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2 Resumeny palabras claves

La contaminacion por plasticos petroquimicos es una grave amenaza para el medio ambiente que
requiere implementar alternativas como los bioplasticos para lograr un desarrollo sostenible. Los
polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros utilizados para la produccion de plasticos biodegradables
y que han Ilamado la atencion como sustitutos de los plasticos de base fosil. Sin embargo, el costo de
produccion de los PHA constituye una barrera para su produccion industrial a gran escala. Las
bacterias halofilas son microorganismos prometedores para la sintesis de PHA debido a sus
caracteristicas tales como altos requisitos de salinidad que previenen la contaminacién microbiana, la
alta presién osmotica intracelular que permite una facil lisis celular para purificar los PHA vy la
capacidad para usar un amplio espectro de sustratos. Este proyecto de investigacion planted determinar
las cepas nativas de bacterias haldfilas de la Laguna de Ayarza capaces de producir PHA, establecer
la capacidad que tienen de utilizar residuos agricolas para la produccién de PHA y determinar su
eficiencia. Esto se logro a través de la inoculacion de las cepas productoras de PHA en medios de
fermentacion con pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de trigo lo que permitié determinar las
cepas haléfilas mas eficientes. Se encontr6é que las bacterias productoras de PHA pertenecen a las
especies: Alcaligenes faecalis, Bacillus idriensis, Bacillus megaterium, Exiguobacterium acetylicum,
E. aurantiacum, Pseudomonas cuatrocienegasensis y Staphylococcus capitis y que las cepas AP21-
14, AP21-10 y AP21-03 mostraron los mejores resultados que podrian ser prometedores para la

produccion a nivel industrial.
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Palabras clave: Biopolimeros, biprocesamiento, desechos plasticos, extremofilos,
polihidroxibutirato.

Abstract and keyword

Pollution by petrochemical plastics is a serious threat to the environment that requires the
implementation of alternatives such as bioplastics to achieve sustainable development.
Polyhydroxyalkanoates (PHASs) are polymers used for the production of biodegradable plastics and
have drawn attention as substitutes for fossil-based plastics. However, the cost of producing PHAS
constitutes a barrier to their large-scale industrial production. Halophilic bacteria are promising
microorganisms for PHA synthesis due to their characteristics such as high salinity requirements that
prevent microbial contamination, high intracellular osmotic pressure that allows easy cell lysis to
purify PHAS, and the ability to use a broad spectrum of substrates. This research project aimed to
determine the native strains of halophilic bacteria from Laguna de Ayarza capable of producing PHA,
establish their ability to use agricultural residues for the production of PHA, and determine their
efficiency. This was achieved through the inoculation of the PHA-producing strains in fermentation
media with coffee pulp, banana peels and wheat bran, which allowed determining the most efficient
halophilic strains. It was found that the PHA-producing bacteria belong to the species: Alcaligenes
faecalis, Bacillus idriensis, Bacillus megaterium, Exiguobacterium acetylicum, E. aurantiacum,
Pseudomonas cuatrocienegasensis and Staphylococcus capitis and that the strains AP21-14, AP21-10

and AP21-03 showed the best results that could be promising for production at an industrial level.

Keywords: Biopolymers, biprocessing, plastic waste, Extremophiles, Polyhydroxybutyrate.

3 Introduccién

Los productos plasticos son ampliamente utilizados en nuestra vida diaria, su uso en textiles,
electrodomésticos, productos para el cuidado de la salud, juguetes y en materiales de empaque es
inevitable (Thakur et al., 2018; Wang et al., 2016). Desde el afio 1940, los plasticos sintéticos o
petroquimicos han revolucionado a la sociedad, debido a sus propiedades como la fuerza mecanica,
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su ligereza, flexibilidad y durabilidad, ademas de ser un material de bajo costo y con la capacidad de
reemplazar productos hechos de otros materiales como el papel, el vidrio y los metales (Hottle, Bilec,
& Landis 2013). En el afio 2015 a nivel mundial la produccidn de plastico se increment6 a 300 millones
de toneladas (Mellinas et al., 2016) y de acuerdo a Mekonnen, Mussone, Khalil y Bressler (2013) al
menos 34 millones de toneladas de desechos plasticos son generados por afio, de los cuales el 93%

llega a los océanos y vertederos.

La acumulacién de los plasticos en los ecosistemas se debe a que su proceso de degradacion es
dificil, ademas durante dicho proceso se emiten grandes cantidades de CO; y otros compuestos toxicos
(Emadian, Onay, & Demirel, 2017). Se estima que aproximadamente 2.8 kg de CO2 se producen al
quemar 1 kg de plastico (Burgos, Valdés, & Jiménez, 2016). En este sentido los biopolimeros han
surgido a partir del impacto ambiental que generan los plasticos petroquimicos no biodegradables. Los
bioplasticos son un tipo de biopolimero que se compone principalmente de celulosa, almidones o
azucares los cuales son compuestos renovables en la naturaleza ya que son descompuestos por
microorganismos como bacterias, algas y hongos (Meeks, Hottle, Bilec, & Landis, 2015; Kale et al.,
2007). El proceso de degradacion de los bioplasticos también depende de las condiciones ambientales
como la temperatura, el agua, el oxigeno y de la composicion quimica del polimero. Asimismo, en la
degradacidn de los bioplésticos, la emision de CO, es muy baja lo que es favorable para un compuesto
con propiedades similares a los plasticos petroquimicos (Scaffaro, Botta, Maio, Mistretta, & La
Mantia, 2016).

Se espera que los biopolimeros complementen y reemplacen gradualmente algunos de los
materiales basados en aceites fésiles (Elsawy, Kim, Park, & Deep, 2017). Los esfuerzos de
investigacion en los ultimos afios han generado un nivel significativo de éxito técnico y comercial
hacia estos materiales de base bioldgica. Sin embargo, la aplicacion extensiva de los bioplasticos aln
se ve desafiada por una 0 mas de sus posibles limitaciones inherentes, como la pobre procesabilidad,
fragilidad, hidrofilicidad, pobre barrera contra la humedad y los gases, baja compatibilidad, pobres
propiedades eléctricas, térmicas y fisicas y principalmente por los elevados costos de produccién
(Mekonnen et al., 2013).
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Una clase especial de bioplasticos Ilamados polihidroxialcanoatos (PHA) han sido unos de los
mas prometedores y podrian ser un candidato potencial para reemplazar algunos plasticos
petroquimicos debido a su naturaleza biodegradable y propiedades fisicas (Tortajada, Ferreira, &
Prieto, 2013). Los PHA muestran algunas similitudes con los conocidos polimeros basados en aceites
fésiles como el polietileno de baja densidad y el polipropileno, ademas la eliminacion de sus residuos
los hace atractivos en la busqueda de un sustituto que cumpla las caracteristicas de los plasticos

petroquimicos y no sea nocivo con al medio ambiente (Du, Sabirova, Soetaert, & Ki Carol Lin, 2012).

Los PHA son una clase de poliésteres de origen natural que son acumulados por una variedad de
microorganismos intracelularmente en forma de granulos y almacenados en respuesta a un estrés
ambiental o limitacion de nutrientes como reserva de carbono y energia (Lee, Choi, Han, & Song,
1999). Bajo condiciones limitantes de una fuente de carbono, se ha informado que los PHA se
degradan por las despolimerasas intracelulares y posteriormente se metabolizan para la produccion de
energia (Jain & Tiwari, 2014). El poli-3-hidroxibutirato (PHB) y sus copolimeros con 3-
hidroxivalerato (3HV) conocido como poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), han
sido documentados como los representantes mas conocidos de la familia de los PHA (Khanna &
Srivastava, 2005).

A pesar de sus ventajas los PHA producidos a partir de fuentes de carbono estandar tienen ciertas
limitaciones como el alto costo de produccién. En este sentido los residuos agricolas representan una
fuente de carbono renovable y poco utilizada que deberia considerarse como materia prima para otros
procesos industriales en lugar de ser desechos (Sadh, Duhan, & Duhan, 2018). Segun Choi y Lee
(1999) el uso de fuentes de carbono baratas y renovables, como los desechos y subproductos
agroindustriales pueden contribuir a una reduccion de hasta un 40-50% en el costo total de produccion
de PHA. Otros parametros que también influyen en el costo total de produccion son cepas bacterianas,
estrategias de fermentacion, procesos de recuperacion y falta de plantas productoras locales en cada
pais (Santimano, Prabhu & Garg, 2009; Kovalcik et al., 2017).

Los haldfilos han sido estudiados en los ultimos afios para la produccion de PHA. Estos
representan un grupo de microorganismos distintivo y diverso que tiene la habilidad de sobrevivir en

habitats hipersalinos como lagos, salinas, marismas y suelos salinos. Las bacterias hal6filas son una
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potencial fuente de biosurfactantes, carotenoides, bacteriodopsinas y la mayoria tiene la capacidad de
acumular granulos de PHA intracelulares (Edbeib, Wahab, & Huyop, 2016). Su capacidad para
desarrollarse en condiciones con alta salinidad disminuye los requerimientos de esterilidad y
problemas de contaminacién durante la fermentacion y por lo tanto aumenta los costos de produccion,
por lo que han sido consideradas como prometedoras y rentables para la produccion de PHA (Mitra,
Xu, Xiang, & Han, 2020).

En este proyecto de investigacion se planted establecer el potencial de las cepas nativas de
bacterias del lago salado Laguna de Ayarza para la produccion de PHA, determinar la capacidad que
tienen de utilizar pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de trigo para la produccién de PHA 'y
determinar el rendimiento de produccién de polihidroxialcanoatos de las bacterias hal6filas, a través
de la fermentacion en medios suplementados con residuos agricolas. La importancia de esta
investigacion radico en encontrar cepas de bacterias haléfilas productoras de bioplasticos que hagan
maés efectiva la produccion de PHA y sean de interés para la produccién industrial a gran escala, como
una alternativa en la elaboracion de productos que actualmente son a base de plasticos petroquimicos,
ademas también agrego valor a la preservacion de la Laguna de Ayarza como fuente de cepas con

potencial biotecnoldgico.

4 Planteamiento del problema

Los plasticos petroquimicos son fundamentales en casi todas las actividades del ser humano,
algunas incluso dependen completamente de estos materiales, debido a su versatilidad, durabilidad y
bajo costo (Arutchelvi et al., 2008). Sin embargo, es precisamente esta durabilidad la que ha resultado
en la persistencia de residuos plasticos que han llevado a un impacto ambiental negativo. Como estan
compuestos de polimeros inertes, hidréfobos, de cadena larga y de alto peso molecular, los plasticos
son altamente resistentes a la degradacion en condiciones ambientales naturales, lo que resulta en la
acumulacion de grandes cantidades de plasticos no degradables en el medio ambiente cada afio (Lee
& Liew, 2020).
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Los plasticos no degradables se descomponen en microplasticos que pueden tardar miles de afios
en descomponerse. Al menos 8 millones de toneladas de desechos plasticos terminan en ambientes
marinos, matando a la vida silvestre por enredos o ingestion, contaminando las reservas de peces y
mariscos Yy sitios de interés turistico y econdmico (Beaumont et al., 2019). Para 2050, se pronostica
que el océano contendra mas plastico que peces y habra 12 mil millones de toneladas de basura plastica

en los vertederos y el medio ambiente (Lee & Liew, 2020).

A raiz de la contaminacién por pléasticos petroquimicos, en los dltimos afios se han realizado
esfuerzos legislativos a nivel global con el objetivo de limitar el uso de plasticos convencionales y
potenciar la produccion de nuevos materiales no contaminantes del medio ambiente a partir de fuentes
renovables de energia (Bello, Zinn, Brandl, & Otero, 2008). En Guatemala, el 19 de septiembre del
afio 2019 se publicé el Acuerdo Gubernativo 189-2019 que busca prohibir el uso y distribucion de
diferentes insumos pléasticos a fin de proteger, conservar y mejorar los recursos naturales del pais
(Acuerdo Gubernativo del Ministerio de Ambiente y Recursos Naturales, 2019). Una posible solucién
para estos problemas puede ser el uso de plasticos biodegradables como alternativa a los

petrogquimicos.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son un tipo de material biodegradable compuesto por
poliésteres lineales y que es sintetizado por una variedad de microorganismos. Los PHA tienen un
enorme potencial de mercado, pero el alto costo de produccion ha limitado sus aplicaciones
comerciales. Aunque en los Gltimos afios se han realizado muchos estudios sobre produccion de PHA
pocos de ellos se han enfocado en los microorganismos haléfilos, los cuales debido a sus varias
caracteristicas Unicas que incluyen un alto requisito de salinidad que previene la contaminacion
microbiana, una alta presién osmdtica intracelular que permite una lisis celular facil para la
recuperacion de los PHA y la capacidad de utilizar un amplio espectro de sustratos de bajo costo como

los residuos agricolas (Mitra et al., 2020).
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5 Delimitacion en tiempo y espacio

5.1 Delimitacién en tiempo

El estudio se realiz6 en el periodo comprendido entre febrero a diciembre de 2021. Se inici6
con la elaboracion de medios de cultivo en el mes de febrero y recoleccion de las muestras de agua
del lago salado Laguna de Ayarza en el mes de marzo, luego en el mes de abril se realizé un tamizaje
para la busqueda de bacterias halofilas capaces de desarrollarse en residuos agricolas y de producir
PHA, posteriormente entre mayo y agosto, se paso a la fase de fermentacién para la produccion de
polihidroxialcanoatos utilizando como sustrato pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de trigo,
asimismo, se realizé la extraccion y la cuantificacién del rendimiento para cada cepa. Luego en los
meses de septiembre y octubre se evalud la degradabilidad del PHA producido y la identificacion de
los microorganismos aislados. Finalmente, en el mes de noviembre y diciembre se realizo el analisis

de los datos.

5.2 Delimitacion espacial

Se realiz6 un muestreo en el mes de marzo en el lago salado Laguna de Ayarza situada en el

Departamento de Santa Rosa, Guatemala para la recuperacion de bacterias hal6filas.

6 Marco tedrico

Los plasticos son moléculas poliméricas sintéticas que exhiben caracteristicas deseables como
suavidad, capacidad de sellado térmico, buena relacion resistencia/peso y transparencia. Los plasticos
petroquimicos como el polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloruro de polivinilo
(PVC), poliuretano (PUR), tereftalato de polietileno (PET), tereftalato de polibutileno (PBT) vy los
nylon son los polimeros méas utilizados en la vida diaria debido a su versatilidad, peso ligero y
excelentes propiedades térmicas, ademas son de bajo costo, faciles de manipular y moldear en diversos
productos (Kumar, Shukla, Singh, Prabhakaran, & Tanwar, 2014).

10
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A lo largo de los afios el uso excesivo de plasticos petroquimicos ha tenido un impacto negativo
en el medio ambiente, se estima que se producen 34 millones de toneladas de residuos plasticos por
afio, de los cuales solo el 7% se recicla y el 93% restante se vierte en los océanos y vertederos. Los
materiales poliméricos sintéticos no son biodegradables y han causado serios problemas ambientales
a los habitats de agua dulce, terrestres y marinos. Ademas, tardan décadas en degradarse en la
naturaleza o el medio ambiente y también se producen a partir de fuentes no renovables como el

petréleo, carbén y gas natural (Sushmitha, Vanitha, & Rangaswamy, 2016; Emadian et al., 2017).

Los bioplasticos suponen una alternativa prometedora a los plasticos petroquimicos, son uno de
los materiales mas innovadores de base bioldgica y biodegradables que se pueden elaborar a partir de
desechos y fuentes renovables como las cascaras de platano, los desechos organicos, los desechos
agricolas, desperdicios de papel, restos de fruta de palma aceitera, cafia de azlcar, almidén de maiz,
almidon de papa, paja de arroz, aceite vegetal, celulosa de plantas, algodén y, a veces, de varias
particulas de tamafio nanométrico como cadenas de carbohidratos (Goswami, Goswami, & Purohit,
2015). Los bioplasticos pueden ser degradados por los microorganismos como las bacterias, algas y
hongos y poseen propiedades similares a las de los plasticos petroquimicos (Ali, Zaki, Yassen, &
Obiad, 2017).

Polihidroxialcanoatos (PHA)

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son un tipo de bioplastico con propiedades similares a varios
plasticos petroquimicos como el PE, PP y PET. Numerosos microorganismos han sido identificados
como productores de PHA, estos los almacenan como inclusiones celulares para usar como reserva de
energia. Los PHA se pueden producir en matraces de agitacion y en biorreactores con condiciones
definidas de fermentacion utilizando nutrientes adecuados. Su produccion a gran escala depende de
varios factores, como la fuente de carbono, el suministro de nutrientes, la temperatura, el nivel de

oxigeno disuelto, el pH y el proceso de produccién. Una vez producidos, los PHA tienen diversas

11
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aplicaciones en multiples campos de la ciencia, tecnologia y particularmente en el sector médico
debido a su biocompatibilidad (Raza, Tarig, Majeed, & Banat, 2019).

Clasificacion de los PHA

Los PHA se clasifican segin su composicion de mondmeros, existen los de cadena corta (SCL-
PHA), de cadena media (MCL-PHA) y de cadena larga (LML-PHA). Los SCL-PHA estan formados
por subunidades de 3-hidroxi acido graso que contienen de cuatro a cinco carbonos, los MCL-PHA de
6 a 16 carbonos y los LML-PHA mas de 16 carbonos. Se han identificado méas de 100 tipos diferentes

de unidades de monémero en polimeros de PHA (Hazer & Steinbichel, 2007).

Los polimeros de PHA son termoplasticos y las diferencias en sus propiedades fisicas y térmicas
dependen de su composicion de subunidades. Los polimeros de PHA pueden ser homopolimeros que
contienen solo un tipo de mondmero de 3-hidroxi acido graso, pueden ser copolimeros con dos tipos
de monomeros de 3-hidroxi &cido graso o pueden ser heteropolimeros con diferentes 3-hidroxi acidos
grasos de varias longitudes de cadena. Se pueden producir homopolimeros y copolimeros aleatorios

de PHA dependiendo de las especies bacterianas y las condiciones de crecimiento (Anjum et al., 2016).

El poli-(3-hidroxibutirato) (PHB), es un homopolimero que contiene cuatro subunidades de
carbono del 3-hidroxibutirato (3HB), y el miembro mas extendido y mejor caracterizado de la familia
de los polihidroxialcanoatos (Koller, Salerno, Dias, Reiterer, & Braunegg, 2010). EI PHB es altamente
cristalino y, en consecuencia, es relativamente fragil y rigido, con una baja relacion de
alargamiento/rotura. Por estas razones, los esfuerzos en el mejoramiento de la composicién del PHB
se centran principalmente en la basqueda de plastificantes y agentes nucleantes capaces de reducir el
proceso de cristalizacién y mejorar la flexibilidad. Los copolimeros que contienen una mezcla de
subunidades de cuatro y cinco carbonos pueden producirse cultivando bacterias con acido valérico, lo

que da como resultado la formacién de PHA que contienen 3 mondmeros de hidroxivalerato (3HV) o

12
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4-hidroxibutirato (4HB) (Amache, Sukan, Safari, Roy, & Keshvarz, 2013). Los MCL-PHA y LCL-
PHA son flexibles y elasticos, tienen baja cristalinidad, baja resistencia a la traccion y altas relaciones
de alargamiento/rotura. En comparacion con los SCL-PHA, los polimeros MCL-PHA tienen bajas
temperaturas de fusion, bajas temperaturas de transicién vitrea y mayores relaciones de

alargamiento/rotura (Noda, Green, Satkowski, & Schechtman, 2009).

Microorganismos hal6filos como productores de PHA

Entre los microorganismos haléfilos, Haloferax mediterranei y la mayoria de especies de
Halomonas spp., han sido estudiadas ampliamente para la produccion eficiente de PHA. Hasta ahora
se ha reportado que H. mediterranei sintetiza PHBV vy poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato-
co-4-hidroxibutirato) (PHBV4HB); mientras que en las especies de Halomonas se ha encontrado PHB,
PHBV, y poli-(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (P3HB4HB). Actualmente, mas y mas
candidatos para cada género han sido resaltados por su eficiencia como productores de PHA (Ye et
al., 2020).

Dentro del dominio bacteriano, la mayoria de los hal6filos productores de PHA pertenecen a la
familia Halomonadaceae. De los casi 12 géneros de Halomonadaceae, se sabe que el género
Halomonas produce SCL-PHA. Ademas, la mayoria de Halomonas spp tienen un requerimiento de
NaCl de entre 3 a 15% para que se desarrollen de forma 6ptima, dicha concentracion es suficiente para
prevenir la contaminacion microbiana. Halomonas boliviensis, una bacteria tolerante a los alcalis y
moderadamente haléfila, ha mostrado la capacidad de sintetizar PHB de manera eficiente con
rendimientos del 50% al utilizar glucosa, sacarosa, maltosa, xilosa y salvado de trigo (Quillaguaman,
Delgado, Mattiasson, & Hatti-Kaul, 2006). En 2010, se inform6 que una cepa de Halomonas sp. KM-
1 produce PHB utilizando residuos de glicerol como Unica fuente de carbono (Kawata & Aiba, 2010).
Otra cepa halofila Halogonas bluephagenesis se ha cultivado en procesos de fermentacion continuos,
estériles, abiertos y de dos etapas y se ha logrado producir PHB con rendimientos del 65-70%,

utilizando glucosa como sustrato. Se ha descubierto que cada vez mas especies de Halomonas
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sintetizan PHB mediante el uso de glucosa u otras fuentes de carbono de bajo costo (Tan, Xue,
Aibaidula, & Chen, 2011).

Obstaculos financieros para la comercializacion de PHA

La comercializacion de un producto depende principalmente de su costo de produccion,
aplicaciones potenciales y requisitos del mercado. En las Gltimas décadas, se han realizado grandes
esfuerzos para mejorar el rendimiento en la produccién de los PHA tanto a escala de laboratorio como
de planta piloto (Albuguerque & Malafaia, 2018). Los principales desafios en la comercializacion de
los PHA han sido su alto costo de produccion y los bajos rendimientos del producto. La produccion
de PHA requiere diferentes herramientas como fermentadores, autoclaves, cabinas de bioseguridad y
refrigeradoras, esto aumenta el costo de produccion y, en Gltima instancia, limita su comercializacion.
La incapacidad para lograr condiciones éptimas de crecimiento bacteriano y bajos rendimientos de
produccion de PHA han sido una desventaja importante en este contexto (Huang et al., 2018). Ademas,
los PHA tienen algunas desventajas en sus propiedades mecanicas que incluyen; incompatibilidad con
el procesamiento térmico convencional, funcionalidades limitadas, susceptibilidad a la degradacion
térmica y costos de produccion que limitan su competitividad y aplicacion como un biomaterial
factible en comparacién con los plasticos petroquimicos. La posibilidad de comercializacion de los
PHA podria mejorarse utilizando cultivos bacterianos adecuados con fuentes de carbono baratas, como
desechos de produccion agricola o materiales organicos compostables (Albuquerque & Malafaia,
2018).

Reduccion de costos de produccion de PHA a través de microorganismos hal6filos

En los dltimos afios, ha sido posible emplear microorganismos no hal6filos tales como
Alcaligenes latus, Bhurkolderia sp., Ralstonia eutropha y Escherichia coli recombinante para la

produccion industrial de PHA (Schmidt et al., 2016). Sin embargo, la utilizacion de microorganismos
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halofilos tiene beneficios adicionales, principalmente por la fermentacidén rentable y libre de
contaminacion en comparacion con los microorganismos no hal6filos. Debido a que son tres los
factores mas importantes a tomar en cuenta para mejorar el costo de produccion de los PHA (el
sustrato, el proceso de fermentacion y la purificacion), la recuperacién de PHA producidos a partir de
halofilos resultaria adecuada debido a que se puede realizar la lisis celular utilizando agua con baja
salinidad en lugar de solventes como el cloro/cloroformo y a que la fermentacion es menos propensa
a la contaminacion debido al alto contenido de sal de los medios de propagacion. Por estas
caracteristicas, los microorganismos haldfilos tienen mayor potencial para la produccion de PHA a

gran escala y a costos competitivos (Bhattacharyya et al., 2012).

Materiales de desecho como fuentes de carbono

La fuente de carbono es el principal nutriente para la sintesis de PHA y el crecimiento de las
bacterias, el uso de desechos organicos representa una alternativa prometedora para la reduccion de
los costos de produccién de PHA. Se han descrito tres vias principales para la sintesis de PHA, dos de
ellas utilizan azucares como fuente de carbono (La ruta I o del Acetil-CoA a 3-Hidroxibutiril-CoA y
laruta Ill, de biosintesis de acidos grasos) y la tercera ruta utiliza 4cidos grasos como fuente de carbono
(La ruta Il de degradacién de acidos grasos). Por lo tanto, los desechos que contienen azUcar o acidos
grasos son los mejores candidatos para la produccion de PHA (Anjum et al., 2016). Gomez-Cardozo,
Mora-Martinez, Yepes-Pérez y Correa-Londofio (2016) definen los términos: desechos ricos en azucar
(es decir, desperdicios ricos en carbohidratos simples como glucosa, sacarosa, fructosa o sacarosa) y
desechos ricos en grasas (desperdicios con alto contenido en acidos grasos tales como el acido miritico,
palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico butirico, acético o propionico) para clasificar los
desechos de acuerdo con la composicion de la fuente de carbono. Ademas, otros desechos con materia
organica altamente biodegradable podrian ser utilizados debido a que pueden transformarse facilmente
en carbohidratos simples para la produccion de PHA a traves de pretratamientos fisicoquimicos o
bioldgicos, es decir, carbohidratos simples o acidos grasos volatiles (VFA) como acetato, propionato,

butirato o lactato.
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Se han reportado diferentes tipos de desechos como fuente de carbono para la produccion de
PHA, dependiendo de su origen se han clasificado como agroalimentarios, industriales, no
agroalimentarios y alimentarios. Los desechos agroalimentarios incluyen: desechos solidos vegetales,
como salvado de arroz, cascaras de guisantes, raices, cascaras de papa, manzana, cebolla, uvas,
desechos de granjas animales y corrientes de aguas residuales industriales, como las aguas residuales
del proceso de extraccién de aceite de oliva, aguas de procesamiento de leguminosas y de frutas. Los
desechos alimentarios comprenden: desechos sélidos, como café molido, arroz, vegetales, aceite de
cocina, cascaras de verduras y carne cocida. Los desechos no agroalimentarios son los generados por
la fabricacion de biodiesel: glicerol crudo, hidrolizado de tortas de aceite y acidos grasos del biodiésel
producto de la purificacion de glicerol. Los industriales comprenden efluentes de la digestion
anaerobica los cuales consisten en 1,3-propanodiol y &cidos carboxilicos (Pan, Tan, Ge, Chen, &
Wang, 2016).

Utilizacion subproductos agricolas por microorganismos haléfilos

Existen bacterias haldfilas que pueden utilizar eficientemente sustratos de bajo costo para la
produccion de PHA. Por ejemplo Halomonas halophila ha mostrado su capacidad de utilizar
hidrolizados de café molido con rendimientos de hasta 62% de PHB (Kucera et al., 2018). Ademas,
H. halphila también se ha utilizado con melaza, hidrolizados de suero de queso, aserrin y bagazo de
maiz, en los cuales ha mostrado rendimientos de hasta 64% de PHB. Otro ejemplo es H. boliviensis
que ha mostrado su capacidad para utilizar acidos grasos volatiles (ACV) los cuales son compuestos
organicos que se producen en grandes cantidades durante la fermentacion acidogénica de los desechos
de alimentos o desechos sélidos municipales. En dichas condiciones H. boliviensis ha mostrado ser
capaz de producir PHB y en presencia de una mezcla de ACV que con altos contenidos de &cido
racético, acido propidnico, &cido butirico y acido valérico, puede generar PHBV (Garcia-Torreiro, Lu-
Chau, Steinbuchel, & Lema, 2016). También, el salvado de trigo es un residuo agricola barato y
facilmente disponible que brinda un alto potencial para la produccion comercial de PHB. Asimismo,

se ha reportado que los desechos de papa proveen de una fuente de acido acético y butirico y han
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mostrado que se puede producir PHB a partir de microorganismos como H. boliviensis (Kucera et al.,
2018).

Area de estudio

Laguna de Ayarza

La Laguna de Ayarza es un lago de doble crater de origen volcénico, ubicado al noreste del
departamento de Santa Rosa, Guatemala, a 1410 metros sobre el nivel del mar, tiene una superficie de
14 km? y una profundidad maxima de 240 m (Poppe, Paull, Newhall, Bradbury, & Ziagos, 1985). Las
aguas son cristalinas, templadas, poseen una dureza de 154 mg/L y un pH de 8.7. Tienen una alta
salinidad, la concentracion de sodio es de 492 mg/L y de cloro de 241 mg/L, ademéas posee otros
minerales en cantidades considerables como el bicarbonato 106 g/L, calcio 39.28 mg/L, carbonato 36
mg/L, potasio 25 mg/l y magnesio 13.22 mg/l. La flora que lo rodea se compone principalmente por

pinos, encinos y eucaliptos (Mayorga et al., 1979).

7 Estado del arte

Aungue los polihidroxialcanoatos (PHA) estan siendo producidos a escala industrial a partir de
diversas bacterias y se han utilizado para la elaboracién de bioplasticos, la comercializacion todavia
tiene varios desafios como los costos asociados al proceso de sintesis y la inestabilidad en las
propiedades térmicas, mecanicas y estructurales de los polimeros. La produccion de los PHA también
esta relacionada con las dificultades en el bioprocesamiento principalmente por las condiciones de
esterilidad, la baja conversién de sustratos de carbono en productos de PHA, el mal desarrollo de los
microorganismos, Yy la purificacién del producto final. Para reducir la complejidad y los costos en la
produccion de los PHA se han buscado microorganismos mas prometedores como bacterias resistentes
a la contaminacion, por ello en los ultimos afios la atencidén se ha dirigido a los extremofilos,
especialmente a las bacterias y arqueas haldfilas como Halomonas spp. y Haloferax mediterranei con
el objetivo de mejorar la produccion de PHA para alcanzar un proceso mas sencillo y econémico
(Chen, Chen, Wu, Chen, 2020).
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Biotecnologia industrial de préxima generacion basada en haléfilos

Actualmente los microorganismos extremofilos se estan aprovechando debido a que existe la
posibilidad de cultivarlos en condiciones donde no pueden desarrollarse otras formas de vida, lo que
ha facilitado evitar la contaminacion durante el proceso de fermentacion. Entre este tipo de
microorganismos, los cientificos han prestado especial atencién a las bacterias haléfilas que pueden
crecer rapidamente en medios con altas concentraciones de sal y pH elevado (Yue et al., 2014), lo que
resulta en un excelente mecanismo de resistencia a la contaminacion que pocos microorganismos
poseen. Se ha reportado que las bacterias hal6filas pueden crecer en procesos de fermentacién abiertos
y continuos en medios con agua de mar no estéril sin presentar contaminacion durante al menos dos
meses. Sus potenciales podrian desarrollarse aun mas con modificaciones genéticas introduciendo
nuevas vias 0 genes (Shen et al., 2014). Recientemente, la tecnologia también se ha centrado la
manipulacion genética de bacterias hal6filas. Se han desarrollado herramientas de ingenieria
molecular para construir Halomonas recombinantes para aumentar su porcentaje de eficiencia para la
produccion de PHBV. En el futuro mas estudios sobre ingenieria genética conduciran a la generacion

de nuevos polimeros producidos por haléfilos recombinantes (Zhao et al., 2017).

Cultivos microbianos mixtos (CMM)

Los CMM se han propuesto como un método rentable para producir biopolimeros a partir de
recursos renovables, en donde a través de bioprocesos cuidadosamente disefiados, el fenotipo de los
microorganismos productores de PHA se enriquece naturalmente, haciendo que el proceso sea mas
eficiente y econémico (Carvalho, Oehmen, Albuquerque, & Reis, 2014). Como alternativa, el uso de
CMM es prometedor, ya que no requieren condiciones estériles y tienen un potencial metabolico mas
amplio que al utilizar cepas individuales, lo que ayudaria a reducir el costo de produccién de los PHA.
El uso de CMM ademas permite utilizar sustratos mas baratos, como los desechos agricolas, que a su
vez evita el uso de costosas fuentes de carbono. El proceso de produccién de PHA con CMM requiere
la seleccion individual de los microorganismos que acumulen la mayor cantidad de PHA. Esta
seleccion se realiza a escala laboratorio que posteriormente se lleva a una escala mayor en procesos
continuos. Recientemente, se han propuesto nuevos sistema de produccion de PHA con

microorganismos fotosintéticos o fijadores de nitrégeno (Chen et al., 2020).
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Aplicaciones mas relevantes de los PHA

La produccion industrial de PHA se desarrolla segun las necesidades del mercado y por las
nuevas legislaciones y penalizaciones a los plasticos petroquimicos. En este sentido, se espera que dos
lineas principales de productos de PHA sean las mas demandas: Productos de alta gama de los que se
requiere que sean biodegradables y biocompatibles, por ejemplos, los materiales de suministro de
medicamentos, de ingenieria de tejidos y para nanobiotecnologia. Los polimeros de PHA también
tienen potencial para reemplazar a los plasticos petroquimicos en aplicaciones como aditivos y rellenos
de cosmeéticos. En algunas situaciones el precio mas alto de los PHA puede ser aceptable, ya sea por
las prohibiciones o por su comptibilidad con organismos vivos. Para los productos de gama baja los
beneficios pueden provenir de la biodegradabilidad, la actividad éptica, la piezoelectricidad y las
propiedades de barrera. Las aplicaciones cubren principalmente bolsas para recoleccion de desechos
organicos, empaques de un solo uso, textiles, juguetes, recuerdos, materiales para decoracion y
utilizados para diversos productos de entretenimiento deportivo, por ejemplo, pelotas para badminton.
En tales casos, la capacidad de produccién de PHA se encuentra en una fase temprana, de modo que
los precios de produccion aun son altos, pero se espera que el desarrollo en investigaciones genere
plataformas que permitan la reduccion de los costos a través de microorganismos mas eficientes y de

fuentes de carbono més accesibles como los materiales de desecho agricolas (Chen et al., 2020).

Perspectivas

Con la creciente diversidad de moléculas de PHA que se han ido descubriendo, sus aplicaciones
seran cada vez més extensas. Sin embargo, la industrializacion y comercializacion a gran escala ha
sido restringida por los costos de produccidn, especialmente el de los nuevos mondmeros que se han
caracterizado de forma reciente. No obstante, mediante la busqueda de nuevas cepas productoras, la
biologia sintética, de sistemas, la ingenieria de morfologia y la biotecnologia industrial de proxima
generacion, la sintesis de todo tipo de PHA se ira integrando para generar plataformas de produccién
de bajo costo, que se basen en bacterias capaces de utilizar multiples rutas metabdlicas y puedan
sintetizar PHA especificos para cada industria. Eventualmente sera posible reducir el costo de
produccion de todo tipo de PHA y se promovera asi la aplicacion en diferentes campos lo que resultaria

en alternativas para resolver los problemas de contaminacion ambiental (Mitra et al., 2020).
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8

Objetivos

General

Establecer el potencial de las cepas nativas de bacterias haldfilas de la Laguna de Ayarza para la

produccion de bioplasticos microbianos a partir de residuos agricolas.

Especificos

Determinar los géneros de bacterias haldfilas capaces de producir granulos de
polihidroxialcanoatos en el medio EGM.

Establecer la capacidad de las bacterias hal6filas de producir granulos de polihidroxialcanoatos a
partir de pulpa de café, cascaras de platanos y salvado de trigo.

Determinar el rendimiento de produccion de polihidroxialcanoatos de las bacterias haldfilas, a

través de la fermentacion en medios suplementados con residuos agricolas.

Hipotesis

Al menos una cepa de bacterias haldfilas es capaz de producir polihidroxialcanoatos en medio
EGM.
Al menos una cepa de bacterias halofilas es capaz de producir granulos de polihidroxibutirato a
partir de residuos agricolas.

Al menos una cepa de bacterias hal6filas es capaz de producir polihidroxialcanoatos a partir de la

fermentacion de medios suplementados con residuos agricolas.

10 Materiales y métodos

10.1 Enfoque de la investigacion

Este estudio posee un enfoque cuantitativo.
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10.2 Método

Se utilizo el método experimental. Las actividades se llevaron a cabo en los laboratorios del
Departamento de Microbiologia, de la Escuela de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

10.3 Recoleccion de informacion

Se tomaron 35 muestras de 200 ml en puntos al azar de la Laguna de Ayarza en frascos de vidrio
estériles. Las muestras fueron transportadas al laboratorio del Departamento de Microbiologia de la
Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos
de Guatemala para aislar bacterias productoras de PHA. Las cepas que mostraron mayor capacidad
para la produccion de PHA fueron cultivadas en medios con desechos de produccién agricola como
fuente de carbono y se extrajeron los PHA. Se determind el coeficiente de rendimiento para establecer
la capacidad de las cepas bacterianas hal6filas de producir PHA a partir de los residuos agricolas.
Todas las evaluaciones y mediciones se llevaron a cabo a través de un disefio de bloques aleatorios
completos de las cepas nativas a evaluar, con cinco repeticiones sucesivas. La variable de blogueo la

constituyeron las cepas de microorganismos.

10.4 Técnicas e instrumentos

Muestreo, aislamiento y mantenimiento de las cepas

Para el aislamiento de las bacterias haléfilas productoras de PHA se recolectaron aleatoriamente
30 muestras de agua en la Laguna de Ayarza, Departamento de Santa Rosa, Guatemala ubicada a
14°24'23.0" Norte y 90°07'01.6" Oeste. Las muestras de agua fueron de 200 ml y se recolectaron en
frascos de vidrio estériles de boca ancha a una profundidad de aproximadamente 20 cm de la
superficie. Después de tomar las muestras, estas fueron trasladadas inmediatamente al laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Posteriormente 1 ml de cada muestra fue enriquecido
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agregandolo a 10 ml de medio EGM (1% p/v de glucosa, 0.5% p/v de extracto de levadura y 25% v/v
de agua del lago) e incubado a 30 °C por 48 horas. Se seleccionaron las muestras que evidenciaron
desarrollo microbiano, a partir de las cuales se prepararon diluciones 10, 10°y 10 y se inocularon
100 pL de cada dilucion en cajas de Petri con agar EGM (1% p/v de glucosa, 0.5% p/v de extracto de
levadura y 25% v/v de agua del lago). Las cajas de Petri fueron incubadas a 25 °C por 72 horas y se
analizaron para determinar el total de colonias. Posteriormente las colonias fueron resembradas hasta
lograr su purificacién, luego se almacenaron en tubos con agar EGM a 4°C (Fuentes, Carrefio, &
Llanos, 2013).

Tamizaje de las cepas productoras de PHA

La habilidad de las cepas halofilas aisladas para producir PHA fue evaluada utilizando medio
EGM modificado compuesto por 1% p/v de glucosa como sustrato, 0.25% p/v de extracto de levadura
y 25% v/v de agua del lago, la modificacion fue para crear condiciones limitantes de nitrogeno
(Gunaratne, Shanks, & Amarasinghe, 2004).

Tincién de Negro de Sudan

La tincion de Negro de Sudan se llevd a cabo a partir de cultivos de 48 horas de crecimiento
en agar EGM. El colorante al 1% fue filtrado antes de utilizarlo. Las cepas fueron fijadas por calor en
portaobjetos y tefiidas durante 10 minutos, luego fueron aclaradas con Xilol para eliminar el exceso
de colorante. Las muestras fueron observadas al microscopio en blsqueda de granulos negros o
grisaceos intracelulares los cuales son indicativos de la produccion de PHA, la cantidad de granulos
fue reportada cualitativamente en cruces. Las cepas que produjeron la mayor cantidad de granulos
fueron utilizadas en los pasos posteriores (Koller, Marsalek, Dias, & Braunegg, 2017).

Determinacion de la capacidad de producir polihidroxialcanoatos en medio EGM

Las cepas de bacterias halo6filas seleccionadas se cultivaron en 10 ml de medio EGM
modificado a 30°C hasta que alcanzaron una concentracién de 0.5 del estandar de McFarland.

Posteriormente 5 ml del cultivo anterior se inoculé en 45 ml de caldo EGM y se incub6 a 30°C con

22



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

agitacion constante a 150 rpm hasta que se alcanzo6 una concentracion de 9 del estandar de McFarland.
Una vez alcanzada dicha concentracion, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos. El
sedimento se lavo dos veces con agua desmineralizada y se deshidratd en horno a 45°C hasta alcanzar
peso constante. Para la cuantificacion de los PHA, se agreg6 1 ml de hipoclorito de sodio al 5% por 2
horas a los tubos con la biomasa deshidratada, posteriormente se agregé 1 ml de cloroformo por 20
minutos para separar la biomasa del polimero. Luego los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 5
minutos y se obtuvieron dos fases, la superior corresponde al hipoclorito de sodio con restos celulares
y la inferior a la de cloroformo con los PHA. Con una pipeta Pasteur se extrajo la fase inferior de
cloroformo y se depositd en otro tubo de ensayo el cual se colocé en un horno a 40 °C por 24 horas

para la evaporacion del cloroformo (Guzman, Hurtado, Carrefio, & Casos, 2017).

Verificacion del polimero y rendimiento a traves del coeficiente de rendimiento

Una vez evaporado el cloroformo de los tubos, el polimero obtenido se pesé y se verifico su
naturaleza, para ello se digirié el sedimento con H,SO4 concentrado durante 30 minutos a 90°C en
bafio maria. Luego se dejé enfriar y se realiz6 un barrido con espectrofotometro en un rango de 220 a
250 nm, el polimero se identifico como PHA cuando se observé un pico maximo de absorbancia a 235
nm. Finalmente, con los pesos de la biomasa celular y de los PHA se calculd el coeficiente de
rendimiento del producto con relacion a la biomasa o cantidad de PHA obtenido por biomasa formada,

Masa de los PHA

con la siguiente ecuacion Coeficiente (Y) = —
Biomasa celular

(Guzman et al., 2017).

Determinacion de la capacidad de producir polihidroxialcanoatos en medio a partir de residuos

agricolas.

Para la preparacién del medio de fermentacion, los residuos agricolas pulpa de café, cascaras
de platano y salvado de trigo se deshidrataron por 72 horas a temperatura ambiente y se molieron en
fracciones de entre 0.5 a 2 mm. A partir de los residuos agricolas molidos se prepararon 3 medios de
fermentacion EGM modificados, cada uno 6 gl de un residuo agricola distinto, 0.25% p/v de extracto
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de levadura y 25% v/v de agua del lago. Una vez preparados los medios de fermentacion, las cepas de
bacterias haldfilas seleccionadas se cultivaron en 10 ml de cada uno de los medios EGM modificados
a 30°C hasta que alcanzaron una concentracion de 0.5 del estandar de McFarland. Posteriormente 5
ml del cultivo se inoculé en 45 ml de cada uno de los medios EGM modificados y se incub6 a 30°C
con agitacion constante a 150 rpm hasta alcanzar una concentracion de 9 del estandar de McFarland.
Una vez alcanzada dicha concentracion, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos. El
sedimento se lavo dos veces con agua desmineralizada y se deshidraté en horno a 45°C hasta alcanzar
peso constante. Para la purificacion de los PHA, se agreg6 1 ml de hipoclorito de sodio al 5% por 2
horas a los tubos con la biomasa deshidratada, luego se agregd 1 ml de cloroformo por 20 minutos
para separar la biomasa del polimero. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 5
minutos y se obtuvieron dos fases, la inferior corresponde a la de cloroformo con los PHA. Finalmente,
con una pipeta Pasteur se extrajo el cloroformo de la fase inferior yse deposit6 en otro tubo de ensayo
el cual se colocé en un horno a 40°C por 24 horas para la evaporacién del cloroformo. Posteriormente
se verificd el polimero y se obtuvo el coeficiente de rendimiento para cada cepa bacteriana (Du et al.,
2012).

Identificacién de las cepas

La identificacion se realizd de acuerdo al microorganismo a través de caracteristicas
macroscopicas, pruebas bioguimicas y microscopia, ademas de hicieron pruebas complementarias con
espectroscopia de masas. Para las caracteristicas macroscopicas, dependiendo del microorganismo se
utilizo agar nutritivo, agar sangre, manitol sal y agar MacConkey. Para las pruebas bioquimicas se
utilizé catalasa, oxidasa, ureasa, produccion de indol, prueba de rojo de metilo, reaccion de Voges-
Proskauer, utilizacion del citrato e hidr6lisis del almidén (Muhammadi, Afzal, & Hammed, 2015).

10.5 Procesamiento y analisis de la informacion

Se realizd un analisis exploratorio de los resultados obtenidos. Para los datos obtenidos en la
produccion de PHA a partir de glucosa y a partir de los residuos agricolas se llevd a cabo una prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk. Para evidenciar diferencias entre los coeficientes de rendimiento se
realiz6 un analisis de varianza (anova) y una posterior prueba de comparacion de medias de Tukey,
con el 0.05 de significancia. Los resultados fueron procesados en Excel 2013 y el programa R®
(Guzmaén et al., 2017).
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11 Resultados y discusion
11.1 Resultados:

Se logré aislar 35 cepas de bacterias a partir de las muestras de agua recolectadas en la Laguna
de Ayarza, Santa Rosa, Guatemala (Tabla 2). Los granulos de polihidroxialcanoatos fueron
inicialmente observados con microscopia de luz y de contraste de fases. De las 35 cepas aisladas se
determin6 que 10 resultaron positivas para la produccién de polihidroxialcanoatos en medio EGM y
medios con pulpa de café, cascara de platano y salvado de trigo. Entre las bacterias productoras de
PHA se encontraron las siguientes especies: Alcaligenes faecalis, Bacillus idriensis, Bacillus
megaterium, Exiguobacterium acetylicum, E. aurantiacum, Pseudomonas cuatrocienegasensis y

Staphylococcus capitis (Tabla 1).

Se observo que las mayores concentraciones del polimero en medio EGM fueron producidas por la
cepa AP21-14 (Alcaligenes faecalis), AP21-10 (Alcaligenes faecalis) y AP21-03 (Staphylococcus
capitis). De las cepas que mostraron mayor rendimiento en la produccion de polihidroxialcanoatos no
se encontrd diferencia entre la AP21-14 y la AP21-10 que produjeron en promedio 1.21 g/L del
polimero (Figura 1). Asimismo, al evaluar las cepas en medio enriquecido con pulpa de café, se
encontrd que las mayores concentraciones fueron producidas por las cepas AP21-03 (Staphylococcus
capitis), AP21-10 (Alcaligenes faecalis) y AP21-16 (Pseudomonas cuatrocienegasensis), de estas la
cepa AP21-03 y AP21-10 no mostraron diferencia significativa y reportaron un promedio de 0.88 g/L
de PHA (Figura 2).

Al evaluar las cepas en medio enriquecido con cascara de platano se observo que las que produjeron
mayor concentracion del polimero fueron la AP21-03 (Staphylococcus capitis), AP21-14 (Alcaligenes
faecalis) y AP21-10 (Alcaligenes faecalis). No se encontro diferencia entre las cepas AP21-10 y AP21-
14 que produjeron 0.85 g/L del polimero (Figura 3). Ademas, al desarrollar las cepas en medio
enriquecido con salvado de trigo, se encontrd que las cepas que produjeron mayor concentracion del
PHA fueron la AP21-10 (Alcaligenes faecalis), AP21-03 (Staphylococcus capitis) y AP21-16
(Pseudomonas cuatrocienegasensis), de estas no se encontro diferencia significativa entre la AP21-10
y AP21-03 que produjeron 1.03 g/L del polimero (Figura 4).
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Tabla 1

Promedios de produccion de polihidroxialcanoatos por cepas aisladas de la Laguna de Ayarza, Santa Rosa, Guatemala en
diferentes medios de cultivo.

Cepa Cadigo Produccion de PHA  Produccion de PHA Producciéon de PHA en  Produccién de PHA
en medio EGM en medio con pulpa medio con cascaras de  en medio con
de café (g/L)* platanos (g/L)* salvado de trigo
(glL)

Cepa l AP21-01 0.90 (0.15) a 0.70 (0.17)a 0.72 (0.19) a 0.82 (0.15) a
Cepa 2 AP21-02 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 3 AP21-03 1.02 (0.23) b 0.93(0.23) b 0.90 (0.22) b 1.02 (0.19) b
Cepa 4 AP21-04 0.65(0.17) c 0.64 (0.26) a 0.19 (0.15) c 0.54 (0.19) c
Cepa 5 AP21-05 0.79 (0.19) d 0.76 (0.17) c 0.72 (0.10) a 0.56 (0.24) c
Cepa 6 AP21-06 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 7 AP21-07 0.70 (0.22) e 0.62 (0.17)a 0.30(0.18) d 0.67 (0.19) c
Cepa 8 AP21-08 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 9 AP21-09 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 10 AP21-10 1.20 (0.19) b 0.92(0.22) b 0.88 (0.18) b 1.07 (0.19) b
Cepa 11 AP21-11 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 12 AP21-12 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 13 AP21-13 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 14 AP21-14 1.22 (0.21) b 0.69 (0.15) f 0.85 (0.17) be 0.89(0.17)d
Cepa 15 AP21-15 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 16 AP21-16 1.00 (0.23) f 0.92 (0.16) b 0.78 (0.29) a 0.87 (0.16) e
Cepa 17 AP21-17 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 18 AP21-18 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 19 AP21-19 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 20 AP21-20 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 21 AP21-21 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 22 AP21-22 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 23 AP21-23 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 24 AP21-24 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 25 AP21-25 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 26 AP21-26 0.99 (0.25) a 0.77 (0.20) b 0.53 (0.16) f 0.66 (0.20) c
Cepa 27 AP21-27 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 28 AP21-28 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 29 AP21-29 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 30 AP21-30 0.88(0.14) g 0.39(0.21) g 0.51(0.16) g 0.50 (0.20) c
Cepa 31 AP21-31 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 32 AP21-32 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 33 AP21-33 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 34 AP21-34 0.00 0.00 0.00 0.00

Cepa 35 AP21-35 0.00 0.00 0.00 0.00

'Gramos por litro de polihidroxialcanoato. ¢ %9 | etras distintas indican diferencia significativa, de acuerdo
con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (p = .05).
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Tabla 2

Identificacién de cepas por espectrometria de masas
Cepa Cddigo Identificacion
Cepal AP21-01 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 2 AP21-02 Bacilos gram positivo
Cepa 3 AP21-03 Staphylococcus capitis (Winslow & Winslow)

Evans
Cepa 4 AP21-04 Bacillus megaterium de Bary
Cepa 5 AP21-05 Exiguobacterium aurantiacum Collins
Cepa 6 AP21-06 Bacilos gram negativo
Cepa 7 AP21-07 Bacillus idriensis Ko
Cepa 8 AP21-08 Cocos gram positivo
Cepa 9 AP21-09 Bacilos gram negativo
Cepa 10! AP21-10 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 11 AP21-11 Bacilos gram positivo
Cepa 12 AP21-12 Bacilos gram negativo
Cepa 13 AP21-13 Bacilos gram positivo
Cepa 14! AP21-14 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 15 AP21-15 Bacilos gram positivo
Cepa 16 AP21-16 Pseudomonas cuatrocienegasensis Escalante
Cepa 17 AP21-17 Bacilos gram negativo
Cepa 18! AP21-18 Exiguobacterium aurantiacum Collins
Cepa 19 AP21-19 Pseudomonas cuatrocienegasensis Escalante
Cepa 20 AP21-20 Cocos gram positivo
Exiguobacterium acetylicum (Levine and

Cepa2l AP21-21 Sopgpeland) Farrow ’ (
Cepa 221 AP21-22 Exiguobacterium aurantiacum Collins
Cepa 23 AP21-23 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 24 AP21-24 Bacilos gram positivo
Cepa 25 AP21-25 Bacilos gram negativo
Cepa 26 AP21-26 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 27 AP21-27 Bacilos gram negativo
Cepa 28 AP21-28 Bacilos gram positivo
Cepa 29 AP21-29 Bacilos gram positivo
Cepa 30 AP21-30 Alcaligenes faecalis Castellani & Chalmers
Cepa 31 AP21-31 Bacilos gram positivo
Cepa 32 AP21-32 Cocos gram positivo
Cepa 33 AP21-33 Cocos gram positivo
Cepa 34 AP21-34 Cocos gram positivo
Cepa 35 AP21-35 Bacilos gram positivo

IAunque las cepas correspondan a la misma especie, estas provienen de distintas muestras por lo que
podrian mostrar diferencias fenotipicas y genotipicas que afecten la produccion del biopolimero.
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Figura 1. Produccion de polihidroxialcanoatos en medio EGM, valores medios por cepa bacteriana.

Los resultados se muestran en gramos por litro.
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Figura 2. Produccién de polihidroxialcanoatos en medio enriquecido con pulpa de café, valores
medios por cepa bacteriana. Los resultados se muestran en gramos por litro.
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Figura 3. Produccion de polihidroxialcanoatos en medio enriquecido con céscara de platano, valores

medios por cepa bacteriana. Los resultados se muestran en gramos por litro.
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Figura 4. Produccion de polihidroxialcanoatos en medio enriquecido con salvado de trigo, valores
medios por cepa bacteriana. Los resultados se muestran en gramos por litro.

11.2 Discusion de resultados

Se aislaron 35 cepas microbianas en la Laguna de Ayarza, de las cuales 10 resultaron positivas
para la produccion de polihidroxialcanoatos al desarrollarse en Medio EGM, pulpa de café, cascara de
platano y salvado de trigo. Entre las especies encontradas esta Alcaligenes faecalis, Bacillus idriensis,
Bacillus  megaterium,  Exiguobacterium acetylicum, E. aurantiacum, Pseudomonas
cuatrocienegasensis y Staphylococcus capitis. Ademas, se encontré que las cepas AP21-10

(Alcaligenes faecalis), AP21-14 (Alcaligenes faecalis) y AP21-03 (Staphylococcus capitis) produjeron
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las mayores concentraciones del polimero, en los cuatro medios probados (EGM vy enriquecidos con
pulpa de cafe, cascara de platano y salvado de trigo) con una media de 1.00 (0.16) g/L, 0.88 (0.41) g/L
y 0.98 (0.12) g/L respectivamente.

Se ha reportado que los PHA producidos por microorganismos que habitan en ecosistemas con
altas concentraciones de sales se dan bajo condiciones de exceso de carbono y limitantes de nitrogeno
(Obruca et al., 2020). En este sentido en algunos estudios donde se ha utilizado medio EGM como
sustrato se han reportado rendimientos promedio de 0.8 g/L de polihidroxialcanoatos con Halomonas
nitroreducens (Cervantes-Uc et al., 2014) estos resultados son similares a los producidos por la cepa
AP21-14 correspondiente a Alcaligenes faecalis que al desarrollarse en Medio EGM y enriquecido
con pulpa de café, cascara de platano y salvado de trigo, mostré una produccion de 0.88 g/L en
promedio. Por otra parte, durante este estudio también se encontraron cinco cepas de Alcaligenes
fecalis capaces de producir PHA (identificadas con los cddigos AP21-01, AP21-10, AP21-14, AP21-
26 y AP21-30) las cuales evidenciaron los mayores valores medios de produccién por litro de sustrato.
Diversas especies de Alcaligenes han sido reportadas por otros autores como productoras de PHA
principalmente poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV);
se ha reportado que su diversidad metabdlica, capacidad de utilizar compuestos aromaticos y metales
pesados, asi como su capacidad para eliminar productos téxicos, ha vuelto de interés a este género

para la produccion de PHA (Yajima, Nagatomo, Wakabayashi, Sato, Taguchi, & Maeda, 2020).

En otras investigaciones también se ha reportado a Staphylococcus como un género capaz de
adaptarse a distintas condiciones ambientales por su amplio potencial para producir diversas enzimas
para aprovechar los nutrientes del medio y competir con otros microorganismos e incluso evadir las
defensas naturales de animales y seres humanos (Seo & Bohach, 2014). EI género Staphylococcus ha
sido utilizado también para la produccion de PHA a partir de medios sintéticos y también de productos
agricolas y residuos industriales como las semillas de sésamo, melaza, céscaras de platano, papa,
mango, efluentes textiles, aceites residuales y polvo de proteina y se han reportado producciones
promedio de hasta 1.71 g/L de distintos PHA (Joyline & Aruna, 2019). En este estudio se encontro
que la cepa AP21-03 correspondiente a Staphylococcus capitis presenté un rendimiento promedio de
1.12 g/L en medio EGM, 0.84 g/L en medio enriquecido con pulpa de café, 0.93 g/L en medio con
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cascara de platano y 1.02 g/L en medio con salvado de trigo, lo cual es similar al rendimiento que
presentan otras cepas de Staphylococcus en otros desechos agroindustriales (Joyline & Aruna, 2019).
Asimismo, Staphylococcus ha sido considerado un microorganismo de interés para la produccion de
PHA ya que tiene un amplio potencial de adaptacién a distintos sustratos y también por su tolerancia
a elevadas concentraciones de sal lo que lo hacen apto para reducir los costos de produccion de
polimeros biodegradables. Aunque S. capitis no habia sido reportado para la produccién de
polihidroxialcanoatos, se ha encontrado que S. epidermidis, S. aureus y otras especies han logrado
producir PHB, PHBV y P4HB (Venkateswar & Venkata, 2012).

Por otra parte, aunque la cepas de Bacillus megaterium y B. idriensis encontradas mostraron los
menores rendimientos de produccion de PHA en medio EGM y enriquecidos con pulpa de café,
cascara de platano y salvado de trigo (0.54 g/L y 0.53 g/L respectivamente), esto puede ser el resultado
de los sustratos utilizados, no obstante, algunas especies de Bacillus han sido ampliamente aplicadas
por su potencial para producir polimeros de PHA con propiedades especificas, por ejemplo: en un
estudio se reportd que la cepa BPPI-14 y BPPI-19 de Bacillus sp. produjeron acido hidroxibutirico
(4HB) vy poli-(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), los cuales presentan propiedades
fisicoquimicas similares a las del polipropileno (Mohammed, Panda, & Ray, 2019). En esta
investigacion se utilizd6 medio EGM y medios enriquecidos con pulpa de café, cascara de platano y
salvado de trigo como fuente de carbono lo que pudo limitar la sintesis de PHA. Ademas, otras
investigaciones han reportado la produccion de PHB cuando se ha utilizado glucosa como Unica fuente
de carbono y también se ha evidenciado la produccion de otros PHA como el PHVB y P4AHV
(Katircioglu, Aslim, Yiksekdao, Mercan, & Beyatli, 2003). Otras investigaciones también han
reportado que se pueden obtener diversos tipos de polihidroxialcanoatos dependiendo la fuente de
carbono en la que es cultivado B. cereus, entre estos se ha reportado el PHV, PHBHV. Por lo tanto,
aungue las condiciones limitantes de nitrogeno y el exceso de carbono son las principales variables a
considerar para la produccion de PHA, las condiciones de cultivo y los sustratos también tienen un
efecto directo con relacion al tipo de polimero producido (Rathika, Janaki, Shanthi, & Kamala-
Kannan, 2018).
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Respecto al género Exiguobacterium aurantiacum y Pseudomonas cuatrocienegasensis pocos
estudios los han reportado para la sintesis de polihidroxialcanoatos, Kanekar, Joshi, Kelkar, & Borgave
(2008) aislaron a Exiguobacterium aurantiacum del lago salado Lonar de la India y la reportaron como
productora de PHA, sin embargo, no indicaron el rendimiento de produccién el cual para la presente
investigacion fue de 0.70 g/L (Tabla 1) en promedio en los sustratos utilizados reportados
anteriormente. Asimismo, Dong-Heon y colaboradores (2010) lograron aislar a Pseudomonas
cuatrocienegasensis a partir de aguas contaminadas con un derrame de petréleo en Taean, Corea.
Dichos autores encontraron que P. cuatrocieneganesis es capaz de producir PHA al utilizar medios
sintéticos con glucosa como fuente de carbono con rendimientos de hasta 1.10 g/L los cuales son

similares a los encontrados en la presente investigacion.

Las especies de bacterias aisladas en esta investigacion podrian ser aplicadas a nivel industrial
por su capacidad para producir polihidroxialcanoatos a partir de residuos agricolas y como alternativa
a la utilizacion de plasticos petroquimicos. Los valores de rendimiento obtenidos con pulpa de café,
cascara de platano y salvado de trigo, también son prometedores y comparables a otros reportados en
la literatura. Sin embargo, para aumentar la produccién de PHA, aun hacen falta estudios que permitan

encontrar otros residuos agricolas como fuente de carbono.
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13 Apéndice

No aplica

14 Aspectos éticos y legales

No aplica

15 Vinculacién

Entre las actividades de vinculacion se logrd la asistencia técnica y de reactivos de la empresa
“LABIMED?”, a través de la especialista microbidloga Leda. Otilia Vasquez, asesora cientifica, para
financiar e identificar las bacterias productoras de bioplasticos mediante técnicas de biologia

molecular (protedmica) por espectrometria de masas.

Ademas, se tramito a nivel de la Jefatura del Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan
de Dios con la Lcda. Miriam Alcazar, el préstamo del espectrémetro de masas (MALDI-TOF) para la

identificacion de las bacterias.

16 Estrategia de difusion, divulgacién y proteccién intelectual

Se organizd y se implemento el taller virtual Bioprospeccion de la diversidad en Guatemala del 27
de Abril al 5 de Mayo de 2021, presentandose los temas:”Potencial biotecnolégico de la diversidad

nativa”, ‘“Polimeros microbianos y plasticos biodegradables”,  “Produccion de polimeros
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biodegradables: Polihidroxialcanoatos”, como parte de las actividades de difusion y divulgacion, asi
como apoyo a la docencia de los cursos del area aplicada que se sirvio a 56 estudiantes del 7mo. ciclo
de la carrera de Quimico Bidlogo en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia (USAC). El taller
ademas concientizo a los asistentes de su responsabilidad en la utilizacion de plasticos biodegradables
que impidan el deterioro y contaminacion del medio ambiente. Asi como se les motivo a participar en
futuros proyectos de investigacion al respecto a través de los programas de evaluacion terminal

aprobados por la facultad para la carrera de Quimico Bidlogo.

Se participo en varios talleres organizados por la Digi para el fortalecimiento de la divulgacion de
resultados de investigacion a través de capacitaciones para publicacion de articulos cientificos en
revistas indexadas a nivel nacional e internacional, conocimientos que se utilizaron para la elaboracion

del articulo cientifico.

Con el fin de dar a conocer los resultados de la investigacion DES3-2020, a la comunidad cientifica
internacional se sometié a revision a la Revista Colombiana de Biotecnologia el articulo cientifico:
“Aislamiento e identificacion de bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHA) en suelos
agricolas de Guatemala. Ricardo Figueroa', Maria del Carmen Bran?, Osberth Morales!, Gustavo
Alvarez?, (*Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, ?Facultad de

Agronomia, Universidad de San Carlos de Guatemala).

Se particip6 en la jornada de presentacion de investigaciones cofinanciadas por la Direccion
General de Investigacion del 7 de mayo de 2021: “Produccion de plasticos biodegradables en
Guatemala (Fase I): Aislamiento e identificacion de bacterias productoras de bioplasticos, extraccion

y purificacion”.

Por otro lado se particip6 en el “Foro interuniversitario de ambiente”, llevado a cabo el 25 de
agosto de 2021 en la que participaron ademas de la universidad de San Carlos de Guatemala ~-USAC,
otras como Rafael Landivar, Mariano Gélvez, Del Istmo y Galileo, organizado por el comité

académico de produccion mas limpia. El tema presentado fue ” Produccion de plasticos
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biodegradables” en la que se expusieron los resultados obtenidos en los proyectos DES3-2020 y

AP.2021.

Se particip6 en el encuentro de investigadores del plastico en un conversatorio para compartir
resultados de investigacion cientifica relacionados a plasticos, microplasticos, bioplasticos,
compostabilidad y biodegradabilidad con fecha 15 de octubre 2021. Esta participacion fue muy
importante para la difusion de los resultados de los proyectos 2020-2021, tomando en cuenta que el
acceso a la informacion es muy importante para poder plantear soluciones practicas y que no dafian el
medio ambiente. Este conversatorio fue organizado por el Programa PUIRNA de la Digi y Comisién
Ambiental, Cambio Climatico, Seguridad y Resiliencia del Consejo Superior Universitario y

Comisidén Universitaria para la Atencion a la Poblacion con Discapacidad.

Se participé en el “III Encuentro Cientifico de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia” con
la ponencia “Aislamiento e identificacion de bacterias productoras de bioplasticos en Guatemala,
extraccion y purificacion, realizado del 16 al 19 de noviembre en Guatemala. Este encuentro fue
organizado por el Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas de la unidad académica indicada
y que permitio la difusion de los resultados a la comunidad cientifica facultativa.

Ademds se participd en el “VII Congreso de Quimica Bioldgica” con el tema
“Polihidroxialcanoatos, una alternativa a los plasticos derivados del petréleo” donde se dio a conocer
a la comunidad cientifica nacional de Quimicos Biologos, estudiantes, docentes y profesionales, la
importancia de su uso asi como las alternativas de produccion por microorganismos y los trabajos
efectuados y que se efectlian actualmente cofinanciados por la Digi y avalados por el Instituto de

Investigaciones Quimicas y Bioldgicas. La ponencia de presento el jueves 18 de noviembre de 2021.

Se colabor6 con el periodista de la unidad de divulgacién de la universidad edicién noviembre
Edson Sebastian Losano en la publicacion a nivel del diario universitario: “Periddico de la Usac”,
Universidad de San Carlos de Guatemala No.309. Noviembre de 2021, sobre la importancia de los
trabajos cofinanciados por la Digi: “Produccion de plasticos biodegradables en Guatemala (Fase 1):

aislamiento e identificacion de bacterias productoras de bioplasticos, extraccion y purificacion”, asi
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también la importancia del trabajo “Produccion de plasticos biodegradables en Guatemala (fase I1):
bioplasticos de bacterias haldfilas nativas a partir de residuos agricolas”. cuyas muestras se tomaron
en suelos de Tecpan-Guatemala, Chimaltenango y en la laguna de Ayarza, respectivamente, en la
busqueda de bacterias productoras de polihidroxialcanoatos como una alternativa para contrarrestar la
contaminacion generada por los plasticos a base de petroquimicos y su substitucion por plasticos de
origen biologico biodegradables. El articulo se 1llama “En Busqueda de plastico
biodegradable”(Losano, E.S. (2021). En busqueda de plastico biodegradable. Periddico de la Usac,

(309), 21.)

17 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

Se obtuvo un cepario de las cepas locales bacterianas halofilas de la Laguna de Ayarza capaces
de producir polihidroxialcanoatos utilizando desechos agricolas a base de pulpa de café, cascaras de
platanos y salvado de trigo. También se determino el coeficiente de rendimiento para determinar las
cepas con mayor potencial en la produccién de PHA. La importancia de esta investigacion radicé en
encontrar cepas de bacterias hal6filas productoras de bioplasticos que haran mas efectiva la produccion
de PHA y que son de interés para la produccion industrial a gran escala, como una alternativa en la
elaboracion de productos que actualmente son a base de plasticos petroquimicos. Ademas, también
para dar un valor agregado a la preservacion de la Laguna de Ayarza como fuente de cepas con
potencial biotecnoldgico, dar cumplimiento a los ODS “vida submarina, accidon por el clima, agua
limpia y saneamiento, asi como también a la campafia Mares Limpios de la ONU de la cual forma

parte Guatemala”.
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