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Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son biopolimeros con caracteristicas similares a los plasticos sintéticos, pero rapidamente
biodegradables dado su origen microbiano. En esta investigacion se aislaron 248 colonias bacterianas de suelos contami-
nados con residuos del beneficio de fique (Furcraea bedinghausii) en el municipio de Guarne (Antioquia), evaludndose su
capacidad como productoras de PHAs. Se realizaron tinciones con rojo y azul de Nilo y deteccién por PCR del gen PhaC.
Las bacterias positivas a dichas pruebas, fueron identificadas utilizando andlisis filogenético de secuencias de 16S del ADNr
y pruebas bioquimicas. Finalmente, se evalud, mediante cromatografia de gases con detector selectivo de masas GC-MS/
SIM, la naturaleza quimica del biopolimero, a partir de la biomasa generada en un ensayo de fermentacion en cultivo
sumergido, con medio minimo de sales suplementado con glucosa como fuente de carbono. Cuatro cepas de los morfo-
tipos bacterianos encontrados, presentaron potencial para producir PHAs, de los cuales dos fueron identificados como
miembros de la especie Bacillus megaterium, uno como B. mycoides y el otro como Gordonia sp. El gen PhaC se detectd
en los dos aislamientos de B. megaterium. El andlisis cromatografico permitié detectar al polihidroxibutirato (PHB) como el
principal componente de los PHAs presentes en B. megaterium, cuantificindose entre 63.8 mg/gy 95.3 mg/g de PHB en
los ensayos de fermentacion. Las bacterias aisladas tienen potencial en la produccion de PHAs a partir de residuos agroin-
dustriales, incluyendo el jugo de fique, lo que contribuiria a la reduccién de su condiciéon contaminante.
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable biopolymers of bacterial origin with properties similar to conventional
plastics. In this work, bacteria were isolated from soils contaminated with fique (Furcraea bedinghausii) wastes in the mu-
nicipality of Guarne (Antioquia) and their ability to produce PHAs was evaluated. Bacteria were stained with Nile blue
and Nile red and the PhaC gene detected by PCR. Positive bacteria were identified by phylogenetic analysis of 16S rDNA
and biochemical tests. The chemical nature of the biopolimers was determined by gas chromatography GC-MS/SIM using
biomass produced in a submerged fermentation in a minimal media supplemented with glucose as sole carbon source.
Four bacterial morphotypes identified as Bacillus megaterium (2), B. mycoides (1) and Gordonia sp. (1) showed potential
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to produce PHAs. However, the PhaC gene was detected in B. megaterium. Chromatographic analysis showed polyhydro-
xybutirate (PHB) to be the main component in the PHAs produced by B. megaterium with levels between 63.8 mg/g and
95.3 mg/g in the fermentation test. The isolated bacteria have potential to produce PHAs, generating added value to the
Agro-industrial waste, as in the fique industry, and reducing its contamination impact.

Key words: polyhydroxyalkanoates (PHAs), 16S DNAr, Bacillus, biopolymer, Furcraea bedinghausii, PhaC.
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Introduccién

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son bioplasticos
termoestables, sintetizados por bacterias que los acu-
mulan como reservas de carbono y energia, en forma
de granulos intra-citoplasmaticos. Dependiendo de la
especie bacteriana, del sustrato utilizado y de la fase
de crecimiento microbiana, éstos pueden llegar a re-
presentar entre el 45% y el 85% del peso seco celular
(Reddy et al., 2003). Los PHAs se clasifican de acuerdo
a la composicion de sus monémeros en tres clases: (a)
de cadena corta (PHAsci), conformados por monéme-
ros de 3 a 5 carbonos, como el Poli-3-hidroxivalerato
([P(3HV)] y el Poli-3-hidroxibutirato [P(3HB)] o poli-
hidroxibutirato (PHB); (b) de cadena mediana (PHAwm.
), constituidos por monémeros de 6 a 14 carbonos,
como el copolimero poli-3(HB-co-HV) vy, (c) de cadena
mixta (PHAwmcwm), que combinan los dos anteriores y
que por tanto, constan de monémeros entre 3 y 14
carbonos, como es el caso del Poli (3HB-co-3HV-co-
3HHXx) (Sttube y Tian, 2003). Desde el punto de vis-
ta industrial, se destacan el PHB y el copolimero Poli
3(HB-co-HV) (Dionisi et al., 2004).

Los PHAs son sustitutos atractivos de los poliésteres de
origen petroquimico, dado que tienen propiedades simi-
lares a las de varios termoplasticos y elastémeros, con
la ventaja de ser totalmente biodegradables (Stubbe y
Tian, 2003; Dionisi et al., 2004). En la naturaleza, los
microorganismos son capaces de degradarlos hasta
CO; y agua, en condiciones aerobias, y hasta meta-
no, en condiciones anaerobias, por accion de las en-
zimas PHA despolimerasas y PHA hidrolasas (Barbosa
et al., 2005). Otra ventaja de estos biopolimeros esta
asociada con los sustratos utilizados para su sintesis:
mientras para la produccién de plasticos sintéticos se
requiere materia prima de origen petroquimico, los
PHAs se pueden obtener a partir de diferentes de-
sechos agroindustriales, que constituyen materiales
organicos de bajo costo (Vishnuvardhan et al., 2009;
Thirumala et al., 2010).

Uno de los PHAs mds empleados en el campo médico
es el PHB, gracias a su biocompatibilidad, siendo la base
para la elaboracion de filamento de suturas, vehiculo
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para farmacos y constructos para el crecimiento ce-
lular, entre otros (Chen y Wu, 2005). Ademas, se ha
utilizado en el campo industrial para la produccién de
botellas, peliculas protectoras, fibras para empaques
de alimentos y cubiertas agricolas (Lopez et al., 2012).

Hasta el momento, se conocen aproximadamente 300
especies bacterianas productoras de PHAs, incluyen-
do diversas bacterias Gram negativas y Gram positi-
vas, pero solo unas pocas se utilizan industrialmente,
dadas sus altas eficiencias en la transformacién de los
sustratos y concentracion final del biopolimero en sus
células (Barbosa et al., 2005; Lopez et al., 2012). Entre
las bacterias Gram negativas se destacan Cupriavidus
necator (antes Alcaligenes eutrophus), Alcaligenes latus,
Pseudomonas putida, P. oleovorans y Azotobacter vi-
nelandii; ademas, una cepa de Escherichia coli recom-
binante que contiene el operén de la biosintesis de
PHAs de C. necator (Barbosa et al., 2005). Con res-
pecto a las bacterias Gram positivas, se han reportado
como productoras de PHAs varias especies del género
Bacillus, incluyendo B. megaterium y B. cereus (Yilmaz
et al., 2005; Reddy et al., 2009), asi como también ac-
tinomycetes del género Streptomyces (Franco-Correa
et al., 2009).

La organizacion de los genes involucrados en la bio-
sintesis de PHAs varia dependiendo de los microorga-
nismos, hasta ahora se han detectado cuatro arreglos
genéticos principales (Solaiman et al., 2000; McCool
y Cannon, 2001). En el primer sistema, denominado
tipo | y tipificado por el operén pha de C. necator, se
incluyen el gen PHA sintasa phaC, y los genes phaA 'y
phaB, que se presentan adjuntos y codifican para p-
cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa, dos enzimas
relacionadas con la biosintesis de PHAs de cadena
corta. La segunda clase (tipo Il), consiste de dos ge-
nes sintasa (phaC1y phaC2) separados por el gen que
codifica para la despolimerizacion de PHAs (phaZ),
este sistema es cominmente encontrado en bacterias
del género Pseudomonas. El sistema genético tipo llI,
se encuentra en Chromatium vinosum, Synechocystis
sp. y Thiocystis violaceae; en estos microorganismos,
la enzima sintasa consta de dos subunidades de poli-
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péptidos codificadas por los genes phak y phaC. Los
genes phaA y phaB también se localizan en este ope-
rén, pero son frecuentemente transcritos en forma di-
vergente de los genes phaE y phaC. Finalmente, el tipo
IV se presenta en Bacillus sp. y se caracteriza porque
la PHA sintasa esta conformada por dos subunidades,
PhaC y PhaR, codificadas por el operén phaRBC (Mc-
Cool y Cannon, 2001).

La fuente de carbono empleada en el cultivo de los
diferentes microorganismos para la produccion de
PHAs, afecta el contenido, composicion y propieda-
des del polimero y constituye un factor importante en
el costo de su produccién (Reddy et al., 2003). Existen
diversos sustratos que por su naturaleza de desechos,
podrian incidir favorablemente en los costos de pro-
duccion de los biopolimeros. Entre los sustratos eco-
némicos mas usados se encuentran: la melaza de cafa
(la cual requiere una fermentacion acidogénica previa
a la produccion de PHAs), residuos de la industria del
arroz y los lactosueros (Almeida et al., 2004). Otras
fuentes de carbono frecuentes son los acidos grasos
volatiles (acético, butirico y propidnico), obtenidos de
la degradacion de algunos desechos organicos lipidi-
cos, pero que deben utilizarse en bajas concentracio-
nes, debido a su toxicidad celular (Yan et al., 2003).

Para paises como Colombia, donde la actividad agrico-
la tiene una participacién importante en la economia
nacional y al mismo tiempo genera grandes cantidades
de desechos sélidos y liquidos, algunos con caracteris-
ticas recalcitrantes y contaminantes, la exploracion de
alternativas para realizar un manejo ambientalmente
sostenible de dichos residuos agroindustriales es una
prioridad.

En este sentido, la cadena productiva del fique es una
de las actividades agroindustriales mas tradicionales
en Colombia. En departamentos como Cauca, Narifno,
Antioquia y Santander, los cultivos superan las 21000
ha y generan cerca de 13000 empleos rurales directos
y 60000 empleos en el eslabén artesanal, destinado a
la produccién de hilos, tejidos, empaques, biomantos,
entre otros. Del bagazo también se puede obtener pa-
pel, fibra reforzada y aglomerados para diferentes usos,
y del jugo se podrian extraer saponinas (hecogenina y
tigogenina) de utilidad en las industrias farmacéutica y
cosmética (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Ru-
ral, 2008). Sin embargo, en la gran mayoria de explo-
taciones dichos materiales no son aprovechados y por
el contrario, establecen fuentes importantes de conta-
minacion de aguas y suelos.

Ya que la utilizacién de procesos de biorremediacion
microbiana se constituye en una alternativa biolégica

para el manejo de residuos e incluso, para generar
valor agregado en la agroindustria del fique, en este
trabajo se aislaron e identificaron, mediante técnicas
moleculares y bioquimicas, bacterias productoras de
PHAs presentes en suelos contaminados con desechos
del proceso de beneficio de la fibra de fique (Furcraea
bedinghausii) en el municipio de Guarne (Antioquia).

Materiales y métodos

Muestras

El sitio para el muestro de suelos, ubicado en la ve-
reda El Salado, municipio de Guarne (Antioquia)
(06°16'50"N y 75°26'37"0), fue seleccionado por
corresponder a una zona de produccion de fique en
pequenas parcelas, bajo arreglos mixtos con diversos
cultivos de hortalizas y plantas medicinales. Se toma-
ron cinco muestras de suelos que incluyeron dos con
bagazo de fique en fermentacion, uno contaminado
con jugo de fique, uno de suelo con fibra de fique
incorporada y uno con bagazo superficial.

Aislamiento y deteccion de bacterias productoras
de PHAs

Para el aislamiento microbiano se utilizé inicialmente
la preparacién de diluciones seriadas del suelo (Ca-
puccino y Sherman, 2007), con siembra posterior en
medio de sales minerales (MSM) pH 7.0, y glucosa
como fuente de carbono. Para detectar las colonias
potencialmente productoras de PHAs, se empled rojo
de Nilo al 0.1%, que permiti6é hacer la diferenciacion a
una longitud de onda de 340 nm (Spiekermann et al.,
1999). Los cultivos se incubaron a una temperatura de
30 °C durante tres dias y se monitorearon cada 24 h
bajo luz ultravioleta.

A los cultivos que dieron positiva la prueba del rojo de
Nilo, se les realiz6 la tincion confirmatoria con azul de
Nilo, siguiendo la metodologia de Ostle y Holt (1982),
para lo cual se utilizé6 un microscopio de fluorescencia
(Axiolab-Zeiss, Alemania), a una longitud de onda de 450
nm y un aumento de 1000X. Las bacterias que presenta-
ron fluorescencia rojo-naranja, indicativo de la presunta
produccion de PHAs, se purificaron en Agar Nutritivo y se
sometieron al proceso de tincion de Gram (Capuccino y
Sherman, 2007), para luego proceder a la confirmacion
mediante PCR, de la presencia del gen phaC.

Deteccién por PCR de phaC

La presencia del gen phaC se evalué por PCR, utilizan-
do diferentes juegos de cebadores dirigidos a los diver-
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sos arreglos genéticos registrados para la biosintesis
de PHAs (tabla 1). El ADN de las bacterias se obtuvo
por lisis térmica (Revelo et al., 2007). Las reacciones
de PCR se realizaron en un volumen total de 25 pL e
incluyeron: 0.1 uM de cada cebador (tabla 1), T U de
Taq ADN polimerasa (Fermentas, Lituania), 0.2 mM de
cada dNTP, 1X de buffer de enzima, 2.5 mM MgCl,,
5% DMSO (v/v) y 3 L del lisado bacteriano. El pro-
grama de amplificacion consistié en una desnaturali-
zacion inicial a 94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos
a 94°C por 30 s, 60°C por 45 s, 72°C por 75 s y una
extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se separaron en gel de agarosa
al 1.5% en buffer TBE 1X, suplementado con 3 pL de
bromuro de etidio (10 mg/mL). La visualizacion de las
bandas se realizé bajo luz ultravioleta, utilizando el sis-
tema digital de analisis Bio Doc Analyze (Biometra, Ale-
mania). Los amplicones del tamafo esperado fueron
purificados mediante el Kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen, Alemania), para proceder a su secuenciacion
directa en ambas direcciones, utilizando los cebadores
empleados en su amplificacion, mediante el sistema
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(PE Applied Biosystems, EEUU). Su corrido y separa-
cion se realizé en un secuenciador ABI Prism 3730xI
(PE Applied Biosystems) de la compania Macrogen
(Corea del Sur). Se editaron las secuencias obtenidas
con cada cebador y los consensos generados con el
programa BioEdit 6.0.6 (Hall, 1999). Su identidad se
evalué por comparacion con las bases de datos mo-
leculares mediante BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/Blast.cgi).

Identificacion taxondmica de las bacterias
productoras de PHAs

Una vez detectadas las bacterias potencialmente pro-
ductoras de PHAs, se procedié a determinar su identi-
dad taxonémica mediante la amplificacion por PCR y
secuenciacion de una porcién de la subunidad peque-
fa del ADNr (16S), utilizando los cebadores PA'y Pc5B
(5" AGA GTTTGA TCC TGG CTC AG 3"y 5" TAC CTT GTT
ACG ACTT 37) (Kuske et al., 1997). Las PCRs, asi como
la separacion de los amplicones y su secuenciacion,
fueron similares a las descritas anteriormente.

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron edi-
tadas mediante BioEdit 6.0.6 (Hall, 1999) y compara-
das con GenBank mediante BlastN. Con base en dicha
informacion, se obtuvieron secuencias de diferentes
especies representando el rango de variacion bacterial
detectado en el estudio, asi como también secuencias
de grupos externos, realizindose un alineamiento me-
diante Clustal W (Larkin et al., 2007). La matriz gene-
rada fue utilizada para obtener un arbol filogenético
basado en maxima parsimonia, utilizando la opcién
Heuristic search del programa PAUP 4.0b, con la orden
tree-bisection reconnection (TBR) (Swofford, 1998). El
soporte de la topologia interna de los dendrogramas
fue determinada por andlisis de bootstrap con 1000
remuestreos (Felsenstein, 1985).

Los resultados taxondmicos, obtenidos mediante las
pruebas moleculares, para las cepas seleccionadas
como potenciales productoras de PHAs, se confirma-
ron con base en caracteristicas fenotipicas, para lo
cual se efectuaron diversas evaluaciones morfolégicas

Tabla 1. Juegos de cebadores utilizados para amplificar el gen phaC en las bacterias potencialmente productoras de PHAs.

Cebadores Am([;lll)():on Microorganismo Referencia
B1F: 5 AAC TCC TGG GCT TGA AGA CA 3~
Bacill teri 5
BIR: 5° TCG CAA TAT GAT CAC GGC TA 37 600 acillus megaterium | Shamala et al., (2003)
I-179L: 5 ACA GAT CAA CAA GTT CTA CAT CTT CGA C 3~
I-179R: 5° GGT GTT GTC GTT GTT 540 Pseudomonas sp. Solaiman (2002)
CCA GTA GAG GAT GTC 3~
G-D: 5" GTG CCG CCS YRS ATC AAC AAGT 3~
Cupriavid t .
G1-R: 5° GTT CCA GWA CAG SAK RTC GAA 37 564 upriavidus necator | Revelo et al., (2007)
phaCf1: 5° ATC AAC AAR TWC TAC RTC YTS GAC CT 3~ Amplio espectro
4 h I, (2
phaCR4: 5° AGG TAG TTG TYG ACS MMR TAG KTC CA 3~ 9% de Gram negativas | Y €tk (2000)
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y bioquimicas. Inicialmente se realizaron pruebas de
tincion de Gram, seguidas de tincién de esporos con
verde de malaquita y caracterizacién macroscopica de
las colonias. Las bacterias que resultaron Gram positi-
vas y esporuladas, se caracterizaron bioquimicamente
mediante el sistema APl 50CHB (Biomérieux, Francia).
La bacteria que resulté Gram positiva, pleomérfica y
no esporulada, se evalué bioquimicamente a partir de
una bateria de diez pruebas que incluy6: TSI, LIA, RM,
VP, PPA, SIM, Ureasa, movilidad, citrato y malonato.
De forma adicional, a esta cepa se le realizaron prue-
bas de oxidasa, catalasa y coloracién de Zielh-Neelsen
(Capuccino y Sherman, 2007).

Caracterizacion quimica de PHAs

Para las bacterias en las que se detect6 el gen PhaC,
se procedio con la deteccion monomérica de los po-
lihidroxialcanoatos (PHAs) mediante GC-MS. Los mi-
croorganismos se sometieron a fermentaciones en
cultivo sumergido, utilizando erlenmeyers de 250 mL
de capacidad, con 50 mL de MMS suplementado con
glucosa como fuente de carbono. Se utilizé un inéculo
microbiano al 10% (v/v). Para cada una de las bacte-
rias seleccionadas, se prepararon dos erlenmeyers de
reaccion y un control negativo, sin in6culo. Las incuba-
ciones se llevaron a cabo a temperatura controlada de
30 °C y bajo agitacion (150 rpm), durante 72 h. Tras-
currido este tiempo, se procedio a centrifugar el caldo
de fermentacion y a separar la biomasa, que luego se
liofilizé y se sometié a extraccion con solventes, para
recuperar el biopolimero.

El aislamiento y purificacion del PHA, se realiz6 de
acuerdo a la metodologia propuesta por Moreno et
al.,, (2006). Esta consistié en adicionar un (1) mL de
hipoclorito de sodio comercial al 5% (p/v) y un (1) mL
de cloroformo al 50% (v/v) por cada 0.02 gramos de
biomasa liofilizada. La mezcla se agité por 1 h a tem-
peratura ambiente (28-29 °C), para luego centrifugar a
10000 rpm, durante 10 min y separar la fase organica.
A partir de ésta, se precipit6 el biopolimero, adicionan-
do 1T mL de metanol y reposando la mezcla por 12 h
a 4 °C. El precipitado se separé y se secé en estufa a
60 °C, durante 24 h.

La determinacién y cuantificacion de los PHAs, se lle-
v6 a cabo mediante cromatografia de gases (mode-
lo 6890 series plus, Agilent Technologies, EEUU) con
detector selectivo de masas (Agilent Technologies),
operado en el modo de monitoreo de idn(es) seleccio-
nados (GC-MS/SIM, por su abreviatura en inglés). Las
muestras se inyectaron en modo splitless (Vin= 1 L)
para su preparacion se aplicé la norma ISO 5509, por
la cual los PHAs fueron hidrolizados y sus productos,

derivatizados a sus metilésteres con BF;/MeOH. Se uti-
liz6 PHB como material de referencia, acido benzoico
como estandar interno (ISDT) y una columna DB-WAX
[60m x 0.25mm x 0.25 pym]. La seleccién del PHB se
basé en estudios previos que identificaron que los gra-
nulos de PHAs de B. megaterium contenian 97.7% de
PHB, y minimas proporciones de fosfolipidos (0.46%)
y proteinas (0.47%) (Stubbe y Tian, 2003).

Resultados y discusién

Aislamiento y deteccion de bacterias
productoras de PHAs

En total se obtuvieron 248 colonias bacterianas, a par-
tir de las diferentes muestras de suelos y diluciones
seriadas realizadas. A pesar del alto nimero de aisla-
mientos, fue posible agruparlos en siete morfotipos
coloniales diferentes: F1) colonias sin borde definido
traslicidas, fuertemente adheridas al agar, F2) colonias
con aspecto rizoide de color blanco, F3) colonias pun-
tiformes trasldcidas, F4) colonias redondas mucosas
de color crema brillante, F5) colonias puntiformes de
color crema, F6) colonias redondas convexas de co-
lor blanco vy, F7) colonias redondas de color crema y
opacas.

Es de anotar que el suelo corresponde a uno de los
habitats donde se han detectado mayor nimero de
especies bacterianas productoras de PHAs (Barbosa et
al., 2005). Sin embargo, en este estudio se encontré
una baja diversidad de microflora bacterial asociada a
los suelos sometidos a desechos de fique. Esto puede
sugerir un efecto selectivo de dichos residuos, dado
que el jugo de fique contiene diferentes compuestos
fendlicos, esteroides y saponinas, que resultan extre-
madamente toxicos para un amplio espectro de ma-
cro y microorganismos (Peinado et al., 2006). Asi por
ejemplo, en un bioensayo realizado con peces en el
departamento de Narifio, se encontré una concentra-
cion letal media de los jugos de fique de 1T mg/L para
alevinos de trucha arco iris y una concentracion cri-
tica 3 mg/L, que causo la muerte de todos los peces
expuestos. Estas cantidades superaron la toxicidad del
fungicida Mancozeb y el herbicida propanil (Martinez
y Caicedo, 2002).

La condicion de contaminante recalcitrante que pre-
senta el jugo de fique, hace fundamental la bisqueda
de alternativas ambientalmente sostenibles para su dis-
posicion final o su utilizacion en la generacion de va-
lor agregado para la cadena productiva del fique y su
industria. La versatilidad metabdlica bacteriana brinda
alternativas para su tratamiento, siendo la produccion
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de PHAs una excelente opcion, dadas sus mdltiples
aplicaciones biotecnologicas.

En este estudio, se encontré que las cepas represen-
tando los morfotipos F1, F2, F3 y F4, dieron emisién de
fluorescencia en las pruebas con el rojo de Nilo y por
ende, se consideraron potencialmente productores de
PHAs. Este resultado se confirmé por microscopia de
fluorescencia a A de 450 nm, empleando azul de Nilo
para la tincion (figura 1). Las cepas F1 y F2 procedian
de suelo con bagazo en fermentacion, mientras que
F3 y F4 fueron obtenidas de suelo contaminado con
jugo de fique.

Deteccién por PCR de phaC

Con el fin de superar los inconvenientes que pueden
presentarse con las pruebas de fluorescencia duran-

te la seleccion de microorganismos productores de
PHAs, diversos autores han recomendado el uso de
pruebas moleculares como la amplificaciéon por PCR
del gen phaC, el cual codifica para la enzima PHA sin-
tasa. Esta prueba permite seleccionar especificamente
los microorganismos productores de PHAs, minimi-
zando los posibles falsos positivos de las coloraciones
tradicionales, que por su inespecificidad pueden tenir
también lipidos celulares (Sheu et al., 2000).

De las cuatro cepas preseleccionadas (F1, F2, F3 y F4)
mediante fluorescencia con azul de Nilo, F3 y F4 am-
plificaron por PCR con el juego de cebadores B-1F y
B-1R, dirigido al arreglo genético del operén de biosin-
tesis de PHAs tipo IV, obteniéndose un fragmento de
un tamano aproximado de 600 pb. Las evaluaciones
de PCR en las que se emplearon los otros tres pares

Figura 1. Morfologia macro y microscépica de las colonias de las cepas bacterianas productoras de PHAs, obtenidas a partir de
suelos contaminados con desechos de fique. 1y 2. Caracteristicas macroscépicas de las colonias, 3. Microscopia de Fluorescencia

a A 450 nm con azul de Nilo y 4. Coloracién de Gram.
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de cebadores, no arrojaron los amplicones esperados
en ninguno de los microorganismos. La secuenciacion
de los amplicones obtenidos y su posterior compa-
racion con las bases de datos moleculares, permitio
confirmar la presencia del gen phaC en las cepas F3 y
F4, presentando un nivel de identidad del 98%, valor
e=0.0 y cobertura de la comparacion del 99%, con
una region codificante para PHA sintasa ubicada entre
las posiciones 5920 y 6497 de un cluster secuenciado
por McCool y Cannon (2001) en Bacillus megaterium
(Accesion AF109909).

Con base en trabajos previos realizados por Shama-
la et al., (2003), quienes reportan que los cebadores
disefados para amplificar el gen PhaC de B. megate-
rium, también son efectivos para obtener amplicones
en otras especies de Bacillus, no es posible definir la
identidad taxondmica inequivoca de las bacterias bajo
estudio, por lo que en este trabajo de investigacion
se secuencio la region 16S del ADNr. Estos investiga-
dores sefnalan también que en una cepa identificada
como B. licheniformes, no lograron la obtencién del
fragmento de phaC con dichos cebadores, aunque se
detecté quimicamente la produccion del biopolimero.
Lo anterior indica, que es necesario continuar con la
secuenciacion del operdon de biosintesis de PHAs en
diferentes miembros de éste género, de manera que
sea posible la obtencién de cebadores universales o
en su defecto, la definicién de nuevos tipos de arreglos
genéticos al interior del género Bacillus. Por esto, la
ausencia de amplificacion en las cepas F1 'y F2 obteni-
das en este estudio y detectadas como positivas para
PHAs en las pruebas con colorantes, no conduce a su
descarte, sino mas bien, a la necesidad de realizar estu-
dios moleculares mas detallados como Southern-blot y
Genome-walking, que permitirian determinar inequivo-
camente la presencia y caracteristicas del operon res-
ponsable de la biosintesis de PHAs en estas bacterias.

En este sentido, es importante indicar que existen di-
versos métodos para identificar organismos producto-
res de PHAs (Spiekermann et al., 1999). En la mayoria
se utilizan colorantes lipofilicos como el negro Sudan,
el azul de Nilo y rojo de Nilo, que se unen al poli-
mero emitiendo fluorescencia (Solaiman et al., 2000).
Aunque estas metodologias son muy sensibles, no son
completamente efectivas para la seleccion, porque los
colorantes pueden formar complejos fluorescentes
con compuestos afines a los biopolimeros, como lo
son las inclusiones lipidicas. Ademas, la produccion
de PHAs depende de las condiciones nutricionales del
medio de crecimiento, especialmente de las relaciones
C/N vy C/P. Otro factor que incide, es la naturaleza del
sustrato, a tal punto que aunque los genes del operén
bacteriano existan, no logran expresarse, dando lugar

a falsos negativos (Solaiman et al., 2000; Shamala et al.,
2003). Debido a estos inconvenientes, el complemen-
to de estudios como el aqui presentado, con la detec-
cion directa por PCR y secuenciacion del gen phaCy/o
de otros componentes del operén de biosintesis de
PHAs, resulta deseable para darle un mayor soporte a
las evaluaciones fenotipicas.

Identificacion taxondmica de las bacterias
productoras de PHAs

Las amplificaciones de PCR realizadas mediante el em-
pleo de los cebadores PA y P5CB, permitieron obtener
los fragmentos esperados de aproximadamente 1440
pb, en las cuatro cepas microbianas seleccionadas. La
comparacion de las secuencias de los amplicones con
las bases de datos moleculares, indicaron para las ce-
pas F3 y F4 niveles de identidad del 100% (valor e:
0.0) para la region 16S del ADNr con aislamientos de
Bacillus megaterium de diferentes fuentes y regiones
geograficas. La secuencia de la cepa F2 presento nive-
les de identidad del 100% con diferentes especies de
Bacillus, incluyendo B. mycoides, B. weihenstephanen-
sis y cepas no identificadas a nivel de especie.

Por su parte, la secuencia de la cepa F1 presenté un
100% de identidad (valor e: 0.0) con la especie Gor-
donia westfalica, reportada por Linos et al., (2002) en
el desarrollo de un trabajo en el que se evaluaban bac-
terias degradadoras de caucho. Esta cepa bacteriana
también present6 valores del 99% de identidad con
varios aislamientos de Gordonia sp. procedentes de
suelos contaminados con fenol, aguas de neumaticos
y esputo.

Para brindar mayor soporte a los resultados generados
por BlaST, se realizé un andlisis filogenético basado
en 1425 caracteres del ADNr 16S. De estos, 583 re-
sultaron informativos para el andlisis de parsimonia,
723 fueron constantes y 119 variables pero no infor-
mativos. El dendrograma generé tres clados (A, B, C)
soportados por un valor de bootstrap de 100% (figura
2). El clado A agrup6 todas las cepas del género Baci-
llus, incluyendo las denominadas F3 y F4, que fueron
identificadas como B. megaterium, y la cepa F2, que
se ubico en un subgrupo con tres aislamientos de re-
ferencia de B. mycoides, fuertemente soportado por el
anadlisis de bootstrap (98%). El clado B se presenté con
dos subgrupos que dividian las cepas de diferentes es-
pecies de Gordonia y esfingobacterias de diferentes
géneros. La cepa F1 se agrupé en el primer subclado
con Gordonia sp., con un valor del 100% de bootstrap.
El clado C correspondié a las cepas Gram negativas
Pseudomonas aeruginosa y Cupriavidus necator, utili-
zadas como productoras de referencia de PHAs, las
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Figura 2. Arbol filogenético realizado a partir de secuencias 16S del ADNr de bacterias productoras de PHAs obtenidas en
suelos contaminados con desechos de fique en Guarne (Antioquia) (Subrayadas) y de cepas de referencia de diferentes origenes
geograficos. Los valores sobre y bajo las ramas, indican el nimero de cambios y del soporte de bootstrap, respectivamente. ND:
secuencias sin origen geogréfico definido en la accesién del GenBank. A, By C denotan los tres clados.
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cuales se presentaron muy distantes de los dos grupos
anteriormente mencionados. El arbol presenté como
secuencia basal, la de Listeria monocytogenes (grupo
externo de andlisis).

Finalmente, las evaluaciones de tincion de Gram y
del API 50 CH para bacilos positivos esporulados,
permitié confirmar la identidad de la cepa F2 como
B. mycoides y de las F3 y F4 como B. megaterium (fi-
gura 1). Por otra parte, la cepa F1, identificada mole-
cularmente como Gordonia sp., presentd una tincién
Gram positiva y una coloracién naranja intensa en el
medio de cultivo (figura 1), ademas de los siguientes
resultados en la bateria bioquimica, TSI: k/k, LIA: k/k,
PPA: -, RM: -, VP: -, Ureasa: +, SIM: -, movilidad: -,
Citrato: -, Malonato: -, Catalasa: +, Oxidasa: -, Colo-
racion ZN: no se presentaron bacilos acido-alcohol
resistentes. Sin embargo, ante la gran versatilidad
metabdlica de las bacterias de este género, con esta
informacion no fue posible su clasificacion a nivel
de especie, siendo necesario evaluar otros aspectos
como la longitud de sus acidos micélicos y el tipo de
menaquinonas (Cuesta, 2004).

Caracterizacion quimica de PHAs

De acuerdo con los perfiles cromatograficos, el PHB fue
el principal monémero de los PHAs producido a partir
de las cepas F3 y F4 de B. megaterium. Los metilésteres
formados al someter el PHB comercial a hidrélisis y pos-
terior derivacion con BF;/MeOH, se identificaron por
GC-MS/SIM como metiléster del acido-2-butenoico,
metiléster del dcido-3-hidroxibutanoico y metiléter del
acido-3-hidroxibutirico (figura 3). Este ultimo compuesto
se detecté mayoritariamente a un tiempo de retencién
de 22.44 min, por lo que fue utilizado para estimar la
concentracion de PHB en las muestras de origen micro-
biano; calculandose una concentracion de 63.8 mg/gy
95.3 mg/g de PHB para los extractos biopoliméricos de
las cepas F3 y F4, respectivamente.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, coin-
ciden con los de trabajos previos que reportan la ca-
pacidad de B. megaterium para producir PHB a partir
de glucosa, glicerol, sacarosa y diferentes desechos
agroindustriales como melaza de cana (Lépez et al.,
2012). Por ejemplo, Vishnuvardhan et al., (2009), utili-
zando una cepa de B. megaterium aislada de lodos de
alcantarillado, obtuvieron PHB con rendimientos del
62.4% y 58.6%, a partir de glicerol y glucosa, respec-
tivamente; este potencial puede direccionarse para
lograr su empleo a escala industrial, para la genera-
cion de valor agregado a partir de bioproductos de la
industria del biodiesel, como lo es el glicerol (L6pez et
al., 2012).

Es de anotar que la ausencia de membrana externa
en las bacterias Gram positivas, como Bacillus sp., les
hace mas promisorias que las Gram negativas en la
produccion de biopolimeros con aplicaciones biomé-
dicas, porque no presentan la condicion de endotoxi-
nas que generan algunos de los liposacaridos (LPS)
presentes en esta membrana (Lopez et al., 2012). Otra
ventaja de las cepas de Bacillus sp., es su rapido creci-
miento sobre diferentes sustratos, incluyendo residuos
agroindustriales. Sin embargo, en términos practicos,
presentan el inconveniente de que los mismos des-
balances nutricionales (C vs N; C vs P) asociados a
la produccion de PHAs, inducen su esporulacion,
reduciendo su eficiencia en la sintesis de los biopoli-
meros (Wu et al., 2001). No obstante, recientemente
se reportd que la eficiencia puede mejorarse sustan-
cialmente, implementando sistemas de fermentacion
por lotes y estrategias experimentales para determinar
los tiempos y condiciones de aporte de los nutrientes
(Lopez et al.,, 2012). Esto se aprecia en el trabajo de
Sabra y Aboud-Zeid (2008), en el que lograron reducir
casi completamente la esporulacién de una cepa de
B. megaterium y generar 65% de PHB en peso seco
celular, controlando principalmente la concentracion
de amonio (0.2-0.4 g/L) en un sistema de fermentacion
por lotes.

En el presente trabajo de investigacion se identifica-
ron cuatro cepas bacterianas aisladas a partir de suelos
tratados con diferentes residuos sélidos y liquidos del
proceso de beneficio de fique, en una region tradicio-
nalmente productora de esta fibra, como lo es Guarne
(Antioquia). Pruebas indirectas de coloracion con tin-
tes y PCR para el gen PhaCy directas, a partir de analisis
cromatografico de gases, confirmaron la capacidad de
dos de las bacterias para producir PHB. Estas bacterias
se identificaron molecular y bioquimicamente como
miembros de la especie B. megaterium y representan
una alternativa para transformar directamente el jugo
de fique en productos de valor agregado, como los
biopolimeros. Ademas, podrian evaluarse su eficiencia
en la produccién de PHB a partir de diferentes residuos
agroindustriales convencionales (melazas y bagazos
de cana de azucar, lactosueros, residuos de palma, gli-
cerina) y no convencionales, como los que se generan
de los procesos de produccién de pulpas de frutas,
aceites comestibles y estiércol de animales.

Las otras dos cepas identificadas como Gordonia sp. y
B. mycoides, también han sido reportadas como pro-
ductoras de PHAs (Cuesta, 2004; Fernandez y Ortiz,
2006), aunque su eficiencia es aparentemente menor
en relacion con B. megaterium.
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Figura 3. Cromatogramas de los extractos orgdnicos obtenidos a partir de las biomasas celulares liofilizadas de B. megaterium
al finalizar la fermentacién con glucosa: A. Cepa F3; B. Cepa F4 y C. Fragmentograma del extracto de la cepa F4. GC-MS/SIM,

hidrdlisis con BF3/MeOH

Por otra parte, en trabajos preliminares realizados por
nuestro grupo, se ha encontrado que el jugo de fique
es una matriz que inhibe el crecimiento microbiano,
por lo que se requiere emprender estudios que eva-
[Gen las condiciones de fermentacion que se adapten
mejor a un medio enriquecido con este extracto, que
incluyan pretratamientos fisicos y quimicos que dismi-
nuyan su accion deletérea para las bacterias.

Conclusién

Para la seleccion de bacterias productoras de Polihi-
droxialcanoatos (PHAs) es importante considerar un
conjunto de pruebas y técnicas biol6gicas y quimicas,
que van desde las tinciones con rojo y azul de Nilo,
para la preseleccion de los microorganismos, hasta
el andlisis cromatografico (GC/MS/SIM), que permite
identificar y cuantificar el biopolimero, pasando por
la identificacion molecular y bioquimica de las cepas.
La aplicacion de este conjunto de pruebas, permitio
en este trabajo reconocer y seleccionar dos cepas de

B. megaterium, una de B. mycoides y una de Gordo-
nia sp., aisladas de suelos contaminados con residuos
del proceso de beneficio de fique en el municipio de
Guarne (Antioquia), como promisorias para la produc-
cion industrial de PHAs a partir de residuos agroindus-
triales generados en el pais, incluyendo los derivados
de la cadena productiva del fique.
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