; sin embargo, necesitan un previo tratamiento para ser utilizadas por

16



eso0 no han sido muy estudiadas (Ganesh et al., 2021).

Residuos de la industria lactea (suero de leche)

El suero de leche es un residuo acuoso que estd compuesto por lactosa,
proteinas y &cido lactico, y que para ser utilizado eficazmente por bacterias
productoras de PHA necesita un pretratamiento quimico para convertir la
lactosa en glucosa (fuente de carbono precursora de la Via de sintesis de
produccion de PHA) y galactosa, generando un costo adicional en el proceso
(Ganesh et al., 2021). Pese a ello, existen investigaciones como la de Nath et
al. (2008), que reportan un 67 % de acumulacion de PHB por
Methylobacterium sp. utilizando suero de leche como fuente de carbono,
razon por la cual se busca superar el pretratamiento para que pueda

considerarse como un sustrato eficaz y eficiente.

Residuos de la industria azucarera (melaza)

La melaza al igual que el suero de leche necesita un pretratamiento para ser
utilizado en la produccion de PHA, ya que la composicién quimica de la
melaza es en mayor cantidad sacarosa que glucosa y fructosa; por ende, es
necesario convertir estos azlcares primero para que puedan ser utilizados e
inclusive se debe eliminar los contaminantes, como polifenoles y sales
inorganicas, que podrian limitar el crecimiento de las bacterias. Sin embargo,
debido a su abundante disponibilidad en las industrias azucareras, esta siendo
ampliamente estudiado ya que también presentan porcentajes importantes de

produccion de PHA (Ganesh et al., 2021).
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2.2.5. Métodos de extraccion de PHA
El método de extraccidn con disolventes es el mas utilizado para recuperacion
de PHA, mediante este método se altera la permeabilidad de la membrana celular
y sedisuelve solo el polimero almacenado en el interior bacteriano, dentro de
ellos tenemos a los disolventes halogenados como el cloroformo, cloruro de
cloruro de metileno y algunos productos quimicos como el hidroxido de potasio
y sodio, hipoclorito de sodio o &cido sulfdrico que son ideales para la
recuperacion de PHA, sin embargo, algunos de estos son nocivos y la exposicién
a estos puede ocasionar problemas de salud, es por ello que se han propuesto
disolventes verdes como el carbonato dimetil (DMC) y disolventes bio, para
reducir en cierta forma los efectos negativos de estos componentes (Pérez, Lopez

y Roy, 2019).

El uso de tensioactivos como el dodecilo sédico anionico (SDS) y enzimas como
las proteasas, nucleasas, fosfolipasas y lisozimas, es otra manera de recuperar
PHA, ya que, ingresan en la membrana lipidica y aumenta el volumen celular
hasta que estallan y al final estos tensioactivos junto con los fosfolipidos forman
micelas y permiten la liberacion de los granulos de PHA, sin embargo, también
existen otros métodos mas sofisticados de interrupcion mecénica como el
empleo de molino de cuentas, y ultrasonidos para la obtencion de PHA (Pérez,

Lépez y Roy, 2019).
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2.2.6. Aplicaciones de los PHA
Los PHA actualmente presentan numerosas aplicaciones al ser de naturaleza
biodegradable y no necesitar tratamientos para ser eliminados del ambiente,
razon por la cual han sido formulados como bioplasticos para ser utilizados en
la industria del empaquetado de alimentos o productos con envases desechables,
sin embargo, actualmente, los PHA han ido abarcando el campo biomédico,
farmacéutico, agricola, alimentacion animal, biocombustibles, impresion 3D y
usos de materiales inteligentes, debido a las diferentes formulaciones de estos,

lo cual los hace mas atractivos y novedosos (Kalia et al., 2021).

En el campo biomédico es donde mas estan siendo estudiados por su
biocompatibilidad y resistencia excepcional que les permite conservarse por
periodos de tiempo prolongados en el cuerpo humano, es por lo que se han
fabricado dispositivos médicos reabsorbibles como andamios, microesferas,
matrices porosas, suturas quirdrgicas o transportadores de farmacos potentes,
ademaés, también son utilizados en laingenieria de tejidos como andamios porosos
y parches que ayudan en la regeneracion de drganos, tejidos intestinales,

cardiacos, vasculares, 6seos y neuronales (Kalia et al., 2021).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de investigacion

Nivel explicativo.

3.2. Tipo y disefio de la investigacion

Investigacion de tipo basica y con disefio cuasi experimental.

3.3. Material biologico

El material bioldgico estuvo constituido por 106 aislamientos bacterianos que fueron
obtenidos de sedimento, tapete microbianoy biopelicula de la fuente termal de
Quilcate (55 °C), provincia de San Miguel, Cajamarca, que estan conservados en el

Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca.

3.4. Unidad de analisis

Aislamiento bacteriano cultivable proveniente de la fuente termal de Quilcate
conservados en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de

Cajamarca con capacidad productiva de PHA.

3.4.1 Procedimientos

Aislamiento bacteriano cultivable proveniente de la fuente termal de Quilcate
conservados en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de

Cajamarca con capacidad productiva de PHA.
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3.4.1.1. Caracterizacion  microbioldgica de bacterias termdfilas

productoras de PHA
Fuente de carbono

Se utiliz6 como fuente de carbono aceite residual de cocina (ARC)
obtenido de una polleria de la ciudad de Cajamarca después del
proceso de fritura de papas. EI ARC fue filtrado para luego ser

esterilizado por separado en autoclave a 121 °C (Apéndice 1).

Screening de la produccién de PHA mediante tinciones

Los 106 aislamientos bacterianos fueron reactivados en Agar Nutritivo
a 45 °C durante 24 - 72 h (de acuerdo con el crecimiento bacteriano),
luego se inoculd en tubos que contenian 5 mL de caldo PHA
modificado (Apéndice 2), cuyos componentes fueron: 20 g/L de ARC,
2 g/L de (NH4)2S0s4, 13 g/L de KH2PO4, 1.2 g/L de MgSO4-7H20, 1.7
g/L de &cido citrico; ademas, se adiciono 10 mL/L de agua de la fuente
termal (conteniendo elementos traza). Luego, el medio fue
autoclavado por 15 min a una temperatura de 121 °C y 1 atmosfera de
presion, el pH se ajusté a 7 (Spiekermann et al., 1999). Los tubos de
cultivo fueron colocados en un shaker con bafio maria a 45 °C por 96

ha 150 rpm.

De cada cultivo en el medio modificado para la deteccion de PHA, se
tomo6 1 mL en tubos eppendorf que fueron centrifugados por 10 min a

5000 rpm; el pellet obtenido se utilizd para observar los granulos de
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PHA mediante microscopia Optica con tincion Negro Sudan B segun
lo mencionado por Hartman (1940), y microscopia de fluorescencia
con tincion Azul Nilo (Apéndice 2) de acuerdo con la metodologia
descrita por Ostle y Holt (1982) (Anexo 1). Después de realizadas las
observaciones microscopicas y de fluorescencia, se seleccionaron solo
siete aislamientos teniendo en cuenta que la proporcion del citoplasma

bacteriano ocupado por los granulos de PHA fuera mayor a 75-100 %.

Perfil bioquimico de las bacterias productoras de PHA

Se realizo la caracterizacion bioquimica a los siete aislamientos
seleccionados en el procedimiento anterior a traves de las siguientes
pruebas: fermentacion de glucosa en agar tres azucares hierro (TSI);
descarboxilacion de la lisina en el medio agar lisina hierro (LIA);
capacidad de las bacterias de utilizar citrato de sodio como Unica
fuente de carbono en citrato de Simons, en el medio SIM se observo
la motilidad bacteriana, mientras que la produccién de acidos mixtos
0 de compuestos neutros a partir de glucosa se determiné en el caldo
rojo de metilo — Voges Proskauer (RM-VP). También se realizo las

pruebas de catalasa y oxidasa.

3.4.1.2.Screening de la produccién cuantitativa de PHA
Los siete aislamientos seleccionados se reactivaron en agar Nutritivo
y fueron incubados a 45 °C durante 24 h, estos cultivos jévenes fueron
inoculados en frascos de vidrio que contenian 25 mL de caldo

nutritivo cuya composicion fue: 10 g/L de extracto de levadura y 20
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g/L de ARC. Los cultivos se incubaron a 45 °C por 24 h a 180 rpm
(hasta una concentracion aproximada de 1 x 107 células/ml), luego fue
centrifugado a 3500 rpm durante 10 min, bajo condiciones de
esterilidad, con la finalidad de obtener la biomasa que constituirian los
indculos bacterianos a emplear en los ensayos siguientes (Apéndice

3).

La biomasa obtenida fue afiadida a un frasco de vidrio que contenia
250 mL de medio mineral de fermentacion cuyos componentes
fueron: 20 g/L de ARC, 0.1 g/L de extracto de levadura, 1.0 g/L de
NHA4CI, 0.5 g/L de NaHCO3, 1.0 g/L de K2HPO4, 2.0 g/L de KH2POu4,
2.0 g/L de NapHPO4.2H20, 0.5 g/L de MgSO4.7H20, 0.01 g/L de
CaCl2.2H20, 0.05 g/L de citrato de Fe (NH4); ademas, se adicion0 5.0
mL de solucion traza que contuvo: 0.08 g/L de ZnS04.7H20, 0.03 g/L
de MnCl,.4H;0, 0.3 g/L de H3BOs, 0.2 g/L de CoCl,.6H20, 0.01 g/L
de CuCl,. 2H0, 0.02 g/L de NiCl2.6H.O, 0.03 g/L de
Na:Mo004.2H20, a un pH de 7.0. Los procesos de fermentacion se
realizaron por triplicado y fueron incubados a 45 °C, 180 rpm por 72

h (Haba et al., 2007).

Al término del proceso fermentativo se separé la biomasa por
centrifugacion a 3500 rpm durante 10 min; la biomasa se lavé con agua
destilada y se volvio a centrifugar bajo las condiciones anteriormente
mencionadas, hasta por tres veces. Posteriormente se seco la biomasa

a 50° C por 24 h o hasta que se obtuviera un peso constante.
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Finalmente, la biomasa obtenida se utiliz6 para extraer PHA por el
método hipoclorito — cloroformo segun Hahn et al. (1994), descrito en

el anexo 2, apéndice 2.

La cantidad de PHA producido se determind a través del indice de
rendimiento Y(p/x) (ecuacion 1), que relaciona el peso seco del PHA 'y

el peso seco de la biomasa en g/L.

Ecuacion 1. Yp/x) = i—i

Donde:
AP : Peso seco de PHA en g/L.

AX : Peso seco de la biomasa en g/L.

Del proceso de Screening se seleccionaron los dos aislamientos con
mayor rendimiento para evaluar el efecto de la variacion de

temperatura en la produccién de PHA.

3.4.1.3.Efecto de la variacidn de temperaturay concentracion de residuos
aceitosos en la produccion de PHA
Los procedimientos descritos a continuacion fueron aplicados
solamente a las bacterias que presentaron los mayores rendimientos

de produccion de PHA.
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Evaluacion de la variacion de la temperatura

El proceso de fermentacion se realizd bajo las condiciones
anteriormente mencionadas, con una concentracion constante de
sustrato del 2 % de ARC, y con una variacion en la temperatura de
incubacion de 45, 50 y 55 °C. Finalmente, se evaluo el rendimiento

para cada temperatura anteriormente descrita (Apéndice 4).

Evaluacion de la variacion de la concentracion de residuos
aceitosos

Los mismos aislamientos seleccionados se emplearon para evaluar el
efecto de la variacion del sustrato en la produccion de PHA. El
proceso de fermentacion se realizo bajo las condiciones anteriormente
mencionadas a la temperatura de 50 °C, correspondiente al mayor
rendimiento en el paso anterior, y con una variacion en la
concentracion de sustrato de 2 %, 4 %y 6 % de ARC. Finalmente, se

evalud el rendimiento para cada concentracion (Apéndice 4).

3.4.1.4.Procesamiento y analisis de datos

Todos los datos obtenidos durante los experimentos fueron anotados
en hojas de recoleccion de datos. Al finalizar los experimentos todos
los datos fueron vaciados en una hoja de célculo del programa
Microsoft Excel para Windows 10 donde fueron procesados y
categorizados antes de exportarlos al programa estadistico SPSS v23

(2014).
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Para el analisis de los datos se empleo el paquete estadistico SPSS v23
(2014), con el que se compararon los promedios de biomasa,
produccion de PHA y rendimiento segun las temperaturas y
concentracion de sustrato empleadas aplicandose la prueba estadistica
no paramétrica Kruskal - Wallis, con un nivel de confianza de 95 %y

un p<0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Resultados
4.1.1. Caracterizacion microbioldgica de bacterias termdfilas productoras de

PHA
Screening de la produccion de PHA mediante tinciones
De los 106 aislamientos bacterianos procedentes de la fuente termal de Quilcate
y criopreservados en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional de Cajamarca, se realizd un Screening utilizando caldo PHA
modificado, medio especifico que permitié la produccion de granulos de PHA
en el citoplasma de las bacterias en estudio. En la Tabla 1 se muestran el total
de aislamientos bacterianos evaluados agrupados segun la proporcion de los

granulos de PHA observados con la tincion Negro Sudan B.

Tabla 1. Produccion de PHA a través de tincion Negro Sudan B de los 106
aislamientos bacterianos en estudio.

Proporcidn de citoplasma Cantidad de aislamientos %
bacteriano ocupado por los bacterianos evaluados
granulos de PHA
Ok 18 17
(+)° 23 22
(++)° 23 22
(+++)d 41 38
No crecid 1 1
Total 106 100
@ Ausencia de granulos en el citoplasma.
b(1-34 %).

¢ (35-74 %).
¢ (75-100 %).
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De acuerdo con las observaciones microscopicas de la tincion Negro Sudan B
realizada a los 106 aislamientos bacterianos, el 82 % tienen la capacidad de
acumular PHA,; sin embargo, solo el 39 % acumulan el biopolimero en casi
todo el interior de su citoplasma bacteriano (75-100 % de granulos de PHA),
como se observa en la figura 2. No obstante, el 17 % de los aislamientos
bacterianos evaluados en este estudio no evidenciaron granulos de PHA bajo

las condiciones de cultivo dadas (45 °Cy 2 % ARC).

Figura 2. Observacion microscépica de la tincion Negro Sudan B realizada a
los aislamientos bacterianos a 100X A) Aneuribacillus
thermoaerophilus Q60 B) Brevibacillus sp. Q8 C) A.
thermoaerophilus Q31. Las flechas amarillas sefialan los granulos
de PHA.

En la figura 2 se observa que los granulos de PHA estéan tefiidos de color negro
debido que el colorante Negro Sudan B es hidrofobico y tiene afinidad por los
fosfolipidos presentes en la monocapa que rodea la estructura de estas
inclusiones citoplasmaticas, los cuales se encuentran en el citoplasma

bacteriano.
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Asi mismo, los frotis con tincion Azul Nilo y observados con microscopia de
fluorescencia mostraron que estos granulos emitian un color anaranjado
brillante al ser expuesto al espectro de luz azul de 460 nm, tal como se muestra

en la Figura 3.

Figura 3. Observacion por microscopia de fluorescencia con tincion Azul Nilo
de las bacterias evaluadas a 100X. A) Brevibacillus sp. Q8. B)
Anoxybacillus salavatliensis Q15.

Perfil bioquimico de los aislamientos bacterianos productores de PHA

De los 41 aislamientos bacterianos que evidenciaron mayor acumulacion de
granulos de PHA en su interior citoplasmatico, se seleccionaron siete de estos;
en la tabla 2 se describen sus caracteristicas microbioldgicas. Todos los
aislamientos bacterianos seleccionados con mayor produccion de PHA, son
bacilos Gram +, formadores de espora, fermentadores de glucosa. Solo uno de

los 7 presentdé movilidad y fue oxidasa negativa (Q15).
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Tabla 2. Caracterizacion microbioldgica de los siete aislamientos bacterianos que
evidenciaron mayor acumulacion de granulos de PHA en su citoplasma.

= Caracteristicas microbiolégicas
©
‘T
g
3 S
© S © S
) ‘S oo I ©
€ 2 2 38 3238 35 8 3 ¢ 8
QL S © 9 8 £ ® X= = 8 X o =
= € £ 2 55 8 5 83 8 = > 8 2
§ 5 0 9 3885 €23 = 5 3
2 = » S8 =2 ©
< a
Brevibacillus sp. Q8 b + + + - - - - - - - ¥+
A.thermoaerophilusQ9 b + + + - - - - - -+ -+ ¥
A. salavatliensis Q15 b + + + - - - NC + - + - + -
B. licheniformis Q25 b + + + - - - - - - - -+ o+
A.thermoaerophilusQ31 b + + + - - - + - -+ -+ ¢
A.thermoaerophilusQ60 b + + + - - - + - -+ ¥
B. licheniformis Q75 b + + + - - - - T

MR: Prueba de Rojo de metilo; VP: prueba de Voges-Proskauer; b: bacilo; (+) Positivo; (-)
Negativo; NC: No crecio.

4.1.2.Screening de la produccion cuantitativa de PHA

Produccion cuantitativa de PHA por aislamientos bacterianos

En la tabla 3 se reporta los rendimientos obtenidos en g/L de la produccion de PHA
de los 7 aislamientos bacterianos seleccionados, donde B. licheniformis Q25 tuvo
el mayor porcentaje de produccion de PHA con 52.72 + 0.03 %. Ademas, A.
thermoaerophilus Q60 evidencid el segundo mayor porcentaje de produccion PHA
con 45.72 £ 0.03 %. Ambos aislamientos presentaron los rendimientos mas altos en
comparacion con el resto de los aislamientos que produjeron PHA por debajo del

30 % del peso celular seco (DCW) de la bacteria.

30



Tabla 3. Produccion de PHA por los 7 aislamientos bacterianos, utilizando ARC al
2 % como fuente de carbono (72 h, 45 °C, 150 rpm).

] ] Biomasa PHA Rendimiento PHA
Aislamiento
[o/L]* [9/L]? [%6] °
Brevibacillus sp. Q8 0.1596 + 0.01 0.0270 £ 0.00 16.90 +0.09°
A. thermoaerophilus Q9 0.2307 £ 0.02 0.0368 £ 0.00 15.95+0.14"
A. salavatliensis Q15 0.1252 £ 0.01 0.0272 £0.00 21.73+0.07°
B. licheniformis Q25 0.0927 £ 0.01 0.0489 £ 0.01 52.72 +0.03 2
A. thermoaerophilus Q31 0.2180 +0.00 0.0406 £ 0.00 18.61 £0.13"
A. thermoaerophilus Q60  0.0676 + 0.01 0.0309 +0.00 45.72 £0.032
B. licheniformis Q75 0.2349 £ 0.02 0.0691 £ 0.01 29.43+0.12°

Prueba de Kruskal-Wallis (p-valor): *0.011; 20.010; 2 0.007; a,b: letras diferentes representan
diferencias estadisticamente significativas en las pruebas bilaterales.

La figura 4 muestra la biomasa, produccion de PHA en g/L y el rendimiento en %
de DCW obtenido de las bacterias evaluadas, se puede observar que la produccion
de PHA con la cantidad de biomasa microbiana producida no se correlaciona; es
decir, hubo bacterias con mayor produccién de biomasa, pero poca produccion de
PHA. Los aislamientos B. licheniformis Q25 y A. thermoaerophilus Q60
presentaron un mayor rendimiento de PHA de 52,72 %y 45,72 % respectivamente,

pese a presentar poca biomasa a diferencia de lo que ocurre con los demas.
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mmmm Biomasa [g/L] mmmPHA [g/L] ——PHA [%]
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Aislamiento bateriano

Figura 4. Produccién de PHA obtenido de los 7 aislamientos seleccionados a 2 %
de ARC, 45 °C, 150 rpm por 72 h de crecimiento.

4.1.3 Efecto de la variacion de temperatura y concentracion de residuos aceitosos en la

produccién de PHA

La variacion de temperatura de incubacion en B. licheniformis Q25, tuvo un
efecto positivo sobre esta bacteria, ya que, a 50 °C produjo 57.80 + 0.02 % de
PHA, siendo aproximadamente un 5 % mas que el que se obtuvo a 45 °C; sin
embargo, a 55 °C la bacteria disminuyé su produccion en un 23 % y de
acuerdo con la tincién Negro Sudan B realizada se evidencié mayor presencia
de esporas; segin Mohapatra et al. (2017), esto se debe a la naturaleza
esporulante que presentan las especies de Bacillus cuando son sometidas a
condiciones de estrés (como la incubacion a 55 °C), justificando asi la poca
biomasa obtenida y por consiguiente también la menor produccién de PHA,

como se reporta en la tabla 4 y figura 5.
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Tabla 4. Produccién de PHA por B. licheniformis Q25 utilizando ARC al 2 % como
fuente de carbono a diferentes temperaturas (72 h, 150 rpm).

) ) T Biomasa PHA Rendimiento de PHA
Aislamiento
[°C] [o/LT [o/LT* [%]*
45 0.0978+0.00 0.0516 +0.00 52.76 £ 0.03
B. licheniformis Q25 50  0.0654 £0.02  0.0378 +0.01 57.80 £ 0.02
55 0.0254 +£0.00  0.0090 + 0.00 35.35+0.01

Prueba de Kruskal-Wallis (p-valor): 10.102.

B Biomasa [g/L] s PHA [g/L] ——PHA[%]
0.1200 70
0.1000 60
) 50
2 0.0800 g
)
S 40 o
- 0.0600 >
0.0400
3 ¥
0.0000 0

45 °C 50 °C 55°C

Figura 5. Produccion de PHA por B. licheniformis Q25 a diferentes temperaturas y
2% de ARC, 72 h,150 rpm.

Como a 50 °C se registré una mayor produccion de PHA por B. licheniformis Q25, se
tomd esa temperatura como referencia para evaluar el efecto de las diferentes
concentraciones de ARC. La concentracion de sustrato al 2 % fue la que mejor
rendimiento produjo para este aislamiento bacteriano, con 0.0654 + 0.02 g/L de
biomasa obtenida se obtuvo 0.0378 + 0.01 g/L de PHA, siendo 50 % mayor el PHA

producido en comparacion con las otras concentraciones.
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Tabla 5. Produccion de PHA por B. licheniformis Q25 utilizando diferentes
concentraciones de ARC a 50 °C ,72 h, 150 rpm.

AR
) ) Biomasa PHA Rendimiento de PHA
Aislamiento /L] [/L]: [9%]"
(o]
[%] g g9
2 0.0654 £0.02 0.0378 +£0.01 57.80 £ 0.02
B. licheniformis Q25 4 0.0336 £0.00 0.0090 + 0.00 26.79 £ 0.02
6 0.0244 +0.00 0.0102 +0.00 41.80 +0.01

Prueba de Kruskal-Wallis (p-valor): 10.102.

Emm Biomasa [g/L] mEmmPHA[g/L] ——PHA [%]

0.0900 70

0.0800 60

0.0700
= 50
3 0.0600 g
< (@)
T 0.0500 40 o
o o
& 0.0400 30
(U e
_S 0.0300 %
[ 20 o

0.0200

0.0100 10

0.0000 0

2% 4% 6 %

Figura 6. Produccion de PHA por B. licheniformis Q25 a diferentes concentraciones
de ARC, 50 °C, 72 h,150 rpm.

En A. thermoaerophilus Q60 también se evidencié mayor produccion de PHA a 50 °C

(54.61 + 0.03 %), como se observa en la tabla 6 y figura 7, no obstante, a 55 °C el

rendimiento para este aislamiento bacteriano fue similar al producido a 50 °C (53.20

+ 0.02 %). Por lo tanto, se podria inferir que la mejor produccion de PHA utilizando 2

% de ARC para este aislamiento bacteriano se encontraria entre 50 — 55 °C.
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Tabla 6. Produccién de PHA por A. thermoaerophilus Q60 utilizando ARC al 2 %
como fuente de carbono a diferentes temperaturas (72 h, 150 rpm).

) ) T Biomasa PHA Rendimiento de PHA
Aislamiento
[°C] [o/LT* [o/LT? [%6]°
45 0.0712+0.01 0.0326 +0.00 45.73 £0.03
A. thermoaerophilus Q60 50  0.1084 +0.00 0.0592 +0.00 54.61 +£0.03
55 0.0732+0.01 0.0389+0.01 53.20 £0.02

Prueba de Kruskal-Wallis (p-valor): 1 0.156;20.180; 20.102.

Emm Biomasa [g/L] mEmmPHA[g/L] ——PHA [%]
0.1200 56
54
0.1000
= 52 s
2 0.0800 5o O
< 2
o 0.0600 48 ©
b o
< 46 =
g 0.0400 %
m 44 o
0.0200
42
0.0000 40

45°C 50 °C 55°C

Figura 7. Produccion de PHA por A. thermoaerophilus Q60 a diferentes temperaturas
y 2 % de ARC, 72 h,150 rpm.

El efecto de la variacion en la concentracion de sustrato (2, 4 y 6 % de ARC) fue otro
parametro evaluado en A. thermoaerophilus Q60 para mejorar la produccion de PHA,
considerando la temperatura de 50 °C para este aislamiento bacteriano, ya que,
presentd un mejor rendimiento. En la tabla 7 y figura 8 se evidencia que a 2 % de
concentracion de sustrato esta bacteria fue capaz de producir 50 % mas de PHA en

comparacion a las demas concentraciones de sustrato.
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Tabla 7. Produccion de PHA por A. thermoaerophilus Q60 utilizando diferentes
concentraciones de ARC a 50 °C,72 h, 150 rpm.

. ) ARC Biomasa PHA Rendimiento de PHA
Aislamiento
[%0] [o/L] [o/LT? [%6]*
2 0.1084+0.00 0.0592+0.00 54.61 +0.03
A. thermoaerophilus Q60 4  0.0712+0.00 0.0212 +0.00 29.75+£0.04
6 0.0732+0.01 0.0330+0.00 45.05+0.03

Prueba de Kruskal-Wallis (p-valor): 10.102;20.156.

mEmm Biomasa [g/L] E==PHA[g/L] ——PHA [%]
0.1200 60
0.1000 50
)
20.0800 40 g
< 2
Q- 0.0600 30 ©
o X
% e
E 0.0400 20 %
m o
0.0200 10
0.0000

2% 4% 6 %

Figura 8. Produccion de PHA por A. thermoaerophilus Q60 a diferentes
concentraciones de ARC, 50 °C, 72h,150 rpm.
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4.2.Discusion
En este estudio se quiso determinar el efecto de la temperatura de incubacién y la
concentracion de sustrato en la produccién de PHA por bacterias termdfilas
provenientes de la fuente termal de Quilcate, provincia de San Miguel, Cajamarca. La
temperatura de la fuente termal de Quilcate segin Huamani (2000), oscila entre los
51- 62 °C; por ende, se considero evaluar bajo estas condiciones de temperatura a los

106 aislamientos bacterianos obtenidos en un estudio previo.

Chavan et al. (2021), resaltan la importancia de utilizar bacterias termdfilas en la
produccion de estos biopolimeros Unicos (intra o extracelulares), de alto valor,
denominados como PHA; estas estructuras cumplen una funcién muy importante para
las bacterias ya que son utilizados como reserva de energia; sin embargo, también son
sintetizados como proteccion celular en respuesta a las condiciones ambientales de
estrés al que estdn expuestos en ambientes como las fuentes termales que alcanzan
altas temperaturas, esta adaptacion esta regida principalmente por genes de respuesta

al estrés.

Los reportes que existen de produccion de PHA por bacterias termdfilas son limitados
y en la mayoria de investigaciones estos estdn enfocados en el uso de fuentes de
carbonos ricos en azucares y no en acidos grasos como los ARC. Como nos mencionan
Chavan et al. (2021), la composicion quimica y caracteristicas fisicas del PHA estan
ligadas a la fuente de carbono y a la cepa microbiana empleada, los procariotas son
capaces de producir mas de 150 tipos de PHA segun su cadena polimérica y el sustrato

utilizado por la bacteria (Obruca et al., 2022).
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En la actualidad, la produccién de PHA es una caracteristica comun entre las especies
de los géneros Bacillus, Anoxybacillus, Aneurinibacillus, Geobacillus, Ureibacillus o
Thermobacillus (Obruca et al., 2022), segin Tsuge, Hyakutake y Mizuno (2015), la
mayoria de estas bacterias son portadoras de las sintasas de PHA de clase 1V, enzima
especifica para la polimerizaciéon de scl-PHA. En el Screening, para determinar la
produccion de PHA, realizado a los 106 aislamientos bacterianos se selecciono a
Brevibacillus sp. Q8, A. thermoaerophilus Q9, A. salavatliensis Q15, B. licheniformis
Q25, A. thermoaerophilus Q31, A. thermoaerophilus Q60 y B. licheniformis Q75
como las bacterias termofilas con mayor capacidad de producir este biopolimero
utilizando ARC al 2%. La respuesta de estas bacterias fue acumular PHA en casi todo
su interior citoplasmatico (75 — 100 %) de citoplasma bacteriano ocupado por los
granulos de PHA, tabla 1; todas estas bacterias fueron bacilos Gram positivos

formadores de esporas.

Las bacterias B. licheniformis Q25 y B. licheniformis Q75 a pesar de pertenecer a la
misma especie bacteriana obtuvieron rendimientos diferentes en la produccion de
PHA, los cuales fueron 52.72 + 0.03 y 29.43 = 0.12 % del DCW, respectivamente
(Tabla 3y figura 4). De acuerdo con la tincion Negro Sudan B realizada se evidencio
que estas bacterias presentaron granulos con distintas caracteristicas, lo cual seria
indicativo de que pertenecerian a distintas cepas que habitan el mismo ambiente. En
la evaluacién microscopica se observd que el aislamiento Q25 presentaba granulos
redondos, grandes que ocupan alrededor del 85 % de su interior citoplasmatico a
diferencia del aislamiento Q75 en el cual presentd granulos dispersos ocupando solo
el 75 % de su citoplasma; ademas, este Ultimo evidencié mayor produccion de esporas

(Apéndice 2, figura 15), debido a la naturaleza esporulante que presentan las especies
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de Bacillus cuando son sometidas a condiciones de estrés (Mohapatra et al., 2017).

También es importante mencionar que en cuanto a las caracteristicas microbioldgicas
ambos aislamientos bacterianos mostraron ser diferentes, lo cual refuerza la idea de
que serian cepas distintas. La morfologia de las colonias del aislamiento Q25 en agar
Nutritivo se observdé como una biopelicula cremosa, con consistencia pegajosa,
extendida sobre la superficie del medio, distinta a las colonias del aislamiento Q75 que
tuvieron forma rugosa, de tamafio y bordes irregulares que liberaban metabolitos en
forma de gotas transparentes y pegajosas alrededor de las colonias (Apéndice 2, figura
12 y 15). Por lo tanto, si ambas bacterias presentaban caracteristicas diferentes, lo cual
es indicativo de que podria tratarse de dos cepas distintas, tiene sentido que la
capacidad de producir PHA sea diferente. Segun Rodriguez et al.(2022), se espera que
una cepa represente un genoma o una coleccion de genomas que no tengan diferencias
de contenido genético o de un solo nuclettido o si tales diferencias existen, se espera
que no codifiquen diferencias fenotipicas importantes, en nuestro caso ambas bacterias
presentan diferencias fenotipicas notables; por lo tanto, se puede inferir que si se trata

de dos cepas diferentes.

De las bacterias pertenecientes a la especie A. thermoaerophilus, el aislamiento Q60
destaca frente a los aislamientos Q9 y Q31 en cuanto al rendimiento de PHA
producido. En la figura 4 se observa el pico de rendimiento de PHA para A.
thermoaerophilus Q60, en el cual se evidencia que mas del 40 % del DCW
corresponderia al peso de PHA producido por la bacteria. Segun las caracteristicas
microbioldgicas y tincion Negro Sudan B, se demostrdé que existen diferencias

notables entre estos 3 aislamientos (Apéndice 2, figura 10,13 y 14); los granulos de
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PHA del aislamiento Q60 son mas grandes y se podria inferir que esta bacteria ha
modificado su estructura celular, en comparacion a los aislamientos Q9 y Q31 en los
cuales los granulos de PHA ocupan casi todo el citoplasma celular, pero son mas

pequefios y tienen forma lineal y mas delgada.

En este estudio se encontr6 un aislamiento (Q8) que fue identificado como
Brevibacillus sp., estas bacterias no han sido reportadas con frecuencia como
productoras de PHA. Una investigacion realizada por Sankhla et al. (2010), reportaron
a Brevibacillus invocatus MTCC 9039 como una bacteria con capacidad de producir
65 % de PHA utilizando glucosa al 2,08 %, acetato al 1,62 %, propionato al 0,75 %y
2,15 g/L de KH2PO4 a 30 °C. En nuestro estudio Brevibacillus sp. Q8 produjo 16.90
+ 0.09 % de PHA utilizando 2 % de ARC a 45 °C, y aunque el rendimiento reportado
para B. invocatus MTCC 9039 es superior, ambas bacterias pertenecen al mismo
género bacteriano, presentan capacidad para metabolizar distintas fuentes de carbono
produciendo PHA con rendimiento diferentes; segiin Lim et al. (2023), en la mayoria
de los casos las bacterias productoras de PHA van a mostrar mayor rendimiento

utilizando como fuente de carbono glucosa.

Obruca et al. (2022), en su revision bibliografica afirman que los reportes de la
produccién de PHA por bacterias termofilas es limitada, y por ello optaron por realizar
un andlisis bioinforméatico de los genomas almacenados en las bases de datos del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI) y GenBank en busca de
los genes phaC, que codifican las PHA-sintasas responsables de la produccion de
PHA,; los genomas evaluados pertenecian a bacterias termofilas y encontraron que

Anoxybacillus calidus y A. vitaminiphiluses son portadores de este gen; sin embargo,
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hasta la actualidad no se conocen de reportes de investigacion sobre la produccion de
PHA por estas bacterias. Ante lo expuesto, nuestro aislamiento Q15 identificado como
A. salavatliensis seria el primer reporte en el que se confirma la produccién de PHA
utilizando 2 % de ARC a 45 °C para esta bacteria (21.73 £ 0.07 % de PHA segln su

DCW).

Mohapatra et al. (2017), da a conocer que las baterias pertenecientes al genero Bacillus
pueden producir hasta un 90 % de PHA y que la recuperacién de este es mas simple
gracias a la ausencia de una capa externa de lipopolisacaridos en la estructura de estas
bacterias, no obstante, uno de los inconvenientes que presentan es su naturaleza
esporulante ya que al ser sometidos a condiciones de estrés como la deficiencia de
nutrientes induce no solo la produccion de PHA si no también la formacion de esporas.
Sin embargo, hay estudios que han bloqueado la via de formacion de esporas con la

finalidad de optimizar la produccion de PHA en este tipo de bacterias.

Segun Inoue et al. (2018), la temperatura de incubacion tiene un rol principal en el
metabolismo celular influyendo directamente en el crecimiento celular, en la
utilizacion de sustrato y en la produccién de PHA, ya que, dependiendo de esta, el
crecimiento y la produccion de PHA puede variar; estos mismos investigadores
sefialan ademas, que a temperaturas muy elevadas las bacterias empiezan a degradar
el biopolimero en lugar del sustrato para su crecimiento y mantenimiento celular. Por
ello, es importante determinar y establecer dentro del proceso metabdlico, segin la

especie de bacteria, la temperatura mas adecuada para la produccion éptima de PHA.
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Lim et al. (2023), mencionan que el rango de temperatura Optima para la produccion
de PHA por bacterias termdfilas o termotolerantes es de 45-55 °C y en el caso de
hipertermofilas la temperatura éptima es de 60 a 75 °C. En este contexto, se justifica
la propuesta de variar la temperatura de incubacion de los aislamientos de este estudio,
ya que, al probar las temperaturas de 45, 50 y 55 °C, en B. licheniformis Q25 y A.
thermoaerophilus Q60, se obtuvo una mayor produccion de PHA a 50 °C y ambos
rendimientos fueron superiores al 50 % del DCW de cada bacteria (Tabla 4 y 6). Con
esto se demuestra que encontrar la temperatura Optima para cada bacteria en

evaluacién es relevante.

Asi mismo, la concentracién de la fuente de carbono afecta directamente la
productividad y el rendimiento general de PHA, ya que esta impulsa el crecimiento
celular y la formacion del biopolimero (Kumar et al., 2020). Mohidin Batcha et al.
(2014), en una investigacion realizada concluyen que utilizar una fuente de carbono
renovable rica en aceites, compuesta principalmente por acidos grasos, tiene un efecto
en la produccion de PHA, ya que, una baja concentracion de estos en el medio de
fermentacion dificulta el crecimiento celular y la acumulacion de este, debido a su
escasez. Por el contrario, una excesiva concentracion de &cidos grasos puede inhibir el
crecimiento celular, ya que esta podria acidificar el citoplasma y modificar la

osmolaridad celular (Lim et al., 2023).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, al evaluar el efecto de la
concentracion de sustrato, queda demostrado que utilizar 2 % de concentracién de
sustrato (ARC) favorece la produccion de PHA por B. licheniformis Q25 y A.

thermoaerophilus Q60, obteniéndose una proporcion mayor al 50 % del DCW
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obtenido comparado con 4 % de ARC; para esta Gltima concentracion el rendimiento
disminuyd por debajo del 30 % de PHA del DCW obtenido. Al evaluar el 6 % de ARC
la produccion aumenté en ambas bacterias tal como se evidencia en la figura 6 y 8; sin
embargo, la cantidad de biomasa seca obtenida fue menor a 0.07 g/L (tabla5y 7), lo
cual demuestra que altas concentraciones de ARC tienen un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento celular, no obstante, las bacterias mantuvieron su capacidad de producir

PHA.

Los resultados obtenidos en este estudio, en cuanto a la variacion de temperatura,
pueden ser comparados con los hallazgos de la investigacion realizada por Pernicova
et al. (2020), quienes evaluaron un aislamiento identificado como B. licheniformis
(bacteria considerada por los investigadores como termofila) a dos temperaturas de
incubacién diferentes, de 50 y 60 °C, y a una concentracion de 2 % de glicerol como
fuente de carbono con el fin de mejorar la produccién de PHA; concluyen que a 50 °C
la produccion de PHA fue mayor (62.0 %) a la obtenida a 60 °C. En el caso de la
bacteria B. licheniformis Q25 de nuestro trabajo, se obtuvo también una mayor
produccién de PHA (57. 80 + 0.02 %) a 50 °C utilizando 2 % de ARC. No obstante,
la produccién de PHA reportada por Pernicova et al. (2020) es mayor, esto podria
deberse a que ellos utilizaron glicerol como sustrato y en nuestro caso se empled ARC,
y aunque ambos sustratos contienen &cidos grasos, el glicerol es més facil de asimilar
por las bacterias a diferencia del ARC, ya que, las composiciones quimicas son

diferentes (Lim et al., 2023).

Sangkharak y Prasertsan (2012), con el mejor de sus aislamientos identificado como

B. licheniformis obtuvieron el mayor rendimiento de produccion de PHA utilizando
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como fuente de carbono efluente de aceite de palma, en comparacion con los otros
residuos que emplearon (melaza, glicerol y aguas residuales municipales); esta
bacteria produjo 68,80 % de PHA del DCW a 37 °C. Con el fin de mejorar la
produccion de PHA de esta bacteria, Sangkharak y Prasertsan (2013), indujeron un
proceso mutagénico en B. licheniformis, y obtuvieron un mutante denominado M2-12
gue aumentd 3,18 veces su produccion en comparacion con el tipo salvaje, utilizando
3 % de efluente de aceite de palma, a 45 °C. Si empleamos bacterias termdfilas nativas,
como B. licheniformis Q25 y A. thermoaerophilus Q60 de nuestro estudio, ya no es
necesario inducir modificaciones genéticas en las bacterias para mejorar la produccién
de PHA, esto constituye una significativa ventaja de las bacterias terméfilas frente a

las mesoéfilas.

Uno de los primeros reportes relacionados a Aneuribacillus sp. como productor de
PHA es el que describen Xiao et al. (2015), la cepa XH2 de Aneuribacillus aislada de
un yacimiento petrolifero, es una bacteria termofila del filo Firmicutes, que presento
la capacidad de producir 26.78 % de PHA utilizando un medio de fermentacion con
glucosa como fuente de carbono, a una temperatrua de 55 °C. En otra investigacion,
también realizada por Pernicova et al. (2020), reportaron a Aneurinibacillus sp. H1,
una bacteria aislada de compost, descrita por ellos como moderadamente termdfila,
con capacidad de producir 55.31 % de PHA utilizando como fuente de carbono 2 %

de glicerol a una temperatura de 50 °C.

De acuerdo con los reportes mencionados en el parrafo anterior, la produccion de PHA
por nuestro aislamiento A. thermoaerophilus Q60 a partir de ARC confirma la

capacidad o preferencia que tienen bacterias de este género por fuentes de carbono
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ricas en acidos grasos, como glicerol o ARC de este estudio, con una produccion de
mas del 50 % de PHA segun el DCW, en nuestro caso al 2 % de ARC y a una
temperatura de 50 °C. En el caso del reporte de Aneuribacillus sp. XH2, esa bacteria
produjo menos del 30 % de PHA utilizando glucosa como fuente de carbono a una
temperatura de 55 °C. Por lo tanto, podemos concluir que utilizar una fuente de
carbono rica en acidos grasos a 50 °C estimularia una mejor produccion de PHA en

bacterias pertenecientes a este género.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones
Este trabajo demostrd que la temperatura y concentracion de sustrato tienen un efecto
relevante en la produccién de PHA por bacterias terméfilas. B. licheniformis Q25 y A.
thermoaerophilus Q60 obtuvieron una mayor produccion de PHA a 50 °C, utilizando

2 % de ARC.

De los 106 aislamientos bacterianos obtenidos de la fuente termal Quilcate, el 82 % de
estos tiene la capacidad de acumular PHA en su interior citoplasmatico. Brevibacillus
sp. Q8 y A. salavatliensis Q15, son reportadas por primera vez como productoras de

PHA utilizando 2 % de ARC a 45 °C.

5.2.Recomendaciones
Se recomienda evaluar otros parametros, como la relacion entre la fuente de nitrégeno
y carbono, pH del medio y la velocidad de agitacién, a fin mejorar la produccion de

PHA por bacterias termofilas.

Recomendamos que en proximos estudios se considere medir la actividad lipolitica de

cada bacteria evaluada, para evaluar la capacidad de metabolizar sustratos que

contengan acidos grasos.

Se recomienda también que después del proceso de extraccion de PHA se apliquen

algtin método de purificacion del biopolimero obtenido.
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APENDICES

Apéndice 1: Filtrado del ARC

Figura 6. A) Filtrado del ARC utilizando una gasa para atrapar restos de las frituras.
B) ARC esteril.

Apéndice 2: Caracterizacion microbioldgica de bacterias termdfilas productoras

de PHA

—r

Figura 7. Caldo PDA mas 2 % de ARC.
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Figura 8. Screening de la producciéon de PHA mediante tinciones. A) Laminas con
colorante Negro Sudan B. B) Laminas con colorante Azul Nilo en bafio
Maria. C) Laminas fijadas con el colorante Negro Sudan.

Figura 9. Brevibacillus sp. Q8. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscopica de la tincién Negro Sudan B a 100X.
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Figura 10. A. thermoaerophilus Q9. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscépica de la tincién Negro Sudan B a 100X.

Figura 11. A. salavatliensis Q15. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscépica de la tincién Negro Sudan B a 100X.

Figura 12. B. licheniformis Q25. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscépica de la tincién Negro Sudan B a 100X.

B

Figura 13. A. thermoaerophilus Q31. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscépica de la tincién Negro Sudan B a 100X.
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Figura 14. A. thermoaerophilus Q60. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscopica de la tincién Negro Sudan B a 100X.

Figura 15. B. licheniformis Q75. A) Colonias en agar nutritivo. B) Observacion
microscépica de la tincién Negro Sudan B a 100X.
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Apéndice 3: Screening de la produccién cuantitativa de PHA

Figura 16. Determinacién cuantitativa de la producciéon de PHA A) Indculo bacteriano
con 2 % de ARC después de 24 h a 45 °C a 180 rpm. B) In6culo bacteriano
recuperado a una concentracion de 1 x 107 células/ml.

Figura 17. A) Medio mineral con 2 % de ARC mas inoculo, antes de iniciar el proceso
fermentativo. B) Turbidez del medio mineral de fermentacion con 2% de
ARC finalizado el proceso fermentativo a 50 °C, 150 rpm por 72 h.
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Figura 18. A) Biomasa obtenida por centrifugacién a 3500 rpm durante 10 min (al
finalizar el proceso de fermentacion). B) Biomasa seca a 50 °C.

Figura 19. Extraccién de PHA mediante el método de hipoclorito cloroformo segin Hahn
et al. (1994). A) Matraz con biomasa seca, hipoclorito y cloroformo después
del proceso de extraccion durante 2 h a 250 rpm. B) Obtencién del PHA més
cloroformo decantado. C) Cloroformo y PHA obtenido del proceso de
decantacion, el cual luego fue secado a 50 °C.
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Apéndice 4: Efecto de la variacion de temperatura y concentracion de residuos

aceitosos en la produccion de PHA

Figura 20. Tincién Negro Sudan de B. licheniformis Q25 después de un proceso
fermentativo de a 50 °C, 2 % de ARC, 72 h a 180 rpm (mayor produccion
de PHA) a 100X.

Figura 21. Polihidroxialcanoato (PHA) extraido de B. licheniformis Q25 después de un
proceso de extraccion a T ° ambiente, por 2 h a 250 rpm, la cual fue cultivada
a 50 ° C, con 2 % de ARC (mayor produccién de PHA).
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Figura 22. Tincion Negro Sudan de A. thermoaerophilus Q60 después de un proceso
fermentativo de a 50 °C, 2 % de ARC, 72 h a 180 rpm (mayor produccién de
PHA) a 100X.

Figura 21. Polihidroxialcanoato (PHA) extraido de A. thermoaerophilus Q60 después
de un proceso de extraccion a T ° ambiente, por 2 h a 250 rpm, la cual fue
cultivada a 50 °C, con 2 % de ARC (mayor produccion de PHA).
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo para la tincion Negro Sudan B

Reactivos

- Solucion I: Negro Sudan B (IV) al 0.33 % (p/v) en etanol 60 %.
- Solucion I1: Safranina al 0.5 % (p/v) en solucion acuosa.
Procedimiento
1. Tedir el frotis con la solucién I durante 10 min. En el caso de que se evapore,
afiadir mas colorante.
2. Verter el exceso de colorante y lavar con agua destilada.
3. Secar con papel secante.
4. Tefiir con la solucion 11 durante 30 segundos.

5. Lavar con agua destilada secar y observar al microscopio a 1000X.

Anexo 2: Protocolo para la tincion Azul Nilo

Reactivos

- Solucion de Azul Nilo al 1% en etanol (filtrar antes de su uso).

- Acido acético al 8%.

Procedimiento

1. Primero fijar un frotis con las bacterias a evaluar.

2. Después en una bandeja para colorear se tefiiran los frotis a 55 °C con la solucion
de Azul Nilo durante 10 min.

3. Pasado el tiempo lavar con agua corriente.

4. Ademas, se debera lavar con la solucién de acido acético al 8% durante un minuto.
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5. Secar el frotis del lavado al aire libre.
6. Para evitar interferencias con el aceite de inmersion usar un cubreobjetos observar
a longitud de onda de 460 nm aproximadamente.

7. Los granulos de PHB deben observarse de color naranja intenso.

Anexo 3: Protocolo para el proceso fermentativo y la extraccion de PHA producido

por bacterias termofilas.
Procedimiento

1. Preparar 300 mL (250 mL para la fermentacién, 50 mL para pH) del medio
mineral modificado con 2 % de ARC y 25 mL de caldo nutritivo para preparar el
indculo, para cada aislamiento bacteriano obtenido. Esterilizar el medio en
autoclave a 121 °C y luego ajustar a pH 7.

2. Para preparar el inoculo primero se debe reactivar el aislamiento bacteriano en
agar nutritivo durante 24 h a 45 °C, posteriormente se inoculara un aproximado de
dos asadas en el caldo nutritivo mas 2 % de ARC, se dejara incubar por 18 - 24 h,
a 180 rpm a 45 °C, finalmente comparar la turbidez del medio con el tubo N° 3 de
Mac Farland.

3. Centrifugar el indculo a 3500 rpm durante 10 min bajo condiciones de esterilidad
para obtener recuperar las células bacterianas libres de restos del caldo nutritivo.
Agregar estas células bacterianas al matraz con medio de fermentacién y dejar
fermentar por 72 h, 180 rpm a 45 °C. El analisis de cada cepa se hara por
triplicado.

4. EIl fermentado obtenido se vertera en tubos Falcon de 50 ml para separar la

biomasa por centrifugacion a 3500 rpm por 10 min.
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5. Después del proceso de centrifugacion se observaran dos fases. La fase del
sobrenadante y la fase constituida por la biomasa que se utilizara para la extraccion
de PHA. La biomasa se lavara con agua destilada y se centrifugara bajo las
condiciones mencionadas en el paso anterior, se repetird el lavado por 3 veces.
Posteriormente la biomasa se secara a peso constante a 50 °C por 24 h. El peso
seco de la biomasa en gramos sera la diferencia entre el peso inicial de la placa y
el peso final de la placa mas la biomasa seca obtenida en gramos.

6. Para extraer el PHA de la biomasa seca, se utilizara el método de hipoclorito-
cloroformo segun Hahn et al. (1994). Primero, colocar la biomasa obtenida enun
matraz de 125 mL y agregar 20 mL de hipoclorito de sodio comercial (CLOROX,
4.5 % de NaOCl, con pH 10) y 20 mL de cloroformo, luego colocar los matraces
en un shaker a 250 rpm por 2 h a temperatura ambiente.

7. Dejar decantar los matraces después de la incubacion hasta que se formen dos
fases, la fase superior acuosa de hipoclorito contendra la biomasa residual y la fase
inferior del cloroformo que contendra el polimero de PHA.

8. Finalmente, verter el filtrado en una placa Petri y colocarla en una estufa a 50 °C
por 48 h. EI PHA obtenido sera la diferencia entre el peso inicial de la placa y el

peso final de la placa mas el biopolimero de PHA.
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