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RESUMEN

La presente investigacion titulada “Produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS)
en un medio con harina de yuca como fuente de carbono utilizando la bacteria
Ralstonia Eutropha, para un bio-plastico en el laboratorio de Investigacion de la
Universidad Estatal de Bolivar” tiene como finalidad dar a conocer el uso de sustratos
agroindustriales en la obtencion de granulos de tipo PHAs, que son sintetizados
intracelularmente por algunos generos bacterianos como material de reserva cuando se
encuentran con limitacion de nutrientes, que reemplazarian a los polimeros sintéticos, pero
el costo de elaboracion de este proceso es costoso, por ello en el presente estudio se evalud
diferentes concentraciones de sustrato mediante un disefio experimental DBCA.

El estudio de obtencion de PHA se realizd en tres concentraciones de ED a partir
almidon de yuca en 2 tiempos de fermentacion, el mejor tiempo fue de 72 horas con la
adicion de 10g/L jarabe de almiddn de yuca hidrolizada. Dando el inicio al aislamiento de
la bacteria a partir de suelos en donde habitan las bacterias productoras de PHAS, para su
identificacion se utilizé la técnica de tincion de Gram y molecular (PCR) y se distinguio
como bacteria Gram negativa y cuya fuente de carbono suministrada fue el jarabe de
harina de yuca. Posteriormente se establecio el protocolo de condiciones que intervienen
en la fermentacion tipo batch, durante este tiempo se evalu6: la acumulacion de PHAS, el
consumo de glucosa y la acumulacion de células, a través de una curva de crecimiento
microbiano. Seguidamente se procedié a la extraccion del biopolimero y utilizando
soluciones con acido y finalmente se realiz6 la laminacion del biopolimero que cubre no
en su totalidad al producto propuesto mas bien se pudo cubrir un 10% de la totalidad del
producto.

Palabras clave: Azlcares Reductores, PHAs, PCR, hidrolizar.
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SUMMARY

The present research entitled "Production of polyhydroxyalkanoates (PHAS) in a
medium with cassava flour as carbon source using the bacterium (Ralstonia Eutropha), for
a bio-plastic in the research laboratory of the State University of Bolivar" aims to publicize
the use of agro-industrial substrates in obtaining PHAs type granules, which are
synthesized intracellularly by some bacterial genera as a reserve material when they are
with nutrient limitation, which would replace synthetic polymers, but the cost of
elaboration of this process is expensive, therefore in the present study different substrate
concentrations were evaluated by means of a DBCA experimental design.

The study to obtain PHA was carried out in three concentrations of ED from
cassava starch in two fermentation times, the best time was 72 hours with the addition of
10g/L hydrolyzed cassava starch syrup. The first step was to isolate the bacteria from soils
where PHAs-producing bacteria live. For their identification, the Gram and molecular
staining technique (PCR) was used and they were distinguished as Gram-negative bacteria
whose carbon source was cassava flour syrup. Subsequently, the protocol of conditions
involved in batch fermentation was established, during which time the accumulation of
PHAs, glucose consumption and cell accumulation were evaluated by means of a
microbial growth curve. The biopolymer was then extracted using acid solutions and
finally the biopolymer was laminated, which does not cover the entire proposed product,
but rather 10% of the entire product was covered.

Keywords: Reducing sugars, PHAs, PCR, hydrolyze.
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I. INTRODUCCION.

En todo el mundo anualmente se produce 300 millones de Tn de plastico, por
lo que una buena parte de ello, se desecha a los rios y mares afectando de esta manera
la vida acuética, en consecuencia, se estima que para el 2050 habra mas cantidad de
basura en los mares, siendo este tipo contaminacion causante de un dafio irreparable

al planeta. Rojas et al. (2018)

Se dice que en el 2015 se ha generado 6300 Tn de pléastico por lo que el 9%
habian sido reciclados, el 12% incinerado y el 79% acumulado en los vertederos o
tirado al medio ambiente. (Roland Geyer & Jenna R. Jambeck & Ley Kara Lavanda,
2017). Mientras que en el Ecuador generamos alrededor de1500 toneladas a diario

de basura de los cuales, el 40% corresponde al plastico Balseca et al., (2019).

La degradacion del plastico toma méas de mil afios, lo cual, ha generado un
problema durante afios en todo el mundo; durante este tiempo el pléstico al estar
expuesto al medio ambiente provoca un efecto invernadero, taponamientos en los
sumideros de alcantarillados, otras causas es que se conviertan en microplasticos que
viajan en el aire impregndndose en nuestro organismo y el de los animales.
Conociendo el impacto ambiental que genera los plésticos sintéticos, estudios
recientes han demostrado que el uso de biopolimeros o polihidroxialcanoatos son una
buena opcién de reemplazo de empaques de plésticos derivados del petréleo y en
oposicion con esto, la produccion de polimeros se puede realizar a partir de fuentes
renovables de energia y aprovechamiento de subproductos agroindustriales, comoes
una alternativa ecologica de importancia mundial. En la presente investigacion se da
a conocer el uso de las bacterias como la Ralstonia Eutropha que pueden sintetizar
polimeros; empezando con el aislamiento de dicho microorganismo en un medio de

cultivo, para luego pasar a un sistema de fermentacion tipo batch a partir de sustratos
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naturales como la glucosa; obtenida por medio de un hidrolisis de la harina de yuca,
este procedimiento nos ayudd a determinar la extraccion y la estructura del
polimero obtenido de igual modo el consumo de sustrato mediante la técnica DNS.
Una vez que se caracterice el bio-pléstico se evaluara para poder dar un uso dentro

de la industria alimentaria; como es el caso en el embalaje de manzanas

El objetivo de esta investigacion fue; Producir polihidroxialcanoatos (PHAS)
en un medio con harina de yuca como fuente de carbono utilizando la bacteria
(Ralstonia Eutropha), para un bio-plastico en el laboratorio de investigacion de la
Universidad Estatal de Bolivar.

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Aislar Ralstonia Eutropha a partir de suelos utilizando

técnicas de cultivo en placa.

o Identificar los aislados obtenidos mediante caracterizacion
bioquimica (tiras api) y molecular PCR (iniciadores
especificos).

e Sub cultivar los aislados mediante biorreaccion tipo Batch
utilizando harina de yuca como fuente de carbono.

e Determinar de consumo de sustrato mediante DNS,
Extraccion y caracterizacion estructural del biopolimero
obtenido.

e Utilizar el bio-plastico obtenido en el embalaje de manzana.
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Il. PROBLEMA.
2.1 Planteamiento del problema

Uno de los contaminantes que ha causado un dafo irreparable al planeta, es
el uso de los plasticos sintéticos que es un derivado creado a partir del petroleo. La
mayor parte de los plasticos ha terminado en los basureros, vertederos o en el medio
ambiente y se estima que para el 2050 existira alrededor de 12000 millones de
toneladas de basura en los vertederos y basureros mismos, por consiguiente, la
industria que produce este tipo de polimero consume el 20 % de la produccién del
petroleo. (ONU Medio Ambiente, 2018).

En el Ecuador se procesa alrededor de 4493 millones de toneladas de resina
PET para la elaboracidon de plasticos, por lo cual se constituye el 10% del desperdicio
y de eso el 90 % es reciclado y el sobrante va a parar en los basureros o son
incinerados las cuales emanan sustancias toxicas al medio ambiente como pueden ser
acido clorhidrico o cianhidrico y esto puede causar efectos perjudiciales para el
medio ambiente. Garcia Y. & Meza J. &Gonzales O. (2013)

Del total de los desechos generados en el Ecuador, tan solo el 42 % constituye
a los desechos inorganicos; por lo que se vuelve una problematica seria, dado a que
estos no son biodegradables y al no serlo su degradacion es lenta, lo cual, se
fragmentan hasta convertirse en microplasticos que son ingeridos por los peces que
pueden ingresar a nuestra cadena alimentaria. Andrade et al. (2018), considera que
la acumulacién de las bolsas y botellas de plasticos pueden acumularse llegando a
causar dafios en los vertederos de las aguas fluviales y los alcantarillados,
produciendo de esta manera desastres ambientales, proporcionando un habitat
adecuado para la reproduccion de mosquitos y plagas; que son vectores transmisores

de enfermedades como la malaria. (ONU Medio Ambiente, 2018)
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Por esta razén, no basta con solo reciclar los plasticos sino buscar otra manera
para poder eliminarlos o encontrar una nueva alternativa de fabricacion de polimeros
que sean biodegradables y amigables con el medio ambiente los cuales presentan
propiedades similares a los plésticos convencionales, como los PHAS; mismos que
son completamente biodegradables ya que son producidos por microorganismos
como material de reserva, las propiedades de este material son muy parecidas al
polipropileno y al polietileno, de esta manera, se podrd fomentar a las nuevas
generaciones, sobre una educacién ambiental, siempre y cuando los adultos estén
muy comprometidos a ser parte de un cambio, en el cual no exista menos gente con
la cultura de usar y tirar los plasticos. ONU Medio ambiente, (2018)

2.2. Situacion del problema.

Existe escasa informacion cientifica sobre la produccién de
polihidroxialcanoatos por ende los costos de produccion son sumamente altos, es por
eso que se hace énfasis en estudiar y usar diferentes fuentes de carbono renovables
como los almidones de tubérculos en la alimentacion de distintas bacterias
productoras de PHAs.

2.3. Formulacion del problema.

De acuerdo a lo antes mencionado y tomando en consideracion las
caracteristicas propias del estudio, se genera la pregunta general de investigacion.

¢Se podra obtener una mayor cantidad de polihidroxialcanoatos al utilizar

como fuente de carbono un hidrolizado de harina de yuca?
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2.4. Sistematizacion del problema.
Para dar cumplimiento correcto al objetivo principal de la investigacion se

plantearon las siguientes preguntas investigativas:

¢ Como aislar la bacteria Ralstonia eutropha a partir de suelos?

¢ Cual es el método mas adecuado de identificacion molecular de la bacteria
Ralstonia eutropha?

¢ Coémo realizar la fermentacién bacteriana?

¢ Como identificar el consumo de glucosa de la bacteria y los métodos de
extraccion y caracterizacion del producto final?

¢,Como dar uso del biopolimero obtenido en algin producto?
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I1l.  MARCO TEORICO.
3.1. UTILIZACION DE LOS PLASTICOS
3.1.1. Plasticos.

En general los plasticos son de materiales flexibles, resistentes, poco pesado
y aislante de la electricidad y del color, por lo que esta formado de macromoléculas
que estructura una madeja. Tecnologia et al., (2016). y estan conformados por
propiedades térmicas y resistentes a la oxidacion. Perdonomo et al. (2002), manifestd
que, aunque el plastico sufra alguna adversidad ambiental y los pulverice seguiran
siendo macromoléculas que estan presentes en la atmosfera y estdn mesclado con el
aire que naturalmente lo estamos ingiriendo. Este tipo de polimeros se obtiene de la
reaccion de la polimerizacion de dos petroquimicos secundarios, el nandémetro
etilenglicol y el nanémetro &cido tereftalico o éster metalico. Suasnavas et al., (2017).

Tabla 1. Nombres de cada plastico sus propiedades y aplicaciones.

Nombre Propiedades Aplicaciones

PVC(cloruro de Presentaunamplio Tuberias, suelas de zapatos, guantes,

polivinillo) rango de dureza. trajes impermeables, mangueras
Impermeable

Poliestireno Transparente Filmes transparentes para embalajes y

(PS) Pigmentable envoltorios de productos alimenticios

Polietileno (PE) Rigido y resistente  Utensilios domesticos (cubos
Transparente recipientes, botellas) juguetes.

Bolsas, sacos vasos y platos

Celofan Transparente Embalaje, envasado y empaquetado
Flexible y resistente
Brillante y
adherente

Fuente: Suasnavas et al., (2017).
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3.1.2. Degradacion de los plasticos

Los plasticos son polimeros derivados del petréleo que tienen caracteristicas
de suavidad, ligereza y transparencia, por lo que generan serios problemas ecolégicos
al no ser biodegradables; este tipo de polimeros son ultrarresistentes ante cualquier
cambio climatolégico, debido a que los microrganismos no son capaces de romper
los enlaces C-C, por lo tanto, la biodegrabilidad del plastico depende mucho de su
estructura quimica, Suasnavas et al. (2017), mientras tanto, Serrano et al. (2016),
explica que el plastico (botellas Pet) son causantes de generar una gran parte de los
residuos contaminantes que se acumulan en el planeta. “El plastico - botellas PET
cuando se desechan, permanecen en el ambiente cerca de 100 afios o dependiendo
del ambiente pueden durar mucho mas”.

3.1.3. Plasticos Biodegradables.

En las dltimas décadas la conciencia sobre el desarrollo ambiental ha ido
teniendo resultados alentadores en cuanto a la produccion de materiales
biodegradables a partir de residuos industriales o renovables para el reemplazo de los
materiales sintéticos. Méndez et al., (2016).

Ademas, la generacion de plasticos biodegradables permite disefios basados
en estos materiales que tienen como objetivo producir una respuesta ambiental
especifica, antes, durante o después de su disposicién en el suelo circundante,
abriendo nuevas posibilidades de estudios para los diversos usos que puedan tener de
estos materiales. Moreira & Susana & PlI, (2018).

3.2.1. Polihidroxialcanoatos, plasticos de origen microbiano.

De acuerdo con los autores Pérez et al. (2017) & Fernandez et al. (2006) los
polihidroxialcanoatos son poliésteres biodegradables acumulados como reserva de

carbono y energia, los cuales son sintetizadas por varias especies bacterianas,
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incluyendo las Archaeas y Eubacterias, estos biopolimeros llegan a tener
caracteristicas propias de los plasticos sintéticos, son reducidos en corto tiempo a
dioxido de carbono y agua, también, pueden ser sintetizados intracelularmente por
varias bacterias que se pueden encontrar en los desechos agroindustriales, lo cual
servird para aprovechar las fuentes de carbono y optimizar los procesos de
fermentacion, recuperacion y purificacion del biopolimero. Arrobe & Cardona,
(2013).

Las cualidades que se desea obtener del biopolimero y su aplicacion
dependeran mucho del microorganismo que se aplique y de la fuente de carbono que
se utilice en el proceso.

3.2.2. Generalidades de los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos son sintetizadas por varias especies bacterianas
entre ellas son las Gram negativas y Gran positivas y sus moléculas pueden llegar a
niveles > al 90% del peso seco de la célula. Al encontrase en un desequilibro de los
nutrientes las bacterias lo almacenan intracelularmente, por lo que prosiguen a
polimerizar estas moléculas de compuestos solubles ha insolubles, sin perjudicar a la
celula.

Una vez extraido estas moléculas, adquieren propiedades similares a algunos
plasticos sintéticos, por lo que son considerados como materia natural y a su vez da
el inicio a la evolucion de muchos microrganismos que tengan la capacidad de

degradar estas moléculas. (Llumigusin et al. 2018).
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3.2.3. Composicion quimica.
En la actualidad existen varios tipos de PHA, los cuales son poliésteres
lineales de extremo a extremo, estos estdn compuestos de monomeros de acidos

grasos 3- hidroxi.

Figura 1: Estructura quimica del PHA Fuente: Delgado et al., (2015).
Como podemos ver en la figura 1, el valor n dependera del grupo R vy al
mismo tiempo del microorganismo que interviene en la produccion del biopolimero.
De acuerdo con el radical se da el nombre al polimero, a continuacion, se muestras
algunos ejemplos.

Tabla 3. Sustituciones de los grupos radicales y algunos PHA mas

conocidos
Grupo R Nombre del Polimero Abreviacion
CH; Poli(3-hidroxibutirato) PHB
CH,CH; Poli(3-hidroxivalerato) PHV
CH,CH,CH; Poli(3-hidroxihexanoato)  PHHXx

Fuente: Arrobe & Cardona et al. (2013)

3.2.4. Sintesis de las PHAs.

En las sintesis estan implicadas varias rutas metabolicas centrales en la
bacteria, siendo clave la molécula acetil-coA que a su vez intervienen en la ruta de
acidos trocarboxilicos, la B- oxidacion y la produccion de &cidos grasos. Garcia Y.

& Meza J. &Gonzales O. (2013).
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El por qué se los considera biodegradables, es debido especialmente a que su
sintesis y su descomposicion estén medidas por enzimas microbianas entre estas
pueden ser las propias del suelo. En cambio, existen otros tipos de enzimas (las
despolimerasas) que son encargadas de su hidrolisis, estas pueden ser intercelulares
para el aprovechamiento de esta reserva natural o a su vez extracelulares que los
microorganismos de la comunidad microbiana usan como fuente de carbono. Marina
etal., (2019).

En la actualidad, se conocen por lo menos 75 géneros diferentes de bacterias
que producen PHA, tanto Gran positivas como Gran negativas, las cuales son
acumuladas en el citoplasma bajo limitadas condiciones de cultivo, no obstante, cabe
resalta que la produccion del polimero intracelularmente se lo hace bajo condiciones
desfavorables para el crecimiento bacteriano, los cuales son acumulados como

reserva de energia para el beneficio de la célula. Delgado et al., (2015).

Membrana

v
C%
04

@0000 ;

Figura 2. Esquema del granulo de PHA acumulado intracelularmente

Fuente: Delgado et al. (2015).
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3.2.5 Clasificacion.

Los PHA se clasifican de acuerdo a la cantidad de carbonos laterales, estos
pueden ser de tres clases de longitud: de cadena corta, media o larga. Llumigusin et
al., (2018).

PHA de cadena corta (scl). — se caracterizan por tener 5 &tomos de carbono
PHA de cadena media (mcl). — se caracterizan por tener de 5 a 14 atomos de
carbono.
PHA de cadena larga(lcl). — se caracterizan por tener mas de 14 carbonos, estos
son poco comunes y menos estudiados.
De acuerdo con sus unidades monomeras
e Homopolimero. — esta formado por un solo tipo de unidad.
e Copolimero. — estad formado por monémeros con distinta longitud de
atomos de carbono.

3.2.6 Enzimas catalizadoras de los polihidroxialcanoatos

Balseca et al. (2019), manifiesta que las enzimas PHA son las que catalizan
la solucién de R-3-hidroxiacil-CoA a polihidroxialcanoatos liberando CoA uniendo
monomeros para formar un biopolimero.

Las enzimas que estdn unidas a los granulos tienen una especificad de
sustrato, las cuales pueden aceptar nanémetros con diferentes nimeros de carbono,
en base a esta caracteristica, se clasifican en cuatro grupos con sus respectivas
subunidades y la especificidad de sustrato Serrano et al., (2018), como se muestra en

la figura3.
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Clase Subunidad Especies Sustrato

Ralstonia eurropha 3HAsci-CoA
(C3-C3)
4HAs1-CoA
3HAs -CoA 3HAsc -

CoA

il Pseudomonas 3HAMc-CoA
aeruginosa =C5)
m Allochromatium 3HAscz-CoA
vinosum (3HAucz-CoA [C6-C8]
4HA-CoA, SHA-CoA)
v Bacillus megaterium  3HAsci-CoA

~40kDa-22kDa

Figura 3. Clasificacion de las enzimas PHA sintasa
Fuente: Balseca et al. (2019)

Como se puede evidenciar, las PHAs sintasa clase | tienen como
microorganismo modelo a la Ralstonia Eutropha, por lo que estan compuestas de una
sola clase de subunidad (PhaC) y actlan sobre tioesteres CoA de varios 3
hidroxialcanoatos de cadena corta.

Sabiendo que el PHA son poliésteres almacenado a partir del exceso de
carbono, por naturaleza los microorganismos deben de contar con una enzima para
degradarlo y a la vez recuperar el carbono que ha sido ocupado, de esta manera se
denomina al PHA como una fuente de nutrientes para las bacterias durante unayuno
0 estrés nutricional. Delgado et al,. (2015).

3.3. Microorganismos productores de PHAs.

En base a los autores Arrobe & Cardona (2013), en la produccion de PHAS
intervienen muchos tipos de microorganismo, pero solo algunos seleccionados son
capaces de producirlo a gran escala Arrobe & Cardona (2013), por eso es necesario
la eleccidn de la bacteria ya que al elegirlo puede variar dependiendo de algunos

factores como:
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e Lahabilidad celular para utiliza fuentes de carbono no costosas.

e Lavelocidad de crecimiento.

e Sintesis del biopolimero

e Lacalidad.

e Cantidad del PHA.

e El costo de los procesos de recuperacion.
La produccién de PHA pueden ser por dos tipos de microorganismo; procariotas y
eucariotas, como:

e Ralstonia eutropha

e Alcaligenes latus

e Azotobacter vinelandii

e Pseudomonas oleovorans

e Paracccus denitrificans

e Protomonas extorquens

e E. coli recombinante

En cambio Balseca et al,. (2019), menciona gue las bacterias que tienen una

alta capacidad de acumulacion y produccién de polihidroxialcanoatos, por ejemplo:

e Alcaligenes eutrophus

e Alcaligenes latus

e Azotobacter vinelandii

e Pseudomonas oleovorans

e Pseudomonas aeruginosa.

e Cepas recombinantes de Alcaligenes eutrophus, Escherichia y Klebsiella

aerogenes
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- PFLA

Figura 4. Acumulacion de PHA en Pseudomonas aeruginosas
Fuente: (Balseca et al,. 2019).

A pesar de tener una alta eficiencia tiene altos costos de fabricacion de
aproximadamente 10USD x Kg en comparacion con la produccion de los plasticos
convencionales de 1USD kg, lo que implica a los precios de las fuentes de carbono
y los procesos de purificacion. Serrano et al. (2018).

De igual manera, se han evidenciado existencia del PHAs en los tejidos
animales y humanos por lo que estudios recientes han determinado que ayudan enel
control de las convulsiones, las enfermedades metabdlicas y mejorar el ritmo

cardiaco. ( Llumigusin et al. 2018).

Tabla 4. Produccion de PHA por diferentes microorganismos y estrategias.

Fuente de Cepa Bacteriana Modo de Factor Tipo de Acumulacién
carbono fermentacion limitante  polimero  de PHA (%)
Triglicéridos  P. seudomonas Fed-Batch NA Mcl 45,0
Glucosa P.aeruginosa Continuo  Nitrogeno Mcl 7,5
ATCC10145
Lysinibacillus Batch ND Scl 60,0
sphaericus
GBS1
Acidos grasos  P. putida Bet001 Batch Nitrégeno Mcl 49,7-68,9
Bagazo de P. aeruginosa Batch ND ND 60,0
cafia de
azlcar
Glucosa de Ralstonia Batch Carbono/ mlc Nd
harina de eutropha nitrogeno
yuca

ND: No Determinado
FUENTE: Llumigusin et al. (2018).
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3.3. Ralstonia eutropha

3.3.1 Descripcion

Son bacterias Gram negativas que no forma esporas, significa que tienen dos
membranas Yy tiene una mancha roja o rasada, tienen dos flagelos y dos membranas
que generalmente tienen forma de varilla. Diana et al. (2016), consideran que ademas
que el microorganismo tiene un habitat de 30°C, por lo cual no requieren un entorno
haléfilo (no salado). Se puede encontrar en los suelos o aguas ricos en carbono. El
microorganismo tiene un gran potencial en el uso de la biorremediacion ya que es
capaz de degradar azucares fermentables para originar alrededor se citoplasma
granulos de polihidroxialcanoatos o polihidroxibutiratos.

3.3.2. Clasificacion taxonémica.

Tabla 5. Taxonomia de la célula

Dominio Bacterias

Filo Proteobacterias

Clase Betaproteobacterias

Orden Burklolderiaceae

Familia Burkholderiaceae

Genero Cupriavidus / Ralstonia / Wautersia

3.3.3. Sintesis de produccion de PHAs.

Esta bacteria produce moléculas de acetil-CoA a partir del metabolismo de
los carbohidratos, las cuales son incorporadas a la biosintesis de nuevos acidos
grasos, por lo que genera el 3-hidroxiacil, que es transportado de la ACP para la
coenzima A(Coa) y ahi es polimerizado por la accién de la PHA sintasa, cabe
mencionar que este microorganismo genera PHA cuando existe ausencia de
elementos nutricionales como N, P, O, o Mg. ( Malagon & Lopez & Martinez, 2017),

asi también, se caracteriza por la capacidad de acumular grandes cantidades de PHAS

33



del tipo poli-p-hidroxinutirato (PHA) y con un peso seco de la bacteria cerca del 80%,
dentro de un medio a partir de fuentes de carbono econémicas tales como laglucosa,
fructosa y residuos oligonoleicos. La cepa nativa puede crecer sobre la glucosa por
lo que es necesario establecer condiciones para la acumulacion del polimero.

3.3.4. Produccion del polihidroxialcanoatos.

En la produccion del polimero a partir de la bacteria Ralstonia eutropha, la
estrategia mas utilizada es la fermentacion; consta de un cultivo de lote alimentado
(tipo batch) en el cual, las células crecen hasta un determinado acumulamiento de
biomasa, en donde se encuentra la concentracién de granulos de PHAs deseados, para
ello y en cierto tiempo la concentracion de un nutriente esencial es limitada para
favorecer la sintesis de PHAs. En el tiempo en que se limita este nutriente le
acumulamiento de la biomasa es constante presentandose la acumulacion del
biopolimero. En este proceso las bacterias sintetizan el PHA por medio de diferentes
sustratos cuyos polimeros son almacenados en el citoplasma como reserva de
carbono, ya que la bacteria es expuesta a condiciones de estrés. Sanabriaetal., (2017).

3.3.4.1. Cultivo por lote tipo batch.

El proceso de fermentacion para la producciéon de PHAs es muy parecido a
las bebidas fermentadas como la cerveza y el vino, dicho de otro modo, en tanques
agitados con un medio adecuado para el crecimiento de los microorganismos que
producen PHA, en la actualidad para la produccion de PHAS existen varios procesos
de fermentacion industriales como: reactores batch, reactores batch semi-continuo,
cultivo de alta densidad celular entre otros. Fuentes et al, (2015).

Estos procesos son faciles de manejar ya que de estos se pueden hacer
estudios de crecimiento, modelacién, comportamiento del microorganismo y la

acumulacién del polimero, en si este tipo de sistema limita a un nutriente en especial
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que es el nitrogeno (N) que causa el crecimiento de la biomasa, mientras que otro de
los nutrientes como el carbono en especial se encuentra en exceso. De igual manera,
el proceso de fermentacidn tiene una ventaja de no causar dafio al medioambiente ya
que los subproductos generados suelen ser agua y CO». Fuentes et al., (2015).

El tiempo de duracion es de 36 a 72 horas tiempo en el cual las células pasan

por unas etapas de crecimiento.

3.4.1.1. Etapas
e Produccién de la biomasa. — consiste en llevar a cabo un cultivo enriquecido
que favorece el crecimiento de la biomasa.

e Acumulacion del PHA. - consiste en el alimento del medio de cultivo con la
limitacion de algunas de los nutrientes como le fosforo, nitrégeno, oxigeno, sulfuro
y magnesio, las cuales favorecen la acumulaciéon del biopolimero, lo cual se
adiciona un exceso de glucosa complementada con acido propidnico

Para la produccion de PHAs se emplea un biorreactor donde el sistema se
conforma con una entrada continua de nutrientes, pero mas no una salida ademas es
necesario que tenga un volumen de 3 litros, agitado mecanicamente con control de

pH y temperatura. Betancur et al. (2011).
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Tabla 6. Condiciones para la obtencion de PHA a partir de la Ralstonia

Eutropha.

PRODUCCION DE PHA A partir de Ralstonia eutropha

Procesos

Harina de yuca

Acondicionamiento
de sustrato

Consiste en la hidrolisis enzimatica para la obtencion de la
glucosa

Activacion de cepa
Microbiana

Por la activacion de tripticasa soya

Incubacién

Temperatura de 32°C por 48 horas

Fermentacién

Durante 36 horas, en un medio minimo de sales a 30°C y
agitacion de 150rpm utilizando como inoculo enriquecido
tripticasa soya al 10 %

Extraccion de PHA

Centrifugacion en un medio fermentado a 4500 rpmdurante
15 min. Para posterior extraccion empleando 5MI de acido
sulfarico 0,1 M en ebullicion durante 1 hora.

biopolimero extraido

Con una relacion de C/N=20, la produccion de biopolimero
de 0,62¢g/L.

Fuente: Oscar et al. (2016).

3.3.3. Aplicacion en la biotecnologia

La bacteria es capaz de degradar compuestos cloromaticos y contaminantes

qguimicamente, ademas los microorganismos son modelos de estudio para la

produccién microbiana de poliésteres biodegradables que acumulan grandes

porcentajes de granulos de PHAsS.

Ademas, estudios recientes han demostrado que se pueden usar como

material para aplicaciones biomédicas tales como filamentos de sutura, portadores de

drogas e incentivan el crecimiento celular.
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3.4. Proceso de obtencidn y purificacion de PHAsS.

3.4.1. Produccién de los Biopolimeros y Proceso de Purificacion

Materiales

l Microorganismo
Medio de preparacion l

l' Preparacion del inoculo

Medio de cultivo

Cultivo

|

-’ —’ .
Separacion celular Residuos celulares

!

Separacion y
purificacion  de
biopolimero

Produc'l'o final
biopolimero

Figura 5. Produccion del polimero
Fuente: Malagon et al. (2017).

3.4.2. Aislamiento y deteccion de bacterias productores de PHAs

En la sintesis y descomposicion de los polimeros interviene las especies
microbianas, por lo que en el suelo existe millones de bacterias con la capacidad de
degradar este tipo de polimeros que son encargadas de la hidrolisis de las
despolimerasas estas pueden ser intracelulares que tienen la funcion de aprovechar
esta reserva nutricional o a su vez pueden ser extracelulares que son sintetizadas por
los microorganismos de la comunidad para el uso del carbono existente. (Marina et
al., 2019)

Se comienza con el aislamiento de la bacteria productora de PHAs para lo

cual, es recomendables utilizar diluciones seriadas del suelo y posteriormente
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sembrar en un medio con sales minerales en un PH de 7,0 y la glucosa como fuente
de carbono. En cambio Silvia, Moreno & Montoya (2012), recomiendan que para la
deteccion de las colonias productoras de PHAs sembradas, se puede utilizar el
método de tincion con el Negro Sudan, rojo de Nilo, o azul posterior a eso se debe
utilizar un microscopio con un aumento de 100X, si las bacterias lleguen a presentar
una fluorescencia rojo-naranja, esto nos indica si existe la produccion de PHAs,
mientras con la tincion de negro sudan las bacterias que contienen el polimero se
pinta unos pequefio granulos de negros entre méas grande sea el PHAs, el

microorganismo es vuelve mas pequefio.

Figura 6. Micrografia de la tincion con Sudan Negro de las células de R.
Eutropha.

3.5 Métodos de identificacion.

3.5.1 Identificacién molecular (PCR)

Como bien se habia dicho los polihidroxialcanoatos (PHAS), son sintetizados
intracelularmente en la célula de la bacteria, la cual se utiliza como reserva de
carbono. Para que suceda esta reaccion, la bacteria debera contener en su estructura
proteica un gen PhaG capaz de transformar los acidos grasos hacia la sintesis de PHA,
por lo que comprende de la composicion de los monomeros del microorganismo y de
la fuente de carbono utilizada, ya que ésta puede transformarse en precursores de

hidroxiacil-CoA por diferentes rutas metabolicas; el cual debera ser encontrado por
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medio de una comparacion de proteinas PhaG ya conocidas; una proteina similar a
PhaG, fue encontrada siendo codificada por el gen H16_A0147 productora de
PHAs y dicha presencia del gen es confirmada preliminarmente usando PCR.
(Uribe Acosta & Villa Restrepo, 2019).

3.5.2. Identificacion bioquimica mediante las tiras Api20E.

Con base en el informe de Biologia et al., (2016), manifiesta que para que una
celula viva crezca y se reproduzca debe de tener la capacidad de poder metabolizar
los componentes quimicos necesarios para obtener energia y de igual manera los

elementos que pasan a constituirse de su material celular.

Es asi que como estas pruebas bioguimicas nos ayudan a determinar la
existencia o0 ausencia de una enzima o una via metabodlica que puede ser en uno o

mas microorganismos. Entre las que mas se usa puede ser:

La técnica llamada APl son un método de ayuda de identificacion de
levadura, bacterias entéricas especies microbianas dela familia Enterobateriaceae y

otros bacilos Gram negativos.

3.4.3 Métodos de extraccion de PHAS

La extraccion del biopolimero consiste en la aplicacion de solventes que
permiten destruir la membrana celular extrayendo el PHA del citoplasma, que es el
lugar donde se almacenan, poniendo a un lado la biomasa residual y los residuos que
quedan en la pared celular son separados por medio de los procesos de: filtracion y/o
centrifugacion. Como procedimiento final purificamos empleando una mezcla de

solventes.
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3.4.4. Cuantificacién y Caracterizacion estructural de los PHAsS.

Muchos estudios dedicados a la produccidn de PHAs muestras que los costos
de produccidn son por encima de los valores de la obtencion de los polimeros fésiles.
Para que los biopolimeros sean de facil acceso es necesario optimizar los costos de
extraccion y purificacion del material.

Los ultimos estudios de extraccion de PHAs para diferentes bacterias, nos
han llevado al uso de solventes para asi obtener un biopolimero de alta pureza y la
eliminacién de endoxtinas presentes en la bacteria, aun asi, esta técnica es un poco
costosa y menos amigable con el medio ambiente, por lo que se ha estudiado diversas
técnicas, por ejemplo, la purificacion con fluidos super critico o la técnica de
disrupcion mecanica.

Al finalizar el proceso de fermentacién se realiza la medicion de la
concentracion de biomasa y de fructosa. La biomasa se midié indirectamente
mediante la lectura de absorbancia en un espectrofotometro teniendo una curva
patrén construida para R. eutropha que relaciona absorbancia y peso seco de la
biomasa, usando como blanco solucién salina a una longitud de onda de 600 nm, esto
se lo realiza con muestras tomadas cada 3 horas de todo el tiempo de produccién de
PHAs. Actualmente, existe nuevas técnicas de liberacion espontanea de PHA en
bacterias y la dilucién de la membrana celular en el aire, por lo que es una de las
técnicas muy efectivas en la disminucién de costos de extraccion de purificacién de

polihidroxialcanoatos a escala piloto.
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Tabla 7. Métodos de extraccién de los polihidroxialcanoatos

Métodos de extraccion.

Ventajas.

Desventajas.

Extraccion por
solventes

Eliminacion de
endotoxinas, no degrada
el polimero

Es una técnica costosa y
se puede obtener poco
Polimero

Digestion enzimatica

Baja recuperacion

Alto costo de enzimas

Disrupcion mecanica

No usa quimicos

Requiere varias etapas en
el proceso

Fragilidad celular

Emplea la fragilidad
celular

Método de digestion
Digestion con NaOCI.
Digestion con NaOCl y
cloroformo.

Digestion con quelatos y
surfactantes

Alta pureza.
Alta pureza, baja
degradacion del
polimero.

Alta pureza, baja
contaminacion.

Degradacion del
Polimero

Alto costo de solventes
empleados.

Gran cantidad de agua
residual con contenido de
biopolimero.

Fuente: Oscar et al. (2016)
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IV. MARCO METODOLOGICO.
1.1.1 UBICACION DE LA INVESTIGACION.

4.1.1 Localizacion de la investigacion.

La presente investigacion se desarroll6 en la Universidad Estatal de Bolivar,
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente,
Departamento de Investigacion y Vinculacion, en los laboratorios de Suelos y de
Biologia Molecular.

Tabla 8. Datos de la localizacion de la investigacion

UBICACION LOCALIDAD

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Sector Laguacoto Il

Direccion Via Guaranda — San Simon Km 1 %2

Elaborado por: Alulema W,2021)
4.1.2 Situacioén climatica y geogréfica.
Tabla 9. Parametros de la situacidn geogréfica y climatica del lugar de

la investigacion

PARAMETROS VALOR
Altitud 2800 msnm
Latitud 01°34'15" sur
Longitud 79°0'02"0este
Temperatura minima 8°C
Temperatura media anual 13°C
Temperatura maxima 18°C
Humedad 75%

Fuente: (Estacion Meteoroldgica, Universidad Estatal de Bolivar, Laguacoto 11, 2017)
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4.1.3 Material experimental.

25 cajas Petri aisladas (bacterias obtenidas de suelos de cultivos de cafia de

azucar en el sector de Babahoyo de la empresa Ingenio Valdez).
Se recolectd 6 muestras del suelo.

4.2 MATERIALES Y EQUIPOS.
4.2.1 Materiales de laboratorio.

e Vasos de precipitacion

e Probetas.

e Varillas de agitacion.

e Espatula.

e Micro-pipetas.

e Puntas para micro-pipetas.

e Tubos para centrifuga.

e Tubos Eppendorf.

e Pizetas.

e Guantes de latex, mascarillas.

e Pipetas.

e Cajas petri.

e Mechero.

e Gradillas.

e Microtubos Eppendorf.

e Gradillas de Eppendorf.

e Asas de siembra.

e Buretas de precision.
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Identificacion mediante PCR.

4.2.2 Reactivos.

Sarcosyl
Cloroformo.

NaOH.

Agua miliQ.
Cloroformo.
Alcohol Isoamilico.
Acetato de sodio.
Etanol absoluto
Fucsina basica.
Lugol.

Violeta de genciana.
Sudam black B
Medios de cultivos.
Caldo trpticasa soy broth
Reactivo somigi
Reactivo de neelson
Solucién de Rectivo DNS.
Sulfato de magnesio.
Cloruro de calcio.
Peptona.

Glucosa.

Sulfato ferroso.

Na CI.
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Sulfato de sodio.
Almidon de yuca.
Enzima alphamilasa.
Enzima glucoamilasa
Bacto Agar.
Agua destilada.
Acido Sulfanilico.
4.2.3 Equipos de laboratorio.
Estufa de marca MEMMERT.
Balanza analitica de marca citizen.
Incubadora de marca MEMERT
Cuenta colonias de marca TECHNE
Céamara de flujo laminar de marca Inglobal Cia.Ltda
Espectrofotémetro
Agitador orbital Thermo SCIENTIFIC
Plancha de calentamiento de marca IKA-CMAG
Bafo maria de marca bafio de agua MEMMERT.
Agitador vortex de marca Fisher Scientific
Microscopio eléctrico convencional de marca AmScope
Autoclave de maracBKQ-B75I1
Termociclador de marca TECHNE

Centrifuga 5804R de marca Eppendort
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4.2.4 Materiales de oficina.
e Materiales de escritorio.
e Transporte.
e Libreta para recopilar datos.
e Tabulacion de datos.
e Trascripcion.
e Impresién del documento.

e Empastado.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO.

4.3.1. Tipo de disefio.

4.3.2. Factor de estudio.

Tomando como referencia el objetivo especifico cuatro, para la acumulacién
del PHAs en la bacteria, se aplicé un disefio experimental que se utilizaron los
siguientes factores de estudio.

Tabla 10. Descripcion de factores de estudio

Factores de estudio.

Factor Cadigo Nivel

Concentracion de ED A al: 10%
a2: 7,5%
a3: 5%

Tiempo B b1:72 h
b2:36 h

Fuente: Trabajo experimental 2021
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Tabla 11. Combinacion de factores.

Combinaciones de niveles

Tratamientos Caodigo A
T1 albl 10%
T2 alb2 10%
T3 azbl 7,5%
T4 a2b2 7,5%
T5 a3bl 5%
T6 a3b2 5%

72h

36h

72h

36h

72h

36h

Elaborado por: (Alulema W, 2021)

4.3.3. Caracteristicas de experimento.

Tabla 12. Caracteristicas del experimento.

Localidad 1
Numero de tratamientos 6
NuUmero de repeticiones 3
Tamario de la unidad experimental 4,5
NUmero total de muestras 18

Fuente: Trabajo experimental 2021

4.3.4. Andlisis de varianza ADEVA

Se utiliz6 un, disefio de bloques al azar, segun el siguiente esquema de

ADEVA.
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Tabla 13. Andlisis de varianza (ADEVA)

Fuentes de variacion Grados de libertad
Total (t-r) 3

Tratamientos (t-1) 5

Bloques (repeticiones-1) 2

Error Experimental (t-1) (t-r) 15

Fuente: Trabajo experimental 2021

4.3.5. Modelo matematico DBCA.
El siguiente modelo matematico:

Yij = W+A;+Bj+AB;+E;j
Donde:

Yijk Es el valor de la variable respuesta en la repeticion k del nivel i-ésimo de Ay
el nivel j-ésimo de B

u
Promedio general si no se hubiese aplicado ningun tratamiento,

A ., )
I' Es el efecto del i-ésimo nivel del factor A

B .
) Es el efecto del j-ésimo nivel del factor B

AB

' Es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A y el j-ésimo nivel

€.
1K - 65 el error experimental en la repeticion k del nivel i-ésimo de A y el nivel j-

ésimo de B.
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4. 4PROCEDIMIENTO.

4.4.1. Recoleccion de suelos.

Las muestras recolectadas fueron de 500 g a una profundidad del suelo de
0-15 cm, las cuales fueron recogidas de diferentes zonas en manera de zigzag a una
distancia de 2 metros. Se seleccionaron 6 muestras de suelo en donde existe cultivo
de cafia de aztcar (“En la ciudad de Babahoyo en el sector de los puentes gemelos,
en la finca Ingenio Isabel Maria”).

Ya selladas las muestras fueron trasladadas al Departamento de
investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar, dentro de un cooler con hielo seco
tratando que no exista contaminacion dentro de las fundas ziploc.

4.4.2. Aislamiento de microorganismos del género Copriavidus necator.

Para el aislamiento de esta especie del género Copriavidus necator, se inici
a partir de un cultivo liquido en medio APT (agua peptona tamponada) (Emd
milpore, VM666728443, Alemania) y 10 gramos de cada muestra las cuales
fueron puestas en cada Erlenmeyer, posterior a eso se incubo a 38°C x 24 horas; una
vez finalizada el tiempo se procedi6 a hacer soluciones serias con agua estéril de cada
una de las muestras hasta la dilucion My 5.

Para la inoculacion de las bacterias diluidas se cultivé en placas con Agar Mc.
Conkey midiendo 1 ml de muestra e inoculando en cada caja petri, finalizado esto se
etiqueto y se selld para trasladarla a la incubadora a 38°C durante 72 horas.

Finalizado el tiempo de incubacion se procedid a contar las colonias en una
cuenta colonias (codigo SC6PLUS de marca techne fisher Scientific, del pais de
origen de Espafa.) dividendo a las cajas petri en cuatro cuadrantes; se clasificaron a
las placas que obtuvieron un mejor crecimiento y acumulacion de colonias, para
después identificar su morfologia mediante una tincion de Gram como lo describe.

Barbosa & Romeo (2005)
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4.4.3. Confirmacion inicial de los aislados obtenidos
Las colonias con morfologia caracteristica en placa fueron observadas
mediante microscopia por Tincidn de Gram, las cuales mediante su coloracion vista
en un microscopio se puede deducir qué tipo de bacterias se obtuvo; color rosa Gram
negativas (productoras de PHAS); color violeta Gram positivas (no productoras de
PHAS), el protocolo utilizado se describe a continuacion:
e Extension.
e Desecacion.
e Fijacion.
e Teflido con Violeta de Genciana durante 1 minuto.
e Sin lavar, se reemplaza el colorante por la solucion de Lugol, arrastrando primero.
e ydejandole actuar durante 1 minuto.
e Lavado 1 con agua destilada.
e Decolorado con alcohol durante 30 segundos.
e Lavado 2 con agua destilada.
e Tefiido con Fucsina basica diluida durante 3 minutos.
e Lavado 3, secado y observacion al microscopio con el objetivo de inmersion.
Las cepas con caracteristicas especificas a pertenecer supuestamente al
género Copriavidus necator presentaron en forma de diplococos Gram negativas,

posteriormente, fueron congelados en crio viales.
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4.4.4. Extraccién del DNA de las bacterias aisladas (método boiling).

Se seleccionaron los aislados de las bacterias obtenidos de muestras del
suelo, para lo cual, se prepararon cajas petri con un medio TSB, en las cuales fueron
resembradas las bacterias Gram(-) conforme a lo establecido por Maddela et al.
(2015). La siembra de las bacterias se lo llevd a cabo tomando las colonias y
haciendo un frotis en forma de estria sobre las cajas de agar TSB, que
posteriormente fueron incubados a 37°C durante 24-48 h conforme lo establecido
por, Vasconez Vinza et al, (2020).

4.45. Extraccion de ADN.

Con el objeto de conocer la calidad de material genético del microorganismo
aislado, se procedio a realizar la extraccién de ADN, para lo cual, se realizé conforme
el siguiente protocolo:

e Se tomo con el aza al rojo vivo la muestra del microorganismo aislado en un

medio de agar triptycasa de soja.
e Setrasladé a la muestra a un tubo eppendorof + 1ml de agua mili-Q

e Para extraer el DNA las cepas, se re-suspendio las células en 200ul de agua

esteéril.

e Se centrifugo durante 15s a 10000 rpm.

e Las células se re suspendieron en 200pl de sarcosyl al 1%, se centrifug6 a 14000
rpm durante 4 min y se desechd el sobrenadante

e La extraccion del DNA se llevo a cabo afiadiendo a las células 100l de NaOH
0,05M, que se calentd a 100°C durante 4 min.

e Transcurrido este tiempo se afadieron 300ul de agua mili-Q estéril, se
homogeneiza la mezcla de forma suave y se centrifuga a 12000 rpm durante 3

min para eliminar los restos celulares. Después de la centrifugacion, se trasvasé
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el sobrenadante a un segundo tubo Eppendorof de 1,5 ml, se afiadié un volumen
igual de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1), se homogeneizd con micropipeta
durante 10 s y se centrifug6 a 12000 rpm durante 3 min.

e Lafase acuosa se trasvaso a un tubo nuevo y se adiciond un volumen equivalente
de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), posteriormente se homogeneizo
nuevamente durante 10 seg y se centrifugd durante 3 min a 12000 rpm.

e Se trasvasd una vez mas la fase acuosa a un nuevo tubo, se afiadieron 0,07
volimenes de acetato de sodio pH 7 (Amresco, USA) y 4 volimenes de etanol
absoluto (Merck).

e Se agito por inmersion y se mantuvo a -20°C durante 12h.

e Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min, se eliminé el

sobrenadante y las muestras se secaron en SpeedVac durante 5min.

e Seagregaron 200pl de agua mili-Q estéril a cada uno de los tubos y se calentaron

a 42°C durante 15 min para disolver el DNA.
4.4.5.2 Verificacion de la calidad del ADN en el espectrofotémetro Nano

Drop

La concentracién del ADN se realizo6 utilizando un micro-espectrofotometro
(NanoDrop) (Thermo Scientific™, ND-ONE-W, USA). Para lo cual, se programd
el equipo y se coloco 1 pl de material genético (ADN) sobre el lector de la columna
del NanoDrop, y se grabd concentraciones en ng/ul obtenido. ElI mismo
procedimiento se lo realiz6 con todas las muestras que se desea saber la cantidad de

material genético que existe.
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4.4.6. Verificacion de la bacteria mediante PCR.

4.4.6.1. Método de amplificacion.

Para la amplificacion mediante PCR, se utilizo como plantilla al ADN de R.
eutropha para el desarrollo y la optimizacion de la amplificacion de los genes phaG-
like, lo cual se utilizaron los cebadores dirigidos al gen phaG-like H16_A0147
descritos por, Uribe Acosta & Villa Restrepo (2019), y se envié la secuencia a la
empresa biomol para su sintesis.

4.4.6.2. Procedimiento

La PCR se llevé a cabo con las siguientes instrucciones.
En la reaccién se incluyeron cuatro controles negativos sin ADN a temperaturas de
recocido de 54, 56, 58 y 60.
La reaccién del Mix de PCR se realizé utilizando los siguientes reactivos:
e 50 pL PCR buffer (-50 nM KCI aforado al 1%).
e 25Mn MgCl.
e 0,2 Mm DNTP.
e 0,5puM primer.
e 0,5UL Taq DNA polimerasa
Las secuencias de los primers fueron los siguientes:

e R. Forward: 5’- CACGCCACCAGCCGAAA-3’

e R.Reverse: 5’- GATTGGATCCTCACGGAACGTCG-3’

Forward 3r tuvo una concentracion de 107,4 nmol, este fue diluido a 0,1047 pum. De
igual manera, el cebador Reverse KT1 pheC tuvo una concentracion de 113,7 nmol

por lo que fue diluido a 1137 pum.
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La solucion del mix fue la siguiente:

Master mix 25 pl x2 50 pl.
Reuphe3r 1ul x2 2 pl.

KtlpheC 1l x2 2 ul

Total 27 ul

Agua mili-Q 18 ul x2 36 pl

Total, de solucion para los 4 tubos eppendorof 45 pl

Se afadio 5 pl del ADN de la bacteria.

Luego de haber concluido la reaccion mix, las muestras se llevaron a amplificacion

en un termociclador (serie TC3000 20X0,5ML, marca Techne FTC3/05, origen

Espafia) con los siguientes tiempos de ciclado.

Desnaturalizacién inicial 95°C

Desnaturalizacion 95°C
Union de cebadores 53°C
Extension 72°C
Extension final 72°C

30 seg
20 seg
45 seg

60 seg

120 seg

Al haber concluido estos pasos en el termociclador se programa para que se realice

30 ciclos.

4.4.7. Electroforesis de las muestras aisladas.

Los productos resultantes de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa.

El objetivo de este proceso es constar la existencia del gen productora del PHAsS,

mediante los siguientes pasos:

Preparar el gel agarosa, en una relacion de 1,2% en 100 ml de agua tampdn,

esta solucion se calentd en un microondas por un minuto con agitacion

constante para poder disolver todo el agar.
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Posteriormente se puso en el recipiente con el peine donde se va colocar las
muestras.

Se obtuvo 4 muestras de diferentes plaquetas aisladas.

Para lo cual, se prepard 6 pl de blue/Orange 6X que se distribuyd en dos
gotas para dos muestras sobre una caja petri y lo mismo se hizo para las dos
muestras.

También se preparé 6 ul de marcador de peso moleculares (Green 6) +
tampdn de carga.

Al tener listo estos, se procedié a cargar el marcador de peso molecular + el
tampdn de carga en el segundo posillo marcado por el peine en el gel agarosa.
Seguidamente se tomaron 3pul del ADN la primera gota del blue orange6x,
una vez homogenizado se procedi6 a colocar toda la solucion en el tercer
pasillo del gel agarosa.

Este mismo paso lo realizamos para todas las muestras.

Una vez finalizado este procedimiento se dejo correr el gel a 110 voltios
durante 45 min.

Al finalizar este tiempo se preparé agua tampdn con el colorante diamont
DNA gel y se puso el gel agarosa con el ADN amplificado y se dejé en reposo
durante 30 minutos. Para luego visualizar en un transiluminador (12824038,

Syngene DG1, Espaiia) la amplificacion del ADN requerido.
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4.4.8. Caracterizacion de los microorganismos aislados mediante las
tiras APl 20E

e Para la identificacion en las tiras API se sigui6 una serie de pasos.

e Etiquetar las galerias API en la lengleta lateral de la cdmara de incubacion

e Llenar con agua destilada, los alveolos del fondo de la camara de incubacién.

e Colocar la galeria API dentro de la camara de incubacion.

e A partir del tubo de suspension, proceder a inocular las galerias de izquierda
a derecha.

e Se introdujo el inoculo en los pozos de la galeria con la ayuda de una pipeta
Pasteur estéril. Tener cuidado de no mezclar el contenido de cada pozo una
vez hidratado el medio de cultivo.

e Para las pruebas CIT, VP Y GEL se llen6 el pozo y la cipula, en cambio
para las otras pruebas llenar Gnicamente los pozos. Para las pruebas ADH,
LDC, ODC, H,S y RE crear una atmoésfera anaerobia llamado la clpula con
aceite mineral estéril.

e Posteriormente se inoculd dos galerias por equipo, una con el tubo de la
suspension de la bacteria problema y la otra con la cepa de referencia.

e Por ultimo, se cerrd la camara de incubacion e incubar a la temperatura
optima de desarrollo determinada durante 18 a 24 horas ya por ultimo realizar

la lectura. (Biologia 2016).

4.4.9. Hidrolisis del Almidon de yuca como fuente de carbono
El proceso de hidrolisis se realizo a partir de la extraccion del almidon de
yuca, con la intencion de identificar las variables que puedan afectar al momento de

la obtencion del biopolimero.
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4.49.1. Obtencion del almidon de yuca.

4.49.1.1. Diagrama de flujo de la extraccion del almiddn de yuca.
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Figura 7. Flujograma del proceso de extraccion del almidén de yuca.



4.49.1.1.2 Descripcion del proceso.

La extraccion del almiddn se realizé de la siguiente manera:
5 Kg del tubérculo (la yuca) se lavo y se pelo

e El tubérculo fue troceado con un cuchillo, en cubos de maximo 2 cm, y se
dejaron remojar durante 30 minutos en una solucion de bisulfito de sodio, con
una concentracion de 1500 ppm, en una relacion 1:3 (p/v).

e Lamezclade los cubos con agua fue sometida a un licuado durante 5 minutos
a méxima velocidad.

e Al licuado obtenido se le adicioné agua sulfitada (1500 ppm de bisulfito de
sodio) en la proporcion 1:1 (v/v).

e Posteriormente se filtrd con una tela cedazo para eliminar la fibra.

e El filtrado se dej6 sedimentar bajo refrigeracion a 4°C durante 4 horas, el
sobrenadante fue eliminado.

e Nuevamente se realiz6 un lavado del almidén durante tres veces con agua

destilada. En proporcion de 2:1. Se control6 que el decantado sea translucido.
e El almiddn fue secado a 40 °C durante 24 h en una estufa.
e Finalmente, se guardo en frascos de vidrio color &mbar y tapa hermética, y
almacenados a temperatura ambiente para su posterior uso.
4.4.9.2. Preparacion de la muestra a hidrolizar.
Se prepard una mezcla de almiddn en proporcion 4:1, es decir 80 % de agua
y 20 % de almidon en este estudio se realizO tres suspensiones con diferentes
concentraciones de enzima.
T1: Se peso 10 g de almidon y se aforo a 50 ml con agua destilada al 20%.
T2: Se peso6 20 g de almidon y se aforo a 100 ml con agua destilada al 20%.

T3: Se peso 10 g de almidon y se aforo a 50 ml con agua destilada al 20%.
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4.4.9.3 Hidrolisis del almidon.
4.49.3.1 Gelatinizacion

Se calentd la mezcla de agua-almidon se trasladé a bafio maria a 805 °C

durante 25 minutos.

4.4.9.3.2. Licuefaccion.

Posterior a la gelatinizacion se dejé enfriar hasta 70 °C, se ajusto el pH a 6,5
utilizando una solucién de acido citrico al 10 %, luego se adicion6 5,625 ml de la
enzima alfa amilasa

Se ajustd la temperatura a 70+5 °C y se dej6 reaccionar durante 36 minutos
por 250 rpm en el agitador orbital, después del cual se calent6 a 85 °C durante 5
minutos para inactivar la enzima.

4.4.9.3.3. Sacarificacion.

Una vez desactivada la enzima se enfrio a 60°C y se puso 7,5 ml de
glucoamilasa y se dejo por 24 horas, hasta alcazar una cantidad de 8solidos totales
de 64°brix. Finalmente, se llevd a 80°C durante 1 min para desactivar la enzima.

Tabla 14. Condiciones de hidrolisis del almidon de yuca

Tratamientos Tiempopyras PBriXXiniciai  (Cant. a-amilasa  [Cant. Glucoamilasa

00:00 11 5625ml | —mmemeeee-

T1 04:00 28 | e o 7.5ml
L R T EEEUUUNN U ——
00:00 11 2,00 ml

T2 04:00 1 S 6,25 ml
22:00 | s | e | e
00:00 11 500ml | —mememeeee-

T3 04:00 (T [ 6,25 ml
PR [ L —

Fuente: Trabajo experimental 2021
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4.4.9.4.Proceso de cuantificacion de Azucares Reductores en el jarabe
hidrolizado de almidén de yuca.

Tabla 15. Composicion del reactivo de cuantificacion.

Reactivo (reactivo de neelson): Reactivo B(reactivo Somogy):
Sulfato de sodio Acido sulfurico.

Tartrato de sodio y potasio. Arseniato de sodio.

Carbonato de sodio. Molibdato de amonio di-hidratado

Sulfato de cobre.

Bicarbonato de sodio.

Fuente: Trabajo experimental 2021

Fase 1.

Preparacion del reactivo Somogy.

Se prepar6 disolviendo 480 mg de tartrato de sodio y potasio y 960 mg de
carbonato de sodio anhidro en 10 ml de agua. Los reactivos subsiguientes se
adicionaron mientras se agitaba:

1) Una solucién de 160mg de sulfato de cobre penta-hidratado en 100 ml de

agua.

2) Incorporacion de 16 g de bicarbonato de sodio.

3) Una solucion de 180 mg de sulfato de sodio anhidro en 500 ml de agua,

se llevo a ebullicion durante 1 minuto y posteriormente dejar a temperatura

ambiente para que se enfrié.

Posteriormente se filtra en caliente para obtener una solucion clara y se

guardd en un frasco color &mbar.
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Fase 2.

Preparacion del reactivo de Neelson.

Se prepara disolviendo 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua, con
adicién de 21 ml de &cido sulfarico del 96% y de una solucién de 3,0 g de arseniato
hidrégeno di-sédico hepta-hidratado en 25 ml de agua.

La solucion final se dejo incubar a 37° C durante 24 horas antes de su
utilizacion y se almacend en un frasco oscuro.

Procedimiento de lectura en el espectrofotémetro

e Para empezar, se preparo la glucosa estandar.

e Se prepar6 estandares de glucosa de 10, 20, 50, 100, 200, 300 pl/ml a partir
de una solucion madre de glucosa de 1000ppm

e Se afiadié 500 pl en diferentes tubos de ensayo rotulados cada uno de los
estandares de glucosa.

e Posterior a eso se puso 500 pl del reactivo de Somogy y se llevd a
calentamiento en agua hirviendo por 10mint.

e Una vez transcurrido este tiempo se enfrid y se puso 500 pl del reactivo de
Nelson se dej6 en reposo durante unos 5 minutos y se dio lectura en el
espectrofotometro a una absorbancia de 650 nm.

4.4.10. Protocolo de disefio de fermentacion bacteriana.

El procedimiento ha sido estudiado dentro de un cultivo por lotes alimentado,
esto se hizo por el motivo de que estos procesos son faciles de manejar y ademas de
eso resultan ser muy adecuados para realizar los estudios de crecimiento,
comportamiento de los microorganismos y la acumulacién del polimero; la
finalidad de este estudio es que uno de los nutrientes en especial el nitrégeno limite
el crecimiento de la biomasa hasta que la célula se adapte al medio, transcurrido

este tiempo, la intervencion de otros nutrientes en especial el carbono se encontrara
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en exceso dando como resultado la acumulacion de la biomasa y el biopolimero
como tal. El procedimiento en si, tiene una duracion de 72 horas, por lo cual, las
celulas pasan por unas etapas de crecimiento.

Las etapas de crecimiento utilizadas fueron las siguientes.

Etapa 1.- Se lleva a cabo a través, de un medio de cultivo enriquecido (TSB)
y las cepas bacterianas (Ralstonia eutropha), en locual se establece la adaptacion de
la bacteria para favorecer el desarrollo de biomasa.

Etapa 2.- Al medio de cultivo se alimenta en las primeras 24 horas con
limitacion de nitrégeno, una vez finalizado el tiempo de adaptacién y crecimiento
celular, se agrega pulsos de glucosa (jarabe hidrolizado de almidén de yuca), para
promover la formacion e inducir la acumulacion del biopolimero.

Los cultivos fueron monitoreados tomando muestras cada 4 horas durante el
tiempo que dura la fermentacion, esto con la finalidad de poder evaluar el crecimiento
y la presencia de los granulos del biopolimero. Las muestras tomadas se mantuvieron
a 4°C hasta el respectivo analisis.

4.4.10.1. Preparacion de medio de sales minerales.

Para cada litro de medio de sales minerales (MSM) contenia las siguientes

soluciones:

6,7 g/LNa,HPO,.7H,0

1,5 g/L KH,PO,.

1,0 g/L (NH4),50,

0,2 g/L MgS0,.7H,0.

citrato de amonio y hierro 60mg/L.

10 mg/L CaCl,. 2H,0.
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En donde se agregd un ml de solucion de oligoelementos que contenia en 1 litro.
0,2 g/L of CoCl,. 6H,0.
0,3 g/L of H3BOs.
0,1 g/L of ZnSO,. 7H,0.
10 mg/L of CuSO,.5H,0.
30 mg/L of MnCl,. 4H,0..
30 mg/L of NaMo0,. 2H,0.

10 mg/L of NiCl,. 6H,0.

4.4.10.2 Reactivacion de la cepa bacteriana.

Para activar la cepa (Ralstonia Eutropha), se siguié la metodologia
recomendada por Diana et al. (2016), en la que se inocularon 500 ml de un caldo
nutritivo (TSB) con 20 colonias de un cultivo puro en medio sélido, el tiempo de
incubacién fue a 30°C, en 150 rpm durante 24 horas.

4.4.11. Produccion de PHAs.

Para la produccion de PHAs se emple6 de acuerdo a los ensayos realizados
y estandarizados, que concierne a la produccion en dos etapas, en las cuales se
analiz6 el consumo de sustrato y la produccion del PHAS, que consistio en activar el
microrganismo en un medio de TSB durante 24 horas en su fase exponencial.

De lo cual, se colocaron 111,11 ml del medio bacteriano en estado de fase
exponencial en un litro de MSM, que son macro elementos y micro elementos
requeridos para el proceso fermentativo de produccion de PHAS, los cuales fueron
preparados anteriormente. Este medio preparado se procedié a fermentar durante 24
horas a 30°C por 150 rpm en un agitador orbital. Una vez finalizado este tiempo se

agreg6 111,11 ml de glucosa hidrolizada del almidon de yuca y continto la

63



fermentacion hasta las 72 horas. Para el analisis, se tomaron 20 ml de cada muestra,
esto cada 6 horas, donde se evalud concentracion del biopolimero, consumo de
sustrato, crecimiento bacteriano.

4.4.12. Cuantificacion del consumo de sustrato de la fermentacion.

4.4.12.1. Soluciones de las concentraciones de glucosa estandar.

Para comenzar se prepard de 2 ul de glucosa pura diluida en 2 ml de agua
destilada, la cual fue llevada a una concentraciéon de 800 ppm. A partir de la solucion
realizada se prepararon las siguientes concentraciones; 10, 20, 50, 100, 200, 300.

De igual manera, para llevar las muestras a las mismas concentraciones de la
glucosa estandar; la muestra se aford a 250 ml con agua destilada mas 100 pl de la
muestra extraida durante el periodo de fermentacion.

4.4.12.2 Preparacion del reactivo del &cido 3,5 dinitrosalicilico.

Siguiendo la metodologia de: Bello GIL & Daniel; Carrera B.&Emilia; Diaz M.
(2006).
Se empez6 con el peso de 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico.

150 g de tartrato de Na-K.

g de NaOH.
4.4.12.2.1. Preparacion.

Se disuelve el NaOH en 200 ml de agua.

Se afiade en agitacion el tartrato de Na-K lentamente.

Se completa con agua hasta 400 ml y se comienza a afadir lentamente el

acido 3,5 dinitrosalicilico.

Se dejé en agitacion durante toda la noche y se afora a 500 ml y se filtra.
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4.4.12.3. Desarrollo de la reaccion del DNS.

Se inicia con la preparacion de tubos de ensayo; ya una vez esterilizados y
secos, se procede a realizar la reaccion.

» Enlos tubos de ensayo de cristal de 10 ml se adicionaron 0,5 ml de muestra
y 0,5 mL del reactivo de DNS.

» Posteriormente se colocaron en bafio de agua a 100 °C durante 5 min.

> Después se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se afiade 5 ml de
agua destilada.

» Por dltimo, se agita y se realiza la lectura a 640 nm en espectrofotometro.
4.4.13. Extraccion del biopolimero.

La extraccion del biopolimero se realizé por medio de una digestién acida del
material celular no polimérico para recuperar el polimero, la cual describe Alcaraz
Zapata, Acosta Cardenas, & Villa Restrepo, (2019). De forma que describe de la
siguiente manera

» La muestra final de la fermentacion aerobica, se centrifuga a 5000 rpm
durante 12 minutos (marca eppendorof 5804R 15amp version).

> Posterior a eso el sobrenadante se separ0 en un tubo aparte para nuevamente
centrifugar y el pellet se lavd con 200 ml de agua destilada 2 veces y la
suspension se esteriliz6 a 121°C y 1 atm durante 30 min.

» La suspension esterilizada se centrifugd de nuevo en las condiciones
anteriores y se suspendi6 en una solucion de H.SO4 0,1 M que también fue
preparada.

> Esta solucion se calentd a 90°C durante 2 h y, tras enfriarse a temperatura
ambiente, se ajusto el pH a 10 con NaOH 5 N., para luego realizar repetidos

lavados con agua destilada con la finalidad de eliminar el exceso de acido.
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» Seguidamente, los granulos de biomasa se suspendieron en una solucion 2:1
de agua destilada con hipoclorito de sodio al 6%v/v, dejandole decolorar
durante 2 horas a temperatura ambiente para nuevamente centrifugarlo enlas
mismas condiciones.

> Finalmente, el polimero obtenido se lavo con agua destilada, para luego ser
liofilizada que servid para su posterior analisis estructural.

4.4.14. Caracterizacion estructural del polimero.

4.4.15. Caracterizacion Fourier FTIR.

Para la caracterizacion del biopolimero se basé en dos investigaciones
realizadas; la una es por Alcaraz Zapata et al. (2019), quienes utilizaron la técnica
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), en un
espectrofotometro infrarrojo Perkin EImer Spectrum BX y un mddulo ATR de 4000
a 400 cm-1, lo cual dio como resultado la identificacion de los grupos funcionales
que describen al biopolimero producido por la bacteria R. eutropha cuyos datos
obtenidos corroboro su investigacion utilizando una muestra de control de
polihidroxobutirato (PHB) de la marca Sigma-Aldrich con una pureza del 99%, en
tanto que Fernandez & Hoyos (2016), quien utiliz6 una metodologia similar de
(FTIR) empezéd con la preparacion de pastillas transparentes que fueron prensadas
prensado, las cuales estdn compuestas por bromuro de potasio secadas a 100 °C en
un estufa y conjuntamente con un PHA altamente macerado posterior a eso la pastilla
se colocd en el compartimiento del equipo (Thermo Fisher Scientific, Niccolet 200.
USA), vy se procedié a hacer un barrido en toda la franja de infrarrojo, lo cual se

obtuvo el espectro para su posterior analisis discusién y comparacion.

66



4.4.15. Utilizacion del biopolimero en el embalaje de manzana.

Se caracterizo las propiedades térmicas, reo logicas, mecanicas y de barrera
del PHBV con diferentes contenidos de valerato y pesos moleculares, el contenido
de co-mondmero ya que ayudan a mejorar la flexibilidad de los plésticos y reducen
la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la temperatura de fusién de fusién (Tm), el
punto de fusion de la materia prima y del film obtenido del PHB.

Técnicas y condiciones de procesamiento

Para la obtencion del film de PHAs se basa en la metodologia de Fabra,
Lépez-Rubio & Lagaron (2015); Shrivastav et al. (2011) y Poltronieri & Kumar
(2018), de los cuales pueden ser extruidos mediante moldeo por inyeccion y varios
tipos de protocolos de extrusién, en peliculas y cuerpos huecos

e El procesamiento del polimero se realiza por debajo de los 160°C, lo que lo
hace beneficioso al utilizar una velocidad de tornillo baja. Se debe realizar un
ensayo de muestra con un polimero sintético para calcular el tiempo de
degradacion

e La pelicula de PHB y Acrilato se preparé mezclando y disolviendo 0,15 g de

PHB y 0,15 g de Acrilato en 30 ml de cloroformo. posteriormente a eso se

fabricaron las peliculas por colada en placas de vidrio limpias y secas por

altimo el cloroformo se evaporé lentamente.

e Sedisolvié 0,3 g del PHB en 30 ml de cloroformo, mientras que se formaba

el film de PHB el cloroformo se disolvia a temperatura ambiente.

A continuacion, el material mezclado (granulado) puede moldearse por
compresion en una prensa calentada hidraulicamente, cominmente de 170-180°C
entre dos laminas de Teflon durante 2-5 minutos sin presion y otros 1-3 minutos con

presion (50 bares).
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e Después del moldeo, las muestras se enfrian entre placas metalicas con agua
fria.

e Sedio laevaporacion completa que dio lugar a la formacion de peliculas y se
dejaron reposar durante otras 24 horas hasta que sus pesos se estabilizaron en
el aire.

e El espesor de la pelicula se mide con un micrometro. Para determinar su

grosor.

e Se seleccionaron segmentos de igual grosor y se cortaron peliculas circulares

de 3 cm de didmetro.

Como bien se lo explica en el proceso de laminacién del biopolimero
intervienen varios equipos Yy etapas los cuales, son escasos y de dificil acceso en el
pais, en cambio como lo sefiala en la investigacion de Shrivastav et al. (2011), los
autores disefiaron una opcion de formar la lamina de PHAs con una solucion de
cloroformo PHA, posteriormente se dejo que el cloroformo se volatilice a
temperatura ambiente o si es necesario elevar a una temperatura considerable sin
que la lamina del PHAs se deforme; para realizar este procedimiento es fue
necesario contar con una cantidad necesaria de 40 gramos, para obtener una lamina

de 9 cm de diametro y 2 pm de grosor.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Aislamiento de los microorganismos Ralstonia eutropha.

Durante esta investigacion se trabajo con 6 muestras de microorganismos,

obtenidos previamente de diferentes &reas del cultivo de cafia de azlcar, en ese

sentido se procedié a seleccionar los cultivos aislados con el microorganismo de

interés para la presente investigacion. De tal manera se inici6 a partir de un cultivo

liquido agua peptonada y partir de eso se realizo re-siembra en placas con medio de

agar (TSB) para luego identificarlas y caracterizarlas.

5.2. Confirmacion inicial de los aislados obtenidos.

Al transcurrir el tiempo de incubacion de las placas con las siembras se

sometieron al conteo bacteriano (cuenta colonias) las cuales dieron los siguientes

resultados:

Tabla 16. Conteo de las colonias

Numero de | Numero de Colonias Cantidad de colonias por
muestras muestras seriadas | existentes cada 10 g medio inoculado
Mpatron Con colonias 80 ufc
Mt Con colonias 74 ufc
M3 Con colonias 52 ufc
M1 M* Con colonias 54 ufc
M;® Con colonias 58 ufc
M;3 Con colonias 146 ufc
M54 Con colonias 84 ufc
Mpatron Con colonias 224 ufc
M3t Con colonias 196 ufc
M3 M3? Con colonias 140 ufc
M3 Con colonias 222 ufc
Mpatron Con colonias 1222 ufc
Mt Con colonias 648 ufc
M4 M;* Con colonias 1248 ufc
M;S Con colonias 1496 ufc
M5 Mpatron Con colonias 164 ufc
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Mt Con colonias 224 ufc
Mzt Con colonias 248 ufc
Mz® Con colonias 182 ufc

Fuente: Trabajo experimental 2021

Tras la tincion de Gram, se pudo identificar a las bacterias Gram negativas,

las cuales miden entre 1-2 um Y se caracteriza por poseer un flagelo, dos membranas

y dos tipos de pili, las cuales no fermenta la lactosa y es considerada como Fito

patdgena. Que como resultado unico en la muestra 1-4 que existe bacterias Gram

negativas ya que dio una coloracién morada, que demuestra que existe la posibilidad

que este ahi la bacteria Ralstonia eutropha.

Figura 8, 9. Fotografia de las observaciones al microscopio de luz a 100X

En la Tincion de Gram, se pudo apreciar la forma y tamafio de las células, la

estructura de la colonia, asi como su clasificacion en Gram Negativas. Diana et al.

(2016). La identificacion de la bacteria aislada se basa de acuerdo a las muestras

recolectadas, cuyo procedimiento fue realizado en manera de estria, desde el

perimetro del terreno que fue la muestra 1, hacia adentro del cultivo de cafa de

azucar, por lo tanto y de acuerdo a A.Mora & M.Marin & A.cardona (2013), que
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lograron aislar bacterias de género Enterobacter con capacidad de producir PHAS,
fueron encontradas en la rizosfera de los suelos de cultivos de cafia de azlcar y de
subproductos de lacteos. De igual manera, en la investigacion de Silvia et al. (2012),
quienes lograron aislar con buenos resultados a la bacteria Ralstonia eutropha en
desechos de fique, hortalizas y plantas medicinales.

El resultado de la tincion de las diluciones realizadas de las 5 muestras
aisladas, se la seleccion6 tan solo una dilucion que sirvio, para continuar con el
desarrollo de la investigacion y en lo que respecta a las demas muestras que no se
encontraron bacterias Gram (-), se deduce que puede ser por el efecto del uso de
fertilizantes inorganicos aplicados en los cultivos lo cual afecta al entorno
microbiano.

5.3. Pruebas bioquimicas para la identificacion de la bacteria Ralstonia
eutropha

Luego de haber culminado todo el aislamiento de los microorganismos de
interés, se procedid a reanimar la bacteria en placas con agar (TSB) para su posterior
estudio, las bacterias identificadas que fueron Gram negativas, se activo en un medio
con agar y se puso a incubacién en una estufa, por un periodo de 24 h a 37 °C.como
se muestra en la fig. 10. posteriormente los microorganismos extraidos fueron
sometidos a la técnica establecida por Uribe Acosta & Villa Restrepo (2019), para el
cultivo de Ralstonia eutropha con el que se procedio al aislamiento de bacterias del

género en estudio.
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Siembra de la bacteria Ralstonia eutropha en un medio de agar TSB.

Figura 10. Aislamiento de la bacteria de caracter Gram negativa.

5.4. Extraccion, concentracion de ADN de los aislados obtenidos
Luego de la reanimacion de los microorganismos aislados, procedimos con
la extraccion de ADN del género en estudio, para analizar su concentracion y
constatar mediante un analisis bioquimico, y corroborar que se trata de la bacteria
Ralstonia eutropha.
Se extrajo ADN de la cepa considerada como supuestos positivos de la
bacteria Ralstonia eutropha.

Tabla 17. Resultados de concentracion de ADN, las cepas Gram negativas

aisladas de suelos de residuos de cafia.

Aislados Nanodrop
N° Cadigo ng/uL

1 M1 567,3

2 M2 1311

Fuente: Trabajo experimental 2021

Los resultados de lectura de absorbancia se muestran en la figll. de los
cuales se obtienen diferentes concentraciones del material genético, cuyos datos

oscilan de entre > a 100 ng/ul, la concentracion presenta resultados satisfactorios,
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conforme los establecido por Guaman et al (2017), consideran que la concentracion
minima recomendada de ADN para una buena amplificacion molecular es de 3
ng/uL, porlo que podemos enunciar que existe un alto nivel de material genético
extraido de la muestra 1, mientras que la muestra 2 no existe mucho material
genético, por lo que se presume que en la M1 existe la posibilidad de que se

encuentre la bacteria deseada.

Figura 11. Lectura de absorbancia del material genético de las muestras aisladas.

5.5. Identificacion molecular mediante PCR.

La identificacibn por PCR con los cebadores modificados del gen
H16_A0147, permitieron encontrar una baja similitud de la secuencia del ADN de la
bacteria, lo cual se obtuvo amplicones de tamafio de banda 800-pb en el cuarto pocillo
del medio agar, que fue realizado en el espectrofotometro UV, como se muestra en
lafigura5y6.

Autores como Uribe Acosta & Villa Restrepo (2019), quienes realizaron una
deteccion exitosa por PCR del gen productor de PHAS de la bacteria comparando con
algunos cebadores similares, al igual que Mora & Marin, (2013), quienes utilizaron
el método boilin para la deteccién de bacterias productoras de PHASs cuyas muestras
fueron recogidas de suelos contaminados, por lo que en comparaciéon entre los

homélogos de PHAs del gen de la bacteria aislada de esta investigacion y
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H16_A0147 modificado indica que pertenecen a la misma familia de proteinas, la
familia de pliegues o/p hidrolasa, a pesar de la baja similitud de secuencia. Este hecho

sugiere ademas que podrian compartir sitios activos cataliticos, Optimos para

producir PHAs.

Figura 12. Fotografia de la electroforesis

Posterior a la identificacion por PCR de la muestra aislada se procedio6 a

realizar una siembra en 30 cajas Petri de la bacteria en un medio de agar (TSB)

Figura 13. Fotografia de la siembra de la bacteria identificada
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5.6. Sub cultivar los aislados mediante biorreaccién tipo Batch utilizando

harina de yuca como fuente de carbono.

Para este punto fue necesario plantear un protocolo de fermentacion
microbiana de acuerdo a la bibliografia investigada, en lo cual, como primer paso fue

conseguir el jarabe glucosado de harina de yuca.

5.6.1. Hidrodlisis del almidén de yuca.

La hidrdlisis se efectué con la muestra que contenia mas concentracion de
azucares fermentables, la cual fue el T1 que al cabo de las 2 horas obtuvo una
concentracion de solidos totales de 24°Brix, y utilizando la glucoamilasa de la casa
comercial Granotec un tiempo de 24h, la cantidad de soélidos totales llegé a los
68°Brix. Y seguidamente se midié la cantidad de ED, lo cual se obtuvo una
concentracion de 64%.

Los resultados de la curva de calibracion con las concentraciones de la

glucosa estandar, se muestran a continuacion:

curva de
2,0
0 y = 0,0055x -
0,0128
@ 1,00
< Seriesl
0,50 Lineal
0,0

0 50 100 150 200 250 300
Concentraciones

Figl4. Curva de calibracion

75



Tabla 18. Concentraciones AzUcares reductores de las muestras.

Conc. Abs Prom(Y) con. % (9. glucosa /100  Equivalente
mg/lL R1L R2 R3 glucosa ml muestra) =

T1 053 0,51 0,54 0,53 98,69 24,67 38,55

T2 0,16 0,16 0,18 0,17 32,83 8,20 12,82

T3 0,20 0,23 0,22 0,22 41,97 10,49 16,39

Fuente: Trabajo experimental 2021

El resultado de los andlisis de las concentraciones diferentes se muestra que
en el T1 coincide con el patrén de glucosa estandar obtenido previamente, por lo
cual, se puede llegar a concluir que se obtuvo en la muestra del tratamiento 1 una
cantidad de 24,67 gramos de glucosa en 100 ml de muestra hidrolizada, por lo cual,
la cantidad de azUcares reductores (azucares fermentables) es de 38,55 % esto es un
resultado considerable y con el que se puede trabajar para la alimentacion de la
bacteria (Ralstonia eutropha). Por otro lado, el rango de los datos obtenidos por;
Decheco Egusquiza et al. (2015) que informan una concentracion de azlcares
reductores de 24,22% por el motivo que se utiliz6 una enzima comercial de baja
concentracion, mientras que, Carrera Catafio & Mera. (2005) informan un porcentaje
del 89,20% de azucares reductores, ya que en este estudio se usé una enzima
comercial de una concentracion alta, ademas de ello, esta enzima estuvo disponible
a nivel del pais y su costo fue accesible; por lo tanto, el aumento del porcentaje de
azucares reductores va de acuerdo a la cantidad de concentracion de enzima y el
tiempo de reaccion, mientras que la temperatura se mantuvo constante.

5.6.2 Fermentacion bacteriana con Ralstonia eutropha.

Al tener ya preparado el hidrolizado de la harina de yuca y de igual manera

el microorganismo aislado, se procedié a preparar el MSM (Medio de Sales

Minerales), el cual fue reportado por Ramsay et al. (1990), que concluye que la
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cantidad de MSM va de acuerdo al crecimiento de la biomasa y celular, por lo
tanto, para la experimentacion se prepard afiadiendo la cantidad correspondiente de
cada solucidn salina por 20 g/l de azucar (glucosa), aportada por el hidrolizado de
harina de yuca: Na2HPO4.7H;0, 6,7g/l; KH2PO4, 1,5g/l; (NH4)2S04, 1,09/l;
MgS0O4.7H20, 0,2 g/l; citrato de hierro y amonio, 60 mg/l; CaCl,.2H>0, 10 mg/l; 1
mL de elementos traza (0,3 g/l de H3BOs; 0,2 g/l de CoCl,.6H.O; 0,1 g/l de
ZnS04.7H20; 30 mg/l de MnCl2.4H20; 30 mg/l de NaMo004.2H20; 20 mg/l de
NiCI2.6H20; 10 mg/l de CuSQO4.5H,0).

5.6.5. Analisis factorial.

Tabla 19. Analisis de Varianza

Se evaluaron los pesos de la biomasa en seco obtenidos durante todo el tiempo
de fermentacion bacteriana de acuerdo a cada una de las cantidades de fuente carbono
suministrada, para ello se evaluaron las tres concentraciones de azucares reductores

evaluadas en el hidrolisis en 2 diferentes tiempos de fermentacion.

Combinaciones de niveles Pesos biomasa (g/250mL)
Tratamientos Codigo | A B R1 R2 R3
T1 albl 10% 72h 0,68 0,65 0,66
T2 alb2 5% 36h 0,58 0,58 0,56
T3 azbl 7,50% 72h 0,16 0,28 0,22
T4 a2b2 10% 36h 0,21 0,23 0,22
T5 a3bl 5% 72h 0,13 0,13 0,13
T6 a3b2 7,50% 36h 0,08 0,13 0,1

Fuente: Trabajo experimental 2021
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Tabla 20. Anélisis de VVarianza.

ANOVA
Suma de Cuadrado | Razon-
Fuente Cuadrados | Gl | Medio F Valor-P
A:Glucosa 0,0296778 2 0,0148389 | 1,03 NS 0,3853
B:Tiempo 0,131756 1 0,131756 | 9,18 **0,0105
AB 0,853144 2 0,426572 | 29,71 *k
RESIDUOS 0,172267 12 | 0,0143556
TOTAL 1,18684 17
**: Diferencia estadistica altamente significativa; NS: Diferencia estadistica no
significativa

Fuente: Trabajo experimental 2021

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.
Puesto que 2 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre BIOMASA con un 95,0% de nivel de confianza.
Tras el andlisis de varianza se puede considerar que en el factor A no existe diferencia
significativa, sin embargo, en el factor B (Tiempo de reaccion) e interaccion AxB si
se evidencia diferencia estadistica altamente significativa, ya que los valores-P son
menores que 0,05.

Tabla 21. Comparacién de medias segun Fisher para el porcentaje de

glucosa.
COMPARACION DE MEDIA PARA EL FACTOR (A)
Glucosa Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
5,00% 6 0,351667 0,0489141 | X
7,50% 6 0,36 0,0489141 X
10,00% 6 0,441667 0,0489141 X

Fuente: Trabajo experimental 2021

La comparacion de medias muestra que no tiene significancia la cantidad de

glucosa suministrada en ninguno de los tratamientos, pero cabe recalcar que para el

10% de cantidad de glucosa proporcionada en la fermentacion bacteriana, tenemos
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la mayor cantidad de biomasa por lo que seria proporcionalmente a la acumulacion
de PHAs. Los datos obtenidos son similares a los de Fernandez & Hoyos (2016),
quienes informan una cantidad de biomasa de 0,155 g/250 mL de medio al tener una
concentracion de ED de 79%., y de igual manera est4d por encima de los datos
reportados por Khanna & Srivastava (2005), que obtuvieron una produccion de

biomasa de 0,0031 g/I.

Tabla 22. Comparacién de medias segun Fisher para el Factor B,

tiempo de fermentacion.

COMPARACION DE MEDIAS PARA EL FACTOR (B)
Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
36h 9| 0,298889 0,0399382 X

72h 9 0,47 | 0,0399382 X
Fuente: Trabajo experimental 2021

En tabla 22, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de
las X en la columna. Mientras que en la mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias por lo que se colocado un asterisco
junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95,0% de confianza. Segln datos obtenidos en la
presente investigacion muestra que a las 72 horas se obtiene un mayor porcentaje de

biomasa, siendo asi el resultado mas alto resultado en media de, 0,47.
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Fig. 15. Interaccion de medias.

En la figura 15, muestra que a las 72 horas el aumento de biomasa es mayor
con el 10% de glucosa, seguidamente por el 7,5% de glucosa Yy el rendimiento mas
bajo es con la adicion del 5% mientras que, a las 38 horas el mejor crecimiento de
la biomasa es con 5% , seguidamente a las 36 horas con el 10 % y por Gltimo va el
de 7,5 %, por lo que nos da a entender que el mejor procedimiento de acumular
mayor cantidad de biomasa dentro de fermentacion bacteriana es de 72 con el 10%
de glucosa suministrada. Estos datos son similares a los publicados por Alcaraz
Zapata et al. (2019), quienes informan una cantidad de biomasa de 0,0965 gr/250ml
de medio fermentado.

5.6.7. Evaluacion de la acumulacién de los granulos de PHAS.

Los datos obtenidos por: Alcaraz Zapata et al. (2019); Toro et al. (2015),
quienes describen la identificacion lipofilica diferencial con negro sudam B, usan
como estrategia para la deteccion de granulos de PHAs formados intracelularmente
en las bacterias, los cuales dieron un seguimiento en el transcurso de la fermentacion
aerobia, que concluyen que el tiempo 6ptimo de acumulacion es de 72 horas, estos
datos fueron similares a lo que se obtuvo en esta investigacion, lo cual se usé

diferentes muestras en distintos tiempos de fermentacién que se realizd una siembra
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en plaguetas con un medio de agar TSB y una vez incubado se procedio aidentificar
realizando un frotis bacteriano en un porta objetos, lo cual, arrojo buenos resultados
de la fermentacién 2 que se trabajo con el MSM, la bacteria y la fuente de carbono
en un tiempo de 72 horas, este resultado se puede evidenciar en las figuras 17 y 18,
mientras que a diferencia del ensayo 1, lo cual se trabajé directamente con la fuente

de carbono el MSM Yy la bacteria en un tiempo de 36 horas.

Ensayo 1

00:00 horas 24:00 36:00

Fig. 16. Verificacion de acumulacion de PHAs en el ensayol por microscopia
Como se puede evidenciar en el ensayo 1, la acumulacion de biopolimeros en

la bacteria es escasa, esto se debe al tiempo de fermentacion y a la fuente de carbono

que se inyecto al principio de la reaccion, esto quiere decir que no se respetd el tiempo

de adaptacion de la bacteria, para que pueda asimilar la fuente de carbono.

Ensayo 2

00:00 24:00 72:00

Fig. 17. Verificacién de acumulacion de PHAs en el ensayol por microscopia
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En el ensayo 2, se muestra que a través del analisis microscopico realizado
existe una aparicion del biopolimero dentro de las bacterias; por lo que a partir de las
24 horas después de haber inyectado un pulso de la fuente de carbono existe una
acumulacién de los granulos de PHAs y mientras pasa el tiempo de fermentacion la
acumulacién del biopolimero se torna mas clara. Esto corrobora ante la investigacion
de Alcaraz Zapata et al. (2019), que nos explica a partir de las 30 horas de
fermentacion la existencia una acumulacién de biopolimero.

5.7. DETERMINACION DEL CONSUMO DE SUSTRATO MEDIANTE DNS.

Para la determinacion de la curva de consumo de glucosa por parte de la
glucosa, en primera instancia se midié la acumulacién de bacterias, lo cual se
determina a partir de la técnica del NMP (NUmero mas probable), para establecer
las fases de crecimiento microbiano, por lo que, se dedujo que a partir de las 36 horas
de fermentacion la bacteria inicia con la fase estacionaria, equilibrando el
crecimiento de bacterias generadas, debido a lo cual las bacterias que permanecen en
el medio de cultivo, consumen la fuente de glucosa suministrada con el fin de
sobrevivir y generar intracelularmente reservas de alimento (PHAS).

Tabla 24. Cuantificacion de crecimiento de microorganismos.

Tiempo (h) Ensayo 2 -1 -2 -3 -4 -5 V-tablas D. poblacional

mm/mL
12 Mlcolonias 5 5 5 5 1 3272 3,27E+08
24 M2colonias 5 5 5 5 5 230546 2,31E+10
36 M3colonias 1 3 5 0 0 107 1,07E+07

Fuente: Trabajo experimental 2021
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5.7.1. Curva de crecimiento microbiano

Crecimiento

2,50E+1
0

2,00E+1
0

1,50E+1
0

1,00E+1
0

densidad

40

Tiempo

Fig. 18 Crecimiento microbiano.

Como se evidencia en los datos obtenidos y la curva de crecimiento,
durante las 24 horas de fermentacion de la bacteria inicia su fase de
acondicionamiento en el medio de cultivo, por consiguiente de las 24 horas de
fermentacidn, inicia su fase exponencial en el cual inicia con un aumento celular de
2,55E+08 células/ 1 ml hasta las 36 horas que se mantiene en 3,27E+08 células/ 1
ml y a partir 40 horas va descendiendo paulatinamente bacteriana y comienza su
fase de muerte, por lo que la fermentacién termina con 1,07E+07 células/ 1 ml. Por
lo que llega a tener una similitud con los datos obtenidos por (Fernandez, Hoyos
2016), quien explica que a partir de las 20 horas la cantidad de células se mantiene
en la fase estacionaria con una cantidad de 9,00*109 cel/ml luego de este tiempo las
celulas viables comienzan a descender.

Tabla 25. Absorbancias para la verificacion del consumo de sustrato
por parte de la bacteria.

Horas de Abs Prom

Fermentacior R1 R2 R3 Con. glucosa.  Con. g/L
0 0,23 0,21 0,19 0,21 40,76 10,19
30 0,28 0,29 0,27 0,28 53,57 13,39
42 0,19 0,15 0,17 0,17 33,44 8,36

72 0,11 0,09 0,10 0,10 20,63 5,16

Fuente: Trabajo de investigacion 2021
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Figura 19. Consumo de sustrato

Como se puede evidenciar en los datos tomados por la lectura de las
absorbancias, el medio de cultivo inicia con 10,19 g de glucosa por 1 ml de muestra
fermentada, por consiguiente, en las primeras las 24 horas de fermentacién se afiadio
10 gr por litro de medio, como fuente carbono. Al transcurrir 6 horas después, se
recogid 1 ml de muestra de la fermentacion dio un resultado de 13,39 g de glucosa
por litro de medio, posteriormente a las 42 horas de fermentacion el consumo de
sustrato descendié paulatinamente llegando a los 8,36 g de glucosa consumida por
la bacteria por cada litro de solucion, por lo tanto en este tiempo la bacteria
consumié un 83,6% de la fuente de carbono suministrada por lo que, al final de la
fermentacidn se demostr6 una cantidad de 5,16 g de glucosa consumida por litro de
solucion, esto nos quiere decir que durante el tiempo de fermentacion la bacteria
Ralstonia eutropha asimila muy bien la fuente de carbono suministrada y por
consiguiente existe un rendimiento de biomasa acumulada, por lo tanto los datos
reportador por, Oscar et al. (2016), explica la concentracion de glucosa en la
fermentacién inicia con 20 g/l y al transcurrir las 57 horas de fermentacién la
concentracion desciende a los 3,29 g/l, por lo cual, la bacteria consumi6 un 83,56%
de la fuente de carbono, mientras que la investigacion de Mariana et al, (2011),
informa que se inicié con 10 g/l y al transcurrirlas 30 horas de fermentacion la

bacteria consumi¢ 8,30£0,01 g/l, por lo tanto el consumo de la glucosa es del 83%.
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5.7.2. EXTRACCION DEL BIOPOLIMERO.

El peso obtenido del PHAs va de acuerdo a la cantidad de fuente de carbono
suministrada al principio, por lo que en esta investigacion se adiciono 10g de glucosa
en un litro de MSM por lo que se obtuvo 0,20 g de polimero por litro de medio de
cultivo. Los datos tienen una peculiaridad muy similar al peso de PHAs obtenido
por Fernandez &Hoyos (2016), en el utilizan 66,36 g de glucosa con un porcentaje
de ED de 79% por litro de cultivo y por lo tanto obtiene 0,62 g de PHAs. Mientras
que los datos reportados por Alcaraz Zapata et al. (2019), quienes utilizaron como
fuente de carbono 10 g de glucosa por litro de solucion y en 72 horas de
fermentacion obtuvo un peso de PHAs de 0,383 g/l de medio, a su vez, los datos
publicados por Toro et al. (2015), utilizé diferentes medios de cultivos enriquecidos
con glucosa obtuvo el mejor peso que fue de 0,0624 g de PHAs en un litro de
solucién. Por lo tanto, se deduce que al tener un buen porcentaje de azucares
reductores en la fuente de carbono que se suministra a la bacteria la formacion de
los PHAs, la cual es intracelular es alta y a su vez estos valores estan directamente
relacionada con la biomasa generada.

5.7.3. Utilizar del bio-pléastico obtenido en el embalaje de manzana.

Para el siguiente paso se utiliza la metodologia descrita por Shrivastav et al.
(2011), quienes realizan la laminacion en una placa de vidrio un con 40 g de PHA
obtenido, seguidamente mezcla con una dilucién de cloroformo por un tiempo
establecido y posteriormente se espera hasta que el cloroformo se evapora ya sea en
temperatura ambiente o calentandoles lentamente. Una vez que se solidifique el
PHAs en el cloroformo empieza a formar una lamina la cual se debe pasar por unos

rodillos a una temperatura de 120°C lentamente.
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Para asegurar que la lamina de PHAs es de caracter polimérico se utiliza un
polimero sintético (Acrilato) el cual lo mezcla con PHA y aparte lo hace

individualmente.

Figura 20, 21. Bioplastico obtenido y degradado a los 25 dias

El bioplastico obtenido fue de 20 mg por litro de medio de cultivo
fermentado, por lo tanto, la cantidad de polimero obtenido no fue suficiente para
lograr el cubrimiento completo de la manzana, sino mas bien un 10 por ciento de la
superficie total; una de las razones es la falta de material e informacion existente en
el laboratorio y en el pais en general, por lo cual no se completé la laminacién total

del polimero.
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V1. COMPROBACION DE HIPOTESIS.

6.1 Hipotesis de verificar.
Las hipdtesis de la investigacion planteadas fueron.

6.1.1. Hipotesis alterna (Ha)

La cepa bacteriana Ralstonia eutropha aislada del suelo es capaz de acumular
polihidroxialcanoatos con un rendimiento aceptable utilizando harina de yuca como
fuente de carbono.

Hy:t; # 0paraalgini
6.1.2. Hipdtesis alterna (Ho)

La cepa bacteriana Ralstonia Eutropha aislada del suelo no es capaz de
acumular polihidroxialcanoatos con un rendimiento aceptable utilizando harina de
yuca como fuente de carbono.

Hy:tgy =T,= .. =17,=20

Tabla 26. Comparacién de los valores de “F” calculando con el de “F” de

tablas
Factores de studio F - Calculada F — Tablas
Factor A (concentraciones de glucosa) 1,03 3,885
Factor B (Temperatura de fermentacion) 9,18 3,885

Fuente: Trabajo experimental 2021

6.1.3. Verificacion de la hipdtesis para la acumulacion de biomasa para

la concentracion de glucosa.

La verificacion de las hipotesis se realizé mediante la comparacion de los
valores de F calculada en el cuadro de analisis de varianza ADEVA con respecto a

la acumulacién de biomasa, de los cuales, para el factor A como se muestra en la
tabla 26 los valores de F calculada a los valores de la tabla de Fisher al 5% de
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significancia, con la siguiente denominacion: si la F calculada es mayor a la F de
tablas no existe diferencia significativa, por lo tanto, se acepta Ha y se rechaza Ho,
esto quiere decir que las concentraciones de glucosa experimentadas no generan
produccion del biopolimero y aun asi la méas alta produccién de biomasa fue cuando
la concentracion de glucosa suministrada fue del10 g/l.

Tabla 27. Comparacion de los valores de “F” calculando con el de “F”

de tablas, con respecto al factor B (tiempos de fermentacion).

Factores de estudio F Calculada F Tablas
Factor B (Métodos de extraccion) 2089,34 3,55
Fuente: Trabajo experimental 2021

6.1.4. Verificacion de la hipotesis para la acumulacion de biomasa con

respecto al factor B.

La verificacion de las hipotesis se realizé6 mediante la comparacion de los
valores de F calculada en el cuadro de analisis de varianza ADEVA con respecto a
la acumulacién de biomasa, de los cuales, para el factor B como se muestra en la
tabla 27 los valores de F calculada a los valores de la tabla de Fisher al 5% de
significancia, con la siguiente denominacion: si la F calculada es mayor a la F de
tablas existe diferencia significativa, por lo tanto se rechaza la Ho y se acepta la Ha,
es decir al menos un nivel del factor B es aceptable y como se puede ver en las
comparaciones de medias la temperatura mas 6ptima de fermentacion de 10 g de

glucosa suministrada por 1 litro de medio mineral.
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VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la investigacion se concluye lo
siguiente:

e De las muestras del suelo recogidas tan solo la M1 se obtuvo la bacteria
Ralstonia eutropha y se utilizé para la fermentacion bacteriana.

e La preparacion del medio de cultivo 6ptimo para el desarrollo y crecimiento
de la bacteria Ralstonia eutropha fue: caldo nutritivo TSB, medio de sales
minerales (MSM), glucosa de harina de yuca, PH de 7, Temperatura de 25°C,
agitacion de 150rpm.

e El mejor método de identificacion para la bacteria Ralstonia eutropha fue la
PCR por lo que se realiz6 la comparacion de genes de la bacteria aislada con
una secuencia de ADN propia de la bacteria.

e Los datos muestran que durante la sintesis de produccidon del biopolimero que
se realiz6 se obtuvo una cantidad de 220 mg/l de PHA, por lo que se
representa la produccion maxima de produccion de la bacteria Ralstonia
eutropha, con una cantidad de azucares reductores de 39%.

e Eltiempo de degradacion del biopolimero fue de 30 dias estos resultados son
bastante considerable en comparacion con otros autores que duraron 28 dias.

7.2. Recomendaciones.

e No incubar muestras de suelos contaminados con pesticidas o con algin otro

componente quimico ya que normalmente las bacterias productoras de PHAS

son susceptibles a este tipo de contaminantes.
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Estudiar mas fuentes de carbono sustentables que la bacteria pueda asimilar
y aumentar la produccion PHAS, ya que como se vio en esta investigacion
todo depende de la fuente de carbono que se utilice.

No esterilizar el medio de sales minerales hasta que se diluya bien todas por
eso puede ocasionar una precipitacion de las sales e intoxicacion de las
bacterias, es mejor filtrar con un papel filtro de 0,2ul

Realizar mas investigaciones sobre los PHAs ya que a mas del
aprovechamiento de los residuos agroindustriales también se caracteriza por
estar ligado a la rama de los bioprocesos y la microbiologia y lograr tener

suficiente produccion para realizar a escala piloto.
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ANEXOS

ANEXO 1. Lugar del experimento.

Mapa del Canton Guaranda

Departamento de Investigacién, Laboratorio de Biologia molecular,

perteneciente al centro de Investigacion y Desarrollo Bacteriolégico.
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ANEXO 2. Fotografias del proceso experimental.

Recoleccion y pesado de Muestras
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Identificacion bioguimica de la bacteria

i

Lectura de absorbancias del material genético
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Anexo 3. Datos para el disefio de experimentos

Apéndice a): Efecto antes y después del proceso de biorremediacion

72h de fermentacion

Pesos de biomasa

R1 R2 R3
Antes Después | Antes Después | Antes | Despueés
A{B; 13,83 14,51 14,01 14,66 14,00 14,66
A,B, 14,01 14,55 13,86 14,41 13,80 14,36
A3By 13,16 13,32 13,98 14,26 13,70 13,92
36h de fermentacion.
R1 R2 R3
Antes Después | Antes Después | Antes | Después
A3B, 13,91 14,12 13,98 14,26 13,90 14,02
A3B, 13,80 13,93 11,18 11,31 11,28 11,41
A3B, 11,43 11,51 11,40 11,53 11,40 11,50
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GLOSARIO DE TERMINOS.
Aislamiento: es la calidad que posee un elemento, vivo 0 no, que se encuentra separado y
sin contacto con otros.
Aerobios: es un proceso de respiracion celular, en el que se usa el oxigeno para la
oxidacion del sustrato (por ejemplo, azlcares y grasas, para obtener energia).
Hidrocarburo: son compuestos formados por atomos de carbono e hidrogeno de gran
abundancia en la naturaleza.
Enterobacter: es un género de bacterias Gram negativas facultativamente anaerobicas
de la familia de las Enterobacteriaceae.
Optimizacion: se refiere a la capacidad de hacer o resolver alguna cosa de la manera
mas eficiente posible.
Biorremediacién: es llamado a cualquier proceso que utilice microorganismos.
Bacterias: son organismos procariotas unicelulares, que se encuentran en casi todas las
partes de la Tierra.
Agricola: es un adjetivo que significa relativo o perteneciente a la agricultura o al
agricultor.
Aguas: el agua es la sustancia liquida, transparente, inodora, incolora e insipida,
fundamental para el desarrollo de la vida en la Tierra,
Lisis celular: es el proceso de ruptura de la membrana celular de células o bacterias que
produce la salida del material celular,
Suelos: es la capa superficial de la corteza terrestre considerada la parte biologicamente
activa.
Plasmido: es una pequefia molécula de ADN circular que a menudo se encuentran en

bacterias y otras células.
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Tincion de Gram: cuando la tincion se combina con la bacteria en una muestra, las
bacterias pueden estar de color purpura o volverse rosadas o rojas.

Microorganismo: hace referencia a un ser vivo diminuto que solo puede verse a traves
de un microscopio.

Medioambientales: es un sistema formado por elementos naturales y artificiales que
estan interrelacionados y que son modificados por la accién humana.

Sintéticos: que sigue un procedimiento que va de lo simple a lo complejo.

Toxicos: designamos aquello que es perteneciente o relativo a un veneno o toxina. En
este sentido, una sustancia toxica es aquella que produce efectos, alteraciones o
trastornos graves en el funcionamiento.

Fasiles: son los restos petrificados de organismos que vivieron en épocas remotas.
FTIR: infrarrojos por transformada de Fourier y es el método preferido para la
espectroscopia de infrarrojos.

Fermentacion tipo batch: es un "sistema cerrado”, en la cual al inicio de la operacion se
afiade la solucidn esterilizada de nutrientes y se inocula con el microorganismo,
permitiendo que se lleve a cabo la incubacion en condiciones 6ptimas de fermentacion.
Fermentacion anaerobica: incluye un complejo nimero de microorganismos con
diferentes caracteristicas y capacidades, durante el proceso de produccion del metabolito
los productos finales son sustancias organicas.

Fermentacion Anaerobia: se caracteriza por una reaccion de sintesis o de asimilacion,
consistente en la asimilacion de elementos nutritivos, de materia organica, a los
microorganismos, utilizando una parte de los compuestos organicos como fuente de

energia y otra para formar nueva masa de microorganismos.
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Polimeros: son macromoléculas compuestas por una o varias unidades quimicas
(conocidas como mondmeros) que se repiten a lo largo de toda la cadena.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica de laboratorio utilizada para
amplificar secuencias de ADN.

Anélisis: que centrarse en una Unica definicién aplicable en todos los &mbitos resulta muy

complicado.
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