. A

i R s Y

' STA DE DIVULGACION CIENTIFICA
v

IDENTIFICACION DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE
POLIHIDROXIALCANOATOS EN MUESTRAS DE AGUA DEL RIO
CATA EN EL ESTADO DE GUANAJUATO

Santoyo Jiménez, Brenda Guadalupe (1), Noriega Luna, Berenice (2)

1 [Licenciatura en Ingenieria Ambiental, Universidad de Guanajuato] | [brend.santoyo@gmail.com]

2 [Departamento de Ingenierfa Civil, Divisién de Ingenierias, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato] |
[berenice.noriega@ugto.mx]

Resumen

Actualmente el plastico se ha convertido en uno de los productos mas usados en la industria debido a
sus caracteristicas fisicoquimicas. En el afio 2012, la secretaria de desarrollo social (SEDESOL)
demostro a través de un estudio que el 10.9% de los Residuos soélidos urbanos (RSU) le compete a los
plasticos, polimeros derivados de la industria petroquimica, posicionando a éstos en el primer lugar de
productos no biodegradables, con un aporte anual de 4.58 millones de toneladas. No obstante, resulta
I6gico pensar que en el afio 2017 este porcentaje ha aumentado. Por lo anterior, es importante proponer
alternativas para la produccion de plasticos biodegradables. En este contexto, los polihidroxialcanoatos
(PHASs), son &cidos hidroxialcanoicos sintetizados por los microorganismos y acumulados por éstos
como reservas de carbono y energia en forma de granulos intracitoplasmaticos, estos biopolimeros se
utilizan en la produccion de bioplasticos, los cuales son totalmente biodegradables. En este trabajo se
identificaron seis cepas bacterianas productoras de PHAs de un inéculo proveniente del muestreo de un
reactor disefiado para la producciéon de PHAs y activado con muestra del Rio Cata.

Abstract

Today, plastic has become one of the most used products in the industry due to its physico-chemical
characteristics. In 2012, the secretariat of social development (SEDESOL) showed through a study that
10.9% of urban Solid Waste (RSU) is responsible for plastics, polymers derived from the petrochemical
industry, positioning them in the first place of non-biodegradable products, with an annual contribution of
4.58 million tons. However, it is logical to think that in 2017 this percentage has increased. Therefore, it is
important to propose alternatives for the production of biodegradable plastics. In this context,
polyhydroxyalkanoates (PHAs) are hydroxyalkanoic acids synthesized by microorganisms and
accumulated by them as carbon and energy reserves in the form of intracytoplasmic granules, these
biopolymers are used in the production of bioplastics, which are fully biodegradable. In this work, six
bacterial strains of PHAs were identified from an inoculum from the sampling of a reactor designed for
the production of PHAs and activated with sample from the Cata River.
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INTRODUCCION

Generacion de Residuos Sdlidos Urbanos en
México.

La generacibn de residuos a nivel mundial
depende, entre otros factores, de los patrones de
consumo de la poblacion. Por ejemplo, paises con
menores ingresos producen menos residuos,
principalmente de origen organico, mientras que
paises con mayores ingresos, generan residuos
inorganicos debido al consumo de productos
manufacturados. [1]

En México un estudio realizado por la Secretaria
de desarrollo Social (SEDESOL) en el afio 2012,
sobre la generacién de Residuos Sélidos Urbanos
(RSU), mostré6 un incremento del 43.8% del
periodo comprendido entre los afios de 1997 a
2012, es decir, la generacién de residuos paso de
29.3 a 42.1 millones de toneladas por afio. En el
mismo estudio se identificaron los principales
residuos generados y los porcentajes de los
mismos en el siguiente orden: residuos organicos
52.4%, carton, papel y sus derivados 13.8%,
plasticos 10.9%, vidrios 5.9%, aluminio 1.7%,
textiles 1.4%, metales ferrosos 1.1%, metales no
ferrosos 0.6% y otros residuos (residuos finos,
pafales desechables, etc.) 12.2%. [2]

Los plasticos son polimeros con diferentes usos
en la industria que han reemplazando a los
empaques de vidrio y papel debido a algunas de
sus propiedades como la elasticidad vy
flexibilidad.[3,4] Desafortunadamente, estos
polimeros son derivados de la industria
petroquimica y perduran en la naturaleza por
largos periodos de tiempo, debido a su alto peso y
conformacion molecular haciéndolos materiales
recalcitrantes y resistentes a la accidn
degradadora de los microorganismos [5,6], no son
biodegradables y se bioacumulan en los
ecosistemas, produciendo grandes cantidades de
sustancias toxicas que afectan notablemente el
medio ambiente.[7]

En este sentido, se ha promovido la investigacion
sobre la generacién de bioplasticos como los
polihidroxialcanoatos, que ofrecen una mejor
biocompatibilidad, ocasionando menos impacto en
los ecosistemas. El reto de esta tecnologia radica
en producir bioplasticos con propiedades similares

a los plasticos de origen petroquimico existentes
en el mercado con un costo similar o menor. [8]

e Polihidroxialcanoatos (PHAs)

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son bioplasticos
termoestables, sintetizados por bacterias que los
acumulan como reservas de carbono y energia, en
forma de granulos intracitoplasmaticos. Los PHAs
son sustitutos de los poliésteres de origen
petroquimico, dado que tienen propiedades
similares a las de varios termoplasticos vy
elastémeros, con la ventaja de ser totalmente
biodegradables. [9,10] En la naturaleza, los
microorganismos son capaces de degradarlos
hasta CO: y agua, en condiciones aerobias, y
hasta metano, en condiciones anaerobias, por
accion de las enzimas PHA despolimerasas y PHA
hidrolasas. [11] Otra ventaja de estos biopolimeros
esta asociada con los sustratos utilizados para su
sintesis: mientras que para la produccion de
plasticos sintéticos se requiere materia prima de
origen petroquimico, los PHAs se pueden obtener
a partir de diferentes desechos agroindustriales,
gue constituyen materiales organicos de bajo
costo [12,13]

Actualmente, se han identificado alrededor de 300
especies bacterianas productoras de PHAs sin
embargo, s6lo algunas se utilizan industrialmente
por sus altas eficiencias en la transformacion de
los sustratos y concentracion final del biopolimero
en sus células. Entre las especies reportadas se
encuentran Cupriavidus necator, Alcaligenes latus,
Pseudomonas putida, P. oleovorans y Azotobacter
vinelandii; una cepa de Escherichia coli,
recombinante, varias especies del género Bacillus,
incluyendo B. megaterium y B. cereus, asi como
también actinomycetes del género Streptomyces.
[11]

En este trabajo se llev6 a cabo la seleccién de
cepas bacterianas con alta probabilidad para
producir PHAs, en muestras de agua del Rio Cata
en el municipio de Guanajuato.

MATERIALES Y METODOS

e Toma de muestra

El sitio de muestro corresponde al Rio Cata
localizado en el Municipio de Guanajuato, en las
coordenadas 21°01'42.84"N y 101°15'13.20"O.
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Este sitio es de interés por la presencia de vertidos
domésticos lo que presume la presencia de una
gran diversidad microbiana.

e Aislamiento y deteccién de bacterias
productoras de PHA

Para el aislamiento microbiano se realizaron
diluciones decimales seriadas de 1X10! hasta
1X1019 de un in6éculo proveniente del muestreo de
un reactor disefiado para la produccion de PHA y
activado con muestra del Rio Cata [14]. Se
tomaron dos muestras de indculo identificadas
como M1 y M2. Las diluciones 1x10%, 1x105,
1x10%8, 1x10°, 1x101° se sembraron en Agar
bacterioldgico y se incubaron por 42 horas a 37°C.
Se seleccionaron colonias por formas y se
procedi6 al aislamiento de las mismas en Agar
bacteriologico a 37°C durante 18 horas.
Posteriormente, se realizd la identificacion
morfolégica a traves de la tincion de Gram. [15]

La deteccion de granulos de PHA en células
microbianas se llevd a cabo con el colorante
lipofilico negro Sudan B. Posteriormente, a los
cultivos que dieron positiva la tincién con negro
Sudéan B, se les realizo la tincién con azul Nilo A
(cloruro de 5-amino-9-dietilaminobenzo [alfa]
fenazonio), colorante con mayor afinidad vy
especificidad, perteneciente a la familia de las
oxazinas y que presenta fluorescencia naranja a
una longitud de onda de 460 nm. [16]

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron diez colonias bacterianas con
morfologias y tamafios variados: a) colonias
puntiformes de color blanco, b) colonias
traslicidas fuertemente adheridas al Agar, c)
colonias con aspecto rizoide de color amarillo, d)
colonias puntiformes blancas, €) colonias
redondas mucosas de color crema brillante y f)
colonias redondas blancas, fuertemente adheridas
al Agar. En la tabla 1 se muestran las
caracteristicas de cada cepa.

Respecto al analisis morfolégico se encontré que
la morfologia predominante de las células fue la
forma bacilar como se muestra en la Imagen 1. En
relacion a la deteccibn de granulos, se logré
identificar en la mayoria de las células inclusiones
intracelulares a través de la tincibn con negro

Sudéan B observandose de color obscuro, mientras
que la célula presentaba coloracién rosa, tal como
se muestra en la imagen 2. [17] Finalmente, se
llevé a cabo, la tincibn con azul Nilo A y los
resultados de este ensayo arrojan que seis de las
diez cepas emiten fluorescencia lo que indica la
presencia de PHA, tal como se muestra en la
Imagen 3. Respecto a la identificacion de
inclusiones intracelulares con esta técnica,
investigaciones anteriores han demostrado la
presencia de bacterias productoras de PHA en
subproductos de lacteos y de cafia de azlcar en
bacterias Gram negativas [18]

Tabla 1: Caracteristicas de los Morfotipos coloniales.

Muestra Morfotipos o
: Caracteristicas
/ coloniales
Dilucion
F1 Colonias amarillas traslicidas, sin
borde definido y con didmetro de 2 a 3
mm.
F2 Colonias platinadas, puntiformes y con
diametro de 1a2 mm. .
M1 F3 Colonias blancas, puntiformes y con
1x 106 didmetro menora 1 mm
F4 Colonias amorfas de color verde
obscuro, de 1 mm de diametro.
Colonias redondas, con borde definido
M1 F1 de color blanco vy traslUcidas en su
1x 10 interior, fuertemente adheridas al Agar
X y con didmetro de de 1.5a0.5cm
Colonias amarillas trasldcidas, con
F1 o s
aspecto rizoide y con didmetro de 2 a
3 mm.
M2 F2 Colonias verdes puntiformes con
1x 106 diametro de 1a 2 mm.
F3 Colonias blancas puntiformes con
diametro menor a 1 mm.
M2 Colonias redondas mucosas redondas
F1 de color crema brillante y con diametro
1x 108 de0.5a1cm.
M2 F1 Colonias blancas, redondas, de 1a 2
mm de diametro.
1x 10
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Tabla 2. Identificacion de morfologia celular y de inclusiones
intracelulares en cepas bacterianas.

Morfotipos | Tincion de Tm;lon €N | Tincién Azul de
. egro .
coloniales Gram Nilo A
Sudan B
M1 1x 10 Bacilos Presencia de BT e
F1 . . fluorescencia
Gram (+) inclusiones .
naranja
M1 1x 106 ! . Emision de
Bacilos Presencia de ;
. : fluorescencia
F3 Gram (+) inclusiones .
naranja
M1 1x 106 . . Emision de
Bacilos Presencia de ;
. . fluorescencia
F4 Gram (-) inclusiones .
naranja
M2 1x 106 . . )
x10 Bacilos Presencia de No se observo
F1 Gram (-) inclusiones fluorescencia
M2 1x 106 . Escasa Emisién de
Bacilos . ;
presencia de fluorescencia
F2 Gram (-) . . .
inclusiones naranja
M2 1x 106 Bacilos y Escasa Emision de
Cocos presencia de fluorescencia
F3 . . .
Gram (+) inclusiones naranja
M2 1x 108 . . Emision de
Bacilos Presencia de f ;
. : uorescencia
F1 Gram (+) inclusiones .
naranja
M2 1x 109 . . )
x10 Bacilos Presencia de No se observo
F1 Gram (-) inclusiones fluorescencia
’
~ f o
< "N
4

IMAGEN 1: Tincion de Gram. Morfotipo M1 1x 10-6 F1. Bacilos
Gram negativos, observadas con microscopio 6ptico y objetivo
100 X.

4
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IMAGEN 2: Tincion negro Sudan B. Morfotipo M2 1x 10 F1.

Inclusiones

intracelulares se observan en color azul.

Observacion con microscopio optico y objetivo 100 X.

IMAGEN 3: Tincion azul de Nilo A. Morfotipo M2 1x 10 F1. Se
observan inclusiones intracelulares con fluorescencia naranja.
Observacion con microscopio de fluorescencia y objetivo 100x.

CONCLUSIONES

En este trabajo se llevd a cabo una preseleccién
de cepas bacterianas productoras de PHAs, de las
cuales el morfotipo colonial M2 1x 10® F1 mostré
los resultados mas interesantes. No obstante, para
la seleccidn de estos organismos es importante
considerar pruebas quimicas como el andlisis
cromatografico (GC/MS/SIM), que permite
identificar y cuantificar el biopolimero, ademéas de
la identificacion molecular y bioquimica de las
cepas.
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