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RESUMEN

La industria lactea produce grandes cantidades de aguas residuales que son fuente de
carbono y pueden promover la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) por parte de
bacterias autdctonas. Los PHAs forman parte del grupo de los biopoliésteres que son
sintetizados intracelularmente por algunas bacterias y almacenados en forma de granulos
intracelulares como reserva de carbono y energia. Estos presentan propiedades fisicoquimicas
similares al plastico con la ventaja de ser biodegradables. En este estudio, se determiné la
presencia de bacterias productoras de PHAs en aguas residuales provenientes de dos industrias
lacteas. Para esto, se utilizd el medio minimal M9 mas sales para aislar microorganismos que
crezcan en condiciones minimas de nutrientes. Posteriormente, la presencia de granulos de
PHAs en las colonias aisladas se evidencié mediante tincion con Sudan Negro y Rojo de Nilo.
Las colonias que presentaron granulos sugerentes de PHAs fueron identificadas mediante la
secuenciacion del gen ARNr 16S. Se identifico 5 consorcios microbianos productores de PHAs
que pertenecen a los géneros, Bacillus y Pseudomonas. Algunas especies de los mencionados
géneros bacterianos han sido previamente identificados como productores de PHAs. Estas
bacterias, por un lado, promueven la reduccion de materia orgénica y por otro lado, la
produccion de polimeros precursores de bioplastico; lo cual, representa una alternativa
sustentable para la disminucion de la contaminacion ambiental por el plastico proveniente
decombustibles fosiles.

Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, bioplastico, bacterias, gen ARNr 16S, aguas residuales
lacteas, granulos intracelulares.



ABSTRACT

The dairy industry produces large amounts of wastewater that is a carbon source and can
promote the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) by indigenous bacteria. PHAs are
part of the group of biopolyesters that are synthesized intracellularly by some bacteria and
stored as intracellular granules as a carbon and energy reserve. The biopolyesters have
physicochemical properties similar to plastic with the advantage of being biodegradable. In
this study, the presence of PHA-producing bacteria was determined in wastewater from two
dairy industries. For this, the minimal medium M9 plus salts was used to isolate
microorganisms that grow under minimal nutrient conditions. Subsequently, the presence of
PHAs granules in the isolated colonies was evidenced by Sudan Black and Nile Red stains.
The colonies that presented granules suggestive of PHAs were identified by sequencing the
16S rRNA gene. As a result, five bacterial consortia were isolated belonging to the genus
Bacillus and Pseudomonas. Some species of these genera have been previously-identified as
PHAs producers. These bacteria promote the reduction of organic matter and the production of
bioplastic precursor polymers, which represents a sustainable alternative for reducing
environmental contamination by plastic from fossil fuels.

Key words: Polyhydroxyalkanoates, bioplastic, bacteria, /6S ¥rRNA gene, dairy wastewater,
intracellular granules.
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INTRODUCCION

El plastico, uno de los productos mas usados mundialmente, puede ser producido de
diferentes fuentes de las cuales las materias primas usadas son de origen fosil como el petrdleo
crudo (PlasticsEurope, 2019). El plastico de origen fosil es uno de los productos accesible
comparando con otras alternativas sustentables, el mismo es usado ampliamente en la industria
global gracias a sus caracteristicas: inoxidables, ligeros, inocuos, insolubles, termoestables y
moldeables (PlasticsEurope, 2016). Alrededor del 50 % de los residuos producidos en el mundo
son plasticos de un solo uso en donde la produccion mundial es de alrededor de 450 millones
de toneladas (ONU, 2018). Del total de residuos generados por el plastico solamente un 9 %

es reciclado eficientemente (Moreira, 2018).

El plastico de un solo uso que generalmente es desechado puede tardar hasta 100 afios en
biodegradarse y cuando es incinerado genera gases como benceno y estireno (Moreira, 2018;
Kasper, 2017), convirtiéndose en el principal elemento contaminante ambiental. Para el 2050,
se estima que la cantidad de plastico desechado cubrira el doble del area del tamafio de Francia
y serd una de las principales causas de pérdida de biodiversidad (ONU, 2018), causando un
impacto negativo para el medio ambiente. La creciente demanda del consumo de plasticos de
un solo uso promueve la produccioén de nuevos materiales biodegradables que sustituyan a los
plasticos convencionales, incrementando asi la proteccion del medio ambiente y el desarrollo

sustentable (Urtuvia, Villegas, Gonzalez, & Seeger, 2014).

En las ultimas décadas, la produccion de bioplasticos se ha considerado como una
alternativa sustentable para el uso del plastico convencional (Amaro, Rosa, Comi, & lacumin,
2018; Andler & Barrera, 2013). Una opciéon de bioplésticos son los polihidroxialcanoatos
(PHASs) debido a su biodegradabilidad y propiedades fisicoquimicas (Amaro et al., 2018;

Urtuvia et al., 2014). Los PHAs se caracterizan por ser biocompatibles, insolubles en agua,
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termoestables, gran elasticidad, entre otras caracteristicas (Koller et al., 2012). En promedio se
estima que el 85 % de los PHAs producidos se degradan alrededor de 52 dias (Viteri, 2018;

Reddy, Ghai, & Kalia, 2003).

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son biopolimeros sintetizados por microorganismos
como bacterias, arqueas y algas en respuesta a una limitacion o desbalance en su medio de uno
0 varios micronutrientes como oxigeno, nitrégeno, fésforo, azufre, magnesio, hierro o potasio
y en un exceso de carbono (Lemos & Cordoba, 2015; Valero, Ortegon, & Uscategui, 2013).
Los microorganismos productores de PHAs suelen ser autdctonos y proporciona una mayor
supervivencia al estrés ambiental (Bello, 2007). Estos microorganismos acumulan PHAs en
granulos dentro del citoplasma como reserva de carbono y energia para el funcionamiento de
sus procesos metabolicos esenciales (Urtuvia et al., 2014; Laxmana, Sanjeevani, & Anusha,
2013). Los PHAs han sido identificados en bacterias Gram negativas y positivas como
Pseudomonas, Bacillus, Ralstonia, Staphylococcus, Alcaligenes, Micrococcus, Rhodococcus,

Rhodobacter y Azotobacter (Gonzalez, Meza, Reynoso, & Cordova, 2013; Chen, 2009).

La tasa de produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) difiere dependiendo del género,
el nutriente limitante y de la velocidad de crecimiento (Bello, 2007). Alrededor de 150
monomeros de PHAs han sido reportados; sin embargo, los mondémeros mas comunes son 3-
hidroxibutirato (3HB) y 3-hidroxivalerato (3HV) (Urtuvia et al., 2014). De todos los grupos de
PHAs, el compuesto poli3-hidroxibutirato (PHB) tiene propiedades fisicas muy similares al
polipropileno (Reddy et al., 2003). La sintesis de PHAS inicia con la produccion de Acetil-CoA
que es catalizada a 3-hidroxibutiril-CoA mediante la accion de la enzima Acetoacetil-CoA
reductasa. La molécula 3-hidroxibutiril-CoA es sintetizada mediante la enzima PHA sintasa
codificada por el gen phaC para dar como producto 3-hidroxibutirato (3HB) que constituye la
base quimica para formar las diferentes formas de PHAs (Blanco, 2010). Por otro lado, si los

nutrientes esenciales decrecen en el medio y la fuente de carbono es insuficiente los
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microorganismos usan el 3-hidroxibutirato (3HB) para la produccion de energia mediante la
accion de la enzima despolimerasa (PHAz) (Koller et al., 2013). La produccién de PHAs cesa
cuando alcanza una acumulacion entre el 80 % y 90 % del peso seco celular del
microorganismo. Por tanto, la disponibilidad de los sustratos y la accion de la enzima PHA
sintasa tienen restricciones fisicas para acumular PHAs dentro de los microorganismos (Lemos

& Cordoba, 2015).

El alcance de los polihidroxialcanoatos (PHAs) es amplio y puede ser usado en muchas
aplicaciones. Entre las aplicaciones de los PHAs se destaca su uso en la industria alimenticia a
través de la fabricacion de material de empaque y sustitutos de recipientes de botellas plasticas,
servilletas, bolsas y otros productos de un solo uso (Koller et al., 2013); en la industria médica
como sustitutos de jeringas, lubricantes para guantes desechables y en el uso de bioimplantes
(Gonzalez et al., 2013); y en la industria agricola para la fabricacion de macetas y contenedores

de pesticidas (Andler & Barrera, 2013).

Desde su descubrimiento en 1980 en Bacillus se han desarrollado varias técnicas de
identificacion fenotipica y molecular para aislar bacterias productoras de polihidroxialcanoatos
(PHASs). Debido a la caracteristica lipidica de los PHAs, por la presencia de un grupo éster, se
usa una combinacion de colorantes de naturaleza lipofilica como el Sudan Negro (Schlegel,
Lafferty, & Krauss, 1970), Rojo de Nilo (Gorenflo, Steinbiichel, Marose, Rieseberg, &
Scheper, 1999; Spiekermann, Rehm, Kalscheuer, Baumeister, & Steinbiichel, 1999) y/o Azul
de Nilo (Ostle & Holt, 1982) para la deteccion de granulos de PHASs en bacterias productoras.
Con estos métodos los granulos de PHAs se tifien y se observan bajo un microscopio de
contraste de fase o fluorescente. La deteccion con la tincion de Suddn Negro se basa en una
coloracion lipofilica donde se tifien todos los cuerpos lipidos como grasas neutras y esteroles
presentes en el citoplasma (Jiménez, Guadalupe, & Noriega, 2017), por tanto, no es especifico

de los PHAs. Mientras que, el Rojo de Nilo es un colorante con la caracteristica de ser
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liposoluble y fluorescente a determinadas longitudes de onda. El Rojo del Nilo es mas
especifico que el Sudan Negro para la deteccion de PHAs debido a que el colorante se
solubiliza en conjunto con los biopoliésteres de las células vivas (Corradini & McClements,

2017; Neissa, Aukema, Gralnick, & Wackett, 2011; Spiekermann et al., 1999).

Para la identificacion molecular de las bacterias productoras de polihidroxialcanoatos
(PHASs) se ha desarrollado métodos de deteccion como la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Lane & Benton, 2015; Sheu, Wang, & Lee, 2000;
Solaiman, Ashby, & Foglia, 2000). Para lo cual, se han desarrollado marcadores para la
amplificacion del gen phaC que codifica la enzima sintasa y/o de los genes phad (B-
Ketotiolasa), phaB (Acetoacetil-CoA reductasa) y PHA polimerasa, que participan en la
biosintesis de PHAs (Montenegro, Delabary, Silva, Andreote, & Lima, 2017; Shamala,

Chandrashekar, Vijayendra, & Kshama, 2003; Sheu et al., 2000; Solaiman et al., 2000).

Las bacterias autoctonas pueden utilizar los desechos de industrias lacteas, de aceites, y
la agroindustria como materia prima para producir polihidroxialcanoatos (PHAs). Estos
residuos industriales se caracterizan por ser potenciales fuentes de azicares, acidos grasos y
carbono (Reddy et al., 2003). En particular, la industria lactea produce mundialmente alrededor
de 852 toneladas de suero liquido que son desechados sin tratamiento junto con las aguas
residuales (FAO, 2020). En el Ecuador, el ministerio de agricultura y ganaderia (MAG) estim6
que la produccién de leche fue de aproximadamente 5 millones de litros en donde el 50 % de
los residuos no fueron tratados adecuadamente en el 2019 (MAG, 2019) debido a que su
tratamiento es costoso y complicado. Un total aproximado de 80 a 150 mil metros cubicos por
dia de aguas residuales constituidas principalmente por suero liquido son producidas por la
industria lacteas (Luque, 2018), representando alrededor del 85 a 95 % del volumen de la leche
(FAO, 2018). La industria lactea genera residuos con altas concentraciones de lactosa

aumentando exponencialmente la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y la demanda
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quimica de oxigeno de (DQO) en el medio generando una disminucion del oxigeno disuelto,
responsable de pérdida de biodiversidad acuatica (Santamaria, Alvarez, Santamaria, & Zamora,
2015). Por tanto, estos desechos sin tratamiento previo ricos en materia organica y con una
disminucion del oxigeno disuelto son canalizados a rios, océanos y lagos, causando un impacto

negativo en la biodiversidad acudtica (Calero, 2017; Santamaria et al., 2015).

El suero lacteo presente en las aguas residuales se caracteriza por ser rico en carbono,
principal fuente para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) por parte de las bacterias.
El aprovechamiento de aguas residuales lacteas ricas en carbono para aislar microorganismos
productores PHAs reduciria el costo de produccion de los mismos (Koller et al., 2012) asi como
el costo de la gestion de residuos (Andler & Barrera, 2013; Valero et al., 2013). Estudios en la
region, usan el suero de leche u otros subproductos lacteos como materia prima para aislar
bacterias productoras de PHAs (Gonzélez et al., 2013). En ese tipo de ambientes se han
reportado la presencia de Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas y Lactococcus como

bacterias productoras de PHAs (Cardona, Mora, & Marin, 2013).

En el Ecuador, los estudios relacionados con la identificacion de bacterias productoras
de polihidroxialcanoato (PHAs) son escasos. Los estudios se han enfocado en muestras de
suelo y de aguas termales para aislar este tipo de bacterias (Balseca, 2019; Llumigusin, 2018).
En estos estudios se reporta a Citrobacter freundii y Bacillus licheniformis como responsables
de producir PHAs obtenidas de muestras de suelo y aguas termales, respectivamente (Balseca,
2019; Llumigusin, 2018). Sin embargo, en el pais hasta el momento no existe estudios
relacionados con la presencia de bacterias productoras de PHAs en aguas residuales de la
industria lactea de ahi la importancia de identificar bacterias productoras de PHAs de aguas

residuales provenientes de industrias lacteas locales.
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El objetivo de este estudio fue aislar e identificar bacterias autdctonas productoras de
polihidroxialcanoatos (PHAs) en aguas residuales provenientes de dos industrias lacteas de la

provincia de Pichincha.
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METODOS

Coleccion de muestras

Las muestras de aguas residuales fueron colectadas de dos industrias lacteas de la
provincia de Pichincha. En total se colectd tres muestras de aguas residuales en recipientes
estériles: una muestra de la industria A y dos muestras provenientes de industria B. De la
industria A se colectd un galon de agua residual sin tratamiento previo antes de ser desechada
(Muestras A). Mientras que, de la industria B se colecté dos muestras de 500 ml de agua
residual: a) muestra proveniente de agua residual que no ha sido sometida a tratamiento previo
(Muestra B) y b) muestra de agua residual que ha tenido tratamiento previo antes de ser
eliminada (Muestra C). Las muestras fueron llevadas inmediatamente al Instituto de
Microbiologia USFQ y conservadas a temperatura ambiente hasta el momento de su

procesamiento.

Aislamiento de microorganismos productores de polihidroxialcanoatos (PHAs)

Para el aislamiento de colonias productoras de polihidroxialcanoatos (PHAs) se realiz6
con un medio de sales minerales modificado (Nygaard, Yashchuk, & Hermida, 2019;
Llumigusin, 2018). Los medios minimales, liquido y s6lido, para el aislamiento de PHAs
contienen principalmente medio M9 (Sigma-Aldrich), que es un medio minimo de crecimiento
microbiano, y otras sales minerales. Para esto, se prepar6 500 ml de solucion del medio M9 5X
(pH 7.4) de acuerdo a las indicaciones del fabricante; en 500 ml de agua destilada se coloco
28,2 gramos de medio M9, la solucion se autoclavo por 15 minutos a 121 °C. A continuacion,
se prepard el medio minimal 1X, para lo cual se tom6 100 ml de la solucion del medio M9 5X
y se coloco en 400 ml de agua destilada autoclavada. Al medio M9 1X estéril se agregd los
siguientes elementos: 500 pl de MgSO4 (1mM), 500 pl de CaClz (100 uM), 500 pl de FeSO4

*7 H20 (3 uM) y 500 pl del suplemento Trace Metal Mix A5 with Co (Sigma-Aldrich). Para
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mantener la esterilidad del medio M9 1X, las soluciones de las diferentes sales que no son
autoclavadas se les afiade con filtros de 0.2 uM (Merck). El suplemento Trace Metal Mix A5

with Co (Sigma-Aldrich) contiene cinco elementos traza: H;BO;, MnCl, * 4H,0, ZnSO, *

7H,0, Na,MoO, * 2H,0, CuSO, * SH,0 y Co (NO3), * 6H,0.

El medio solido se lo prepard de la siguiente manera: a 500 ml del medio minimal 1X se
agregd Bacto Agar al 1,5 % y se autoclavo por 15 minutos a 121 °C. Después, al medio
autoclavado se agreg6 los siguientes elementos: 500 pl de MgSO4 (ImM), 500 pl de CaClz
(100 uM), 500 pl de FeSO4 * 7 H20 (3 uM) y 500 pl del suplemento Trace Metal Mix A5 with

Co (Sigma-Aldrich).

Las tres muestras de aguas residuales colectadas se cultivaron en medio minimal liquido
1X (medio M9 mas sales). Para determinar en qué condiciones crecerian las bacterias, cada
muestra se sembro en tres diferentes diluciones 1:10, 1:20 y 1:50. En la dilucion 1:10 se coloco
90 ml de medio minimal 1X con 10 ml de muestra, para la dilucion 1:20 se colocé 80 ml de
medio minimal 1X con 20 ml de muestra y para la dilucion 1:50 se agregdé 50 ml de medio
minimal 1X con 50 ml de muestra. Las diferentes diluciones se incubaron en bafio maria a 36
°C con agitacion por 72 horas en condiciones aerobias. Posteriormente, todas las muestras que
presentaron crecimiento en el medio liquido fueron inoculadas en medio minimal s6lido 1,5 %
e incubadas a 36 °C durante 72 horas en condiciones aerobias. Para mantener un cultivo puro,
las colonias que crecieron fueron aisladas e inoculadas en un nuevo medio minimal so6lido 1,5

% y conservadas a temperatura ambiente para posteriores analisis.

Identificacion de microorganismos productores de polihidroxialcanoatos (PHAs)

Identificacion de granulos intracelulares.

Las colonias que crecieron en el medio soélido se las clasifico de acuerdo a sus

caracteristicas morfologicas, para lo cual se tomo6 en consideracion su forma, tamafio (grande
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o0 pequeiio) y color (transparentes o cremas). Para clasificar a las colonias por su forma se uso
la tincion Gram, las colonias se observaron en microscopio optico (Olympus CX23) con un

aumento de 1000X.

Para la identificacion de los granulos intracelulares se realizé dos tinciones, Sudan negro
y Rojo de Nilo (Salinas, Muiiiz, & Delgado, 2014; Spiekermann et al., 1999). Para la tincién
Sudan Negro, de una colonia aislada se prepar6 un frotis en donde se coloco tres gotas de la
solucion de Sudan Negro (0,3 % p/v en etanol al 70 %), se dejo reposar 10 minutos hasta que
el etanol se evapore, se retird el exceso con un papel filtro e inmediatamente el frotis se
sumergid en xileno durante 15 segundos y se dejo secar por cinco minutos. Finalmente, el frotis
se sumergid en safranina (0.5 % p/v en agua destilada) durante 1 minuto, se escurri6 el exceso
y se lavo con agua destilada. Las muestras se observaron en el microscopio optico (Leica
DM500) con un aumento de 1000X. Los resultados fueron documentados mediante fotos. Las
bacterias que presentaban granulos intracelulares sugerentes de PHAs tienen una coloracion

negra.

Para la tincién con Rojo de Nilo, una colonia aislada del medio sélido se inoculd en 30
ml de medio minimal 1X (medio M9 mas sales) y se incubd a 36 °C por 72 horas. Del
crecimiento se tomd 100 pl y se coloco en un tubo eppendorf adicionalmente se agreg6d 100 pl
de solucion de Rojo de Nilo (2 pg/ml + DMSO), la solucién se agitd en vortex por 1 minuto y
se incubd a 55 °C por 30 minutos. Al tubo eppendorf se lo cubrid con papel aluminio para
proteger la solucion de la luz directa. Las muestras preparadas se visualizaron a una longitud
de onda de 550 nm para la excitaciéon y de 560 nm para la emisiéon de fluorescencia en
microscopio de fluorescencia (Olympus BX50) con un aumento de 1000X. Los resultados
fueron registrados mediante fotos. Las bacterias que presentaban granulos intracelulares

sugerentes de PHASs tienen una fluorescencia de color rojo.
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Identificacion molecular.

Las colonias sugerentes de la presencia de polihidroxialcanoatos (PHAs) se
seleccionaron para la extraccion de ADN. El material genético se obtuvo mediante el método
de ebullicion (Martinez, 2018); para lo cual, una colonia se coloc6 en 300 pl de agua destilada
estéril, la misma que se sometio a ebullicion por 10 minutos. El material genético se almacend

a -20 °C hasta el momento de su amplificacion.

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se
amplifico el gen ARNr 16S, para lo cual se us6d los primers universales 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Chen,
etal., 2015). Lareaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 10 pl, la misma que contenia
buffer de PCR GoTagq 1X (Promega), MgCl: (1,5 mM), dNTPs (2 mM), cada primer (10 pm),
Taq ADN polimerasa (1U/ul) y ADN (20 ng). Las condiciones del PCR fueron las siguientes:
una denaturacion inicial a 94 °C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de denaturacion a 94 °C
por 1 minuto, annealing a 55 °C por 30 segundos y extension 72 °C por 40 segundos, seguidos
de una extension final a 72 °C por 8 minutos. Los productos de PCR fueron evaluados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio y visualizados bajo luz
ultravioleta. Los resultados fueron documentados mediante el sistema computacional de

ImagelLab software (Biorad).

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Macrogen, Corea. Las muestras fueron
secuenciadas mediante el método de Sanger para los dos primers forward y reverse. Para
obtener la secuencia consenso, las secuencias obtenidas de los dos primers fueron alineadas
para su edicion y limpieza con los programas pregap4 y Gap4 (Staden, 1996). Las identidades
de las secuencias obtenidas fueron identificadas mediante una comparacion con las secuencias

disponibles en la base del GenBank usando la herramienta BLAST (Altschul, Gish, Miller,
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Myers, & Lipman, 1990). La identidad de las secuencias fue evaluada tomando en

consideracion el porcentaje de identidad.
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RESULTADOS

Como resultado de la inoculacion de las tres muestras en diferentes diluciones, se observo
crecimiento de microorganismos tanto en el medio liquido como en el medio sdlido. Sin
embargo, un mayor crecimiento y aislamiento de colonias se observo en la dilucion 1:20 tanto
en el medio liquido como so6lido (Tabla 1). En total, se aislaron cinco colonias de la dilucion
1:20 de las muestras de aguas residuales obtenidas de las plantas de tratamiento de dos
industrias lacteas. Las colonias se nombraron del 1 al 5. Dos colonias grandes de color crema
se obtuvieron de la muestra A (Colonias 1y 2). Las dos colonias son bacilos, Gram negativo y
Gram positivo. De la muestra B crecié una colonia pequefia e incolora con morfologia de coco
Gram positivo (Colonia 3); mientras que, de la muestra C crecieron dos colonias pequeiias: una
colonia transparente y otra de color crema que son bacilos, Gram negativo y Gram positivo

(Colonia 4y 5).

Como resultado de las dos tinciones, todas las colonias analizadas presentaron
inclusiones intracelulares sugestivas a granulos de polihidroxialcanoatos (PHAs). En todas las
muestras se observan inclusiones relativamente circulares de color negro en el interior de las
células mediante la tincion con Sudan Negro (Figura 1); mientras que, las inclusiones
intracelulares tefiidas con Rojo de Nilo se indican como puntos circulares de color rojo intenso

y medio intenso fluorescentes (Figura 2).

Como resultado de la amplificacion del gen ARNr 16S, de las cinco colonias se obtuvo
una banda alrededor de 1500 pb (Figura 3). A nivel de secuenciacion, no fue posible la
identificacion molecular de las colonias 3, 4 y 5, obtenidas de las muestras B y C. Las tres
secuencias presentan mas de dos lecturas a nivel de secuenciamiento por lo que la colonia
puede tener una o mas cepas. Por otro lado, para las dos colonias aisladas de la muestra A

(colonias 1 y 2) se obtuvieron secuencias de 1386 pb y de 550 pb las mismas que fueron
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identificadas s6lo a nivel de género como Bacillus y Pseudomonas, respectivamente. Las dos
secuencias presentaban un alto nivel de identidad con varias secuencias del género respectivo

(Figura 4y 5).

A continuacion de detalla la secuencia consenso obtenida de la colonia 1 de la muestra

A identificada como Bacillus:

GGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTG
TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGA
TTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAATGGTTTTA
TGGGATTCGCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAG
ATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCATCCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCCCTATCTC
TAGGGTTGTCAGGAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAG
GGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAA
AGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC
GTGGAATTCCACTCTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCC
CCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGCGCGCTTT
ACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGGCAGTTACTC
CGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACT

CACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
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CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC

AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG

CGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAACCATCTTTCAGCTTTCCCTCAT

GTGAGGGAAAGAATTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCT

TACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACTTCAGGGAGCA

AGCTCCCATCT

Secuencia consenso obtenida de la colonia 2 de la muestra A identificada como

Pseudomonas:

ATGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA

ATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACG

TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAG

GTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACT

GGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG

GGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCT

AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT

ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGG

GCTCAACC
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DISCUSION

Los géneros Bacillus y Pseudomonas se encontraron en las aguas residuales de una
industria lactea de la provincia de Pichincha, Ecuador. Varias especies de Bacillus y
Pseudomonas aisladas de diferentes fuentes han sido ampliamente identificadas como
productores de granulos de polihidroxialcanoatos (PHAs) (Mohapatra et al., 2017; Gumel,
Annuar, & Heidelberg, 2012; Obruca, Marova, Melusova, & Mravcova, 2011; Kourmentza,
Ntaikou, Kornaros, & Lyberatos, 2009). Similar, en otros estudios se reporta la presencia de
Pseudomonas y Bacillus en aguas residuales lacteas (Yadav, Puranik, Fairoze, & Prabha, 2019;
Cardona et al., 2013). Las aguas residuales se caracterizan por proporcionar el ambiente
adecuado para la proliferacion de bacterias productoras de PHAs. En particular, las bacterias
de aguas residuales lacteas acumulan PHAs a partir de lactosa que es la principal fuente de

carbono.

Las especies del género Bacillus productoras de polihidroxialcanoatos (PHAs) se
caracterizan por tener una alta tasa de crecimiento en condiciones limitadas (Zaki, 2018;
Cardona et al., 2013). Por el contrario, las especies de Pseudomonas son versatiles a la
tolerancia en varios sustratos residuales, sin embargo, no son tan eficientes al momento de
sintetizar PHAs sus valores de producciéon son bajos en comparacidon con otros géneros
bacterianos (Mozejko, Szacherska, & Marciniak, 2019; Gumel et al., 2012; Silva, Silva,
Pradella, Pereira, & Gomez, 2009). Bacillus por su capacidad hidrolitica facilita el
metabolismo de sustratos crudos de bajo costo y alto rendimiento de produccion de PHAs
(Mohapatra et al., 2017). Las especies de los dos géneros son ampliamente usadas para la
sintesis y produccién de PHAs por lo que tienen un gran potencial biotecnologico (Keshavarz

& Roy, 2010).
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Dentro del género Bacillus, se destaca la especie B. subtilis que tiene una gran capacidad
de producir 40,6 % de granulos de en relacion con su peso en seco (Singh, Patel, & Kalia,
2009). Otras especies importantes son B. megaterium que produce alrededor de 2,80 g de PHA
por litro de medio de cultivo (Cardozo et al., 2016; Obruca et al, 2011) y B. thurigiensis capaz
de formar polimeros de PHA hasta un 40 % del total del peso seco de la célula (Shivakumar,
2011). Mientras que, dentro del género Pseudomonas, la especie P. hidrogenovora es capaz de
sintetizar 1,27 g de granulos de PHA por litro de medio de cultivo (Koller et al., 2008) y P.
aeruginosa con una capacidad de producir 0,005g /L por hora de PHAs (Amaro et al., 2018).
Sin embargo, estudios relacionados con la produccion in vitro de PHAs indican que las especies
de Pseudomonas tienden a acumular grandes cantidades de granulos de PHAs cuando se usa
aguas residuales lacteas como fuente de carbono (Chandrika et al., 2020; Young, Kastner, &

May, 1994).

En el presente estudio, no se pudo llegar a determinar a nivel de especie de las colonias
aisladas de las aguas residuales lacteas. Esto es porque para la identificacion molecular se
utiliz6 un solo marcador, el gen ARNr 16S, y porque la region secuenciada fue demasiada corta.
Este marcador es ampliamente usado en otros estudios para identificacion molecular a nivel de
género o especie (Moya, 2017; Rodicio & Mendoza, 2014; Bou et al., 2011). Sin embargo, este
marcador no es especifico para diferenciar especies del género Bacillus ya que para la
identificacion de especies del mencionado género se deben usar otros marcadores adicionales
como los genes gyrA4 o el gen de la enzima endoglucanasa (Ashe, Maji, Sen, Mohanty, & Maiti,
2013). El gen gyrA4 ayuda a diferenciar especies muy cercanas de Bacillus como B. atrophaeus,
B. licheniformis, B. mojavensis y B. subtilis; mientras que, el gen de la enzima endoglucanasa
permite diferenciar a B. subtilis de otros Bacillus (Chun & Sook, 2010). Por otro lado, la
identificacion de Pseudomonas fue basada en una secuencia consenso pequeiia. Una secuencia

consenso completa o mas larga ayudaria a determinar la identidad a nivel de especie (Moya,
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2017). Sin embargo, para la identificacion de especies de Pseudomonas se puede utilizar
marcadores adicionales como son lo genes gyrB, rpoB 'y rpoD (Matthijs et al., 2012; Holmes,

2004).

Las colonias aisladas de las aguas residuales lacteas que no se pudieron identificar
mediante secuenciamiento probablemente se deba a que pueden tratarse de cepas que viven
como consorcio. Las cepas que viven en consorcio no se las puede aislar por métodos
tradicionales, por tanto, el secuenciamiento de Sanger no es util para identificar este tipo de
cepas. Estudios han reportado la presencia de especies bacterianas productoras de
polihidroxialcanoatos (PHAs) que viven en consorcio ( Sabapathy et al., 2020; Koller et al.,
2013). Un estudio reporta un consorcio bacteriano conformado por Bacillus firmus y
Lactobacillus delbrueckii. Dentro del consorcio B. firmus tiene la capacidad de acumular
granulos de PHAs en grandes concentraciones; mientras que, L delbrueckii proporciona la
sintesis de 4cido acético a partir de sustratos complejos (Shalin, Sindhu, Pandey, Faraco, &
Binod, 2016). Por otro lado, otro estudio indica la presencia de consorcios conformados por

especies de Pseudomonas aisladas de aguas municipales (Kourmentza et al., 2009).

La presencia de diversidad de microorganismos derivados de agua residuales lacteas
coexistiendo en consorcios es alta (Centeno, Quitana, & Fuentes, 2019). Identificar la presencia
de consorcios conformados por especies productoras de PHAs es relevante debido que el
conjunto de estas bacterias metabolizan sustratos complejos y producen PHAs en mayor
cantidad en comparacion a bacterias aisladas (Shalin et al., 2016). Para la identificacion de las
especies que se encuentran en consorcios bacterianos se utiliza secuenciamiento de nueva
generacion. Una de las técnicas mas utilizadas es la metagenomica de la region 16S de
organismos cultivables y no cultivables (Izquierdo, 2015), permitiendo de esta forma analizar

e identificar varias especies productoras de PHAs presentes dentro de un consorcio.
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Las tinciones con Suddn Negro y Rojo de Nilo permitieron la identificacion de granulos
sugestivos de polihidroxialcanoatos (PHAs). Sin embargo, comparando los resultados con los
dos métodos de tincion, se observo resultados favorables aquellos obtenidos con la tincién de
Rojo de Nilo que con la tincion de Suddn Negro. Las tinciones con Sudan Negro y Rojo de
Nilo son ampliamente usadas como pruebas discriminatorias de microorganismos productores
de PHASs a pesar de las limitaciones que puedan tener los dos métodos debido a su naturaleza
lipofilica (Walter, 2020; Romero, Guerra, & Pardo, 2016; Mesquita, et al., 2015; Legat, Gruber,
Zangger, Wanner, & Stan-Lotter, 2010; Shamala et al., 2003). Aunque la tincién por Sudan
Negro es una técnica barata y facil de proceder, el colorante es inespecifico por lo que puede
tefiir otros cuerpos lipidicos como triacilgliceroles y otros esteroles presentes en las células
(Romero et al., 2016; Shamala et al., 2003), promoviendo dificultad en identificar los granulos
de PHAs causando falsos positivos. Los resultados de fluorescencia mostraron que la tincion
con Rojo de Nilo fue mas eficiente con una mayor afinidad hacia los granulos sugestivos de
PHAs. Aunque la tincion de Rojo de Nilo puede generar uniones inespecificas a los
componentes celulares (Legat et al., 2010), este colorante tiene una mayor especificidad para
deteccion de granulos citoplasmaticos de PHAs que el colorante Suddn Negro (Legat et al.,

2010).

Las tinciones ayudan a identificar colonias sugerentes de produccion
polihidroxialcanoatos (PHAS), sin embargo, no son confirmatorias. Los métodos moleculares
apoyan a los andlisis para confirmar la presencia de microorganismos productores de PHAs.
En particular, el analisis molecular permite evidenciar los genes responsables que codifican las
enzimas que participan en la biosintesis de los PHAs (Montenegro et al., 2017). Para facilitar
el andlisis, se han desarrollado marcadores especificos para la amplificacion e identificacion
de regiones especificas del gen que codifica la enzima PHA sintasa. En el presente estudio, no

fue posible la identificacion molecular de los genes que participan en la sintesis de PHAs. Para
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la deteccion molecular de los granulos de PHAs se recomienda usar los marcadores disefiados
exclusivamente para Pseudomonas y Bacillus (Shamala et al., 2003; Solaiman et al., 2000),

géneros identificados en el presente estudio.

El presente estudio constituye una linea base para seguir con las investigaciones de
bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHAs) aisladas de aguas residuales lacteas.
Los resultados del presente estudio tienen impacto a nivel de conservacion y sustentabilidad.
En primer lugar, el estudio muestra que el uso aguas residuales de las industrias lacteas
representan una fuente para la obtencion de bacterias productoras de PHAs. Las aguas
residuales de la industria lactea constituyen fuentes principales de carbono para el aislamiento
de este tipo de bacterias. Por tanto, su uso se convierte en una alternativa sustentable de
depuracion de aguas residuales lacteas que son altamente contaminantes. Por otro lado, al
identificar las bacterias productoras de PHAs se obtiene una fuente de produccion de
biopolimeros biodegradables que constituyen una alternativa al uso de plésticos de origen fosil
(Navas, 2012). Por tanto, el presente estudio constituye una linea base para la investigacion de
los microorganismos autdctonos presentes en aguas residuales de industrias lacteas locales que
pueden ser aislados para producir productos derivados de PHAs que sustituyan efectivamente

a plasticos petroquimicos de un solo uso.

Finalmente, el estudio presentd algunas limitaciones, una de ellas fue el reducido numero
de muestras provenientes de dos industrias lacteas. Por otra parte, la mayoria de aislados no
pudieron ser identificadas mediante el secuenciamiento del gen ARNr 16S. Tomando en
consideracion lo antes mencionado, se sugiere muestrear aguas residuales de varias industrias
lacteas para obtener una mayor diversidad de microorganismos productores de PHAs. Ademas,
debido a la presencia de consorcios bacterianos se sugiere el empleo de técnicas de

secuenciamiento masivo del marcador genético del gen ARNr 16S (metagendmica) junto con
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la deteccion de los genes que participan en la biosintesis de los PHAs con los marcadores

disefiados para Bacillus y Pseudomonas.
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CONCLUSIONES

Se identificd consorcios microbianos productores de polihidroxialcanoatos (PHAs) en
aguas residuales de dos industrias lacteas, identificados como Bacillus y Pseudomonas los

cuales han sido previamente relacionados con la producciéon de bioplastico.

Las tinciones con Suddn Negro y Rojo de Nilo permitieron la identificacion de granulos
sugestivos de polihidroxialcanoatos (PHAs) en las bacterias asociadas debido a la afinidad de

los colorantes con la naturaleza lipofilica de estos granulos.

Las bacterias productoras de PHAs obtenidas de aguas residuales pueden ser utilizadas
para la produccion de polimeros precursores de bioplastico, lo cual representa una alternativa
sustentable para la disminucién de la contaminacion ambiental por el plastico proveniente de

combustibles fosiles.
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TABLAS

Tabla 1. Aislamiento de microorganismos productores de polihidroxialcanoatos
presentes en aguas residuales de dos industrias lacteas. Presencia (+) y ausencia (-) de

colonias en medio minimal M9 mas sales.

Cultivo liquido Cultivo solido
Identificacion 1:10 | 1:20 | 1:50 | 1:10 | 1:20 | 1:50
Muestra A - + + - + +
Muestra A (duplicado) | - + - - + -
Muestra B + + + + + +
Muestra C + + - + + -
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FIGURAS

Figura 1. Microscopia optica (1000X) de granulos de polihidroxialcanoatos (PHAs)

teilidos con Sudan Negro. En la imagen se visualiza la tincién con Sudan Negro de los
granulos de las colonias aisladas de aguas residuales de dos industrias lacteas. A) corresponde
a la colonia 1 aislada de la muestra A; B) corresponde a la colonia 2 aislada de la muestra A;
C) colonia 3 aislada de la muestra B; y D) colonias 4 aislada de la muestra C; y E) colonias 5

aislada de la muestra C.
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Figura 2. Microscopia de fluorescencia (1000X) de granulos de polihidroxialcanoatos
(PHASs) teiiidas con Rojo de Nilo. En la imagen se visualiza la tinciéon con Rojo de Nilo de
los granulos de las colonias aisladas de aguas residuales de dos industrias lacteas. A)
corresponde a la colonia 1 aislada de la muestra A; B) corresponde a la colonia 2 aislada de la
muestra A; C) colonia 3 aislada de la muestra B; C) colonia 4 aislada de la muestra C; y E)

colonia 5 aislada de la muestra C.
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Figura 3. Visualizacion de los productos de PCR del gen ARNs 165 en gel de agarosa al
1,5 %. En la imagen se visualiza los productos de PCR de alrededor 1500 pb de las colonias
aisladas de aguas residuales de dos industrias lacteas. A) se indica la amplificacion de las cinco

colonias nombradas del 1-5 y B) muestra la amplificacion de las colonias 2 y 4.
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Figura 4. BLAST de la secuencia de 1386 pb de Bacillus obtenida de la muestra A de

aguas residuales lacteas. En la figura se indica varias especies de Bacillus que son idénticas

con la secuencia obtenida en el presente estudio con un porcentaje de identidad del 100 %.
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Figura 5. BLAST de la secuencia de 550 pb de Pseudomonas obtenida de la muestra A de

aguas residuales lacteas. En la figura se indica varias especies de Pseudomonas que son

idénticas con la secuencia obtenida en el presente estudio con un porcentaje de identidad del

100 %.



