Identificacion y enriquecimiento de un consorcio bacteriano en aguas y lodos residuales
de origen doméstico para producir biopolimeros del tipo polihidroxialcanoatos PHA's:

revision documental

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico

Bogotd, septiembre 2021



Identificacion y enriquecimiento de un consorcio bacteriano en aguas y lodos residuales
de origen doméstico para producir biopolimeros del tipo polihidroxialcanoatos PHA'’s:

revision documental

Andrea Diaz Gonzalez

Asesora interna
Carolina Guzman Luna PhD. en Microbiologia y Biotecnologia
Asesor externo

Ivdn Cabeza Rojas PhD. en Recursos naturales y Medio ambiente

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico
Trabajo de grado

Bogota, septiembre 2021



Identificacion y enriquecimiento de un consorcio bacteriano en aguas y lodos residuales
de origen doméstico para producir biopolimeros del tipo polihidroxialcanoatos PHA'’s:

revision documental

APROBADA

JURADOS

ASESORES

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico
Trabajo de grado

Bogota, septiembre 2021



Dedicatoria

Este trabajo esta dedicado con todo mi amor a mi papito, quién ya no esta conmigo,
pero que desde el cielo me esta acompafnando, gracias por lo que forjaste en mi, por
tu amor y tus conocimientos, “haré que te sientas orgulloso de mi papito”, a mi mama,

Sofi y Sergio, porque sin ellos no hubiera llegado hasta aqui.



Agradecimientos

En primer lugar, agradezco a Dios por permitirme llegar hasta este punto y
acompafarme en todo momento.

A mi familia por estar siempre, por la paciencia, la compafiia y el amor.

A mis asesores, la profesora Carolina Guzman y el profesor lvan Cabeza por su
compromiso y guia en el desarrollo de este proyecto.

A mis comparfieros.

Y por ultimo, pero no menos importante, a la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, mi alma mater, el lugar donde me formé y en donde me dieron el

impulso y el amor por esta carrera.



Tabla de contenido

Pag

ST U =] o R 10

1 o X [ Lo o3 Lo o PR 11

I N g (=To =0 L= g =P 12
2. MarCo referenCial...cvececceiiiieiieiiierra e s s s s 21
2.1 Polihidroxialcanoatos. ...........oeieiii e 22

2.1.1 Estructura, propiedades y clasificacion de los
polihidroxialcanoatos

................................................................... 23
2.1.2 Biosintesis de 10S PHA’S........cooiiiii e, 24
2.1.3 Bacterias productoras de PHA...........c.ooiiiiii 25
2.1.4 Produccion de PHA'’s por cultivos puros................c......... 27
2.1.5 Producciéon de PHA por cultivos mixtos...............cccceeue.... 27
2.1.6 Aplicaciones industriales de los PHA's..............ccoooiiniil, 28
2.2 AgUAS resSidUAlES. ... 29
2.2.1 Aguas residuales domésticas...........cccovveiiiiiiiiiiiiiins 29
2.2.2 Lodos residuales domeéstiCoS........oevivieiiiiiiiiiineeenen. 30
2.3 Marco conceptual.........coooiiiiii 31
ST B TEST=Ta T I 4 1= 0 Yo Ko [ Yo 1 oo 10 33
3.1 Universo, poblacion, muestra..............coooiiiiii i 33
3.1 . 1 PODBIACION. ... 33
T R Y N = 33
3.2 Hipotesis, variables, indicadores............cc.cccovviiiiiiiiiiiie e 33
3.2 L HIPOIESIS. .ttt 33
3.3. Técnicas y procedimientOS. .........ooeiuiieiii i 33
3.3.1 Seleccion de articulos.........cccooeviiiiiii e, 33
A, RESUITAUOS .eiuiiiinrieisiaririnsasiasansanrasansansansasansansansassasansansassnsansansanses 34
4.1 Analisis de las poblaciones microbianas halladas ..................c.c.ooeuie. 34
4.1.1 Fuentes de aislamiento...........ccoviiiiiiii e 34



4.1.2 Porcentaje de bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas.35

4.1.3 Identificacion del granulode PHA ... 35
4.1.4 Bacterias acumuladorasde PHA. ... 36
4.1.5 Porcentaje de acumulacion de PHA en bacterias con potencial de
o] (0T ¥ T3 T o 1R 36
4.2 Estrategias de aclimatacion de las bacterias..................coooviiiiiiiinnn. . 38
SR B -1 o ¥ = T o PR 39
G @0 Y 1] [0S Lo o 1= 40
A = =T = 1] = TR 41



Lista de tablas

Pag.
Tabla N°1. Propiedades fisicas de PHA'S Y PP ..., 23
Tabla N°2. Géneros bacterianos productores de PHA'S ... 26

Tabla N°3. Principales nutrientes limitados para el favorecimiento de la producciéon de

PHA en distintoS MICIOOIrgaNISMOS. ......uiiieeeieiieiiiiiiieeeeeeeeeeestinas e e e e eeeeeeeassnnaeeeeeeeeeennes 26
Tabla N°4. Produccion de PHA’s por varias
AT IAS. .. e e e 2
7

Tabla N°5 Produccion industrial a nivel global de polihidroxialcanoatos. ..................... 28
Tabla N°6 Areas de aplicaciéon de los
POlINIAroXialCan0atos. ... .o s
......................... 29

Tabla N°7 Fuentes de aislamiento de bacterias............cooooviiiiiiiiiiee 34
Tabla N°8 Coloraciones para la identificacion de granulode PHA........................... 35
Tabla N°9 Bacterias acumuladoras de PHA y fuente de carbono utilizada................. 38



Lista de figuras

pag.
Figura 1. Estructura quimica del PHA ... 22
Figura 2. Clasificacion de 10S PHA'S .......oovvviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
Figura 3. Vias de SintesiS de PHA'S .......ccoii oo e e 25
Figura 4. SelecCiOn de artiCulOS. ..o e 34

Figura 5. Porcentaje de bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas de aguas y

[0dOS rESIAUAIRS. ... e 35
Figura 6. Bacterias acumuladoras de
PH A S e 36
Figura 7. Porcentaje de acumulacion de PHA’s en
0= T3 (T = 37



Resumen

Z
=,

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa de Bacteriologia y Laboratorio clinico
Identificacion y enriquecimiento de un consorcio bacteriano en aguas y lodos residuales
de origen doméstico para producir biopolimeros del tipo polihidroxialcanoatos PHA’s:

revision documental

Los polihidroxialcanoatos son biopolimeros acumulados y almacenados por varios tipos
de microorganismos en algunos casos bajo condiciones de crecimiento limitadas. Su
importancia radica en que sus propiedades son similares a las de los plasticos de origen
quimico, pudiendo ser una solucién a los problemas ambientales que los plasticos
tradicionales ocasionan. Muchos paises han centrado sus investigaciones en el
desarrollo de métodos econdémicos y viables para la produccion de este polimero con el
fin de mejorar la calidad de vida de la poblacién. Esta monografia esta basada en
articulos de investigacion, revisiones, trabajos de grado y capitulos de libros enfocados
en la produccién de polihidroxialcanoatos a partir de lodos y aguas residuales, abarcando
desde la identificacién de bacterias acumuladoras, hasta las estrategias de alimentacion.
En los resultados obtenidos se encontré que las bacterias Gram negativas tienen una
mayor capacidad de acumulacion de PHA, al igual que se observaron diferencias
significativas en los porcentajes de acumulacién, tomando en cuenta la fuente de

carbono y las estrategias de alimentacion.

Palabras clave: polihidroxialcanoatos, consorcio, lodos, bacterias, acumulacion.

Andrea Diaz Gonzélez

Carolina Guzman Luna, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Ivan Cabeza Rojas, Universidad Santo Tomas de Aquino

03 de septiembre de 2021
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Objetivos:
Objetivo general:

Analizar estudios relacionados con la identificacién y el enriquecimiento de consorcios
bacterianos provenientes de aguas y lodos residuales domésticos con capacidad de

acumulacion de polihidroxialcanoatos.
Objetivos especificos:

Comparar metodologias para la seleccion de la poblacién microbiana con potencial de
acumulacion de PHA's

Describir los métodos utilizados para la identificaciéon del consorcio microbiano con

potencial de acumulacion de PHA's

Comparar los resultados encontrados en términos de eficiencia de produccion de PHA's

a partir de agua residual
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Introduccioén

Segun el programa ambiental de las Naciones Unidas se estima que el mundo consume
cada afo hasta cinco trillones de bolsas plésticas en su mayoria de polietileno, polimero
de bajo costo derivado del petréleo, el cual demora en degradarse en el ambiente
alrededor de 500 afios. Unido a esto, la produccion de plasticos a nivel mundial en 2018
fue alrededor de 360 millones de toneladas y solo alrededor del 9% de los residuos
plasticos son reciclados. El problema de contaminacion ambiental asociada a los
plasticos ha tomado notoriedad debido a diversos estudios que puntualizan los efectos
negativos que tiene sobre la biota de suelo y agua, ademas de los impactos asociados
a su produccion. Debido a esto, se han desarrollado diferentes alternativas sostenibles
para suplir la demanda de productos plasticos, entre ellas la produccion de polimeros a
partir de materias primas renovables.

Estos plasticos biodegradables han sido desarrollados incorporando polimeros
naturales en la formulacién de los plasticos convencionales o por fermentaciones
microbianas. En este Ultimo caso, los biopolimeros presentan una gran
biodegradabilidad y biocompatibilidad y pueden tener mdultiples aplicaciones en el
campo clinico (ingenieria de tejidos, compuestos farmacéuticos) y en el area industrial
(envolturas de alimentos), como ejemplos. Su degradacion en el ambiente, por medio
de polimerasas, resulta en la formacion de agua y diéxido de carbono.

Estos polimeros obtenidos de forma biotecnolégica se han conseguido a partir de
diferentes residuos, uno de ellos son las aguas y lodos provenientes del tratamiento de
aguas residuales de origen doméstico.

Por esa razén la produccion de PHA’s ha tomado fuerza, ya que este presenta
caracteristicas similares a los plasticos convencionales, pero con una marcada ventaja
y es que son biodegradables, biocompatibles y producidos por un alto porcentaje de
bacterias. De esta forma el uso de biopolimeros resulta en una gran alternativa en
beneficio al medio ambiente, ya que estos pueden reemplazar materiales de origen

petroquimico.
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1. Antecedentes

Los biopolimeros son sintetizados y catabolizados de forma natural por diferentes
microorganismos, gran parte de estos son biodegradables y tienen superioridad sobre
los plasticos comunes. Los polihidroxialcanoatos (PHA’s) son uno de los plasticos
biodegradables mas estudiados, y reconocidos por ser sintetizados en su totalidad de
forma biologica, siendo usados como material de reserva en las células microbianas
cuando estas estan sometidas a estrés ' y durante su degradacién no hay produccién de

desechos tdxicos 2.

El primer hidroxialcanoato fue descubierto en 1926, por el bidlogo e ingeniero agricola
Lemoigne, e identificado en Bacillus megaterium como poli 3-hidroxibutirato (P3HB)3. Se
conocen diversas bacterias productoras de PHA’s, entre las cuales se destacan los
géneros de Ralstonia, Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum, entre otras?, las cuales

se han utilizado en cultivo puro o en consorcios microbianos.

El uso de consorcios microbianos ha permitido avances importantes en el campo de la
microbiologia industrial y ambiental® . En el caso de la produccién de PHA's se espera
gue estos cultivos mixtos realicen una mayor conversion de fuentes nutricionales y una

mayor acumulacion de este polimero.

Identificaciéon de las bacterias acumuladoras de PHA’s

La sintesis de PHA"s en forma de granulos al interior del citoplasma, sirve como reserva
de carbono y energia para diferentes especies bacterias . Estos granulos pueden verse

al microscopio realizando diferentes tinciones.

En cuanto a las técnicas de laboratorio utilizadas para la identificacion de este polimero
la interior del microorganismo, Spiekermann et al 8, utiliz6 azul Nilo A y rojo Nilo para
detectar acidos polihidroxialcanoicos (PHA’s) y &cido 3-valerato. Evaluaron géneros

Gram negativos como Azotobacter vinelandii, Escherichia coli, Pseudomonas putida y
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Ralstonia eutropha y géneros Gram positivos como Bacillus megaterium y Rhodococcus
ruber, entre otras bacterias. Los colorantes fueron incorporados en el medio de cultivo y
el crecimiento de las bacterias se produjo en presencia de estos. Esto permiti6 una
estimacion del PHA durante el experimento y asi hacer una discriminacion entre cepas

PHA-negativas y PHA-positivas.

Huang et al® estudio la diversidad y la productividad de bacterias acumuladoras de PHA’s
presentes en lodos activados de una planta de aguas residuales domésticas. Para el
aislamiento de las bacterias, realiz6 una siembra en superficie de lodo e incub6 durante
24 horas a 30°C. Las bacterias productoras fueron tefiidas con Sudan negro para luego
realizar el analisis molecular que permitiria establecer el género y la presencia del gen
phaC. Se encontré que aproximadamente el 90% de las colonias aisladas presentaban
el gen, lo que indica que un gran porcentaje de las bacterias encontradas acumularon

PHA, siendo Ralstonia la que presentd un mayor porcentaje de acumulacion (41.2%).

En 2013, Ciesielski et al'%, caracterizaron los consorcios microbianos productores de
PHA presentes en un lodo activado proveniente de una planta de tratamiento de aguas
residuales. El experimento se realizé a escala de laboratorio en un reactor de lote
secuencial (SBR) con un volumen de operacion de 5 L. El proceso fue dividido en tres
fases: crecimiento de la biomasa, sintesis de PHA en condiciones limitadas de amoniaco
y consumo de PHA como fuente de carbono enddégena. La mayor concentracién de PHA
se vio en la fase Il alcanzando un 29,7% de peso seco. Las bacterias aisladas fueron
identificadas mediante la secuenciacion del gen ARNr 16s, encontrando cuatro
microorganismos: Comamonas aquatica, Bacillus thuringens, Caulobacter fusiformis y

Aeromonas hydrophila.

En el afio 2014, Mikkili et al*!, aislaron cepas con alto potencial de acumulaciéon de PHB
de una muestra de suelo de aguas residuales. Se identificaron 17 colonias bacterianas
con caracteristicas morfologicas diferentes, de las cuales seis dieron positivo a la
coloracion Negro Sudan (referenciadas como: 2, 4, 5, 9, 11 y 16). Después del proceso

de extraccion (centrifugacion y liofilizacién) y la cuantificacion de polihidroxibutirato (PHB)
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después de 48 horas a 37 grados Celsius, la cepa numero 11 presenté la produccion
mas alta de PHB (45.9%).

En 2016 Mohd et al.*?, aislaron 23 cepas de corrientes salobres. Para detectar los
granulos de PHA, se realiz6é una tincion con Sudan negro B a las bacterias productoras
de este polimero. Posteriormente, se realizé una confirmacion con la tincion azul Nilo a
20 cepas en las que observaron granulos lipidicos. De la tinciébn con azul Nilo, solo 10
cepas presentaron la capacidad de producir PHA y 2 fueron identificadas como fuertes
productoras de PHA (S1y L1). En el andlisis de PCR se encontré que las cepas S1y L1
pertenecen a Pseudomonas sp. La cepa L1 fue prometedora para la produccion de PHA
ya que acumulé PHA en aproximadamente un 88,3%. Los PHA’s fueron identificados
como poli-3-hidroxibutirato (P-3HB).

Lam et al'3, en el 2017, estudiaron siete cepas de bacterias con capacidad productora
de PHA (Bacillus cereus, Pseudomonas putida, Bacillus pumilus, Pseudomona
huttiensis, Yersinia frederiksenii, Aeromonas ichthiosmia y Sphingopyxis terrae) aisladas
de varias plantas de tratamiento de residuos en Hong Kong. En los biorreactores
inoculados con cultivos puros se obtuvo un rendimiento de 84 mg PHB/g en Aeromonas
ichthiosmia y 69 mg PHB/g en Bacillus cereus. Las eficiencias mas altas de PHB se

incrementaron en un 55% cuando se inoculd B. pumilus.

Crognale et al *4, analizaron la dindmica poblacional bacteriana de una comunidad
microbiana mixta (MMC) seleccionada en wuna planta piloto productora de
polihidroxialcanoato (PHA) a partir de la fermentacion de fraccion organica de residuos
urbanos y lodos activados de depuradora. Al secuenciar el gen ARNr 16s arrojo una gran
variedad de bacterias acumuladoras de PHA que operaron con sustratos reales y sin un
control de temperatura. Los cambios en los acidos grasos volatiles (AGV), en el alimento
y la variacion de temperatura afectaron la dinamica de las bacterias acumuladoras de
PHA durante la operacion de la planta. El mayor contenido de PHA se asocié a una MMC

gue comprende principalmente especies de Hydrogenophaga.
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Sruamsiri et al'®, en el 2020, enriquecié un cultivo microbiano mixto en condiciones de
feast / famine utilizando un SBR con acetato como fuente de carbono. El cultivo
microbiano mixto pudo acumular un contenido maximo de PHA’s de 32,3% (gPHA /
gMLSS). La comunidad microbiana analiz6 utilizando secuenciacion del gen 16sr RNA.
Los resultados mostraron Alphaproteobacteria (13,26% de secuencias totales),
Betaproteobacteria (51,37% de secuencias totales) y Gammaproteobacteria (23,44% de
secuencias totales). El género Thauera tuvo el mayor crecimiento, representando el
48,88% de la totalidad. La deteccion de los microorganismos acumuladores de PHA se
hizo por medio de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) y un colorante fluorescente,

azul de Nilo A. Thauera sp constituy6 el 80,3% del total de células acumuladoras de PHA.

Giraldo et al*®, en el 2020, identificaron bacterias de dos plantas de tratamiento de aguas
residuales industriales en Manizales, estas muestras se cultivaron en medio de sales
minerales utilizando glucosa como fuente de carbono en presencia de Rojo Nilo. Las
bacterias positivas para la fluorescencia rojo-naranja se traspasaron a medio nutritivo y
se les realizo PCR, se confirm6 la identidad de 12 de las 24 cepas positivas para PHA,

las cuales son prometedoras para dicha produccion.

Enriquecimiento de los consorcios bacterianos para aumentar la produccién de

PHA: aclimatacion expresada como acumulacion y rendimiento

Ademas, del tipo de microorganismo, la produccién de PHA’s esta condicionada a
parametros fisicoquimicos como el pH, la concentracion de macronutrientes y el tiempo

de retencion hidraulica, entre otras variables.

De forma general, el proceso de produccion de PHA's se puede dividir en tres etapas:
una fermentacion acidogénica, un enriguecimiento de un cultivo acumulador de PHA's,

y la acumulacién del polimero de interés'?: 1819,

Esta biosintesis puede ser favorecida con un exceso de carbono y una limitacion de un

macronutriente (fésforo o nitrégeno), una limitacion con un aceptor de electrén terminal
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(por ejemplo, oxigeno) o generando un ambiente de festin y hambruna (feast and famine,
por sus siglas en inglés) donde los microorganismos experimentan una fuente de
carbono soluble sin ninguna limitacién de nutriente'8. Entre los precursores mas comunes
para esté biosintesis esta la glucosa, la fructosa y acidos organicos como &cido acético
y propionico. Estos sustratos determinan la estructura de este polimero incluyendo
polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato (PHV) y poli-4-hidroxibutirato (P4HB) %°.

En una investigacion realizada por Coats et al?, se utilizé un consorcio microbiano mixto
nativo proveniente de un reactor anaerobio presente en una planta de tratamiento de
aguas residuales municipales para la sintesis de PHA. Se realiz6 una fermentacién con
un SBR el cual fue operado bajo un esquema anaerobio/aerobio. La sintesis de PHA
ocurrié principalmente durante el periodo aerdbico y siguié un patron de feast- famine

(festin-hambruna), consiguiendo una produccién del 25% del polimero.

Chua et al?? en el 2003, evaluaron la produccion de PHA a partir de lodos activados de
aguas residuales municipales mediante tres factores operacionales (concentracién de
pH, acetato, y tiempo de retenciéon del lodo-TRS por sus siglas en inglés). Se encontro
gue lodos suplementados con acetato podrian acumular PHA hasta un 30% del peso
seco, frente a un 20% de acumulacion en los lodos sin suplementar. En cuanto al tiempo
de retencion se evidencié que los lodos con tiempo de retencién de 3 dias tuvieron mejor
capacidad que los lodos con TRS de 10 dias. El valor de pH influyé en el comportamiento,
en un pH entre 6 y 7 se observo una baja produccién de PHA, mientras que apH de 8y

9 hubo una alta estimulacion en su produccion.

Jia et al*® (2013), investigaron la dinamica de la sintesis de PHA por un consorcio
microbiano en una fermentacion simulada con lodo en exceso. El maximo contenido y
rendimiento de PHA que se obtuvo con 62,43% del peso seco y 0.71 g/L. El liquido
fermentado en presencia de un alto porcentaje de acidos grasos volatiles favorece un
alto contenido de PHA, sin embargo, concentraciones superiores al 30% de
carbohidratos y proteinas tienen efecto negativo en la acumulacion del PHA, pero

promueve el crecimiento celular.
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En el 2014 Sakai et al’*, estudia el potencial de acumulaciéon de PHA. Se tomaron nueve
muestras de lodos activados de PTAR municipales mediante diversos procesos de
tratamiento biologico. El experimento se realizé en lotes de 24 horas alimentados con
acetato en condiciones aerobicas y limitadas en nitrégeno y fésforo donde se observé
gue el contenido de PHB del lodo activado aumenté de 0-1.3% a 7.9-24%. Los resultados
muestran que los lodos activados provenientes de las PTAR pueden acumular hasta el
20% peso seco de PHA sin enriquecimiento. El potencial de acumulacién de PHA del
lodo activado vario dependiendo de las condiciones operacionales de la PTAR. Ademas,
el numero de genes de phaC puede ser un indicador del potencial de acumulacion de
PHA.

En 2016 Liu et al?®, investigaron la influencia de diferentes patrones de suministro de
oxigeno en el rendimiento de poli-B-hidroxibutirato-PHB y la diversidad de la comunidad
bacteriana. Se utilizaron reactores de lote secuencial anaerdbica-aerdbica (SBR1) y
feast-famine (F/F) (SBR2) para el cultivo de lodos activados y la produccion de PHB. Las
comunidades microbianas mixtas se recolectaron y se analizaron después de 3 meses
de cultivo. El rendimiento maximo de PHB fue 64% peso seco en SBR1y 53% peso seco
en SBRo.

En el analisis molecular de ARNr 16S se observaron nueve filos bacterianos en el SBR1
y cuatro en el SBR2, por lo que el SBR1 resultd ser mas estable para la acumulacion del
PHB. Entre los filos identificados en el reactor SBR1 estan Proteobacteria, Acidobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes, Cianobacteria/Cloroplasto, Gemmatimonadetes y Nitrospirae.
Por otra parte, los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacteria fueron

identificados en el reactor SBRo.

En 2016, Inoue et al?%, aislaron 114 cepas bacterianas de muestras de lodo activado
obtenidos de un reactor de secuenciacion en batch a escala de laboratorio y de dos PTAR
de agua residuales. La deteccion por PCR de los genes phaC reveld que el 15% de los

aislamientos poseian el gen. Los cuales tuvieron similaridad con los genes phaC de a-y
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B-Proteobacteria y Actinobacteria. Los experimentos de produccion de PHA en
condiciones aerodbicas y limitadas en nitrdogeno mostraron que el 68% de las bacterias
aisladas fueron capaces de producir PHA a partir de al menos uno de los seis sustratos
utilizados (acetato, propionato, lactato, butirato, glucosa y glicerol). Las caracterizaciones
genaotipicas y fenotipicas revelaron que el 75% de las bacterias del lodo activado tenian

potencial de produccion de PHA.

Fradihno et al’’, evaluaron la probabilidad de usar un régimen permanente de feast
(fiesta) para seleccionar un cultivo mixto fotosintético con capacidad de acumular PHA.
El cultivo fue enriquecido en un ambiente iluminado y con un aporte constante de acetato,
lo cual garantizaba el feast. Se logré un porcentaje maximo de acumulacion de PHA del
60%, el valor mas alto alcanzado en su momento comparandolo con estudios anteriores
utilizando cultivos mixtos fotosintéticos. Se evidencié en esta estrategia un crecimiento

del consorcio microbiano de forma simultanea a la acumulacién del polimero.

Mas adelante, en el 2018 Munir et al?®, utilizaron co-cultivos puros para identificar el
potencial de produccién de PHA. Los investigadores utilizaron acidos grasos volatiles
(acido propionico y acido acético) y glucosa como fuente de carbono para evaluar las
cepas de Pseudomonas sp. ST2 y Bacillus sp. CS8 en co-cultivo. Por separado, se
obtuvo una produccion del 34% por Pseudomonas sp y 24% por Bacillus sp. Sin
embargo, al combinarse y suministrar una fuente de carbono (glucosay acido propionico)
se obtuvo un 35% de PHA. Adicionalmente, obtuvieron co-polimeros en lugar de homo-

polimeros con mejores propiedades.

En el 2019, se propone un nuevo protocolo para la extraccion de PHA’S en cultivos
microbianos mixtos por Manina et al ?°, en donde la capacidad de acumulacién de PHA
del CMM se seleccion6 en un SBR alimentado con un efluente que simula las aguas
residuales. EI mayor rendimiento del polimero se obtuvo al usar NHs-Laurato, se tuvieron
en cuenta otros factores como lo fue el pretratamiento con NaClO y &cido laurico. Las

mejores condiciones para la extraccibon de PHA de MMC resultaron ser: un
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pretratamiento con NaCIlO a 85 ° C, seguido de un tratamiento con acido laurico en una

relacion acido laurico a biomasa de 2:1.

En el 2020 una investigacion llevada a cabo por Lorini et al*®°, evalué dos métodos de
estabilizacion para preservar la cantidad de PHA’s producida por un consorcio
microbiano mixto: secado térmico y acidificacion humeda. Al finalizar la etapa de
acumulacioén se concluy6é que ambos conducen a una inhibicion total de la biomasa y a
la estabilizacion del PHA. Sin embargo, solo la acidificacién de la biomasa rica en PHA

permitié recuperar un polimero de alto peso molecular (370-424 kDa).

Sabapathy et al®1, en el 2020, estudiaron de la sintesis de PHA a partir de CMM a través
de un proceso de 3 etapas utilizando materias primas de corrientes de desechos o
modelos que las imitan. Se hizo énfasis en criterios individuales aireacion, sustrato y
pardmetros de bioprocesos para comprender su efecto en la mejora de la produccion
general de PHA. Adicionalmente, Gracia et al®?, evaluaron la producciéon de AGV
mediante digestion anaerdbica de lodos activados de una planta de tratamiento de aguas
residuales municipal. Un disefio experimental fue construido para determinar las
condiciones que favorecen la produccion de AGVs. El disefio logré tres variables
independientes: la carga organica (6 gVS /Ly 4 gVS /L), valores de pH de 9.0, 10.0 y
11.0, y una temperatura de 25 ° C. Los resultados del estudio muestran que el lodo
activado es apto para producir AGVs; También se puede utilizar como fuente de carbono

para la sintesis de biopolimeros.

Por otra parte, Colombo et al®3, en 2020, investigé la adicién de tensoactivos no iénicos
como pretratamientos para extraer PHA de un CMM procedente de residuos
agroindustriales fermentados. El uso de estas sustancias permitié un aumento del 50%
respecto al rendimiento sin pretratamiento y cercano al que se realiza con cloroformo
(63%). El polimero que se extrajo se caracterizo y analizé arrojando un PHA de alta

pureza (mayor al 90%).
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Peréz- Zabaleta et al®*, estudiaron un proceso que redujera costos en la produccion de
polihidroxialcanoatos. Estos fueron acumulados por cultivos mixtos utilizando efluentes
ricos en &cidos grasos volatiles de corrientes residuales, se comprobo6 que estos acidos
fueron consumidos en su totalidad obteniendo un rendimiento de 43,5% de PHA, filos
como Proteobacterias, Firmicutes y Bacteroidetes dominaban la comunidad bacteriana.
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2. Marco referencial

En el mundo existen diferentes tipos de plasticos con multiples aplicaciones, estos
plasticos son clasificados dependiendo su estructura quimica y el proceso quimico al que
son sometidos, entre estos encontramos: el polietiieno de alta densidad (PE-HD) y el
polietileno de densidad media (PE- MD) o también conocidos como polietilenos de alta y
media densidad respectivamente, este tipo de plasticos son utilizados en la fabricacion
de juguetes, botellas y articulos para el hogar; el PVC o también denominado Policloruro
de Vinilo, es el material mas utilizado para la construccion de tuberias; el polipropileno
(PP) es utilizado para la fabricacion de recipientes para almacenamiento de comidas,
entre otros como el Tereftalato de Polietileno (PET), Poliuretano reticulado(PUR) vy el
Poliestireno (PS) . Sin embargo, los plasticos de base bioldgica son una alternativa para
mitigar el impacto ambiental que genera la disposicién excesiva de residuos de plastico®.

Latinoamérica poco a poco se ha ido sumando al tema de bioplasticos, algunos paises
buscan que las industrias propongan alternativas de produccién que permitan seguir
usando plastico, sin causar gran impacto en el medio ambiente. Se han obtenido
bioplasticos a partir de residuos de cacao, de platano, almidén de semillas de mango y

papa?.

En Colombia en el afio 2016 se lanz6 una resolucién que busca crear un uso racional de
bolsas plasticas “Por la cual se reglamenta el uso racional de bolsas plasticas y se
adoptan otras disposiciones”, resolucion No. 0660 del Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible 6. Adicionalmente, la ley 080 de 2019 del Congreso de la
Republica de Colombia, menciona: “Por medio de la cual se establecen medidas
tendientes a la reduccion de la produccién y el consumo, de los plasticos de un solo uso
en el territorio nacional, se regula un régimen de transicibn para reemplazar
progresivamente por alternativas reutilizables, biodegradable u otras cuya degradacion

no genere contaminacion, y se dictan otras disposiciones"?’.

Los plasticos de base bioldgica pueden tener como origen o productos intermediarios los

siguientes materiales: glicerol, biodiesel, ricino e hidroxialcanoatos provenientes de
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diferentes fuentes de aceite, residuos, bioetanol, acido succinico y acido lactico
presentes en materias primas ricas en azucares, como el maiz, la cafa de azucar o
sustancias poseen celulosa, como el pasto. Otras sustancias como el acido acético se

encuentran en estudio para evaluar su potencial en la generacion de bioplasticos®.

2.1 Polihidroxialcanoatos

Los PHAs son un grupo amplio de polimeros termoplasticos lineales, que hacen parte de
los bioplasticos de base bioldégica?®. Son producidos por algunas bacterias, arqueas y
microalgas que lo acumulan intracelularmente, para ser usados como fuentes de carbono
y energia. La polimerizacion de los acidos hidroxialcanoicos por accion de enzimas
intracelulares, ocurre por medio de la condensacién del grupo carboxilo de un monémero,
con el grupo hidroxilo del siguiente, dando lugar a un enlace éster®. En la mayoria de
los casos este polimero se acumula bajo condiciones de estrés y con limitaciones de

nutrientes como fésforo, nitrégeno u oxigeno, pero con exceso de fuentes de carbono*°

n

Figura 1. Estructura quimica del PHA%S.

2.1.1 Estructura, propiedades y clasificacion de los polihidroxialcanoatos

Los PHAs se forman por la acciébn de enzimas intracelulares y se acumulan en el
citoplasma microbiano en forma de granulos, estos granulos se encuentran rodeados de
una monocapa de fosfolipidos que contiene polimerasas y des polimerasas®!. La
presencia de una capa de lipidos en la superficie del granulo que es acorde con el
caracter hidrofobico del PHA, ya que confiere estabilidad al granulo dentro del ambiente
hidrofilico del citoplasma celular 4t. Los PHAs tienen un alto grado de polimerizacién con

un rango de cristalinidad que oscila entre el 60 y 80%, son activos, isostaticos e
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insolubles en agua. Estas caracteristicas aumentan su competitividad con el propileno y

otros plasticos derivados del petr6leo*? (ver tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicas de polihidroxialcanoatos y polipropileno.

Pardmetros PHAwmcL PHAscL PP
Tm (°C) 61 177 176
Tg (°C) -36 2 -10
Cristalinidad (%) 30 70 70
Elongacion (%) 300 5 400

Fuente: Castillo*

En base al nimero de &tomos de carbono que van de 4-14, estructuralmente los PHAs
se clasifican: cadena corta (3-5 atomos de carbono), cadena media (6-14 atomos),
también pueden haber PHA'S mixto, es decir compuestos de monémeros de cadena
corta y media (ver figura 2). Dependiendo de la composicion monomeérica, estos también

se pueden clasificar en homopolimeros y heteropolimeros3.

Clasificacion de
los PHA’S
segun el numero
de carbonos

Cadena corta Cadena media Mixta
I?HA-scI PHA-mcl Monémeros de
Monémeros de 3 Monémeros de 6 a cadena corta y
a 5 carbonos 12 carbonos

media

Figura 2. Clasificacién de los polihidroxialcanoatos3®.

El poli 3-hidroxbutirato y la mayoria de los PHA'’s de cadena corta son rigidos y se rompen
al estirarse. Los PHA’s de cadena media son los unicos biopolimeros sintetizados por
microorganismos. Los materiales constituidos por PHA’s de cadena media son lo

suficientemente flexibles, ademas de tener una baja tasa de cristalizacion**.
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2.1.2 Biosintesis de los PHA’s

Los polihidroxialcanoatos se acumulan y se sintetizan en los microorganismos, cuando
estos entran en fase estacionaria de crecimiento, estos se acumulan dependiendo de las
fuentes de carbono que se suministran y las limitaciones de algunos nutrientes como
oxigeno, fosforo y nitrégeno. Estos se encuentran en los microorganismos de forma
intracelular, los PHA pueden alcanzar hasta un 90% del peso seco de la célula®® 46, Es
por esto que las vias de sintesis de PHA que suministran monémeros a la PHA sintasa
son las responsables de las estructuras finales del polimero, a su vez la composicion de
lo mondmeros va a depender de la fuente de carbono utilizada. Se han descrito tres vias
de sintesis (ver figura3). La via | es la mas conocida. En esta los monémeros de 3-
hidroxibutirato se generan por medio de la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA
para formar acetoacetil-CoA por acciéon de la enzima B-cetotiolasa, y luego la acetoacetil-
CoA reductasa actua sobre la acetoacetil-CoA para convertirla en 3-hidroxibutiril-CoA, al
finalizar la PHA sintasa polimeriza el 3-hidroxibutiril-CoA para producir PHB. La via Il
utiliza productos del ciclo de la B-oxidacién utilizando acidos grasos como fuente de
carbono, estos se convierten primero en enoil-CoA, posteriormente este se transforma
en 3-hidroxiacil-CoA por accién de una enoil-CoA hidratasa. La via Ill se enfoca en
generar monomeros a partir de la sintesis de PHA, usando fuentes de carbono simples
y asequibles, como glucosa, sacarosa y fructosa. En esta via es de vital importancia la
enzima hidroxiacil-acilo-CoA transferasa, ya que esta transformard el hidroxiacil-ACP en

hidroxiacil-CoA para sintetizar el PHA*"- 48,
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Pathway I
Carbon Sources

Pathway II
Fauty acid degradation

(Sugars) (B-oxidation)
Carbon Sources
(Fatty acids)
TCA cycle <  Acetyl-CoA l
PhaA Acyl-CoA

Acetoacetyl-CoA

3-Ketoacyl-CoA Enoyl-CoA

FabG

PhaB PhaB (5)-3-Hydroxyacyl-CoA \ Phal

(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA ‘

PhaC l \ /

PHA € (R)-3-Hydroxybutyryl-CoA
PhaC
PhaG

(R)-3-Hydroxyacyl-ACP

3-Ketoacyl-ACP Enoyl-ACP
T \ Acyl-CoA /
Malonyl-ACP
FabD

Malonyl-CoA < Acetyl-CoA *~ Carbon Sourct

(Sugars)

Pathway III
Fauty acid Biosynthesis

Figura 3. Vias de sintesis de PHA*’,

2.1.3 Bacterias productoras de PHA

Se han descrito diversos géneros de bacterias productoras de PHA (Tabla 2). Aunque el

primer descubrimiento de produccién de PHA se hizo en Bacillus megaterium, otras

bacterias como Ralstonia eutropha han venido tomando protagonismo?°.

Tabla 2. Géneros bacterianos productores de polihidroxialcanoatos.

Acinetobacter Ectothiorhodospira Paracoccus
Actinomyces Escherichia Pedomicrobium
Aphanothece Ferrobacillus Photobacterium
Aquaspirillum Gamphospheria Pseudomonas
Asticcaulus Haemophilus Ralstonia
Azomonas Halobacterium Rhizobium
Azospirillum Hyphomicrobium Rhodobacter
Azotobacter Lampropedia Rhodococcus
Bacillus Leptothrix Sphaerotilus
Beggiatoa Methanomonas Spirillum
Beijerinckia Methylobacterium Spirulina
Beneckea Methylocystis Stella
Caryophanon Methylomonas Stremtomyces
Caulobacter Methylovibrio Syntrophomonas
Chloroflexus Micrococcus Thiobacillus
Chlorogloea Microcoleus Thiocystis
Chromatium Microcystis Thiodictyon
Chromobacterium Moraxella Thiopedia
Clostridium Mycoplana Thioespedia
Corynebacterium Nitrobacter Vibrio
Derxia Nitrococcus Xanthobacter
Oceanospirillum Zoogloea

Fuente: Braunegg, et al®®
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La eleccion de microorganismos para la produccion a gran escala del polimero varia

dependiendo de los factores de sintesis del polimero. En el primer grupo se requiere la

limitaciébn de nutrientes como fosforo, nitrégeno, azufre, magnesio y oxigeno para

sintetizar PHA en exceso de fuente de carbono (Tabla 3). El segundo grupo puede

acumular polimeros en cantidades altas durante la fase de crecimiento®°.

Tabla 3. Principales nutrientes limitados para el favorecimiento de la produccién de PHA

en distintos microorganismos.

Microorganismo

Nutriente limitante

Alcaligenes latus

Pseudomonas oleovorans

Pseudomonas cepacia

Ralstonia eutropha

Rhodobacter sphaeroides

Nitrégeno

Pseudomonas sp.

Magnesio

Azotobacter vinelandii

Azotobacter beijerinckii

Rhizobium ORS571

Oxigeno

Rhodospirillum rubrum

Rhodobacter sphaeroides

Caulobacter crescentus

Pseudomonas oleovorans

Fosforo

Fuente: Lemos Ac, Cérdoba A5, Adaptada por: autores, octubre 2020

La produccion de varios PHA’s utilizando cepas naturales y recombinantes junto con sus

fuentes de carbono se pueden ver en la siguiente tabla (Tabla 4)

Tabla 4. Produccion de PHA por varias bacterias

Microorganism Carbon source PHA PHA content (“owlv) References
Alcaligenes entrophus Gluconate PHE 46-85 Licbergesell et al. (1994)
Propionate FHE 2636
Octanoate PHE 3845
Bacillus megaterium QMBI551 Glucose PHE 20 Mirtha et al. (1995)
Klebsiella aerogenes recombinants  Molasses PHE 65 Zhang ct al. (1994)
Methylobacterium rhodesianum Fructose/methanal PHB 30 Ackermann and Babel (1997)
MB 1267
M. extorguens (ATCC55366) Methanol FHB 4046 Borque ct al. (1995)
Pseudomonas aeruginosa Euphorbia and castor oil PHA 030 Eggink ct al. (1995)
P denitrificans Methanol P(3HY) 0.02 Yamane et al. (1996)
Pentanol P{3HV) 55
P oleovorans Glucanoate PFHE 1.1-5.0 Licbergesell et al. (1994)
Octanoate FHBE S0-68
P putida GPpli4 Octanoate FPHE 14-22 Lichergesell et al. (1994)
P putida Palm kernel oil PHA 7 Tan ct al. {1997)
Lauric acid PHA 25
Myristic acid PHA 28
Oleic acid PHA 19
P purida BMO1 11-Phenoxyun-decanoic acid  SPOHV 15-35 Song and Yoon (1996)
Sphaerotilus natans Gilucose FPHE 40 Takeda ct al. (1995)

Fuente: Reddy et al®?
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2.1.4 Produccion de PHA’s por cultivos puros

El uso de cepas recombinantes hace mas efectiva la produccion de PHA's, ya que estas
cuentan con capacidad de crecimiento rapido, alta densidad celular y habilidad de usar
sustratos a un costo bajo y sencillos procesos de purificacion del biopolimero, pero la
alta concentracion celular, la necesidad de alimentacion constante sumado al elevado
costo del proceso puede generar un impacto desafortunado en el proceso de produccion.
Algunas de las cepas utilizadas son Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Escherichia

coli, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas sp y Bacillus sp®.

2.1.5 Produccién de PHA por cultivos mixtos

Los cultivos mixtos se definen como poblaciones bacterianas de composicion indefinida,
la cual depende de las condiciones impuestas en el sistema biolégico. El uso de este
cultivo ha tomado mayor interés debido a su menor costo de producciéon y el uso de
sustratos econdmicos como por ejemplo las aguas residuales y residuos
agroalimentarios. Esta tecnologia se basa en la seleccion natural por competencia con
otros microorganismos. La produccion de PHA por cultivos mixtos no requieren de
esterilizacion de los reactores y las bacterias se adaptan a la complejidad de materias
primas presentes en los residuos, estos también tienen el potencial de producir grandes
cantidades de PHA®S,

Los cultivos mixtos no almacenan carbohidratos como PHA sino como glucégeno. A
través de fermentacion acidogénica se pueden obtener acidos grasos volatiles (AGVs)
para ser utilizados por cepas mixtas para producir PHA. Son varios los métodos que se
han utilizado para lograr la sintesis de PHA, entre los cuales estan proceso anaerobico-
aerobico, procesos de fermentacién, cultivo por lotes y continuo, y alimentacion aerébica
dinamica. Estos procesos en general estan basados en la limitacion de nutrientes
esenciales para la sintesis del polimero. La alimentacion aerobica dinamica tiene dos
fases; la primera fase lleva a cabo la provision del sustrato (feast), mientras que la

segunda limita los sustratos (famine) 5354,
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2.1.6 Aplicaciones industriales de los PHA’s

Varias empresas a nivel global trabajan actualmente con polihidroxialcanoatos (ver tabla

5).
Tabla 5. Produccion industrial a nivel global de polihidroxialcanoatos.
Compaiiia Pais/Region Afio de apertura Producto Referencia
Novamont Italia 1989 PHA https://www.novamont.com/
Bio-on Italia 2007 PHA http://www.bio-on.it/
Avantium Holanda 2000 FDCAy PEF https://www.avantium.com/our-company/
Tecnaro Alemania NA PHA https://www.tecnaro.de/en/
Kaneka Japon 1949 PHBH https://www.kaneka.co.jp/en/
Nafigate Corporation Republica Checa 2015 P3HB https://www.nafigate.com/
Metabolix Woburn, 1992 PHB, PHA
Massachusetts https://bioplasticsnews.com/metabolix/
Danimer Scientific Bainbridge, 2007 mcl-PHA https://danimerscientific.com/
Georgia
Rodenburg biopolymer Holanda 2000 PHA http://biopolymers.nl/
Global polymers Bio-PE, Bio-PP,Bio- http://www.globalpolymerscorp.com/
Tailandia NA PET, PBS,PHA, PBAT.
Terra Verdae Bio Works Inc Canada NA PHA https://terraverdae.com/
Vinmar NA 1978 PHA https://www.vinmar.com/
Ecomann Biotechnology Co., Ltd |China 2008 PHA http://ecomann.sx-gear.com/
Newlight Technologies, LLC. Estados Unidos 2007 PHA https://news.bio-based.eu/supplier/newlight-t
TianAn Biopolymer China 2000 PHBV http://www.tianan-enmat.com/

Fuente: Sabapathy et al®!. Adaptada por: autores, octubre 2020.

Dadas las caracteristicas mencionadas anteriormente de biocompatibilidad y

biodegradabilidad en la siguiente tabla (ver tabla 6) se presentan algunas de las

aplicaciones de los PHA’s

Tabla 6. Areas de aplicacion de los polihidroxialcanoatos

Area

Aplicaciones

Biomédica

Implantes quirdrgicos, ingenieria de vélvulas cardiacas, partes de
huesos.

Farmacéutica

Encapsulacién de medicamentos

Empaques y | Empaques y envases para alimentos

envases

Veterinaria Encapsulacién de medicamentos para animales.

Agricola Encapsulacion de fertilizantes

Ambiental Fabricacion de bolsas, articulos desechables, pafiales biodegradables
y remediacion de areas impactadas por derrames de petréleo

Industrial Sintesis de polimeros
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Fuente: dos Santos et al®>. Adaptada por autores, agosto 2021.

2.2 Aguas residuales

Las aguas residuales, ademas de ser un subproducto de tratamiento de las aguas
“negras”, son consideradas como fuente para la produccion de bioplasticos. El agua
residual estd compuesta de componentes fisicos, quimicos y biolégicos; es una mezcla

de materiales organicos e inorganicos suspendidos o disueltos®®.

Segun Alvaréz G, “las aguas residuales son aquellos volumenes del recurso hidrico que
han sido aprovechados en el desarrollo de actividades humanas tales como las
domésticas, agropecuarias o industriales y que en tal virtud han desmejorado sus
condiciones de calidad, lo que representa un peligro e impide que se realicen usos
posteriores o actividades de relso, salvo que previamente sean sometidas a un proceso
de tratamiento para la recuperacién de unos estandares minimos de calidad que se
establezcan en la normatividad”. El redso de aguas residuales en Colombia se ha
desarrollado en la resoluciéon 1207 del 2014 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo

Sostenible®’.

2.2.1 Aguas residuales domésticas

Son aguas originadas en los hogares o instalaciones comerciales. Estdn compuestas por
materia fecal y aguas de lavado y limpieza. La carga contaminante presente en estas
aguas estd compuesta por microorganismos patdégenos (la mayoria de estos estan
presentes en el aparato digestivo del ser humano, entre ellos, enterobacterias y

estreptococos fecales), materia organica, sélidos, jabones, fosforo y nitrégeno>® 59,

2.2.2 Lodos residuales domésticos
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Los lodos residuales son materia organica, rica en nutrientes, que resultan del
tratamiento de las aguas residuales domésticas. Cuando son tratados y procesados

estos residuos pueden tener diferentes usos.
El tratamiento de las aguas residuales tiene como principal objetivo eliminar patégenos

excretados. Dependiendo del tratamiento se pueden generar lodos espesados, lodos

primarios, lodos activados, lodos digeridos, lodos secundarios, lodos estabilizados®°.
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2.3 Marco conceptual

Acidos grasos volatiles (AGVs): acidos grasos con cadenas de menos de seis carbonos.

Aireacioén: renovacion continda de aire

Biomasa: materia organica usada como fuente energética.

Cepas: poblacion de microorganismos pertenecientes a la misma especie y que

comparten caracteristicas similares

Cristalizacién: proceso por el cual se transforma un liquido, un gas o una solucion, en un

conjunto de cristales solidos.

Feast/famine: festin/ hambruna

Fermentacion: transformacion que sufren ciertas materias organicas bajo la actuaciéon de

enzimas segregadas por microorganismos.

Heteropolimero: polimero formado por dos o mas tipos de mondmeros diferentes.

Homopolimero: polimero formado por monémeros idénticos

Lodos: desechos residuales solidos o semi-solidos restantes cuando el liquido se elimina

durante el tratamiento de residuos.

Polimero: sustancia compuesta por moléculas de cadena larga en la que esta presente

la unidad estructural basica.

Pre-tratamiento: primer proceso de acondicionamiento de aguas.
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Reactor anaerobio: equipo usado para tratar sustratos con alto contenido de sélidos.

Sustrato: molécula sobre la que actia una enzima.
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3. Disefio metodoldgico

3.1 Universo, poblacion, muestra

3.1. 1 Poblacion

Articulos cientificos sobre produccion de polihidroxialcanoatos

3.1.2 Muestra

Articulos cientificos y capitulos de libro sobre produccién de polihidroxialcanoatos a partir
de aguas y lodos residuales.

3.2 Hipotesis, variables, indicadores

3.2.1 Hipotesis

Se han descrito consorcios microbianos capaces de utilizar los &cidos grasos volatiles
presentes en lodos y aguas residuales de origen doméstico para producir biopolimeros

polihidroxialcanoatos.

3.3. Técnicas y procedimientos

Seleccidon de articulos cientificos

Se seleccionaron articulos, capitulos de libro y trabajos de grado, para el desarrollo de
este analisis documental

Para la revision de literatura cientifica relacionada con la identificacion y seleccién de un
consorcio microbiano con potencial para producir biopolimeros del tipo
polihidroxialcanoatos PHA'S se consultaron las siguientes bases de datos: Nature

International Journal Of Science, Mendeley, Oxford Academics Journal, Scopus, Elsevier,
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ScienceDirect y Springerlink sin limite de ventana de observacion y sin discriminacion del
pais de origen.
e Criterios de inclusién: produccion biotecnolégica de PHA's, produccion de PHA's
a partir de lodos y aguas residuales, conversion de AGVs para producir PHA's,
reuso de agua residuales
e Criterios de exclusion: produccion de PHA's a partir de residuos agroindustriales

y de alimentos.
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4. Resultados

Para el andlisis se realizé la busqueda de articulos cientificos habiendo consultado las
bases de datos mencionadas anteriormente. Los articulos se seleccionaron

independientemente del pais, lugar o sitio de investigacion (ver figura 4).

[ PRODUCCION DE PHA'S ]

L 2
Se seleccionaron aproximadamente # de PHA
utilizando consorcios microbianos

|

Estos articulos se eligieron tomando en cuenta: afio de publicacién, articulos
disponiblesen la web y contenido actualizado

Revistas

L |

Jurnal teknolog
. Environ Sci Pollut Res
J BiosciBiceng
J Basic Microbiol
Scientific reports
Conv Bioref
. Sep Purif Technol
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Figura 4. Seleccion de articulos

4.1Anélisis de las poblaciones microbianas halladas.

A lo largo de las investigaciones realizadas fue de gran importancia identificar los
potenciales microorganismos productores de PHA'’s

4.1.1 Fuente de aislamiento

Las bacterias encontradas en estos hallazgos se obtuvieron de diferentes fuentes de
aislamiento (ver tabla 7).

Tabla 7. Fuentes de aislamiento de bacterias

Fuente de aislamiento Referencias

Aguas residuales industriales Sruamsiri et al'®, Giraldo et al'®

Chua et al?2, Perez-Zabaleta et al34,

. P .. 21
Aguas residuales domeésticas o municipales Coats et al
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: : - Huang et al®, Liu et al®®, Ciesielski et
Lodos activos de aguas residuales domeésticas o | _,;, : 24 6 .
municioales all9, Sakai et al“*, Inoue et al“®, Gracia

b et al®?, Crognale et al4

Suelos de aguas residuales Mikkili et alt?
Corrientes salobres Mohd et al'?
Aguas y lodos residuales sintéticos Manina et al?, Jia et al®®
Aguas residuales de origen desconocido Munir et al?®

Fuente: autores, agosto 2021

4.1.2 Porcentaje de bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas

La identificacion microscopica por medio de la coloracion de Gram da un acercamiento
a las caracteristicas de las bacterias halladas en las fuentes de aislamiento, de un total

de 25 articulos se encontro que el 83% de los aislamientos son bacterias Gram negativas

y el 17% Gram positivas (ver figura5).

—

= Gram negativas

= Gram positivas

Figura 5. Porcentaje de bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas de aguas y lodos residuales
citados en los articulos revisados

4.1.3 Identificacion del granulo de PHA

Las colonias seleccionadas fueron tefiidas con diferentes coloraciones para identificar si
estas poseian el granulo de PHA (ver tabla 8)

Tabla 8. Coloraciones para la identificacion de granulo de PHA

Técnicas de identificacién de granulos
PHA Referencias
Negro Sudan A Huang et al°, Mikkili et al'', Mohd et al'?
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Azul Nilo

Spiekermann et al®, Mohd et al'?

Rojo Nilo

Spiekermann et al®, Giraldo et al®

Fuente: autores, 2021

4.1.4 Bacterias

acumuladoras de PHA

Existen varias bacterias acumuladoras de PHA, en los estudios citados en este
documento se encontraron los géneros expuestos en la siguiente figura (ver figura 6)

Bacterias acumuladoras de PHA identificadas

40% 29% 29%
0,
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Figura 6. Bacterias acumuladoras de PHA

4.1.5 Porcentaje de acumulacion de PHA en bacterias con potencial de
produccion

Acumulacion de PHA

100% 88,30%

Pgrcenraje de acumulaciéon de PHA
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80%
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Figura 7. Porcentaje de acumulacion de PHA en bacterias

CM: Consorcio microbiano
CMF: Cultivo mixto fotosintético
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4.2  Estrategias de aclimatacion de las bacterias

Tabla 9.Bacterias acumuladoras de PHA y fuente de carbono utilizada

Bacterias
Pseudomonas sp ST2
Pseudomonas sp
Bacillus sp CS8
Ralstonia sp
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano
Consorcio microbiano

Consorcio microbiano

Cultivo mixto fotosintético

Sin identificar

Fuente de carbono
Acidos grasos volatiles
No aplica

Acidos grasos volatiles
No aplica

No aplica

Acidos grasos volatiles
No aplica

Acetato

No aplica

Acidos grasos volatiles
Acidos grasos volatiles
No aplica

Acetato

Acetato

No aplica

Estrategias de
alimentacion
No aplica

No aplica

No aplica

No aplica
Feast/famine
Feast/famine
No aplica
Feast/famine
No aplica

No aplica

No aplica

No aplica
Aerdébica/anaerdbica

Feast

No aplica

PHA (%)
34%
88,30%
24%
41,20%
25%
62,30%
55%
32,30%
64,00%
35%
44%
29,70%
7.9-24%

60%

45,90%

Referencias

Munir et al®, 2018
Mohd et al*?, 2016
Munir et al®, 2018
Huang et al°, 2012
Coats et al?, 2007
Jia et al®, 2013

Lam et al*3, 2017
Sruamsiri et al'®, 2020
Liu et al*®,2016

Munir et al?®, 2018

Perez- Zabaleta et al**, 2021

Ciesielski et al'®, 2013
Sakai et al**, 2014

Fradihno et al?’, 2017

Mikiili et al't, 2014

Fuente: autores, agosto 2021
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5 Discusion

La gran mayoria de bacterias encontradas en las investigaciones realizadas son Gram
negativas (83%), coincidiendo con los resultados preliminares obtenidos por el grupo de
investigacion, donde el 96% de las bacterias aisladas son Gram negativas.

El uso del colorante Sudan Negro resulta adecuado para la deteccion de granulos de
PHA, los cuales se observaron de color negro o gris® 112, Sin embargo, existen otros
colorantes con mayor afinidad y especificidad como el azul Nilo A y Rojo Nilo. Con éstos
reactivos los granulos de PHA son reconocidos por una fluorescencia naranja® 1216, pero
no son completamente efectivos para la seleccién, porgque los colorantes pueden formar
cuerpos fluorescentes con compuestos afines a los biopolimeros como son las

inclusiones lipidicas®.

Varios autores coinciden en que la fuente de carbono influye directamente sobre la
cantidad del PHA. Entre las fuentes de carbono mas utilizadas esta los acidos grados

volatiles y el acetato (ver tabla 9)

El uso de estrategias como feast/famine ha permitido una mejora en la acumulacion del
polimero?l: 2313 entre algunas de las modificaciones que han utilizado esta un régimen
de un solo feast permanente que resulta en una ventaja significativa al no requerir

aireacion, Fradihno et al?’.

El uso de carbohidratos y proteinas no favorecen a la acumulacion de PHA'’s, pero si al
crecimiento celular. Se debe buscar un equilibrio entre el crecimiento celular y la

acumulacion del polimero para obtener un alto rendimiento.

En cuanto a la identificacion del gen phaC, investigadores asiaticos, Huang et al®, Sakai
et al?* e Inoue et al?6 analizaron este gen, en Colombia, se realiz6 un estudio el cual tenia
como fin identificar y analizar la organizacion y las secuencias de cada uno de los genes
que conforman el cluster productor de sintasa tipo I, en una cepa nativa colombiana

Pseudomonas fluorecens S1602%2,
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6 Conclusiones

Teniendo en cuenta los articulos revisados hasta el momento, se mencionan las

siguientes conclusiones:

e El uso de las técnicas de tincion siguen siendo utiles para demostrar la presencia

de granulos de reserva de PHA's.

e La estrategia de seleccién de las fuentes nutricionales (carbono, nitrégeno y
fosforo) asi como la determinacion del sustrato limitante que permita promover el

crecimiento celular y favorecer la acumulacion del polimero.

e El uso de consorcios microbianos ha sido la alternativa de modelo bacteriano mas

utilizada para la produccién de polimeros de forma eficiente

e La mayoria de ensayos experimentales a partir del tratamiento de aguas

residuales de origen doméstico han utilizado como materia prima lodos activados.
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