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Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres sintetizados y acumulados por diversos
microorganismos como reserva de carbono y energia. Estos biopolimeros muestran
propiedades similares a plasticos de origen petroquimico con las ventajas de ser
biodegradables, biocompatibles y producirse a partir de fuentes de carbono renovables.
La limitante de esta tecnologia radica en que la produccion de PHAs tiene altos costos de
produccion. Esta investigacion explord el potencial de dos desechos alimenticios marinos
como sustrato de bajo costo para la generacién de biomasa bacteriana y para la
produccion de PHAs. Los resultados mostraron que el efluente de una enlatadora de atun
y sardina de grupo Pando no fue util para soportar el crecimiento bacteriano ni para la
produccién de PHAs debido a su bajo contenido nutricional (0.022 %). No obstante, los
caldos de desechos de almeja chocolata (Megapitaria squalida), tuvieron un contenido de
materia organica de 1.2 % por lo que resultaron eficientes para la produccion de biomasa
bacteriana y con potencial para estimular la produccién de PHAs en cultivos de Vibrio sp.
cepa YO1A1, bacteria productora de PHA aislada de este mismo desecho. La cepa YO1Al
tuvo una velocidad de crecimiento (K) de 0.5318 h™ alcanzando una absorbancia de 1.79
(D.0. = 660 nm) a las 24 horas en un medio enriquecido con glucosa, mientras que
Paracoccus seriniphilus cepa E71 tuvo una velocidad méaxima de crecimiento de 0.4647 h™*
y una absorbancia de 1.72 a las 24 horas. En el medio elaborado con desecho de almeja
chocolata (medio CAC), la cepa YO1A1l tuvo una velocidad mdaxima de crecimiento de
0.3019 h™' y alcanzé una absorbancia de 1.93 en 74 horas y de 1.79 en 48 horas en el
mismo medio con adicién de pulsos de CAC® (medio CAC sin extracto de levadura). La
cuantificacion espectrofotométrica indirecta del poli-3-hidroxibutirato (PHB) a partir de
acido trans-2-butendico (acido croténico) mostré valores de 2.23 (+ 0.49) mg mL " a las 72
horas y 2.9 (£ 0.5) mg mL™ a las 144 horas de cosecha sin diferencias estadisticas
significativas (P < 0.1) en un sistema de produccion de dos etapas con glucosa como
fuente de carbono y con limitacion de nitrégeno. En el medio CAC sin pulsos, los valores
de PHB fueron de 2.20 (+ 1.3) mg mL " y de 3.02 (+ 1.01) mg mL™ en el cultivo con pulsos
sin diferencias estadisticas significativas (P < 0.1). Debido a su rapido crecimiento,
capacidad de acumular PHAs y capacidad de utilizar un sustrato complejo proveniente de
desechos alimenticios marinos, Vibrio sp. cepa YO1A1l es un microorganismo prometedor
para la produccion de PHAs; sin embargo, se requieren mayores estudios y la optimizacion
del proceso.

Palabras clave: biopldstico, polihidroxialcanoatos, biomasa, desechos marinos, Vibrio sp.

Vo. Bo.
Dr. Alejandro Lopez Cortés



il

Summary

Polyhdroxyalkanoates (PHAs) are polyesters synthetized and accumulated by diverse
microorganisms for carbon and energy storage. These biopolymers show properties
similar to plastics of petrochemical origin, with the advantages of being biodegradable,
biocompatible, and produced from renewable carbon sources. The limitation of this
technology is that producing PHA has high production costs. Our research explored the
potential of two marine food wastes as low cost substrate for the generation of bacterial
biomass and producing PHA. The results show that the tuna and sardine canning effluent
from “Grupo Pando” was not useful to support bacterial growth or for the production of
PHAs due to its low nutritional content (0.022 %). The chocolata clam (Megapitaria
squalida) waste broths had an organic content of 1.2 %, was effective for producing
bacterial biomass, and showed potential to stimulate production of PHAs in cultures of
Vibrio sp. strain YO1A1, a PHA-producing bacterium isolated from this same waste. Strain
YO1A1 had a growth speed (K) of 0.5318 h}, reaching an absorbance of 1.79 (0.D. = 660
nm) in 24 h in a medium supplemented with glucose, while Paracoccus seriniphilus strain
E71 had a maximum growth speed of 0.4647 h™ and an absorbance of 1.72 at 24 h. In the
medium made with the chocolata clam waste (medium CAC), strain YO1Al had a
maximum growth rate of 0.3019 h™ and reached an absorbance of 1.93 at 74 h and 1.79
at 48 h in the same medium with CAC®° (CAC medium without yeast extract) pulses. The
indirect spectrophotometric quantification of poly-3-hydroxybutyrate (PHB) from trans-2-
butenoic acid (crotonic acid) showed values of 2.23 (+ 0.49) mg mL " at 72 h and 2.9 (+0.5)
mg mL™ at 144 h after harvest, with no statistically significant differences between
treatments (P < 0.1) in a two-stage production system with glucose as carbon source and
nitrogen limitation. In CAC medium without pulses, PHB values were 2.20 (+ 1.3) mg mL™
and 3.02 (£ 1.01) mg mL™" in the culture with pulses without statistically significant
differences (P < 0.1). As a result of its rapid growth, ability to accumulate PHAs and ability
to use a complex substrate from marine food waste, Vibrio sp. strain YO1A1 is a promising
bacteria for the production of PHAs. Future studies and process optimization is still
required.

Keywords: bioplastic, polyhydroxyalkanoate, biomass, marine waste, Vibrio sp.

Vo. Bo.
Dr. Alejandro Lopez Cortés
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1. INTRODUCCION

1.1. Los plasticos petroquimicos: ventajas y desventajas.

Gracias a sus versatiles cualidades de dureza, ligereza, maleabilidad, durabilidad y
resistencia a la degradacion, los plasticos derivados del petrdleo tienen tal variedad de
aplicaciones que se han expandido a practicamente todas las industria y se han convertido
en una comodidad importante para mantener la calidad de vida y el bienestar de los seres
humanos. En las Ultimas décadas, la utilizacién de plasticos ha aumentado rapidamente,
consumiéndose en la actualidad mas de 300 millones de toneladas al afio (Suriyamongkol
et al., 2007) y se han vuelto esenciales para casi todas las industrias reemplazando a la
madera, metal y vidrio como materiales para la construccion, empaquetamiento y
dispositivos médicos (Andrady et al., 2015). Sin embargo, el éxito de estos polimeros viene
de la mano con una problematica asociada a su excesiva produccion. La problematica de
los plasticos se basa en tres aspectos: (1) la contaminacion que generan, (2) su
produccién a base de fuentes no renovables y (3) su toxicidad. La contaminacién se debe
principalmente a que una vez producidos, los petro-plasticos son persistentes en el
ambiente, abarcando amplias extensiones de area. Como un ejemplo, una bolsa de
supermercado comun tarda entre 100 y 400 afios para biodegradarse (Elain et al., 2016),
sin embargo mas de un tercio de los plasticos producidos son destinados para materiales
desechables (Hopewell et al., 2009) que pueden tener un tiempo de vida util muy corto,
de segundos, minutos u horas, mientras que su degradacion puede suceder en décadas,
siglos e incluso milenios (Thompson et al., 2009). También se han identificados riesgos a la
salud humana los cuales se han atribuido principalmente a la liberacién de bisfenol A y
ftalatos tanto en alimentos como por el uso de los plasticos en aparatos de uso médico
(Halden, 2010). Por otra parte, se ha observado el potencial contaminante y disruptor de
procesos naturales de los plasticos en el ambiente (Thompson et al., 2009): fragmentos de
plasticos (detritos) que varian en tamafio desde macrodetritos (> 20 mm), mesodetritos

(2-2 mm) y microdetritos (< 2 mm) se estan acumulando en los océanos, contaminandolos



(Koch, 2009) y afectando a animales marinos como aves, ballenas, lobos marinos vy

tortugas marinas, llegando a causarles la muerte (Gregory et al., 2009).

Debido a que estos plasticos son sintetizados a partir de petréleo o gas natural, que son
recursos limitados, su produccién no es sustentable y surge la necesidad de buscar
tecnologias ambientalmente amigables. Una alternativa es la utilizacién de plasticos

biodegradables que no sean sintetizados a partir del petréleo (Prieto, 2007).

1.2. Polihidroxialcanoatos (PHAs): bioplasticos sintetizados por microorganismos.

Los Polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia de poliésteres 100 % biodegradables
(Khanna y Srivastava, 2005) que son sintetizados por diversos microorganismos y
acumulados en forma de inclusiones citoplasmaticas discretas e insolubles como reserva
de carbono y energia (Lee, 1996). Las bacterias pueden sintetizar y almacenar PHAs en
respuesta al estrés ambiental y al desbalance de nutrientes y pueden alcanzar a hasta el
90 % de su peso seco. Fueron descubiertos por primera vez por Lemogine en 1926
(Akaraonye et al., 2010) y han atraido mucho interés comercial y cientifico debido a sus
propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, diversidad quimica y a que su

produccidn es a partir de fuentes de carbono renovables (Tan et al., 2014).

Una molécula de PHA esta tipicamente conformada por polimeros de entre 600 a 35,000
unidades monoméricas de (R)3-hidroxi-acidos grasos, en donde el grupo carboxilo de un
mondémero forma un enlace éster con el grupo hidroxilo del mondmero vecino (Fig. 1)
(Khanna y Srivastava, 2005). Cada unidad mondmerica posee una cadena lateral cuyo
grupo R es usualmente, aunque no siempre, un grupo alquilo saturado (Lu et al., 2009).
Dependiendo del numero total de atomos de carbonos dentro del mondmero se pueden
clasificar como PHAs de cadena corta (scl-PHAs; 3-5 dtomos de carbono), PHAs de cadena
media (mcl-PHAs; 6-14 dtomos de carbono) y PHAs de cadena larga (lcl-PHAs; 15 o mas
atomos de carbono) (Khanna y Srivastava, 2005). La longitud de la cadena de los

mondmeros influencia la hidrofobicidad, el punto de fusion, la temperatura de transicién



al vidrio y el grado de cristalizacion del mondémero (Tabla I) (Crank et al., 2004). El
polihidroxibutirato, P(3HB) es el PHA mas ampliamente estudiado y caracterizado, un
homopolimero de 3-hidroxibutirato que tiene propiedades semejantes al polipropileno

(Lee, 1996).

La acumulacion de PHA dentro de la bacteria ocurre principalmente cuando el organismo
se encuentra en un desbalance de nutrientes caracterizado por un exceso en la fuente de
carbono y un déficit de un nutriente limitante, generalmente nitrégeno pero también
puede ser fésforo u oxigeno (Anderson y Dawes, 1990). El microorganismo mas estudiado
para la produccion de P(3HB) es Cupravidus necator anteriormente nombrado como
Hydrogenomonas eutrophus, Alcaligenes eutropha y Ralstonia eutropha (Vandamme y
Coenye, 2014), una bacteria Gram negativa perteneciente a la clase de las

betaproteobacterias.
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Figura 1. Estructura quimica de los polihidroxialcanoatos (PHAs). La nomenclatura y el
numero de carbonos del compuesto de PHA esta determinado por el grupo funcional R
alquil. Los asteriscos denotan centros quirales de los bloques de formacién del PHA
(Tomado y modificado de Tan et al., 2014).



1.3. Biosintesis y funciones de los PHAs.

Los genes involucrados en la sintesis de PHAs y aquellos relacionados con su metabolismo
(sintesis y degradacion) se encuentran organizados en operones dentro del genoma
bacteriano cuya estructura y organizacion varia dependiendo del microorganismo
(Steinbriichel y Hein, 2001). La capacidad de sintesis de PHAs se encuentra
genotipicamente determinada y no es realizada de manera permanente en los
microorganismos, se encuentra regulada en respuesta a una condicién subdptima para el
crecimiento y reproduccion, ademads de estar conectada con otros procesos metabdlicos

de la célula (Babel et al., 2001).

La via metabdlica para la sintesis de polihidroxibutirato P(3HB) consiste en tres reacciones
enzimaticas catalizadas por tres enzimas. La primera reaccién consiste en la condensacion
de dos moléculas de acetil coenzima A (acetil-CoA) para dar lugar a acetoacetil-CoA por la
enzima B- cetotiolasa. La segunda reaccion es la reduccién del acetoacetil-CoA a (D)-3-
hidroxibutiril-CoA por la enzima acetoacetil-CoA deshidrogenasa, dependiente de NADPH.
Finalmente, los mondmeros de (D)-3-hidroxibutiril-CoA son polimerizados a poli-3-3-
hidroxibutirato por la enzima PHA sintasa o polimerasa (Fig. 2). Las tres enzimas para la
sintesis de PHB estan localizadas en el citosol de la célula, donde tiene lugar la

acumulacién de PHB (Kojima et al., 2004).
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Figura 2. Ruta de biosintesis del P(3HB) en Ralstonia eutropha (Tomado y modificado de
Reddy et al., 2003).

La acumulacién de PHA permite a las células almacenar el exceso de carbono vy
equivalentes reductores para tener estos recursos disponibles para cuando sean
necesarios para diferentes procesos celulares. Se acumula como cuerpos de inclusiéon
complejos o granulos que estan rodeados de proteinas adheridas que incluyen: PHA
sintasa, enzimas de despolimerizacion, proteinas de regulacidn y proteinas estructurales
llamadas fasinas (Grage et al., 2009). Esta estructura multi-componente ha sido llamada
recientemente “carbonosoma” para reflejar su multifuncionalidad (Jendrossek y Pleiffer,

2014).

Los PHAs confieren una ventaja adaptativa para la supervivencia y resistencia al estrés
ambiental (Kadouri et al., 2005), ademas de intervenir en la formacion de biopeliculas
(Pham et al., 2004) y servir como fuente de carbono y energia en el proceso de

esporulacion de bacterias del género Bacillus (Stock y Sthaly, 1974).



La composicién del poliéster producido depende del sustrato y de la cepa utilizada
(Madison y Huisman, 1999). Las fuentes de carbono que pueden ser utilizadas para
producir PHA incluyen sacaridos (e.g. glucosa, fructosa, maltosa, lactosa, xilosa, arabinosa,
etc.), n-alcanos (e.g. hexano, octano, dodecano, etc.), acidos n-alcandicos, (e.g. acido
acético, acido propiodnico, acidos butiricos, acido valérico, acido laurico, acido oléico, etc.),
n-alcoholes (e.g. metanol, etanol, octanol, glicerol, etc.) y gases (e.g. metano, y didxido de

carbono) (Fig. 3) (Anderson y Dawes, 1990; Verlinden et al., 2007).

Fuentes de carbono
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@

Inclusién de

P(3HB) - ———= Acido (R)-3-hidroxibutirico

PhaZ

Figura 3. Ruta de biosintesis y fuentes de carbono para la produccion de P(3HB) (Tomado
y modificado de Sudesh et al., 2000).

1.4. Polhihidroxialcanoatos: una alternativa a los plasticos petroquimicos.

Existe un gran interés por estos compuestos debido a que una vez extraido de las células
bacterianas el PHA muestra propiedades termoplasticas y/o elastoméricas similares a
plasticos convencionales como el polietileno de baja densidad y el polipropileno (Tabla I).

Ademas son completamente degradados a agua y CO, en condiciones aerdbicas y a



metano en condiciones anaerdbicas por microorganismos del suelo, mar, agua dulce y
aguas residuales y exhiben propiedades impermeables al oxigeno, agua y aceite (Lee,
1996). Los microorganismos degradadores producen PHA depolimerasa extracelular, lo
gue convierte los poliésteres en oligdmeros hidrosolubles y mondmeros que son utilizados
como fuente de carbono por el organismo (Reddy et al.,, 2003). Mergaert et al. (1992,
1993, 1994) reportaron que el copolimero P(3HB-co-3HV) era completamente degradado
en aguas residuales anaerdbicas, suelo y agua de mar en 6, 75, y 350 semanas

respectivamente.

Como valor agregado adicional, cabe mencionar que estos bioplasticos tienen la ventaja
de ser biocompatibles (Castilho et al., 2009). La biocompatibilidad esta caracterizada por
la ausencia de compuestos téxicos generados durante la degradacion del polimero, asi
como por la forma y la porosidad de la superficie del material. La biocompatibilidad del
poli-3-hidroxibutirato P(3HB) no causa sorpresa ya que el 3-hidroxibutirato (3HB) es un
constituyente normal de la sangre y se encuentra en la envoltura celular de eucariontes
(Wiggam et al., 1997). Por lo tanto, los PHAs son candidatos para materiales en diferentes
aplicaciones médicas como suturas, dispositivos de sistemas vasculares, tornillos, injertos
y soportes para regeneracion de cartilagos y huesos y micro y nano esferas para liberacién
controlada de drogas (Chen et al., 2005; Zinn et al., 2001). Ademas, son los Unicos

materiales termoplasticos bioegradables a prueba de agua. (Gomez et al., 2012)

Las primeras aplicaciones comerciales que se dieron para los PHAs fue con el uso del
copolimero P(HB-co-HV) en botellas de shampoo y otros contenedores de cosméticos
(Hocking y Marchessault, 1994). Posteriormente también aparecieron en el mercado
boligrafos, tazas y empaquetamientos realizados con PHA (Wu et al., 2009). Considerando
las propiedades del material, los polimeros bio-basados podrian potencialmente substituir

a un tercio de la produccion actual de polimeros (Choi y Lee, 1999).



Tabla I. Propiedades térmicas y mecanicas de PHAs comparados con plasticos sintéticos
convencionales.

Temperatura  Temperatura Fuerza de Extencion Maddulo

de fusién T, de tension hasta el de
(°C) cristalizacion (MPa) quiebre Young
T, (°C) (%) (GPa)
P3HB 180 4 40 5 35
P(3HB-co-20 % 3HV) 145 -1 9 50 1.2
P4HB 53 -48 104 150 0.15
mcl-PHAs 61 -35 9 380 0.008
Poliacilato - -106 68 50 2.2
Polietileno 100 -78 23 200 1.13
Polipropileno 176 -10 38 400 1.7
Poliestireno 240 100 60 7 3

Tomado de Williams y Martin (2005) y Sudesh et al. (2000).

1.5. Problematica: alto costo de produccion.

A pesar de las ventajas que tienen los PHAs sobre los plasticos convencionales, su
produccién comercial se ve limitada por el alto costo del proceso de fermentacién
bacteriana, que aumenta su costo de 5 a 10 veces respecto al de un plastico derivado de
petréleo; de USS 1 por Kg en el caso de plasticos convencionales a USS 5-10 por Kg en el
caso de PHAs (Shrivastav et al., 2010). Ademas la manufactura de PHAs se realiza hasta
ahora en escalas pequefias y, como consecuencia, carece del beneficio econdmico de una
produccion a gran escala (Chanprateep, 2010). La sintesis industrial de PHA debe mejorar
su sustentabilidad para alcanzar costos de produccidén apropiados y disminuir el dafio
ambiental (Gomez et al., 2012). El reto consiste en reducir los costos del proceso de
biosintesis y de la extraccién del polimero para hacer al biopldstico derivado de PHA

econdmicamente competitivo con los plasticos petroquimicos (Elain et al., 2016).

El costo del sustrato (fuente de carbono) puede llegar a representar hasta el 50 % del
costo total de produccién (Lee y Choi, 1999). Comparado con los precios de los polimeros
convencionales, la utilizacién de sustratos como la glucosa es demasiado costoso e incluso

el proceso mas eficiente de produccion de PHA seria incapaz de competir con polimeros a



base de petrdleo, lo que hace necesaria la busqueda de sustratos de bajo costo. En este
sentido, la utilizacién de desechos industriales como fuente de carbono es una alternativa

prometedora para la produccion comercial de PHAs (Choi y Lee, 1999).

Los factores mas importantes que afectan la economia global de la produccién de PHAs
son la productividad, el contenido de PHA en la biomasa, el rendimiento del PHA en la
fuente de carbono utilizada, el costo del material crudo y los métodos de recuperacion

(Gomez et al., 2012).

Se ha integrado informacion de los trabajos realizados por diversos autores para reducir
los costos de produccién de los PHAs que encontraron que se habian optado por las
siguientes estrategias: uso de estrategias de lote alimentado (fed-batch) y de dos etapas
de fermentacidn, desarrollo de procesos de recuperacion del polimero mas eficientes, uso
de tecnologias recombinantes de ADN e ingenieria metabdlica, produccién de PHAs en
plantas transgénicas, procesos de integracion con otros productos y el uso de fuentes de

carbono baratas como materia prima (Castilho et al., 2009).
1.6. Estrategias para la produccion de PHAs.

Las bacterias utilizadas para la produccién de PHAs pueden ser divididas en dos grupos
basados en las condiciones de cultivo que requieren para la sintesis de PHAs. En el primer
grupo de bacterias se encuentran aquellas que requieren condiciones limitadas en algun
nutrimento esencial como nitrégeno, fosforo, magnesio 6 azufre para la sintesis de PHAs.
Las bacterias incluidas en este grupo son Ralstonia eutropha, Protomonas extorquens y
Protomonas oleovorans. En el segundo grupo, las bacterias que no requieren una
limitacion en los nutrimentos para la produccion de PHAs y pueden acumular el polimero
durante su crecimiento; dentro de este grupo se pueden mencionar cepas mutantes de
Azotobacter vinelandii y E. coli recombinante (Braunegg et al., 1998; Khanna y Srivastava,

2005).
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Para maximizar la productividad de los procesos biotecnoldgicos y obtener la mayor
densidad de los productos de interés en el menor tiempo se requieren altas densidades
celulares del microorganismo productor del metabolito de interés; en otras palabras, una
alta cantidad de biomasa (Riesenberg y Guthke, 1999). Para la producciéon de PHA,
densidades superiores a 100 g L de peso seco celular y alrededor de 30-40 g L™ de
biomasa residual (biomasa activa sin el polimero = biomasa total — PHA) son consideradas

como altas densidades celulares (lenczak y Schmidell, 2013).

En el cultivo en lote de bacterias acumuladoras de PHA, el método de cultivo mayormente
empleado bajo limitacion de nutrientes es un sistema de dos etapas. Primero las células
son crecidas hasta una concentracion deseada sin ninguna limitacién nutricional, después
de lo cual se limita un nutriente esencial para permitir la sintesis efectiva del PHA. Cuando
se aplica esta limitacion nutricional las células dejan de crecer pero sintetizan y acumulan
PHA, la concentracion residual celular permanece casi constante y la concentracion celular
incrementa solo como resultado de la acumulacion intracelular de PHA (Lenczak et al.,,

2011).
1.7. Bacterias de origen marino productoras de PHAs.

Se tienen pocos reportes acerca de bacterias marinas productoras de PHAs. La mayoria de
los estudios que se tienen acerca de la produccion bacteriana de PHAs en bacterias
marinas han estado dirigidos a aspectos ecolégicos, como lo reportado por Rothermich et
al. (2002) y Berlanga et al. (2006), quienes han estudiado la variacién estacional en la
produccién de PHA realizada en tapetes microbianos fotosintéticos aislados del delta del

rio Ebro, en Espafia.

También se han aislado bacterias del género Vibrio de sedimentos marinos y encontraron
qgue el 62 % de las cepas aisladas acumulaban PHAs y se probaron diferentes parametros
de cultivo (pH, temperatura, tiempo de incubacion, fuente de carbono, concentraciéon de

NaCl y tamafno del indculo) en la cepa BTC26 identificada como Vibrio azureus para
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optimizar la acumulacion de PHA (Subin et al., 2013). También, se han aislado de
sedimentos marinos bacterias del genero Vibrio que acumularon hasta el 41 % de su peso
seco celular como PHB (Chien et al., 2007). La bacteria marina Gram negativa
Saccharophagus degradansuna sintetiza PHB a partir de polisacaridos complejos

(Gonzalez-Garcia et al., 2008).

1.8. Uso de materiales de desecho como fuente de carbono econdmica para la

produccién de PHA.

La utilizacion de fuentes de carbono crudas, tales como melazas de cafia y remolacha,
suero de leche, aceite de plantas y otros, pueden reducir considerablemente los costos.
No obstante, tomando en consideracion que la productividad de PHA es usualmente
menor, el desarrollo de procesos eficientes basados en fuentes de carbono baratas como
sub-productos de industrias y deshechos continta siendo un reto por alcanzar (Choi y Lee,
1999). Utilizar materiales de desecho como fuente de carbono no solo le confiere un valor
agregado al desecho, si no que disminuye el costo de deposicién de los desechos (Castilho

et al., 2009).

Los sub productos agro-industriales ofrecen una alternativa a los medios de cultivo
convencionales caros, como el caldo marino, para la produccién de PHA, especialmente al

reemplazar la glucosa por efluentes agroindustriales (Elain et al., 2016).

Utilizar recursos de desecho para la produccién de PHA es particularmente desafiante ya
que los efluentes de desecho suelen ser una mezcla complicada de sustratos de carbono,
algunos de los cuales no pueden ser asimilados para la produccién de PHA o son

inhibitorios para un cultivo microbiano Unico (Tan et al., 2014).

Algunos de los sub-productos o productos de desecho estudiados como fuente de
carbono econdmica para la produccion de PHAs son: melazas de cafia de azucar y betabel,
bagazos de cafia de azucar y soya, suero de la industria de la leche, efluentes de almazara,

glicerol, desechos de aceites vegetales, cebo y desechos de malta de la produccién de
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cerveza y aguas de desecho (Castilho et al., 2009; Gémez et al., 2012; Koller, 2010), sin
embargo no existen publicaciones que hablen de sub-productos marinos o efluentes de
industrias pesqueras como fuente de carbono para la produccién de PHAs a pesar de que
las aguas de desecho generadas en fabricas de procesamiento de alimentos marinos
contienen una alta carga orgdnica, principalmente proteinas y grasas (Garcia-Sanda et al.,

2003).
1.9. Desechos de industrias pesqueras.

Las industrias enlatadoras de productos pesqueros generan un gran nimero de diferentes
efluentes que normalmente son tratados en una planta compleja. Los problemas
ambientales asociados a las industrias enlatadoras de alimentos son las aguas de desecho,
las emisiones a la atmdsfera, los desechos sodlidos, los residuos inertes y los residuos
peligrosos. Sin embargo, algunos de estos efluentes pueden ser tratados para recuperar
subproductos adicionales y al mismo tiempo reducir el volumen final del efluente. Aceites
y grasas del efluente de empacadoras son removidos usualmente en plantas de
tratamiento convencional con dispositivos de flotacién. Como resultado de esta operacion
se obtiene un efluente que contiene la mayoria de los aceites, grasas y materia flotante.
Los efluentes provenientes de la coccién de los organismos tienen la mayor cantidad de

carga organica (Garcia-Sanda et al., 2003).

Durante el procesamiento de las especies, la cantidad de materia cruda que se convierte

en desecho puede llegar a ser el 50 % del peso total (Aguilar et al., 1988).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Bacterias productoras de PHAs aisaldas del efluente de una enlatadora de alimentos

pesqueros.

Se han aislado bacterias heterdtrofas productoras de PHAs pertenecientes a los géneros
Bacillus, Staphylococcus, Paracoccus, y Micrococcus de un tapete microbiano asociado al
efluente de desecho de una industria enlatadora de alimentos pesqueros en Puerto San
Carlos, Baja California Sur, encontrando cepas que acumulaban hasta el 66 % de su peso

seco total como PHA (Lépez-Cortés et al., 2008).

La cepa Paracoccus serinphilus E71 proveniente del tapete microbiano contaminado con el
efluente de la enlatadora de alimentos pesquero en Puerto San Carlos, B.C.S. fue
seleccionada para posteriores investigaciones de produccion de biomas y PHAs. El primo
aislamiento se realizé en medio diaztréfico (contiene en g L™ de agua destilada: glucosa: 5,
manitol: 5, CaCl; 2H,0: 0.1, MgS0O4 7H20: 0.1, Na,Mo0O, 2H,0: 0.005, K;HPO,: 0.9, KH,PO4:
0.1, FeSO,4 7H,0: 0.01, CaCOs: 5, agar: 15) (Lopez-Cortés et al., 2008).

Esta cepa no mostré crecimiento cuando fue incubada en medio basal adicionado
Unicamente con NaCl y si cuando fue cultivada con medio basal con NaCl y MgS0,4.7H,0 lo
que sugiere que esta cepa requiere Na*, Mg® y SO, (Lopez-Cortés et al. 2010). Fue adn
mayor su crecimiento cuando se cultivo en medio PYM (medio marino levadura-peptona)
el cual contiene las sales representativas del agua de mar, lo que sugiere que esta cepa
necesita iones del agua de mar como Na*, Mg, K*, Ca** y S04, un atributo estable para
gue las bacterias marinas crezcan y por lo tanto E71 se debe considerar una bacteria

marina verdadera (Baumann y Baumann 1981; Lopez-Cortés et al., 2010).

También se disefaron primers para amplificar el gen phaC el cual codifica para la PHA
sintasa, enzima involucrada en el ultimo paso de la sintesis del poli-3-hidroxibutirato
(P3HB) logrando un amplicdn de 526 pares de bases del ADN en la cepa cepa E71, (Lopez-

Cortés et al., 2010). La caracterizacién del gen phaC de esta cepa mostré 77 % de
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identidad con el gen phaC de P. denitrificans cepa PD1222 y la secuencia traducida a
aminoacidos mostro 86 % de similaridad con la porcién N-terminal de los aminoacidos
traducidos del gen phaC de esta misma cepa, por lo que se concluye que el gen phaC de
E71 codifica para un poli (3-hidroxialcanoato) sintaza clase |, especificamente una poli-
beta-hidroxibitirato sintaza. En cuanto a la caracterizacién del polimero producido por
esta bacteria los resultados indicaron que este alcanza su punto de fusién a 167.86 °C (Tm)
y su degradacién ocurre a 296.52 °C lo que corresponde a un polimero cristalino con
buena estabilidad termal y se mostrd por reologia que se comporta como un fluido no
newtoneano. Con estos analisis se concluyd que el PHA producido por E71 corresponde a

un polimero termopldstico cristalino tipo PHB (Lépez-Cortés et al., 2010).

La determinacion del crecimiento y produccion de PHA en la cepa E71 en un sistema de
dos etapas fue realizado por Martinez-Gutiérrez en el 2015. Probd diferentes
concentraciones de glucosa (0.5 %, 1 % y 2 %) como fuente de carbono para el
crecimiento poblacional y la produccion de PHA en esta cepa con limitacién de nitrégeno y
pulso de carbono para estimular la produccién de PHB. A partir de sus resultados sugiere
utilizar 1 % de glucosa para generar la biomasa y en la segunda etapa cosechar la biomasa
y transferirla a un medio limitado de nitrégeno y adicionarle un pulso de glucosa de 1 g en
10 mL de agua (10 % w/v) para incrementar la produccidén y acumulaciéon de PHA con
tiempos de incubacion de 72 horas. Utilizando el sistema de dos etapas obtuvo tres veces

mas acumulacién de PHB que sin la utilizacion de este sistema.
2.2. Caracterizaciones de desechos marinos.

En una caracterizacion quimica de efluentes de la coccién del atun, del mejillén y de una
planta de carne de pescado se observéd que el efluente de la coccidn del mejillén tenia
mayor contenido de carbohidratos y menor contenido de proteinas que la del atun y la de
carne de pescado (Omil., 1996), lo cual es beneficioso para tener una mayor proporcion

C/N, que puede favorecer la acumulacion de PHAs.
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El efluente del procesamiento del mejilléon ha sido ampliamente estudiado como medio de
cultivo y fuente de carbono para el crecimiento de bacterias y levaduras y para la
produccién de algunos metabolitos secundarios de interés como acido citrico, acido
giberélico, niacina y pediocina, glucosa oxidasa, asi como produccion de biomasa. Los
desechos del procesamiento de mejillones son ricos en materia organica, particularmente
glucégeno. Para obtener un medio con gran cantidad de carbohidratos y poca fraccion
protéica, el efluente crudo se acidifica a pH 4.5 con HCl de manera las proteinas precipitan
y la fraccién superior clarificada tiene una mayor concentracién de glucégeno (10 g L)
(Tabla 1), este medio se puede concentrar mas mediante ultrafiltraciéon pudiendo obtener
hasta 100 g L'* de glucdgeno. Para concentrar los nutrientes se pueden aplicar métodos de
evaporacion o ultrafiltracion, de esta manera se puede obtener un medio caracterizado
por una alta concentracién de glucdgeno (70-100 g L) y bajo contenido de nitrégeno

(400-900 mg L) (Murado, 1994).

Tabla Il. Composicién del medio de cultivo obtenido al acidificar el efluente de la coccién
del mejillon.

Compuesto glL?
Glucogeno 10
Azucares reductores 0.15
Proteina 3.50
Taurina 2.50
Nitrogeno Total 1.60
Fosforo total 0.09
NacCl 18
COD (0,) 25

Tomado de Murado et al. (1992).
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3. JUSTIFICACION

Debido su naturaleza recalcitrante, los productos téxicos que generan, el uso
indiscriminado y el mal manejo de sus desechos, los plasticos petroguimicos causan
afectaciones ambientales. Ademas, por ser producidos a partir del petréleo se ven
amenazados por la potencial escasez de esta fuente no renovable. Sin embargo, es tal Ia
dependencia a este tipo de materiales para sostener el estilo de vida contemporaneo que
la produccion de plasticos es cada vez mayor. Para solucionar este problema se necesita
encontrar un polimero con propiedades semejantes a los plasticos petroquimicos que
pueda degradarse en el ambiente en tiempo cortos sin generar productos téxicos en su
descomposicion y que sea producido a partir de fuentes renovables. Los PHAs cumplen
estos requisitos y podrian llegar a sustituir a un tercio de los plasticos convencionales
ademas de que tienen otras cualidades que le dan un valor agregado como la

biocompatibilidad.

Sin embargo, el éxito de estos materiales se ve obstaculizado por los altos costos de su
produccién. Un factor determinante en el costo es la fuente de carbono, que llega a
representar hasta el 50 % del costo total de produccion, por lo que la busqueda de fuentes
de carbono de bajo costo es fundamental. En este sentido, los desechos organicos de
industrias alimenticias resultan prometedoras debido a que pueden llegar a ser una fuente
rica en carbono y que en su deposicion causan contaminacién, pero que podrian utilizarse
para la produccion de biomasa y PHAs bajando el costo de su produccién y dandole un uso
a estos desechos contaminantes. Por otro lado, existe muy poca informacion sobre la
caracterizacion quimica de desechos de alimentos marinos, pero se sabe que tienen una
gran cantidad de materia orgdnica y podrian ser utilizados como fuente de nutrientes de

bacterias heterdtrofas.

En estas razones y en la informacién obtenida del comportamiento de bacterias
productoras de PHA cultivadas en desechos de origen marino de bajo costo radica la

importancia de este trabajo.
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4. HIPOTESIS

Si, el efluente del procesamiento de alimentos marinos de Puerto San Carlos y/o el caldo
de desechos de almeja chocolata (M. squalida) son ricos en materia organica, entonces
existirdn bacterias heterétrofas capaces de utilizar dicha materia organica como sustrato

para la produccién de biomasa bacteriana y PHAs.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general.

Valorar la capacidad de uso de desechos organico provenientes de productos alimenticios
de origen marino como sustrato de bajo costo para la produccién de biomasa bacteriana 'y

PHAs.
5.2 Objetivos particulares.

1. Evaluar el contenido de proteina, glucosa, glucdgeno, lipidos, carbohidratos y nitrogeno
total, asi como el pH, del efluente de una enlatadora de alimentos pesqueros y de caldos

de desecho de almeja chocolata.

2. Aislar bacterias productoras de PHA de desechos de almeja chocolate, identificarlas y

detectar la presencia del gen phaC en las mismas.

3. Formular medios de cultivo para la produccién de biomasa y acumulacién de PHA a
partir de los desechos de alimentos marinos en Paracoccus seriniphilus cepa E71 y en las
bacterias aisladas del desecho de almeja chocolata y comparar la eficacia de estos con
medios quimicamente formulados con glucosa como fuente de carbono en un sistema de

cultivo de dos etapas con limitacidn de nitréogeno.

4, Cuantificar la acumulacion de PHA en los diferentes tratamientos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Colecta de muestras.

De la industria enlatadora de atun y sardina Grupo Pando, ubicada en Puerto San Carlos,
B.C.S. con geoposicion 24° 46" 56.4°° N, 112° 06" 21.2° W, se colectaron el 8 de enero del
2016 cuatro litros del efluente de una fuga de la tuberia a 50 metros hacia el mar en
marea baja (Fig. 4). Se usaron botellas de plastico de un galén que fueron llevadas al

laboratorio y mantenidas en congelacion a -20 °C hasta su posterior analisis.

La segunda fuente de carbono valorada provino de desechos de almeja chocolata (M.
squalida) que consisten en las visceras de este animal. Fueron colectadas de comercios
locales en la Ciudad de la Paz, B.C.S. ante la inexistencia de industrias medianas o grandes
gue procesen bivalvos en la region. Las muestras se almacenaron en congelacidn hasta su

uso.
6.2. Seleccion y procesamiento de las fuentes de carbono.

El efluente de grupo Pando se proceso a través de esterilizacién mediante autoclave a 121

°Cy 15 libras de presién durante 60 minutos.

Para los desechos de almeja chocolata se realizaron tres tratamientos en los que variaron
las proporciones de material usado y los tiempos de coccién de los desechos, intentando
simular como ocurre en el procesamiento industrial de la coccidn del mejillén: a) 250 g de
desecho en 1 L de agua hirviendo durante 5 minutos; b) 250 g de desecho en 1 L de agua
hirviendo durante 10 minutos, y c) 500 g de desecho en 1 L de agua hirviendo durante 10
minutos. Los residuos solidos fueron desechados mientras que el caldo (extracto)
obtenido se almacend en congelaciéon a -20 °C hasta su posterior analisis. El analisis
guimico con combustién y gravimetria se realizé de un caldo de animales completos

(excepto concha) cocidos durante 10 minutos.



19

Figura 4. Tubo de desagiie de la industria procesadora de alimentos pesqueros de grupo
Pando de donde se colecté la muestra de efluente.

6.3. Analisis quimicos de las muestras.

Los analisis se realizaron mediante dos aproximaciones distintas: con métodos de
combustién y gravimetria realizados en el Laboratorio de Analisis Quimico Proximal del
CIBNOR y mediante métodos espectrofotométricos realizados en el Laboratorio de

Bioquimica Fisiologica del CIBNOR.
6.3.1. Andlisis quimicos proximales.

Se llevaron a cabo en el Laboratorio de Analisis Quimico Proximal del CIBNOR utilizando

las siguientes metodologias:

a) Determinacion de nitrégeno total y proteina (%): mediante el método de combustion
o método de Dumas con analizador LECO® FP-528, que se basa en la liberacion del
nitrégeno mediante pirolisis a 850 °C en una camara de combustién, el cual es
posteriormente transportado a un detector con la ayuda de helio, y para convertir a

proteina se utilizé un factor de conversion de 6.25.

b) Determinacion de humedad por diferencia de peso de muestras secadas en horno a

70 °C por 24 horas.
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c) Determinacion de extracto etéreo con método Soxtec-Avanti Tecator.
d) Determinacidn de fibra cruda con método de hidrdlisis sucesiva (acido/base).
e) Determinacién de cenizas por diferencia de peso. Calcinacion a 500 °C/24 horas.

f) Determinacion de extracto libre de nitrégeno (E.L.N.) calculado por diferencia: 100 -

(% Proteinas + % Lipidos + % F. Cruda, + % Cenizas).
g) Determinacién de energia bruta determinacion por calorimetro.
6.3.2. Analisis espectrofotométricos.

Se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bioquimica Fisiolégica, del CIBNOR utilizando las

siguientes metodologias.

a) Determinacion de proteinas: mediante la técnica del acido bicinconinico o BCA, que
se basa en el principio de que las proteinas reducen los iones clpricos a iones cuprosos
bajo condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el acido bicinconinico para
dar un color morado. El color es proporcional al contenido protéico de la muestra. La
muestra se leyé en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-
Finlandia) a 562 nm utilizando una curva estandar de albumina bovina y solucion salina

como blanco.

b) Determinacion de carbohidratos: se utiliz6 un método basado en Roe et al. (1957).
Primero se tomaron 0.2 mL de cada muestra y se mezclaron con 0.2 mL de Acido
TriCloroAcético (TCA) al 20 % con la finalidad de precipitar proteinas que interfieren en la
medicion de carbohidratos; posteriormente se colocaron 0.1 mL de sobrenadante en un
tubo de vidrio, se le agregd 1 mL de solucion de antrona 0.1 % diluida en H,SO4 al 72 %. Se
calentaron a bafio maria a 90 °C durante cinco minutos y se enfriaron en bafio de hielo. Se
leyd su absorbancia en un espectrofotémetro de placas (Termo, Multiskan spectrum,

Vantaa-Finlandia) a 620 nm.
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c) Determinacion de glucosa: Para medir la glucosa se utilizd6 una prueba enzimatica
colorimétrica (kit de RANDOX método GOD-PAP, No. catalogo AY 891). El método se basa
en la oxidacién de glucosa por medio de la enzima glucosa oxidasa, provocando la
formacion de perdxido de hidrogeno, que a su vez reacciona, catalizado por la peroxidasa,
con fenos y 4-aminofenazona para formar quinoneimina, un indicador rojo-violeta cuya
intensidad es proporcional a la concentracién de glucosa presente en la muestra. Se toma
una alicuota de 20 uL y se pone en el fondo de una microplaca, se le agregan 200 ulL de
solucidn reactiva, se incubd 20 minutos y se leyd en un espectrofotometro de microplacas

(Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a una absorbancia de 540 nm.

d) Determinacién de glucégeno: El glucégeno se determind por el método de antrona,
establecido por Van Handel (1965) para muestras pequefias. Para la extraccidon de
glucégeno del sobrenadante de TCA, se tomaron 0.1 mL del sobrenadante de cada
muestra, se le afadieron 2 mL de etanol para precipitar el glucégeno. Las muestras se
centrifugaron a 1667 g por 10 minutos a 4 °C, en una centrifuga refrigerada (Eppendorf
5810 R, NY-USA) y se elimind el etanol con pipeta y evaporando en un horno-estufa (VWR-
Sheldon Manufacturing 1350FM, OR-USA) a 70 °C una vez hecho lo anterior se
resuspendid el glucégeno con 0.1 mL de agua destilada. Posteriormente, a cada tubo de
muestra y de la curva tipo, se le agregaron 1 mL de solucion de antrona 0.1 % diluida en
H,S0, al 72 %. Las preparaciones anteriores se calentaron a 90 °C en bafio maria durante
cinco minutos. Se enfriaron y se leyd su absorbancia en un espectrofotometro de placas

(Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 620 nm.

e) Determinacion de lipidos totales: Se utilizd el método de la sulfafosfovainillina segun
Barnes y Balckstock (1973). Una alicuota de 0.025 mL (25 pL) de cada muestra se colocé
en tubos de vidrio, se les agregd 0.25 mL de acido sulflurico concentrado y se incubaron a
bafio maria a 90 °C, por 10 minutos. Los tubos se enfriaron en bafio de hielo,
posteriormente se tomaron 20 plL de cada tubo y se colocaron en el fondo del pozo de una

micro placa de 96 pozos, se le agregd solucidn reactiva para lipidos (fosfovainillina al 0.2 %
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en acido sulfdrico al 80 %), se dejo incubar la placa por 40 minutos a temperatura
ambiente y se tomo la lectura de la placa en un espectrofotémetro de placas (Termo,
Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 540 nm, al mismo tiempo que las muestras se

hacen reaccionar una curva de calibracion.

f) Determinacién de amonio: Se utilizd el método basado en Koroleff (1969). Se colocé
en los pocillos de una microplaca 20 pL de una solucién con fenol (10 g de fenol grado
reactivo en 100 mL de etanol al 95 %) y se agregd a cada pocillo 100 uL de agua
desionizada y 150 pL de cada muestra, posteriormente fueron anadidos a los pocillos 20
pL de una solucion de 0.5 g de nitroprusiato de sodio en 100 mL de agua y finalmente se
agregaron 30 pL de mezcla oxidante al 150 % (10 mL de solucion alcalina, 15 g de citrato
de sodio y 0.75 g de hidréxido de sodio en 50 mL de agua) mezclado con 2.5 mL de
hipoclorito de sodio comercial) a cada pocillo y se dejé incubar a la oscuridad durante una
hora. La reaccion del amonio, el fenol y el hipoclorito en condiciones de pH alto da un
color azul cuya intensidad es proporcional a la concentracién de amonio. Se tomé la
lectura de la placa en un espectrofotometro de placas (Termo, Multiskan spectrum,

Vantaa-Finlandia) a 655 nm utilizando una curva estandar de cloruro de amonio (NH4Cl).

6.4. Aislamiento de bacterias productoras de PHA del lixiviado de almeja chocolata

(Megapitaria squalida).

De un lixiviado de desecho de almeja chocolata almacenado en refrigeracion durante 24
horas se realizd el aislamiento de bacterias usando la técnica de diluciones decimales
seriadas y extension en placa en tres tipos de medios de cultivo. Para esto, se tomé 1 mL
del lixiviado y se colocé en un tubo de ensayo con 9 mL de agua de mar artificial 2 X (ASW
% X) estéril, de esta solucidn se tomd 1 mL y se transfirid a otro tubo de ensayo con 9 mL
de ASW % X estéril y esta operacion se repitio hasta el octavo tubo. Alicuotas de 0.2 mL de
las diluciones 1x10" hasta la 1X10® fueron plaguedas por duplicado por la técnica de
extension en placa en los medios agar marino 2216 (Difco®), Pseudomonas Isolation Agar

(P1A) (Difco®) con ASW % X y YEA glucosa 1 % modificado de Baumann y Baumann (1981)
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(contiene en g L™ NaCl: 11.69, MgSO,e7H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,22H,0: 1.47, NH,CI:
0.5, K;HPO4#3H,0: 0.076, FeSO4¢7H,0: 0.028, glucosa: 10, extracto de levadura: 0.4, agar:
16 y 50 mL de Tris buffer HCI [pH 7.5]) y se incubaron a 30 °C. A las 24 y 48 horas de
cultivo se observaron las colonias formadas, se describieron con ayuda de un
estereomicroscopio y también se realizé la descripcion celular mediante microscopia de
contraste de fases. Aquellos aislados que mostraron inclusiones citoplasmaticas
refringentes (ICRs) se tifleron con Rojo Nilo, un colorante lipofilico que tifie el PHA, y se
usé microscopia de epifluorescencia para confirmar que los ICRs correspondieran a
presencia de PHAs. A los aislados positivos se les asignd un nombre y se respaldaron en

tuvo inclinado del medio donde fueron aislados.

Colonias separadas y discretas fueron resembradas en medios sélidos para comprobar
gue estuvieran conformados por un solo tipo de morfologia colonial y que bajo el
microscopio de contraste de fases se mostrara una morfologia celular homogénea. En
caso de que el cultivo no se mostrara axénico se procedid a realizar diluciones decimales
seriadas con ASW % X en una microplaca estéril. Para esto se tomd una pequefia asada
con un asa estéril de una de las colonias en cuestién con ayuda de un estereomicroscopio
y se disperso en el pocillo de una microplaca que contenia 180 pL de ASW % X. Se tomaron
20 pL de este pocillo y se colocaron en el siguiente pocillo con 180 pL de ASW % X, se
continud asi sucesivamente hasta el octavo pocillo y se tomaron 10 pL de los pocillos 4, 6,
7 y 8 correspondientes a las diluciones 1X10™ 1X10® 1X10” y 1X10®, que se plaquearon
por el método de dispersidon en placa en los medios YEA glucosa 1 % y PIA ASW % Xy se
dejaron incubar a 30 °C observando las colonias cada 24 horas. Finalmente cuando se
observaba la colonia definida y separada y la morfologia celular era homogénea la cepa se

consideraban axénica y se respaldaban en tubo inclinado con medio YEA glucosa 1 %.
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6.5. Identificacion molecular de cepas bacterianas aisladas a partir de desechos de

almeja chocolata.

La extraccidon del ADN de las cepas se realizd con la ayuda del kit DNeasy Blood and Tissue
Kit (Quiagen) a partir de un botdn celular de 2 mL de cultivo de cepas axénicas incubadas
durante 24 horas a 30 °C y 150 rpm. La concentraciéon de ADN extraido se cuantifico
mediante el espectrofotdmetro NanoDrop® y la integridad se observd mediante
electroforesis con gel de agarosa al 0.6 % a 90 volts durante 30 minutos. Se realizaron
PCRs para amplificar segmentos del gen 16S ARN ribosomal, que amplifican de las
regiones variables V1 a la V9 empleando los primers para bacterias BAC8F (5’ AGT GTT
TGA TCC TGG CTC AG 3’) y 1492R (5’ CGG CTA CTT TGT TAC GAC TT 3’) (Teske et al., 2002),
y utilizando un termociclador Gene CycIerT'vI (BIO-RAD). El protocolo de amplificacién de
PCR inicia con un proceso de desnaturaliacién inicial de 94 °C por cinco minutos, seguido
de 30 ciclos 94 °C durante 45 segundos, 58 °C durante 45 segundos y 72 °C durante un
minuto para terminar con un ciclo final de extensién de 72 °C durante cinco minutos. Los
productos de PCR obtenidos fueron purificados y posteriormente cuantificados con
NanoDrop® y observados en un gel de agarosa al 0.6 %. Estos productos se mandaron a
secuenciar a GeneWiz®, los datos obtenidos fueron editados con el software 4peaks para
remover las secuencias de baja calidad y la secuencia parcial de del 16S ARN ribosomal fue
comparada con las secuencias de 16S ARN ribosomal disponibles en la base de datos
publica de nucledtidos del NCBI (National Center for Biotechnology Information),
utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) para conocer la

identidad de las cepas.
6.6. Amplificacion y visualizacion del gen phaC en las cepas seleccionadas.

Con las cepas seleccionadas se realizé una PCR con los primers PHACGNF y PHACGNR,
disefados para amplificar un fragmento de alrededor de 500 pares de bases del gen phaC
para bacterias gram negativas. Se utilizanron 12.5 plL de Gotag mix, 6.5 puL de H,O milliQ,

2.5 pL del primer foward, 2.5 uL del primer reverse (Tabla Ill) y 1 pL del ADN muestra. La
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cepa 1B de Halomonas ventosae, fue tomada de la coleccidn de bacterias del Laboratorio
de Geomicrobiologia y Biotecnologia del CIBNOR, y usada como control positivo de la
presencia del gen phaC. El protocolo de amplificacién de PCR inicia con un proceso de
desnaturalizacion inicial de 94 °C por cinco minutos, seguido de 30 ciclos 94 °C durante un
minuto, 54 °C durante un minuto y 72 °C durante un minuto para terminar con un ciclo
final de extension de 72 °C durante 10 minutos (Lopez-Cortés et al., 2010). Los productos
de PCR fueron verificados a través de geles de agarosa a 0.6 %, tefiidos con el colorante
gel red en una placa de agitacion durante 30 minutos y el gel se visualizd con ayuda de un

fotodocumentador (Benchtop UV Transilluminator, UVP, BioDoc-it imaging system).

Tabla lll. Cebadores utilizados para amplificar el gen phaC en bacterias Gram negativas
(Lopez-Cortés, et al., 2010).

Nombre del cebador Secuencia
PHACGNF 5" CCYRGATCAACAAGTTCTAC 3°
PHACGNR 5" TTCCAGAACAGMAGGTCGAAGG 3’

6.7. Pruebas fenotipicas de las cepas seleccionadas.

Para tener mas informacion de la fisiologia de las cepas aisladas se realizaron las

siguientes pruebas:

a) Prueba de desplazamiento: La motilidad por desplazamiento se define como un
movimiento rdpido multicelular bacteriano en superficies sélidas. Para comprobar
estd caracteristica, se colocd con cuidado 0.2 mL de una suspensién bacteriana de
la cepa deseada cultivada en medio YEB glucosa 1 % a 30 °Cy 150 rpm durante 24
horas en el centro de placas con agar marino 2216 con 0.4 % de agar y YEA glucosa
1 % con 0.4 % de agar. Se dejaron incubando a 30 °C y se observaron cada 24
horas.

b) Utilizacion de sacarosa: Para conocer si la cepas seleccionadas eran capaces de

utilizar la sacarosa como fuente de carbono se transfirieron colonias provenientes
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de cajas Petri con medio YEA glucosa 1 % a cajas Petri con medio MBM sacarosa 1
% (contieneen g LY NaCl: 11.69, MgS0,427H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,*2H,0: 1.47,
NH4CI: 0.5, K;HPO493H,0: 0.076, FeSO4¢7H,0: 0.028, sacarosa: 10, y 50 mL de Tris
buffer HCl [pH 7.5]) mediante el método de estria y se dejaron incubar a 30°C
durante 24 horas. De las colonias obtenidas en este medio se resembr6 una de
ellas en el mismo medio y se continud incubando en las mismas condiciones, esta
operacion se repitid una vez mas, con la finalidad de eliminar cualquier remanente
de glucosa u otro nutriente proveniente del medio original que pudiera estar
afectando el resultado del crecimiento de la bacteria en el medio. Cuando se
observaba crecimiento colonial en la tercera resiembra en el medio MBM sacarosa
1 % y cuando se veian células integras al observarla mediante microscopia de
contraste de fases, se consideraba positivo para la utilizacién de sacarosa.
Utilizacién de aminodacidos como fuente de carbono: Como una aproximacion para
saber si la cepa podia utilizar aminoacidos como unica fuente de carbono y energia
se inocul6 una colonia de la cepa en cuestion crecida en YEA glucosa 1 % durante
24 horas en un frasco con 10 mL de medio YEB® (sin carbono) (contiene en g L™:
NaCl: 11.69, MgSO,¢7H,0: 12.34, KCl: 0.74, CaCl,#2H,0: 1.47, NH4Cl: 0.5,
K,HPO403H,0: 0.076, FeSO4¢7H,0: 0.028, extracto de levadura: 5, y 50 mL de Tris
buffer HCI [pH 7.5]) y se dejé incubando durante 72 horas a 150 rpm y 30 °C. Se
midio la D.O. a 660 nm y se hicieron observaciones el microscopio cada 24 horas.
Medio citrato de Simmons: Esta prueba indica la capacidad de la bacteria para
utilizar el citrato como unica fuente de carbono en un medio con amonio
inorgdnico como fuente de nitrégeno. Los organismos que degradan el citrato
utilizan las sales de amonio y liberan amonio incrementando el pH del medio y
cambiando el color de este de verde a azul. Se prepard el medio agar citrato de
Simmons (Difco®) como indicado en las instrucciones. Una vez enfriado el medio,
se inoculd una cepa de la bacteria deseada por el método de puncidn y estriado y

se incubd a 30 °C durante 10 dias.
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e) Medio Moellers descarboxilasa: Medio que indica la presencia de enzimas
descarboxilasas o deshidrolazas de aminoacidos (lisina, arginina y ornitina)
mediante un indicador de pH. La composicién del medio es la siguiente: en g L™
peptona: 5, extracto de levadura: 3, dextrosa: 1, L-aminoacido (lisina y arginina): 5,
purpura de bromocresol: 0.2.) 10 mL de los medios preparados con lisina y arginina
respectivamente se colocaron en tubos de ensayo y se esterilizaron en autoclave a
15 libras y 121°C durante 15 minutos. Una vez enfriado el medio se inoculd con
una colonia mediante un asa estéril en los medios, se le agregd una capa de aceite
mineral estéril para protegerlos del aire y prevenir falsa alcalinizacion en la
superficie del medio y se dejaron incubando durante 4 dias a 37 °C. Si la bacteria
fermenta la glucosa, el medio se torna amarillo por el viraje al pH vy si el
aminodacido es descarboxilado se forman aminas que provocan un retorno al color

original por la alcalinizacion del medio.
6.8. Reactivacion de cepa E71.

Para reactivar a Paracoccus seriniphilus cepa E71 fue retirada del congelador a -20 °Cy se
colocd a 4 °C durante dos horas; seguidamente se dejo a temperatura ambiente durante
dos horas mas y posteriormente alicuotas de 0.2 mL se plaquearon en los medios YEA
glucosa 1 %y 2216 con el método de estriado y se incubaron a 30 °C durante 24 horas. A
las 24 horas se realizd la caracterizacion colonial y celular de la cepa para corroborar su

identidad y axenicidad.

6.9. Produccion de biomasa y acumulacion de PHA de E71 y YO1Al en medios

quimicamente formulados con glucosa como fuente de carbono.

Para tener una comparacion de la produccién de biomasa y PHAs entre las fuentes de
carbono costosas (glucosa) y las fuentes de carbono econémicas (desechos organicos:
efluente de enlatadora y caldos de desecho de almeja chocolata) se cultivaron las

bacterias seleccionadas en medios quimicamente definidos con glucosa como fuente de
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carbono y se utilizd la estrategia de dos etapas para la produccidon de PHA. La primera
etapa consistié en la produccion de biomasa bacteriana donde se busca obtener la mayor
tasa de crecimiento, y la segunda consistio en la induccién a la produccion de PHA, en la
gue, una vez que la poblacidon bacteriana ha alcanzado su fase estacionaria, se somete a
una limitacion de nitrégeno y abundancia de fuente de carbono para estimular la

acumulaciéon de PHA.

La generacion del inéculo consistié en colocar una colonia de cada cepa (E71 y YO1A1),
incubada previamente durante 24 horas en YEA glucosa 1 % a 30°C, en tubos de ensayo
con tapdn de rosca que contenian 5 mL de YEB glucosa 1 % (contiene en g L'™: NaCl: 11.69,
MgS0O,e7H,0: 12.34, KCl: 0.74, CaCl,*2H,0: 1.47, NH4Cl: 0.5, K,HPO,¢3H,0: 0.076,
FeSO4¢7H,0: 0.028, glucosa: 10, extracto de levadura: 0.4 y 50 mL de Tris buffer HCI (pH
7.5)) incubandose a 150 rpm y 30 °C durante 24 horas. Los 5 mL de volumen de cultivo en
el tubo se centrifugaron a 3214 g por 20 minutos y el botdn celular se resuspendio en 5
mL de YEB glucosa 1 % para inocular matraces Erlenmeyer de boca ancha de 250 mL con
75 mL de YEB glucosa 1 % y se incubaron durante 24 horas a 150 rpm y 30 °C. Pasado este
tiempo, se obtenia el maximo de densidad éptica (D.O.) equivalente a biomasa por lo que
se procedid a someter el cultivo a una limitacion de nitrogeno para estimular la
produccién de PHA. Para ello la biomasa se cosechd centrifugandola a 3214 g durante 20
minutos, el botén celular se resuspendid en 5 mL de medio MBM® (sin fuente de
nitrégeno) (formulacion en g L' NaCl: 11.69, MgS047H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,*2H,0:
1.47, K;HPO4¢3H,0: 0.076, FeSO4¢7H,0, glucosa: 13, extracto de levadura: 0.4 y 50 mL de
Tris buffer HCl [pH 7.5]) y las suspensiones bacterianas se colocaron en matraces
Erlenmeyer de boca ancha 250 mL de capacidad con 75 mL de medio MBM® y se
incubaron por 24 horas a 150 rpm a 30 °C. Pasadas 24 horas se adiciond 10 mL de una
solucién de glucosa al 10 % w/v (1 g de glucosa en 10 mL de H,0q), esterilizandola
mediante filtracion con membranas de 0.2 um de diametro de poro. Cada cuatro horas
durante las primeras ocho horas y posteriormente cada 24 horas, se hicieron mediciones

de densidad 6ptica usando un espectrofotémetro Hach™ DR/200 a una absorbancia de
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660 nm y de conteo total directo (C.T.D.) usando una cdmara Petrov-Houssser. Ademas se
tomaron alicuotas cada 4 y 24 horas para la medicion de los analitos (amonio y glucosa),
centrifugando 1 mL del cultivo en tubos eppendorff de 1.5 mL a 3214 g durante 10
minutos conservando el sobrenadante y descartando el botdn. Para el polihidroxibutirato
se tomaron 10 mL del cultivo en tubos falcon de 10 mL, se centrifugaron a 3214 6 durante
20 minutos, se desechd el sobrenadante y el botén celular se colocé en un horno de

secado a 37 °C durante 72 horas.

6.10. Exposicion de Paracoccus seriniphilus cepa E71 a medio con efluente de enlatadora

de alimentos pesqueros.

Para valorar la capacidad catabdlica de Paracoccus seriniphilus cepa E71 para emplear al
efluente de la enlatadora de alimentos pesqueros de la empresa Pando, se procedid
primero a producir la biomasa en medio YEB glucosa 1 % de la misma manera que aparece
expuesto en el punto 6.9. en 75 mL de YEB glucosa 1 % vy, posteriormente, pasadas 24
horas de incubacion la biomasa se cosech6 y se resuspendioé en 10 mL de los medios 1:1,
1:3 0 1:7 que fueron inoculados en matraces Erlenmeyer conteniendo 150 mL del medio
respectivo (1:1, 1:3 o0 1:7) y se continud incubando a 150 rpm y 30 °C. Se midié la D.O. a
660 nm y se tomaron alicuotas para la medicién de los analitos (glucosa, carbohidratos,

proteina vy lipidos).

Los medios utilizados fueron los siguientes: 1:1= 50 % de efluente y 50 % de MBM®° (sin
fuente de nitrégeno ni carbono), 1:3= 33.33 % de efluente y 66.66 % de MBM"” (sin fuente
de nitrégeno ni carbono) y 1:7= 15 % de efluente y 75 % de MBM*° (sin fuente de
nitrégeno ni carbono). El medio MBM®® (sin fuente de N ni C) tiene en g L':: NaCl: 11.69,
MgSO4e7H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,#2H,0: 1.47, K;HPO,¢3H,0: 0.076, FeSO,¢7H,0, y 50
mL de Tris buffer HCI (pH 7.5).
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6.11. Exposicion de cepas aisladas del lixiviado de desecho de almeja chocolata al caldo

de almeja chocolata (CAC).

Para probar el caldo de almeja chocolata el cual ya conociamos que era rico en materia
orgdnica, se agrego un indculo bacteriano de 5 mL a los medios con CAC (composicién en
g L™ NaCl: 11.69, MgS0427H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,*H20: 1.47, extracto de levadura: 5,
diluido en 1 L de caldo de almeja chocolata) ésto con la finalidad de observar
elcrecimiento en medios con CAC y estimar si en la etapa de produccién de biomasa, el
medio YEB glucosa 1 % puede ser reemplazado por un medio con CAC y de esta manera
reducir los costos generados por el uso de la glucosa en esta etapa. Buscando estimular la
producciéon de PHA, a uno de los triplicados del cultivo bacteriano en medio CAC se le
afadieron pulsos de caldo de almeja chocolata sin extracto de levadura denominado CAC®
(contieneeng LY NaCl: 11.69, MgS0,¢7H,0: 12.34, KCI: 0.74, CaCl,*H20: 1.47, diluido en
1 L de caldo de almeja chocolata) ya que el extracto de levadura contiene una fraccién de
nitrégeno buscando de esta manera aumentar la proporcion C/N para estimular la

produccion de PHA en la bacteria.

Para ésto, se generd por sextuplicado un inéculo en 5 mL de medio YEB glucosa 1 % y
después de 24 horas a 150 rpm y 30 °C se cosechd la biomasa y se resuspendioé en 5 mL de
ASW % X. Uno de los triplicados se inoculd en matraces Erlenmeyer de 150 mL con 75 mL
de medio CACy se dejé incubar en las mismas condiciones, mientras que el otro triplicado
se inoculd en el mismo medio pero cada 24 horas se le afiadié un pulso de 20 mL del
medio CAC°. Se hicieron mediciones de densidad dptica mediante un espectrofotémetro
Hach™ DR/200 spectrophotometer a una absorbancia de 660 nm y de conteo total
directo (C.T.D.) mediante una camara Petrov-Houssser y se tomaron alicuotas para la
medicion de los analitos (glucosa, amonio, lipidos totales, carbohidratos totales, proteina

total, glucdgeno) y el polihidroxibutirato.
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6.12. Extraccion de PHAs.

Este procedimiento se efectud de acuerdo al método propuesto por Law y Slepecky (1961)
con algunas modificaciones; 10 mL de cultivo se cosecharon por centrifugacion bajo las
siguientes condiciones 3214 g por 10 minutos a 25 °C de temperatura, descartando el
sobrenadante y exponiendo el botén celular a 10 mL de solucion de hipoclorito de sodio
(Clorox®) para después incubar durante una hora a 37 °C. Seguidamente, las células
lisadas se cosecharon por centrifugacién bajo las siguientes condiciones 3214 g por 10
minutos a 20 °C de temperatura y se obtuvo un botén que fue lavado de forma sucesiva
con agua Mili Q, acetona, y etanol. En este Ultimo paso las muestras fueron transferidas a
tubos de vidrio. El exceso de etanol se retird por centrifugacién a 3214 g por 10 minutos a

20°C.

Una vez que se obtuvo un botdn con el polimero y los restos celulares, éstos se disolvieron
por extraccion con 3 mL de cloroformo previamente hervido a 61.2 °C (punto de
ebullicion). Después de este tratamiento, los tubos tapados se dejaron incubando a
temperatura ambiente durante 24 horas, y el polimero solubilizado en cloroformo se filtré
empleando papel WHATMAN 934-AH de fibra de vidrio para retirar los restos celulares. El

filtrado resultante se dejé evaporar para retirar la totalidad del cloroformo.
6.13. Cuantificacion de PHAs.

El PHA obtenido en la etapa de extraccion se convirtid a acido trans-2-butendico (acido
crotonico) mediante digestién. Para ello se adicionaron 10 mL de H,SO4 a cada tubo, y
posteriormente se calentaron a 100 °C durante 10 minutos a bafio maria. La solucién
tratada se dejé enfriar, se mezclé6 manualmente, y se diluyé con H,SO, (1:100) para
posteriormente ser transferida a una cubeta de cuarzo para llevar a cabo las mediciones
con la ayuda de un espectrofotometro (Helios Omega Uv-Vis/Thermo Scientific/USA) a

una absorbancia de 235 nm, usando como blanco H,SO,. Para extrapolar los valores
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obtenidos, se elaboré una curva de calibracion empleando B-HB al 98 % (DL- R-

hydroxibutyric acid sodium salt SigmaTM) como estandar.
6.14. Calculo de parametros de crecimiento poblacional.

La tasa constante de crecimiento (k) y el tiempo de generacién (Tgen) fueron calculados

con las siguientes formulas:

K= log(t1) - log(t0)/0.301(t) (1)
Tgen=1/K (2)
6.15. Analisis estadisticos.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la produccién de PHB se realizd un
andlisis de varianza simple (ANAVA) con un a = 0.1. Para establecer diferencias
significativas entre los tratamientos se recurid a una prueba de rangos multiples de LSD de
Fisher con un valor de probabilidad del 90 % y un nivel de confianza de 0.1. Los analisis se

realizaron con el software STATGRAPHICS Centurion XV.
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7. RESULTADOS
7.1. Caracterizacion quimica de los desechos marinos.
7.1.1. Efluente de enlatadora de productos pesqueros.

Las figuras 5 y 6 muestran los resultados del anadlisis del efluente de la enlatadora de
alimentos pesqueros. En la figura 5 se presentan valores en porciento, siendo los
minerales el mayor componente con 71 %, le siguen con 16 % los carbohidratos, 10 %
proteinas y 2 % lipidos y un porcentaje de nitrégeno total de 1 %. La figura 6 muestra la
concentracién en mg mL” de los nutrientes organicos: proteina, carbohidratos y lipidos
notandose concentraciones de materia organica muy bajas: 0.21 mg mL" de proteinas, 0.1
mg mL" de lipidos y 0.02 mg mL" de carbohidratos. Estos valores son cercanos a los de
ambientes oligotréficos en los océanos: 0.001 mg mL™ de carbono organico en las aguas

superficiales y 0.0005 mg mL™ en el océano profundo (Kurath y Morita, 1983).

M Proteina (%) M Nitrogeno (%) ™ Lipidos (%)
M Cenizas (minerales) (%) m Carbohidratos (%)

Figura 5. Composicidon quimica del efluente de la enlatadora de alimentos pesqueros de
grupo Pando (porcentaje de peso seco).
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Figura 6. Concentracién de los nutrientes del efluente de la enlatadora de alimentos
pesqueros de grupo Pando obtenido mediante analisis espectrofotométricos.

7.1.2. Caldos de desechos de almeja chocolata (CAC).

Los andlisis de porcentaje de peso seco de la figura 7 provienen de un caldo de almeja
chocolata (M. squalida) realizado mediante la coccion en agua hirviendo durante 10
minutos de animales completos excepto concha. Los resultados mostraron que las
proteinas presentaron un valor de 38.98 %, los minerales 38.32 %, los carbohidratos 22.44
% vy los lipidos 0.27 % con un contenido total de nitrégeno de 6.24 % (Fig. 7). En cuanto a
la concentracién de los nutrientes dadas en mg mL?, estos resultados provienen de los
analisis realizados a partir de desechos de la almeja chocolata obtenidos de restaurantes y
puestos locales de La Paz, B.C.S. Se obtuvo mayor cantidad de nutrientes en el caldo a
mayor tiempo de coccién y mayor cantidad de desecho usado. En el tratamiento mas
eficiente (500 g de desecho en 1 litro de agua hirviendo durante 10 minutos), el contenido
de proteinas fue de 7.1 mg mL™?, carbohidratos 4.8 mg mL™ representados casi en su

totalidad por glucégeno (4.68 mg mL") y de lipidos de 0.37 mg mL™ dando un total de
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materia organica de mas de 1.2 %, cifra que representa una cantidad de materia organica
adecuada para el crecimiento bacteriano si sabemos que muchos de los medios de cultivo
utilizados en el laboratorio emplean concentraciones de fuentes de carbono entre el 0.5 %

al 2 % (Fig. 8).

6%
0.27%

M Proteina (%) H Nitrogeno (%) u Lipidos (%)

M Cenizas (minerales) (%) ® Carbohidratos (%)

Figura 7. Composicion quimica del caldo de almeja chocolata obtenido de animales
completos en porcentaje de peso seco.
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Figura 8. Concentracion de los nutrientes de desechos de almeja chocolata bajo diferentes
tratamientos obtenidos mediante analisis espectrofotométricos. 1:4 10 min = 250 g de
desecho de almeja chocolata en 1 L de agua hervido durante 10 minutos, 1:4 2 min = 250
g de desecho de almeja chocolata en 1 L de agua hervido durante 2 minutos, 1:2 10 min =
500 g de desecho de almeja chocolata en 1 L de agua hervido durante 10 minutos

7.2. Seleccion y aislamiento de cepas de bacterias productoras de PHAs a partir de un

lixiviado de desecho de almeja chocolata.

Se aislaron bacterias productoras de PHAs de un desecho de almeja chocolata con el
supuesto de que las bacterias asociadas serian capaces de catabolizar los nutrientes de

estos desechos.

Se aislaron siete cepas del lixiviado de desecho de almeja chocolata. A partir de colonias
aisladas desarrolladas en medio YEA glucosa 1 % y Pseudomonas Isolation Agar (PIA)
(Difco®) con ASW % X e incubadas a 30 °C durante 48 horas que mostraron inclusiones

citoplasmaticas refringentes (ICR) también visualizadas con Rojo Nilo y microscopio de
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fluorescencia. La tabla IV muestra la descripcion morfoldgica parcial de las cepas aisladas
gue almacenan PHA. En la figura 9 se muestran las curvas de crecimiento poblacional en
medio YEB glucosa 1 % y las velocidades mdaximas de crecimiento y tiempo de generacion
de cuatro de estas cepas empleando densidad éptica a 660 nm. La cepa YO1Al fue
seleccionada por su caracteristica fenotipica notable de acumular PHA y alcanzar los
valores mas altos de densidad 6ptica a las 24 h (D.O. 660 = 1.8) aun presentando menor
velocidad de crecimiento; mientras que las cepas YO2A2, PO1A2-A y PO1A2-B mostraron

valores de densidad éptica menores, en el intervalo de 0.5 a 0.8.

Tabla IV. Caracterizacién de las cepas aisladas del lixiviado de almeja chocolata®

Cepa Medio Descripcion celular Gram ICR® Rojo
Nilo

YO1A1l YEAglul%  Bacilos métiles de 1-1.3 um Negativo +++ +++
de ancho x 1-3 um de largo

Y02A2 YEAglul % Bacilos métiles rectos o Negativo +++ ++
curvos de 1-1.5 um de ancho
x 1-4 um de largo

YO1A2 YEAglul% Bacilos moétiles curvosde 1.3 Negativo +++ +++
um de ancho x 1-3-7 um de
largo

Y04B1 YEAglul % Bacilos métiles curvos de 1- Negativo + +
1.5 um de ancho x 2-4 um
de largo

PO1A1 PIAASW % X  Coco bacilos métiles de 1.4 Negativo ++ +++
pum de ancho x 1.4-2 um de
largo

PO1A2 PIAASW % X  Bacilos métiles de 1-1.5 um Negativo +++ +++
de ancho x 1.5-3 um de
largo

YO3A4 YEAglul%  Bacilos métiles pequefios de Negativo + +
0.5-1 um de ancho x 1-2 um
de largo

%Las cepas fueron incubadas por 24 horas a 30 °C. °ICR = Inclusiones citoplasmaticas
refringentes, + = presentes, ++ = abundantes, +++ = muy abundantes.
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento poblacional en medio YEB glucosa 1 % de 4 cepas
productoras de PHAs aisladas del lixiviado de almeja chocolata. Condiciones de cultivo 150
romy 30 °C. YO1A1l: K= 0.38 h™, Tgen = 2.61 h; YO2A2: K = 0.56 h™, Tgen = 1.75 h; PO1A2-
A:K=0.51h" Tgen =1.94 h; PO1A2-B: K = 0.39 h™}, Tgen = 2.44 h. Los célculos de K y Tgen
se calcularon con los datos de 0 y 4 horas de cultivo.

7.3. Identificacion molecular de la cepa YO1A1.

De las secuencias parciales del gen 16S ARN ribosomal obtenidas se selecciond
Unicamente la regidn que mostrd una secuencia con alta sefial, sin ruido de fondo y sin
ambigliedades, para posteriormente ser comparadas con el gen 16S ARN ribosomal de la
base de datos GeneBank utilizando el algoritmo BLAST. La secuencia obtenida tuvo una
longitud de 511 nucledtidos, esto debido a que Unicamente se utilizd el primer foward
debido a la perdida de la alicuota del primer reverso durante el envio a la empresa de
secuenciacion GeneWiz. El resultado del BLAST de esta secuencia utilizando la base de

datos “nucleotide collection (nr/nt)” mostré una identidad y una cobertura del 100 % con
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un puntaje maximo de 944 con varias cepas del genero Vibrio (Vibrio alginolyticus, Vibrio
natriegnes, Vibrio owensii, Vibrio azureus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio neocladonicus).
Utilizando la base de datos “16S Ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea)” la
cepa con mayor puntaje (941) fue Vibrio alginolyticus cepa NBRC 15630 con un 99 % de
identidad y un 100 % de cobertura, le siguen cepas de Vibrio natriegens, algynoliticus,
pharaemolyticus, jasicida, pelagius, campbellii y neocladonicus, con puntajes maximos
muy similares. Por lo tanto, esta cepa se depositd en la base de datos de GeneBank bajo el

numero de acceso KX774275 con el nombre de Vibrio sp. cepa YO1A1.
7.4. Pruebas fenétipicas complentarias para la identidad de las cepas.

En la tabla V se resumen los resultados de las pruebas realizadas para las cepas E71 y

Y01A1 para conocer mas acerca de su fisiologia e identidad.

Tabla V. Pruebas realizadas a E71 y YO1A1.

Prueba YO01A1 E71
Desplazamiento (Swarming) + -
Sacarosa + -
Moellers arginina descarboxilasa - ND
Moellers lisina descarboxilasa - ND
Medio citrato de Simmons - ND
Color de colonia en medio TCBS Amarillo ND
Crecimiento con extracto de levadura + ND

+ = positivo, - = negativo, ND = No determinado.
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7.5. Visualizacion del gen phaC de la cepa YO1A1.

En la figura 10 se observa una banda Unica con una talla aproximada de 500 pb en los
carriles correspondientes a la cepa problema YO1Al y al control positivo, (ADN de

Halomonas ventoseae cepa 1B) que se especula corresponde al gen phaC.

Escalera

Cepa Cepa
depeso  ypja1  positiva  Blanco
molecular

400 pb

Figura 10. Gel de agarosa al 0.6 % con los productos de PCR del gen phaC de la cepa
YO1A1l. Muestra una banda Unica con un tamafio aproximado de 500 pares de bases.

7.6. Crecimiento poblacional y produccion de PHAs de P. seriniphilus cepa E71 y Vibrio
sp. cepa YO1A1l en medio quimicamente definido empleando glucosa como fuente de

carbono y un sistema de produccidn de dos etapas con limitacién de nitrégeno.

Se crecieron las bacterias productoras de PHA con glucosa al 1 % para la generacién de
biomasa y posteriormente se le suministraron las condiciones para estimular la

produccién de PHAs mediante la limitacion de nitrégeno.

En la figura 11 se muestra la densidad dptica y valores de pH de un cultivo de P.
seriniphilus cepa E71 en medio YEB glucosa 1 % y su transferencia a medio MBM° (sin
fuente de N) para promover la produccion de PHAs. La glucosa es consumida durante la
etapa de crecimiento exponencial asi como durante la fase de acumulacién de PHA, que

comienza a las 24 horas. La glucosa se consume durante las primeras 24 horas y luego
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aumenta debido a la transferencia de la biomsa al medio MBM?® el cual contiene 1.3 % de
glucosa, la glucosa continua consumiéndose incluso después del pulso a las 48 horas, sin
embargo no se agota y queda un remanente de 16.8 mg mL" después de 170 horas de
incubacidn. Los valores de pH en el cultivo variaron, iniciando cerca del neutro (7.12) para
posteriormente descender a 5.15 debido al metabolismo ineficiente de la glucosa, que

resulta en la produccién de acidos organicos.

La figura 12 corresponde al crecimiento poblacional, valores de pH y consumo de glucosa
de la cepa YO1A1 bajo las mismas condiciones de cultivo que E71. En la primera etapa el
consumo de glucosa por esta bacteria es muy rapido ya que agota la totalidad de ésta en
24 horas. Posteriormente hay un aumento en la glucosa debido a la transferencia al medio
MBM?® sin embargo el consumo de glucosa en la segunda etapa es menos evidente,
pudiéndose deber ésto a los valores bajos en el pH ya que en este caso, aunque el valor
inicial del pH es de 7.47, llega a alcanzar un pH de 4.58, fendmeno que tiene
correspondencia con la grafica de densidad dptica donde se observa que después de la
cosecha de la biomasa y la transferencia al medio MBM® la poblacion bacteriana no

aumenta quedando los valores de D.O. alrededor de 1.5.

En medio YEB glucosa 1 % se promovio la generacién de biomasa mientras que en medio
MBM°® se dieron las condiciones para la acumulacion de PHAs representado por
inclusiones citoplasmaticas refringentes (ICRs). En las células de P. seriniphillus cepa E71y
Vibrio sp. cepa YO1A1l se detectd la acumulacién tanto en la primera etapa como en la

segunda etapa (Fig. 13 y 14), pero fue mas evidente en E71.
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Figura 11. Crecimiento poblacional (linea continua) y consumo de glucosa (linea
discontinua) de P. seriniphilus cepa E71 en un sistema de cultivo de dos etapas. En la
primera etapa se empled medio YEB glucosa 1 % y en la segunda etapa medio MBM°

utilizando glucosa como fuente de carbono. * = Cambio al medio sin nitrégeno (medio
MBM°®). # = Pulso de glucosa (1 g). Condiciones de cultivo: 150 rpm y 30 °C. Los calculos
de Ky T gen se obtuvieron con los datos de 4 y 8 horas de cultivo.
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Figura 12. Crecimiento poblacional (linea continua) y consumo de glucosa (linea
discontinua) de la cepa YO1A1 en un sistema de cultivo de dos etapas. En la primera etapa
se empled medio YEB glucosa 1 % y en la segunda etapa medio MBM° utilizando glucosa

como fuente de carbono. * = Cambio al medio sin nitrégeno (medio MBM°®). # = Pulso de
glucosa (1 g). Condiciones de cultivo: 150 rpm y 30 °C. Los calculos de Ky T gen se
obtuvieron con los datos de 0 y 4 horas de cultivo.
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Figura 13. Micrografias de contraste de fases de P. seriniphilus cepa E71 a diferentes
tiempos de cultivo con el sistema cultivo de dos etapas donde se observa la acumulacién
creciente de PHA desde las 48 horas.
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Figura 14. Micrografias de contraste de fases de la cepa YO1A1l a diferentes tiempos de
cultivo con el sistema cultivo de dos etapas donde se observa la acumulacién de PHAs. A,
B, C, D, E = Microscopias de contraste de fases, F = Microscopia de epifluorescencia que
muestra la reaccion de la tincién lipofilica rojo Nilo a una excitacién de 540 nm, los colores
brillantes de la micrografia F indican la prescencia de PHA.
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En la figura 15 se representa el cambio del pH con respecto al tiempo de los medios para
produccién de biomasa (YEB glucosa 1 %) y PHAs (MBM°®) inoculados con la cepa YO1Aly
E71. Se observa que el decremento en los valores de pH producidos por la cepa YO1A1 es
mas rapido ya que en cuatro horas alcanza valores de 5.4; sin embargo se observa una
tendencia a incrementar el pH en las siguientes 20 horas llegando hasta 6.96. Una vez
transferida esta bacteria el medio MBM°® la caida del pH es de nuevo muy acelerada y
continua en decremento las subsecuentes 24 horas, de tal manera que al tiempo final
(144 horas) el pH del cultivo fue de 4.58. En contraste, el decremento de los valores de pH
con la cepa E71 fue menos abrupto, pues llegd a 5.32 en 24 horas en el medio YEB glucosa
1 % mientras que en el medio MBM°® hubo un decremento en el pH, siendo el valor mas
bajo 5.2 a las 48 horas en este medio y en el tiempo final (170 horas de cultivo) el valor

fue de 5.59.

0 50 100 150
Tiempo (horas)
Figura 15. Cambio del pH con respecto al tiempo en los medios para produccién de
biomasa y PHA con las cepas E71 y YO1Al. La linea vertical continua representa el
momento de la transferencia al medio sin nitrogeno (MBM°) y la linea punteada la adicién
del pulso de glucosa.
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7.7. Valoracion de los medios de cultivo elaborados con desechos marinos para

produccion de biomasa y PHAs.
7.7.1. P. seriniphilus cepa E71 con efluente de enlatadora de grupo Pando.

En la figura 16 se muestran valores de densidad éptica que corresponden a la densidad
poblacional de la cepa E71 expuesta a medios de cultivo con tres diferentes
concentraciones del efluente. Se observa un incremento en la densidad 6ptica cuando la
bacteria es crecida en YEB glucosa 1 % (primeras 24 horas de cultivo). Una vez que se
transfiere esta biomasa al medio con el efluente de la enlatadora se observa una
disminucion en la densidad o&ptica, presumiblemente por la baja concentracion de
nutrientes (0.022 %) representada en el efluente (Figs. 5y 6). Considerando este precepto,
se decidié afiadir un pulso de glucosa para estimar la viabilidad de la bacteria y conocer si
la falta de carbono disponible para la célula era la explicacion de los valores bajos de

densidad dptica.

Para las diluciones 50 % y 33 %, el pulso consistié en afadir 1 g de glucosa en 10 mL de
H,04 (10 % w/v), esterilizandola por filtracion con membranas de 0.2 um de tamafo de
poro, mientras que para la dilucidn de 15 % se le agregd 2 g de glucosa en 10 mL de H,04
(20 % w/v) a una repeticiéon de esta y a la otra no se le afiadid glucosa. Estos pulsos
afadidos a las 312 horas demuestran la viabilidad de las células evidenciado por un
aumento en la densidad dptica. El hecho de que la réplica de 15 % a la que no se le afiadio
glucosa no mostrard aumento en la D.O. confirma que la razéon de que no hubiera
crecimiento poblacional se debia a la falta de una fuente de carbono disponible para las

células.
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Figura 16. Crecimiento poblacional de P. seriniphilus cepa E71 expuesto diferentes
concentraciones del efluente de la enlatadora de grupo Pando.

En la figura 17 se muestran los cambios de las concentraciones de los nutrientes
(carbohidratos, lipidos y glucosa) de los medios con las diferentes concentraciones del
efluente ademas de los cambios en los valores de pH vy las densidades poblacionales a
través del tiempo. Los valores de los nutrientes son en todos los casos muy bajos: de 0 a
0.35 mg mL™, excepto en el tratamiento en que se agregaron 2 g de glucosa, donde se
observan valores entre 1.5 a 10 mg mL™ después del pulso. Lo que se observa en todos los

casos es que después de agregaron el pulso de glucosa no sdlo aumentan los

carbohidratos totales si no también los lipidos totales.
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Figura 17. Graficas de aproximacién al crecimiento poblacional y concentracidon de
nutrientes de los diferentes tratamientos de la cepa E71 con efluente de grupo Pando. A)
1:1 con 1 g de pulso, B) 1:3 con 1 g de pulso de glucosa, C) 1:7 con 2 g de pulso de glucosa,
D) 1:7 sin pulso de glucosa. Linea negra = densidad 6ptica, circulo = carbohidratos totales,
cuadrado = glucosa, triangulo = lipidos totales.

En cuanto a los cambios de valores de pH visualmente no se aprecian variaciones

manteniéndose en valores cercanos al neutro. Una vez agregado el pulso de glucosa se

nota una disminucién en el valor de pH probablemente debido al consumo del sustrato

para posteriormente tender a valores neutros en la diluciéon de 50 % (1:1) y 33 % (1:3),

mientras que para la dilucion 15 % (1:7) con 2 g de glucosa anadida la caida del valor de

pH fue mayor sin un cambio posterior hacia valores neutros. Para el caso del tratamiento

de 15 % sin adicion de glucosa el pH permanecié con minimas modificaciones (Fig. 18).
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Figura 18. Cambios en los valores de pH durante el cultivo de la cepa E71 en los medios
con diferentes concentraciones de efluente de la enlatadora de alimentos pesqueros. La
linea negra representa el momento de la adicién del pulso de glucosa 1:1 = 50 % efluente
(1 g de pulso de glucosa), 1:3 = 33.3 % efluente (1 g de pulso de gluocsa), 1:7 = 15 %
efluente (2 g de pulso de glucosa).

7.7.2. Cepa YO1A1l en caldo de almeja chocolata (CAC).

En las figuras 19 y 20 se muestran las curvas de crecimiento poblacional y valores de pH
de un cultivo de la cepa YO1A1 en medio CAC sin pulsos (Fig. 19) y con pulsos (Fig. 20). Los
pulsos consistieron de 20 mL de medio CAC° y estan representados por las flechas de color
negro en la figura 20. Se observa en la figura 19 que en el caso del cultivo sin pulsos la
biomasa aumenta en las primeras horas, alcanzando la maxima densidad éptica a las 74
horas (1.93). En el caso del cultivo con pulsos (Fig. 20) la maxima densidad dptica (1.79) se

alcanza a las 48 horas.
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Presumiblemente los pulsos de CAC® diluian el cultivo, este efecto se nota en la caida de
los valores de D.O. notoriamente evidenciado en el segundo pulso (Fig. 20) donde
tenemos una medicion de densidad dptica de 1.79 a las 48 horas de cultivo antes de

agregar el pulso y 1.61 a las 52 horas, una vez que se le habia agregado el pulso.

K =0.2352/h
2  Tgen=4.25h

D.0. 660 nm

0 50 100 150 200
Tiempo (horas)

Figura 19. Crecimiento poblacional de la cepa YO1A1l en medio CAC. Condiciones de
cultivo: 150 rpm y 30°C. Los calculos de Ky T gen se obtuvieron con los datos de 0 y 4
horas de cultivo.
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Figura 20. Crecimiento poblacional de la cepa YO1A1 en medio CAC con pulsos de CAC® (20
mL). Las flechas indican el momento de la adicion de los pulsos. Condiciones de cultivo:
150 rpm y 30 °C. Los calculos de Ky T gen se obtuvieron con los datos de 0 y 4 horas de
cultivo.

En la figura 21 se muestra el cambio de pH durante el cultivo de estos dos medios. Se
observa una tendencia a incrementar hacia valores neutros. El medio CAC® tenia un pH
acido de 4.52 y la adicién de éste resulté en decremento en los valores de pH, como se
observa en el caso del segundo pulso, sin embargo el pH tiende a incrementar alcanzando
valores cercanos a pH neutro. El incremento en los valores de pH puede deberse al
aumento de la concentracién del amonio. También cabe destacar que el pH de los medios

fue acido desde el inicio por lo que se recomienda la utilizacién de un buffer de pH.
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Figura 21. Cambio de pH durante el cultivo de YO1A1l en medio CAC con pulsos y sin
pulsos. Las flechas indican la adicion del medio CAC®.

En la figura 22 se muestra el cambio en las concentraciones de los nutrientes
(carbohidratos, glucdgeno, glucosa, lipidos, proteinas, amonio) durante el cultivo en
medio CAC inoculado con la cepa YO1A1, sin pulsos (A y C) y el cultivo con pulsos de CAC®
(B y D) ademas de los valores de densidad dptica (linea negra). Hubo consumo de todos
los compuestos analizados excepto en el caso de amonio, cuyos valores incrementaron. El
decremento en la concentracidon de los nutrientes ocurrié en las primeras 50 horas en el
caso del cultivo sin pulsos correspondiente a la fase de crecimiento exponencial de la
bacteria. El cultivo con pulsos mostré un comportamiento similar pero hubo un mayor
consumo de proteina en donde el decremento en sus valores se observa hasta las 74
horas, apreciando ademdas que en el segundo pulso indicado por la segunda linea
aumentaron los valores al agregar el pulso, informacién que corresponde con los
resultados de la caracterizacidon de los caldos de almeja chocolata que muestran un mayor

contenido de proteina con respecto al resto de los nutrientes (Fig. 8).
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Figura 22. Crecimiento poblacional y concentracién de nutrientes del medio CAC sin
pulsos (Ay C) y con pulsos (B y D) inoculado con la cepa YO1A1. La linea negra representa
la densidad 6ptica a 660 nm. Las lineas verticales negras marcan el momento de la adicién
del pulso de CAC°. Las lineas de colores representa los nutrientes cuyos valores se
encuentran en mg mL ™" excepto en el caso de amonio que estd en mg L.

En la figura 23 se muestra el consumo total de las principales biomoléculas (carbohidratos,

proteinas y lipidos) tanto del cultivo sin pulsos como del que se le afiadieron los pulsos de

CAC°. Lo que se nota es que el nutriente mas consumido fueron los carbohidratos seguido

por proteinas y finalmente lipidos, y que hubo un mayor consumo total de nutrientes en el

caso del cultivo con pulsos.
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Figura 23. Consumo total de los nutrientes en el medio CAC inoculado con la cepa YO1A1
sin pulsos y con pulsos de CAC°.

Las tablas VI y VIl nos dan informacion mas detallada sobre el consumo de los nutrientes.
Muestran que aunque las proteinas eran el nutriente mas abundante (5.91 mg mL™ en el
cultivo sin pulsos y 5.84 mg mL™ en el cultivo con pulsos), éste no fue el que tuvo mayor
consumo ya que tan sélo se consumieron 1.83 mg mL™* (31 %) y 2.87 mg mL" (50 %)
respectivamente; en cambio, se consumieron 3.73 mg mL™ (68 %) de carbohidratos del
cultivo sin pulsos y 4.24 mg mL™ (73 %) del cultivo con pulsos. De estos carbohidratos
consumidos casi todo consisti6 de glucégeno, 3.60 mg mL' y 4.18 mg mL'
respectivamente, y, aunque la glucosa fue consumida casi en su totalidad, representaba
una fraccion muy pequeia de los carbohidratos totales ya que los valores iniciales de esta
fueron de tan s6lo 0.56 mg mL " en el cultivo sin pulsos y de 0.53 mg mL™ en el cultivo con
pulsos. De manera similar, casi el total de los lipidos fue consumido (86 % en cultivo con
pulsos y 89 % en cultivo sin pulsos) pero la cantidad inicial de estos también era baja (0.98

mg mL™* y 1.26 mg mL™* respectivamente).



Tabla VI. Consumo de nutrientes del medio CAC sin pulsos inoculado con la cepa YO1A1.

Nutriente Valor inicial (total) Valor final (remanente) Consumo
(mg mL?) (mg mL?) (mg mL?)
Carbohidratos 5.437667189 1.703033926 3.734633263
(100 %) (32 %) (68 %)
Proteinas 5.918814509 4.080581865 1.838232644
(100 %) (69 %) (31 %)
Lipidos 0.981064272 0.140737672 0.840326601
(100 %) (14 %) (86 %)
Glucdégeno 4.549211906 0.942521477 3.606690429
(100 %) (20 %) (80 %)
Glucosa 0.561324523 0.030595674 0.530728849
(100 %) (6 %) (94 %)

Tabla VII. Consumo de nutrientes del medio CAC con pulsos de CAC® (20 ml) inoculado con
la cepa YO1A1.

Nutriente Valor inicial (total) Valor final (remanente) Consumo
(mg mL?) (mg mL?) (mg mL?)
Carbohidratos 5.77603018 1.530471394 4.245558786
(100 %) (27 %) (73 %)
Proteinas 5.841203025 2.965671773 2.875531252
(100 %) (50 %) (50 %)
Lipidos 1.260999634 0.140737672 1.120261962
(100 %) (11 %) (89 %)
Glucdégeno 4939417311 0.754274956 4.185142356
(100 %) (15 %) (85 %)
Glucosa 0.538231228 0.011196409 0.527034819
(100 %) (2 %) (98 %)

7.8. Comparacion de los medios y cepas utilizadas.

En la tabla VIl se resume la efectividad de los medios utilizados en la produccién de
biomasa y PHAs. Los medios definidos enriquecidos con glucosa fueron los mas efectivos

tanto para biomasa como para produccion de PHA, aunque cabe destacar que no se logré
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buena acumulaciéon de PHAs con este medio en la cepa YO1A1. Los medios con efluente de
la enlatadora no fueron efectivos para ninguno de los casos, en cambio el caldo de almeja
chocolata (CAC) resulto ser un medio efectivo para la produccidon de biomasa en la cepa

YO1A1.

Tabla VIII. Resumen de la valoracidon de los medios formulados para la produccion de
biomasa y polihidroxialcanoatos (PHAs).

Organismo Medio Biomasa PHA!
P. seriniphilus cepa YEB glucosa 1 % *Ex +++
E71
P. seriniphilus cepa MBM*®° con NK .
E71 efluente de
enlatadora
Vibrio sp. cepa YO1A1 YEB glucosa 1 % *kk ++
Vibrio sp. cepa YO1A1 Caldo de almeja *x +
chocolata sin
pulsos
Vibrio sp. cepa YO1A1 Caldo de almeja ok +
chocolata con
pulsos

Notas: | = descenso de D.O., * = mantenimiento de D.O., ** = Aumento de D.O., ¥*** = Maximo D.O. en 24 horas, ® =
Ausencia de PHAs, + = Poco PHA, ++ = Abundante PHA, +++= Citoplasma lleno de PHA, Waloracién visual mediante

microscopia de contraste de fases.

7.9. Cuantificacion del PHB.

En las siguientes figuras se muestran los graficos de los resultados de la cuantificacidon de
PHB mediante la técnica de conversién a acido crotdnico. La figura 24 muestra la
comparacion del contenido de PHB entre la cosecha a las 72 y 144 horas de la cepa YO1A1l
en un sistema de produccion de dos etapas utilizando glucosa como fuente de carbono. La
media de la cosecha a las 144 horas es mayor (2.9 mg mL™) que la cosecha a las 72 horas

(2.23 mg mLY); sin embargo, estadisticamente no hay diferencia entre estos tratamientos.
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La figura 25 muestra la cantidad de PHB producido por la cepa YO1A1 cultivada en el caldo
de almeja chocolata, con pulsos (CP) y sin pulsos (SP) de CAC°. Aunque la media del cultivo
con pulsos es mayor (3.02 mg mL™) que la del cultivo sin pulsos (2.2 mg mL™) no existe

diferencia estadistica entre los tratamientos.

En la figura 26 se observa la cantidad de PHB producido por la cepa E71 expuesta a las
diferentes diluciones del efluente de grupo Pando (1:1, 1:3 y 1:7) después de 72 horas de
habérsele afiadido el pulso de glucosa. La media de la dilucién 1:1 fue de 3.98 mg mL™, la
de 1:3 5.7 mg mL™" y la de 1:7 8.98 mg mL™ y existe diferencia estadistica entre el
tratamiento 1:1 y el 1:7. Esté comportamiento se podria atribuir a que al tratamiento 1:7

se le afiadio el doble de pulso de glucosa.

3,5 1 a

PHB (mg/mL)

0,5 1

72 h 144 h

Figura 24. Cuantificacion del PHB producido en la cepa YO1lAl en un sistema de
produccién de dos etapas con glucosa como fuente de carbono, cosechada a las 72 y 144
horas. Condiciones de cultivo 150 rpomy 30 °C.
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Figura 25. Cuantificacién del PHB producido en la cepa en el caldo de almeja chocolata
(CAC), con pulsos de CAC® (CP) y sin pulsos (SP) cosechado a las 215 horas. Condiciones de

cultivo 150 rpm y 30 °C.
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Figura 26. Cuantificaciéon del PHB producido en la cepa E71 expuesta a las diferentes
diluciones del efluente del grupo Pando (1:1, 1:3 y 1:7) 72 horas después de haber
afadido el pulso de glucosa. Condiciones de cultivo 150 rpm, 30 °C y 389 horas de cultivo.
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8. DISCUSION
8.1. Efluente de la enlatadora del grupo Pando.

Los resultados del analisis del efluente de la enlatadora del grupo Pando muestran que el
contenido de este desecho es pobre en los principales nutrientes utilizados como fuente
de carbono por bacterias heterétrofas (carbohidratos, lipidos y proteinas) (Madigan et al.,
2000). Los valores obtenidos (proteinas =0.21 g L™, carbohidratos = 0.022 g L'ly lipidos =
0.1 g L'Y) (Fig. 6) son menores que los obtenidos por Panpong et al. (2014), quienes
caracterizaron el efluente de una enlatadora de alimentos pesqueros en la provincia Trang
en Thailandia, obteniendo valores de 3.9 g L™ de proteinas, 1.91 g L' de carbohidratos y

0.13 g L' de lipidos.

La diferencia del contenido nutricional entre efluentes del mismo tipo de industria nos
indica que la composicion de este tipo de desechos es compleja y varia dependiendo de
factores que no pueden ser controlados por el investigador como: a) cantidad y tipo de
organismos capturados y procesados en la planta al momento de la colecta de la muestra
y b) tipo de procesamiento que reciben las aguas antes de ser desechadas al ambiente. El
efluente de la enlatadora de grupo Pando pasa por un tratamiento primario y uno
secundario. En el 2008, cuando se aislé a P. seriniphilus cepa E71, este tratamiento
secundario no existia, lo cual explica que en dicho estudio se hayan encontrados valores

de lipidos mayores (0.29 g L") (Lépez-Cortés et al., 2008).

8.2. E71 en un sistema de produccidon de PHA de dos etapas con glucosa como fuete de

carbono y E71 expuesta al efluente de grupo Pando.

El uso de un medio quimicamente formulado denominado YEB glucosa 1 % confirma que
la generacion de la biomasa por E71 ocurre en estas condiciones (Fig. 11) y que la
acumulacién de PHAs ocurre cuando se expone la biomasa al medio MBM® con limitacion
de nitrégeno (Fig. 11) (Martinez-Gutierrez, 2015). Dicha biomasa cuando es expuesta al

efluente diluido de la enlatadora de alimentos pesqueros de grupo Pando (Fig. 16) tiene



59

un decremento en sus valores de densidad dptica por lo que el efluente mostrd no ser
suficiente para sostener el desarrollo de la cepa E71, lo que se explica por las bajas
concentraciones de nutrientes (0.022 %) (Figs. 5 y 6). Esta condicién de bajo contenido de

nutrientes también explica la incapacidad de E71 para acumular PHAs.

El contenido nutricional del efluente de grupo Pando fue pobre en carbono, con valores
cercanos a ambientes marinos oligotréficos (0.001 mg mL™ en las aguas superficiales y
0.0005 mg mL™ en el océano profundo, de carbono orgéanico) (Kurath y Morita, 1983), sin
embargo P. seriniphillus cepa E71 fue aislada originalmente de un ambiente eutrofizado
en medios de cultivo ricos en nutrientes (medio AZ y medio PYM) (Lépez-Cortés et al.,
2010) por lo que podria ser considerado como un organismo copiotréfico. Las bacterias
oligotroficas son aquellas que pueden crecer en un medio con bajas concentraciones de
nutrientes 0.2 a 16.8 mg L de carbono, (Schut et al., 1997) mientras que las bacterias
eutréficas o copiotrdficas requieren 2 o mas g L™ de carbono (Akagi et al., 1977; Yanagita

etal., 1978).

Aunque E71 estuvo sometida a esta condicién de déficit de nutrientes durante 12 dias, las
células mantuvieron su viabilidad ya que al agregar un pulso de glucosa (Figs. 16 y 17) la
poblacién bacteriana que se encontraba en fase de muerte, evidenciada por el
decremento gradual en la densidad 6ptica, mostrd un incremento rapido en su densidad
poblacional por lo que se puede argumentar que la razén de que no hubiera crecimiento
celular se debia a que no habia una fuente de carbono disponible para las células. Se sabe
gue muchas bacterias en cese del crecimiento celular debido falta de nutrientes
responden rdpidamente a la adicion de nutrientes frescos; esta rapidez del inicio del
proceso de recuperacién es similar a lo que se observa en esporas en germinacion (Foster
y Johnstone, 1990). De manera similar, E71 respondié rapidamente a la adicién de

glucosa.

La supervivencia al ayuno es definida como la habilidad de resistir largos periodos de

tiempo sin sustratos proveedores de energia (Llorens et al., 2010). Muchas bacterias
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marinas copiotréficas poseen estrategias de supervivencia al ayuno (Morita, 1982). En
bacterias Gram negativas, la respuesta al ayuno dispara un factor sigma alternativo RpoS,
que en E. coli controla hasta el 10 % de sus genes; estos genes preparan a la célula para la
supervivencia en situaciones dificiles (Lacour y Landini; 2004, Weber et al., 2005)
ayudandole también para sobrellevar estrés osmatico y estrés de temperatura (Jenkins et
al., 1990). Se ha reportado que tanto E. coli como cepas de Bacillus y Myxoccoccus poseen
programas genéticos especificos que han evolucionado para prolongar la supervivencia en

etapas de arresto de division celular (Nystréom, 1998).

Las bacterias Gram negativas sometidas a limitacién de nutrientes pueden entrar en un
programa de desarrollo que resulta en células menos activas metabdlicamente y mas
resistentes. Células mas pequenas y esféricas son el resultado de varias divisiones
celulares sin incremento de la masa celular (Lange y Hengge-Aronis, 1991). Muchas
bacterias marinas disminuyen su tamafio y se desarrollan formas denominada
ultramicrocélulas que reducen su tamafio por una combinacion de divisiones reducidas y
metabolismo enddgeno. La division reductiva incrementa la relacidon superficie/volumen
de las células produciendo células esféricas. Este encogimiento es un resultado de la
autodigestion y el resultado de la degradacion de material celular endégeno (Nystrom,
2001). Cuando se adicionan nutrientes a muestras de agua de mar se observan células
mas largas, un incremento en el volumen celular y un incremento en la tasa de
incorporacién del sustrato (Wright, 1978). Las células de la cepa E71 sometidas el efluente
de grupo Pando también mostraron este fendmeno: se observaron células pequeiias y
redondas en el microscopio de contraste de fases (Anexo C) y aumentaron
considerablemente su tamafio después del pulso de glucosa. Adema3s, las células que se
encuentran en déficit nutricional utilizan sus materiales de reserva como el glucégeno y el

PHB lo que explica que no se observara este compuesto (Kaprelyants et al., 1993).

Al agregarle 1 g de glucosa a estos medios, se obtuvo una concentracion equivalente a 10

g L' aproximadamente, tomando en cuenta que el volumen total de los medios era de
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100 mL después de la toma de alicuotas. La primera medicidon de glucosa se realizé 48
horas después del pulso dando valores de 0.005 g L™ para la dilucién 1:1y 0.09 g L' para
la dilucién 1:3. Aunque estos valores son muy bajos, podria deberse a que la glucosa fue
consumida casi en su totalidad; si observamos el caso en que E71 fue cultivada en medio
definido con glucosa (Fig. 11) a las 0 horas este medio tenfa 9.08 g L"* de glucosa y a las 24
horas 4.33 g L'* lo que equivale a un consumo de 4.75 g L™ de glucosa en 24 horasy 9.5 g
L™ en 48 horas; por lo tanto E71 podria consumir casi 10 g L™ de glucosa en 48 horas y
podria ser la explicacion de los valores tan bajos encontrados después de 48 horas de
agregado el pulso de glucosa en los medios con efluente. En el caso que se agregd 2 g de
glucosa (20 g L), 48 horas después del pulso se tiene un valor de 10.73 g L'}, lo que

coincide con un consumo aproximado de 10 g L™ en 48 horas.

En el tratamiento 1:1 y en el 1:7 sin pulso de glucosa se observa un aumento en los
valores de glucosa y carbohidratos totales de las 360 a las 384 horas, lo cual podria
explicarse por lisis celular y liberacion de biomoléculas al medio debido a que el cultivo se
encontraba en fase de muerte. Se sabe que las enzimas responsables de la autolisis en
Streptococcus neumonia son sensibles y producidas en mayor cantidad a valores extremos
de pH (Lord y Nye, 1919). En Mycobacterium tuberculosis la autolisis fue inducida cuando
se crecié la bacteria en presencia de oxigeno y exceso de glucosa (Bowman y Redmond,
1956) asi como disponibilidad limitada de nitrégeno (Redmond, 1957), una situacién

similar a la condiciones en las que se encontraba E71 después del pulso de glucosa.

También se observd que en todos los casos, al afiadir la glucosa, no sdlo aumento la
concentracion de los carbohidratos totales, sino también de los lipidos totales; ésto
debido a que las rutas de sintesis de diversas biomoléculas pueden tener como precursor
a la glucosa. Muchas bacterias utilizan glicolisis aerdbica para formar las unidades
estructurales necesarias para la sintesis de macromoléculas durante la fase exponencial
del crecimiento. Estas bacterias metabolizan la glucosa en presencia de oxigeno via

glicolisis e inhiben el ciclo de los acidos tricarboxilicos resultando en la secrecion de
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grandes cantidades de acetato al medio de cultivo. Sélo cuando la glucosa se ha agotado

nuevamente el acetato es utilizado via ciclo de acidos tricarboxilicos. (Rice y Bayles, 2008).

El pH del agua de mar es ligeramente alcalino, alrededor de 8 (Marion et al., 2011) lo cual
puede explicar que los medios que contenian mayor cantidad del efluente de Ia
enlatadora de grupo Pando tuvieron un pH ligeramente mayor. La acidificaciéon de los
medios después de la adicion de la glucosa (Fig. 18) puede atribuirse a la actividad
catabdlica ineficiente donde hubo una degradacién incompleta del sustrato, formandose
acidos organicos, etanol, acetato o lactato (Molenear, 2009). En el caso en que se agregd 2
g de glucosa, el pH continud bajando, lo que indica que el sustrato continuaba siendo

utilizado.
8.3. Caldos de desecho de almeja chocolata.

El contenido nutricional de los caldos de desechos de almeja chocolata mostraron una
similitud con los valores obtenidos de la caracterizacion de un efluente de coccidon de
mejillén (Murado et al., 1994), donde casi el total de los carbohidratos se encuentran en

forma de glucégeno.

Las determinaciones quimicas del contenido de nutrientes para el caso del caldo de
almeja chocolata (Figs. 7 y 8) mostré estar enriquecido en biomoléculas que fueron
suficientes para la generacién de biomasa de la cepa YO1A1, debido a que la suma de las
concentraciones de carbohidratos, lipidos y proteinas fue del orden de 1.2 %, valor
comparable con la concentracion de fuente de carbono empleada en medios de cultivo

estandar que garantizan el crecimiento de una bacteria.

8.4. YO1A1 en un sistema de producciéon de PHAs de dos etapas con glucosa como fuente

de carbono.

Durante la etapa de produccion de biomasa en el medio YEB glucosa 1 %, la cepa YO1A1

tuvo una velocidad méxima de crecimiento medida de las O a las 4 horas de 0.5318 h™ v
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un tiempo de generacién de 1.88 h (Fig. 12) por lo que la velocidad de crecimiento de esta
bacteria fue mayor que el de E71 bajo las mismas condiciones (K = 0.4647 h™, Tgen=
2.1515 h). Una vez transferida la biomasa al medio MBM® la D.O. disminuyé debido a que
el medio nuevo tiene menor opacidad que los medios viejos y debido a la perdida de
biomasa durante la cosecha, pero, a diferencia de lo ocurrido con E71, YO1A1 no aumento
su D.O. durante el resto del cultivo, lo que pudiera atribuirse al pH que disminuyé de 7.62
a 6.13 en tan solo tres horas, y 24 horas después de expuesto al medio MBM°® el pH fue de
4.87, alcanzando a las 144 horas valores de 4.58 (Fig. 15). En cambio, el valor de pH mas
bajo alcanzado por E71 fue de 5.15. En las primeras 24 horas YO1A1 consumid la totalidad
de la glucosa, en cambio E71 dej6 un remanente de 4.33 (+ 0.26) mg mL™. A las 24 horas
de haberse anadido el pulso de glucosa la cepa E71 consumid 8.25 g de glucosa mientras
gue la cepa YO1A1l pareciera no haber consumido glucosa en este tiempo ya que los
valores después del pulso de glucosa y 24 horas después de éste son muy cercanos, con
sobrelapamiento de las desviaciones estandar. Esto podria explicarse por el pH, ya que al
momento del pulso el medio en el que se encontraba E71 tenia un pH de 6.40 mientras
que el medio de YO1A1 tenia un pH de 4.87 y se sabe que las enzimas glucoliticas son poco
acidotolerantes y se pueden inhibir a pHs menores a 5 (Burne y Marquis, 2000), lo que

podria explicar el menor consumo de glucosa y la menor acumulacién de PHB en YO1A1.

Se ha reportado que el pH inicial del medio de cultivo afecta significativamente la
acumulacién de PHAs. En bacterias del género Vibrio aisladas de sedimentos marinos se
reporté que la menor acumulacién de PHB se observod cuando el pH inicial era acido, con
valores de 4, 5y 6 y la mayor acumulacidn del polimero se observé cuando el pH inicial fue
de 7 disminuyendo gradualmente en los pHs 8, 9 y 10 (Subin et al., 2013). En Cupriavidus
taiwanensis la menor concentracién de PHB y el menor peso seco celular también se
produjeron en el tratamiento con pH inicial acido (pH = 6) y el mayor con el pH neutro (pH
= 7) seguido por el de pH alcalino (pH = 8) (Wei et al.,, 2011); de manera similar, en
Haloferax mediterranei, se obtuvo menor concnetracién de PHB en el medio con pH inicial

acido (6.5) que en el neutro (7.2) (Lilio y Rodriguez-Valera, 1990).
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8.5. YO1A1 en caldo de desechos de almeja chocolata (CAC).

Los medios de caldo de almeja chocolata tienen valores iniciales de pH menores a 5 pero
se observé una tendencia a alcalinizar el medio a través del tiempo alcanzando valores
neutros. Este efecto fue notorio cuando se le agregaron pulsos de CAC’® que, por ser acido,
disminuia el pH, pero seguidamente habia un aumento en estos valores (Fig. 21). El
incremento en los valores de pH se puede deber al catabolismo de acidos organicos y
aminodcidos debido a los subproductos generados, pero, un incremento en el pH puede
ser también una respuesta inducida por bajos valores de pH como la descarboxilacién de
aminodacidos, como el de lisina cadaverina mediante la via CAD en E. coli o de arginina a
agmatina via arginina descarboxilasa. En Clostridium acetobutylicum, la fermentacion de
los carbohidratos resulta inicialmente en una acidificacién debido a la produccién de acido
acético y butirico y la subsecuente acidificacion puede ser prevenida por la reducciéon de

acido butirico a butanol (Dilworth, 1999).

También, la produccién de amonio durante el cultivo (Fig. 22) se puede correlacionar con
el incremento en los valores de pH que pude ser explicado por lo encontrado en biofilms
de placas dentales bacterianas. Se ha observado que estas comunidades bacterianas
aumentan el pH del medio principalmente mediante dos vias: hidrolisis de urea mediante
enzimas ureasas que produce CO, y amonio, y el metabolismo de la arginina mediante el
sistema arginina desaminasa (ADS), el cual libera ornitina, amonio y CO,. Este ultimo
mecanismo pudiera haber sido utilizado por YO1A1 en el medio CAC para aumentar el pH
ya que sabemos que el componente principal de este medio fueron las proteinas, ademas

esta via provee a la bacteria de ATP (Burne y Marquis, 2000).

A pesar de que las biomoléculas mdas abundantes fueron las proteinas en los caldos de
desecho de almeja chocolata, los carbohidratos fueron el elemento mayormente
consumido (Fig. 23). El consumo preferencial de los carbohidratos sobre las proteinas
podria atribuirse a la represidon catabodlica del carbono (CCR), fendmeno que ocurre

cuando la bacteria es crecida en un sustrato con diferentes fuentes de carbono y que es
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un mecanismo regulatorio donde la utilizacion de una fuente secundaria de carbono es
inhibida por la presencia de una fuente de carbono preferencial (Gorke y Stilke, 2008). Sin
embargo, en este caso no se consumid el total de los carbohidratos y hubo un consumo
parcial de las proteinas por lo que podria especularse que el consumo de las proteinas se
realizd para obtener fuente de aminoacidos, nitrégeno o factores de crecimiento o que el
consumo de proteinas estuvo mayormente relacionado al mecanismo de produccion de
amonio para incrementar el pH del medio. Se requieren hacer experimentos con controles

de pH para comprobar esta hipédtesis.

8.6. Identidad de la cepa YO1A1.

Al alinear la secuencia de nucledtidos del gen que codifica para el 16S ARN ribosomal de la
cepa YO01A1 con las secuencias depositadas en la base de datos “nucleotide collection
(nr/nt)” utilizando el algoritmo BLAST, se obtuvo una cobertura e identidad del 100 % con
diferentes cepas del genero Vibrio (Vibrio alginolyticus, Vibrio natriegnes, Vibrio owensii,
Vibrio azureus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio neocladonicus, Vibrio harveyi y Vibrio sp.).
Utilizando la base de datos “16S Ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea)” se
obtienen alineamientos con una identidad de 99 % y cobertura de 100 % con varias cepas
del genero Vibrio pero con puntajes mdaximos diferentes. En orden decreciente los
resultados son los siguientes: Vibrio alginolyticus, Vibrio natriegens, Vibrio
pharaemolyticus, Vibrio jasicidia, Vibrio pelagius, Vibrio campbellii, Vibrio neocaledonicus,
Vibrio owensii, Vibrio rotiferianus, Vibrio harveyi, Vibrio azureus y Vibrio inhibens. Con esta
informacidn no es posible designar una identidad de especie a esta cepa, debido a que se
tienen puntajes iguales con diferentes especies, ademads, los analisis de secuencias
parciales no deben ser utilizados preferencialmente para conclusiones taxondmicas, al
menos de que se haya demostrado que tienen el mismo grado de similitud que los
obtenidos con la secuencia completa (Stackebrandt y Goebel, 1994). Pese a ello, se puede
concluir que es un organismo marino del genero Vibrio ya que coincide con la descripcion

de este género (Madigan, 2000).
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Con el propdsito de conocer mas sobre la identidad de la cepa YO1Al se presenta a
continuacion informacion de los caracteristicas bioldgicas del género Vibrio Pacini, 1854;
consiste en bacilos pequefios rectos, ligeramente curveados o con forma de coma, de 0.5-
0.8 x 1.4-2.6 um. Formas involucionadas suelen aparecer en cultivos viejos (Anexo D). No
forman endosporas ni micro quistes. Gram negativos. Motiles por flagelos polares
envainados monotricos o multitricos en medio liquido. En medio sdlido algunas especies
sintetizan numerosos flagelos laterales con longitudes menores al flagelo polar envainado.
Anaerobios facultativos capaces tanto de metabolismo respiratorio como fermentativo. El
oxigeno molecular es el aceptor universal de electrones. La mayoria no desnitrifican o fijan
nitrogeno molecular. Quimioorganotrofos. La mayoria son capaces de crecer en medio
mineral con D-glucosa como unica fuente de carbono y amonio como unica fuente de
carbono. Pocas especies requieren factores de crecimiento. El sodio estimula el
crecimiento de todas las especies y es un requerimiento absoluto de la mayoria; la
concentracién minima para el crecimiento 6ptimo esta entre los 5 a 700 mM (0.029 % -
4.1 %). Todas las especies fermentan D-glucosa produciendo acido pero raramente gas.
Varias especies producen acetoina y acetil metil carbinol. La mayoria fermentan D-
fructosa, maltosa y glicerol. Son oxidasa positivos y reducen nitratos a nitritos. Algunos
crecen a 4 °C, todos a 20 °C la mayoria a 30 °C y muchos a 35-37 °C. Algunas pocas
especies son bioluminiscentes. Primordialmente acuaticas; la distribucidn de las especies
usualmente depende de la concentracidn de sodio y el contenido nutricional del agua asi
como de la temperatura. Muy comunes en ambientes marinos y estuarinos y en la
superficie y en contenidos intestinales de animales marinos. 12 especies ocurren en
especimenes clinicos de humanos 11 de los cuales son aparentemente patdgenos para los
humanos causando diarrea o infecciones extraintestinales. Las cepas que componen a
este género son habitantes comunes del océano abierto, aguas costeras y las branqueas y
viseras de peces y mariscos. Una especie es patdgena para el humano. Varias especies

causan enfermedades a otros vertebrados e invertebrados (Madigan, 2000).
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En los paises templados los Vibrios se encuentran presentes en el agua de mar durante
todo el afo, aunque su concentracidon experimenta un notable incremento en los meses
calidos a causa de las favorables condiciones ecoldgicas y del plancton aumentando su

acumulacién por moluscos filtradores y otros animales marinos (West 1989).

Tanto la descripcion de Baumann y Baumann (1981) para el género Beneckea (Vibrio)
como la de “Bergey’s Manual for Systematyc Bacteriology” para el género Vibrio ” (Farmer
y Janda, 2005) coinciden con la descripcién celular de las cepas aisladas en este estudio.
Basandonos en estas investigaciones, las bacterias encontradas en el lixiviado de almeja
chocolata corresponderian a Vibrio natriegens, Vibrio nereida, Vibrio nigrapulchritud o
Vibrio orientalis ya que son las que se reportan como productoras de PHB (Tabla IX). Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que las condiciones de cultivo
suministradas en estos trabajos no fueron las adecuadas para la acumulacién de PHB en
las otras especies de Vibrio. Tal es el caso para Vibrio harveyi, especie originalmente
descrita como PHB negativo y que se observd en un estudio realizado por Sun et al,, la
acumulacién de este polimero en células de Vibrio harveyi cepa B392 ademas de una
relacion entre el autoinductor de luminiscencia “lux” con la produccién de PHB (Sun et al.,

1994).

En la tabla IX se comparan los resultados de las pruebas realizadas a la cepa YO1A1 con los
datos reportados en “Bergey’s Manual for Systematyc Bacteriology” (Farmer y Janda,
2005) de vibrios marinos. V. alginolyticus coincide con la cepa YO1Al excepto en la
produccién de PHB y en el resultado positivo de lisina descarboxilasa, V. natriegens
Unicamente no coincide en cuanto al desplazamiento, mientras que V. parahaemolyticus
no coincide en el color de la colonia en medio TCBS, produccién de PHB ni utilizacion de
sacarosa, V. harveyi presenta cierto porcentaje de motilidad por desplazamiento y de
utilizacién de sacarosa pero no reportan presencia de PHB, aunque, como fue mencionado

anteriormente, Sun et al. (1994) documentan la presencia de éste por microscopia
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electrénica y V. nereis y V. orientalis presentan acumulacién de PHB pero no presentan

desplazamiento y dan positivo a arginina descarboxilasa.

En la base de datos de GeneBank se encontraron secuencias de nucledtidos
correspondientes a poli-3-hidroxialcanoatos sintasas (phaC) en genomas completos de V.
alginolyticus (BATK01000002) y V. harveyi (CP014038), una proteina asociada a granulos
de PHA en V. nereis (LHPJO1000005), y proteinas de la familia de las fasinas en V. orientalis
(NZ_AFWH01000050). Dando prioridad a la propiedad de desplazamiento y basandonos
en el mayor puntaje de identidad obtenido en la base de datos “16S Ribosomal RNA
sequences (Bacteria and Archaea)”, la identidad de nuestra cepa indica ser un Vibrio

alginolyticus.

V. alginolyticus es un organismo ubicuo del mar y de los estuarios. Su distribucion es
mundial, por lo general en costas de paises templados; se encuentra enorganismos
marino tales como peces, almejas, ostiones y corales, entre otros. Es un bacilo corto,
pleomorfico, Gram negativo, mévil por flagelos peritricos y polares. (Franco-Monsreal et

al., 2010).
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8.7. Cuantificacion del poli-3-hiidroxibutirato.

La cuantificacion del PHB en la cepa YO1A1 muestra valores de 2.23 (£ 0.49) mg mL? a las
72 horas y 2.9 (+ 0.5) mg mL" a las 144 horas bajo el sistema de produccién de dos etapas
utilizando glucosa como fuente de carbono (Fig. 24), mientras que en el medio CAC se
obtuvieron valores de 2.20 (+ 1.3) mg mL" en el cultivo sin pulsos y 3.02 (+ 1.01) mg mL™
en el cultivo con pulsos (Fig. 25). Estos resultados parecen favorecer el potencial de los
caldos de almeja chocolata para la produccién de PHA si no fuera porque no corresponden
las observaciones bajo el microscopio de fluorescencia mediante la tincién rojo Nilo
(Anexo D). Las células tefiidas con rojo Nilo y observadas en el microscopio de
fluorescencia crecidas en el medio CAC mostraron incipientes sefiales de PHA a diferencia

de las células crecidas en glucosa que mostraron abundante sefial de PHA.

Otros autores han obtenido una produccién maxima de PHAs de 0.4 g L™ (Subin et al.,
2013) y 0.2 g L'* (Boyandin et al., 2008) en cepas del género Vibrio ya habiendo probado
varias condiciones de cultivo, por lo que la cepa YO1A1l es un buen candidato para la
produccién de PHA ya que se obtuvieron mayores valores de PHB sin haber sido

optimizada la produccién de este polimero en esta cepa.

La produccién de PHAs en la cepa E71 después del pulso de glucosa crecida en efluente de
grupo Pando fue mayor, con valores que van desde los 3.98 (+ 1.7) hasta 8.98 (+ 0.6) mg
mL* (Fig. 26). Comparado con los resultados obtenidos por Martinez-Gutiérrez (2015) con
esta misma cepa y bajo el sistema de produccion de dos etapas estos valores son bajos, ya
que ella obtuvo 92.33 mg mL™ de PHB mediante esta técnica de cuantificacion, sin
embargo esta técnica tiene sus limitantes y que algunos materiales, especialmente
carbohidratos causan interferencia en este ensayo (Slepeky y Law, 1960). Los valores aqui
obtenidos son mas cercanos a lo obtenido por Lépez-Cortés et al. (2008) quienes
obtuvieron 1.2 g L' en 48 horas en esta cepa. Lo que si se puede concluir es que hubo una

mayor produccion de PHB por la cepa E71 en la dilucion 1:7 a la que se le agregd 2 g.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio contribuye al conocimiento de la composicién quimica de desechos de
material biologico de origen marino, ante los pocos reportes existentes en la literatura. A
diferencia de lo esperado, el contenido nutricional del efluente de la enlatadora de grupo
Pando fue pobre en materia organica lo que no permitié el crecimiento poblacional de la
cepa E71. Por otro lado, las caracterizaciones de los caldos de desecho de almeja
chocolata mostraron estar enriquecidos en materia orgdnica, principalmente proteinas y

carbohidratos, estos ultimos representados casi en su totalidad por glucégeno.

Debido al bajo contenido nutricional en el efluente de grupo Pando la cepa E71 no mostré
crecimiento polaciénal ni produccién de PHA cuando se usa el efluente como fuente de

carbono en el medio de cultivo.

Los resultados obtenidos sobre el efecto del medio de cultivo compuesto por caldo de
almeja chocolata (medio CAC) no son suficientes para concluir si este fue eficiente para la
produccién de PHAs, ya que, aunque la cuantificacién de PHB mediante la conversion a
acido trans-2-butendico (acido crotonico) mostrd valores de acumulacién similares en la
cepa YO1A1 cultivada tanto en un sistema de produccién de dos etapas con glucosa como
fuente de carbono, como cultivada en los caldos de desecho de almeja chocolata, las
observaciones microoscopicas y la tincion lipofilica rojo nilo muestran discrepancias; se
observa gran acumulacién de PHA en YO1A1 con glucosa como fuente de carbono y muy
poca o nula acumulacion de PHA en la bacteria cultivada en los medios CAC (Anexo D). Sin
embargo, si se puede concluir que el medio basado en CAC es un buen candidato para la

produccion de biomasa que es la condicion previa para la produccion de PHAs.

Ademas, esta investigacion contribuye al conocimiento de la diversidad de bacterias
asociadas a la almeja chocolata, ya que no se encontraron articulos cientificos de calidad
que refieran al aislamiento y cultivo de bacterias a paritr de almeja chocolata. La

asignacion taxondmica de la cepa YO1A1, correspondiod a una bacteria del género Vibrio
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con una velocidad de crecimiento alta (K = 0.5318 h™') en el medio YEB glucosa 1 %.
Aunque no es posible hacer una designacién de especie confiable de la cepa YO1A1 con la
informacién obtenida en este estudio, la correspondencia mas cercana a la que se llegd es
a Vibrio alginolyticus, en cuyo caso este trabajo es el primer reporte de producciéon de PHB
en este especie, no obstante existen secuencias de genomas completos de V. alginolyticus
donde se detecta la existencia del gen phaC en la base de datos del NCBI (NCBI, 2016)
(nimero de acceso: CP013484.1)

La cepa YO1A1 se caracterizé por acumular gran cantidad de PHAs dentro de su citoplasma
como fue observado mediante microscopia de contraste de fases, llegando a deformarse
la célula por el PHA acumulado cuando se crece en medios sélidos (YEA glucosa 1 %). En
medio liquido y en el sistema de produccién de dos etapas, la cepa YO1A1l también
acumula PHAs pero en menor cantidad; en cambio fue mas notoria la acumulacién de
PHAs en la cepa E71 bajo las mismas condiciones y de igual manera la cuantificacion de
PHB fue mayor en la cepa E71 expuesta al efluente de grupo Pando después de afiadido el
pulso de glucosa que en la cepa YO1A1 en el sistema de dos etapas de cultivo con glucosa
como fuente de carbono. Este fendmeno podria ser atribuible al rapido descenso del pH

gue realiza la cepa YO1A1 en el medio.

La contribucion principal de este estudio radica en usar el caldo de almeja chocolata como
fuente de nutrientes para la generacion de biomasa de la cepa YO01lAl, para
posteriormente trasferirla a medio basal marino con glucosa al 1 % sin fuente de

nitrogeno para la produccion de PHA.
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10. RECOMENDACIONES

Para estudios ulteriores se recomienda realizar la caracterizacion quimica del desecho que

se utilizard como sustrato antes de utilizarlo con la bacteria.

Se recomienda optimizar el proceso de produccién de PHAs en el sistema de produccion
de dos etapas y utilizar glucosa como fuente de carbono en la cepa YO1A1l poniendo

atencion al pH.

Se recomienda utilizar el caldo de desecho de almeja chocolata con buffer de pH Tris-HClI,
1M (pH 7.5) para la produccion de biomasa bacteriana y posteriormente transferirla a un
medio que contenga glucosa al 1 % vy sin fuente de nitrégeno para la produccién de PHAs

para asi reducir los costos de la glucosa en la etapa de produccion de biomasa.

Se recomienda precipitar las proteinas del medio CAC para tener un medio con mayor

radio C:N y favorecer la produccion de PHA en la bacteria.
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12. ANEXOS

Anexo A. Conteo total directo (C.T.D.) mediante camara Petrov-Houssser del crecimiento
poblacional de Paracoccus seriniphilus cepa E71 en el sistema de produccion de dos
etapas con glucosa y limitacion de nitrégeno (A) y expuesta a las diferentes diluciones del

efluente de grupo Pando (B).
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Anexo B. Conteo total directo (C.T.D.) mediante cdmara Petrov-Houssser del crecimiento
poblacional de la cepa YO1A1l en el medio CAC sin pulsos (A) y con pulsos de CAC® (B).
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Anexo C. Micrografias de contraste de fases que muestran a la cepa E71 expuesta a las
diferentes concentrciones del efluente de grupo pando.
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Anexo D. (A) Micrografia de contraste de fases que muesta fromas involucionadas de la
cepa YO1A1 con granulos de PHA en su interior, cultivada en medio YEA glucosa 1 % e
incubada a 30 °C durante 48 horas. (B) Micrografia de epifluorescencia que muestra de la
tincion rojo nilo en la cepa YO1A1 cultivada en el sistema de produccion de dos etapas con
glucosa como fuente de carbono y con limitacion de nitrégeno. Condiciones de cultivo 30
°Cy 150 rpm. (C) Micrografia de epifluorescencia que muestra de la tincidn rojo nilo en la
cepa YO01A1 cultivada en medio CAC durante 150 horas. Condiciones de cultivo 30 °Cy 150
rom.
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