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RESUMEN
Los Polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres que se encuentran en forma de
granulos internos en las células bacterianas. Con el objetivo de evaluar la produccion
de PHA por parte de bacterias del género Azotobacter, se aislaron cepas provenientes
de rizosferas de diversos cultivos en Lurin y Pachacamac, las cuales se sembraron en
el medio Rojo de Nilo, ademas del tefiido de granulos de PHA con Negro de Sudan B,
para su deteccion cualitativa. Se inocularon en caldos Burk, Medio minimo de PHA
(MMPHA) y MMPHA modificado, para su deteccién cuantitativa. Segun lo evaluado en
medio Rojo de Nilo, el 68.2% de las cepas produjeron PHA. De las 5 cepas
seleccionadas para evaluar en los caldos de produccién, la mayor produccién se detect6
en la cepa AzolLur20 con 2.1 g/L de PHA y 2.99 g/L de biomasa a las 96 h en medio
MMPHA; sin embargo, la cepa AzoLur19 resulté ser mas productiva, con 0.06 g/L*h,
siendo estable en el periodo de tiempo evaluado. Ademas, la tincion con Negro de
Sudan B permitié observar los granulos internos de las células, observandose de mayor
tamano en el medio Burk. Por medio de métodos moleculares, la cepa AzolLur19
corresponde a la especie Azotobacter chroococcum. Se concluye que las cepas de
Azotobacter son buenas productoras de PHA, siendo la especie A. chorococcum
predominante en la rizosfera de diversos cultivos.
Palabras clave: Azotobacter, PHA, Rojo de Nilo, Negro de Sudan B, Burk, MMPHA,

MMPHA modificado.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are polyesters taking the form of internal granules
inside bacterial cells. In order to evaluate the production of PHA by the genus
Azotobacter, several strains were recovered from rhizospheres of different crops from
Lurin and Pachacamac, which were inoculated in Red Nile médium and stained with
Sudan Black B for qualitative detection, and inoculated in Burk broths, Minimum
Medium of PHA (MMPHA) and modified MMPHA, for quantitative detection. PHA was
produced by 68.2% of the strains in the Nile Red medium. Of the 5 selected strains for
evaluation in the production broths, the highest production was detected in strain
AzolLur20 with 2.1 g/L of PHA and 2.99 g/L of biomass at 96 h using MMPHA medium;
however, strain AzoLur19 proved to be more productive with 0.06 g/L*h, having a
stable production along the evaluated period. In addition, staining with Sudan Black B
allowed us to observe the internal granules of the cells, which were observed to be
larger in the Burk medium. By molecular methods, strain AzoLur19 corresponds to the
species Azotobacter chroococcum. It is concluded that Azotobacter strains are great
PHA producers, being A. chorococcum one of the predominant species from the

rhizosphere.

Keywords: Azotobacter, PHA, Nile Red, Sudan Black B, Burk, MMPHA, Modified

MMPHA.



1. INTRODUCCION

Los Polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres producidos por diversos
microorganismos. La primera observacion microscépica de estos granulos en bacterias
fue realizada por Beijerinck en 1888 (Braunegg et al., 1998). Lemoigne (1927) determin6
la composicién quimica del PHA como poli (3-hidroxibutirato), P(3HB) o (PHB), este es
un tipo de PHA, al observar granulos en bacterias bacilares, llamandolo Bacillus

megaterium.

Macrae y Wilkinson (1958) y Braunegg et al, (1998) observaron que Bacillus
megaterium acumulaba el polimero especialmente cuando la proporcién
glucosa/nitrogeno en el medio era elevada. También observaron que este material se
degradaba rapidamente en ausencia de fuentes externas de carbono y energia,

concluyendo que el P(3HB) es una fuente de carbono y energia.

Los PHAs son sintetizados por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas que fueron
aisladas de diferentes fuentes como detritos, sedimentos marinos, lodos activados
(Wallen y Rohwedder, 1974; Rees et al. 1992), y en mayor cantidad de sedimentos
terrosos. De todos ellos, el polihidroxibutirato (PHB) es el principal PHA aislado

(Quagliano, 1998).

Las bacterias que producen el biopolimero pueden hacerlo en condiciones de estrés -
exceso de carbono y limitacion de otro nutriente (nitrégeno, azufre, magnesio u otros) -
o no (Gonzales et al., 2013). Estos pueden ser bacterias del tipo salvaje o mutadas como
Azotobacter vinelandii OPNA o Azotobacter vinelandii UWD y bacterias recombinantes
obtenidas para producir mas cantidad del biopolimero (Schubert et al., 1988; Page et al.
1997; Garcia et al., 2014). Hay reportes que mencionan a bacterias como las del género
E. coli recombinantes acumulan hasta el 90% en peso seco de PHA en la célula

(Fernandez, 2012).



Los métodos de deteccién del PHA pueden ser por coloracién con Rojo de Nilo, Azul de
Nilo o Negro de Sudan B, y también por deteccién del gen phaC o por métodos

cromatogréficos, etc. (Tan et al., 2014).

La extraccion de estos PHA se da mediante el uso de solventes organicos o por métodos
enzimaticos y quimicos (Tan et al., 2014). Una vez extraidos, los PHA pueden usarse
como sustitutos atractivos de los poliésteres de origen petroquimico, dado que tienen
propiedades similares a las de varios termoplésticos y elastémeros, con la ventaja de

ser totalmente biodegradables (Stubbe y Tian, 2003; Dionisi et al., 2004).

Frente a la gran contaminacién que generan los plasticos derivados del petréleo, surge
una alternativa ecoldgica, el uso de bioplasticos, especificamente el PHA, el cual tiene
potencial de uso en diversas aplicaciones, que van desde la manufactura de productos
desechables de uso comun, hasta la elaboracion de productos biomédicos vy

farmacéuticos de alto valor agregado (Gonzales et al., 2013).

En el presente estudio se propone evaluar cepas de Azotobacter provenientes de suelos
fértiles y asociadas a la rizosfera de las plantas capaces de producir PHA, asi como
evaluar los pardmetros fisico-quimicos de optimizacién en la produccién y biosintesis de

este polimero, insumo basico en la produccion de bioplasticos.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Polihidroxialcanoatos (PHAs)

Son poliésteres, un tipo de biopolimero, formado por la repeticion de monémeros de (R)-
3-hidroxiacidos, ligados mediante enlaces del tipo éster entre los mondémeros, a través
del grupo carboxilo de uno, con el grupo hidroxilo del siguiente (Almeida et al., 2004).
Son sintetizados intracelularmente por varios microorganismos y acumulados en
granulos de reserva en el citoplasma. Esto se da generalmente en condiciones de
estrés, y sirve como fuente de carbono y energia (Macrae y Wilkinson,1958; Braunegg

etal., 1998).

La sintesis de este biopolimero se da por las limitaciones en algunos nutrientes que
contengan nitrégeno, fésforo, azufre, magnesio, entre otros, dependiendo del
microorganismo, y a su vez acomparfiado del exceso de alguna fuente de carbono. Por
otro lado, existen otras bacterias que lo producen durante su crecimiento, sin las
condiciones de estrés asociados a la limitacion de nutrientes y exceso de fuente

carbonada (Gonzales et al., 2013).

La produccion del PHA de acuerdo con el tipo de microorganismo, puede alcanzar hasta
el 90% de peso seco celular (Fernandez, 2012), y estos van a tener un limite en cuanto
a la acumulaciéon de PHA que, aunque haya exceso de fuente carbonada, se restringe

a que siga acumulandose mas polimero (Gonzales et al., 2013).

2.1.1. Funciones del PHA
Ademas de servir como reserva de carbono y energia, poseen otras funciones como: A)
Regular la fijacién de nitr6geno, B) Proteccion respiratoria, proveyendo fuente de
carbono oxidable en forma rapida y regula equivalentes de reduccion intracelular
(Ortegay Bell, 2014), C) Esporulacion en cepas de Bacillus, D) Enquistamiento en cepas
de Azotobacter, F) Adaptacién y supervivencia en diferentes nichos ecol6gicos

competitivos, relacionado con la tolerancia a estrés ambiental (frio, calor, desecacion,



radiaciones UV, presién osmdética y diversos solventes quimicos), G) Formacion de
tapetes microbianos y biofilms, y H) Relacidén simbiotica de plantas con microorganismos

(Fernandez, 2012).

2.1.2. Caracteristicas de PHAs
Existen aproximadamente 150 tipos diferentes de monémeros de PHA (Zinn, 2005),
poseyendo un grupo radical (R), del cual se puede formar grupos alquilos, saturados,
insaturados, ramificados y hasta arométicos. La nomenclatura va a depender del

numero de carbonos formados en el grupo R alquilo (Figura 1) (Tan et al., 2014).

|
CH C
0 P C ad

H, .

R 0
]

Poly(3-hydroxyalkanoate)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutyrate)

cthyl C, Poly(3-hydroxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl G Poly(3-hydroxyheptanoate)
pentyl C, Poly(3-hydroxyoctanoate)
hexyl C, Poly(3-hydroxynonanoate)
heptyl Cio Poly(3-hydroxydecanoate)
octyl C, Poly(3-hydroxyundecanoate)
nonyl C. Poly(3-hydroxydodecanoate)
decyl Ci: Poly(3-hydroxytridecanoate)
undecyl C, Poly(3-hydroxytetradecanoate)
dodecyl C,. Poly(3-hydroxypentadecanoate)
tridecyl Ci Poly(3-hydroxyhexadecanoate)

Figura 1. Estructura quimica del monémero PHA y nomenclatura. El asterisco es el
centro de la estructura quiral (Tan et al., 2014).
Una molécula de PHA puede formarse por 600 a 35 000 monémeros (Khanna et al.,
2005). Cada unidad monomérica difiere en el numero de atomos de carbono que
contiene la cadena principal y en la naturaleza de los radicales (Ortega y Bell, 2014).
Los PHA no son solubles en agua; tienen alto grado de polimerizacion, son atéxicos,

termoplasticos y elastdmeros (Fuentes, 2015). Ademas, es biodegradable y puede ser



producido a partir de productos renovables (Almeida et al., 2004). Son parcialmente
cristalinos; se destaca la temperatura de fusién y de transicion vitrea para medir sus
propiedades mecanicas y térmicas (Fernandez, 2012). Muchas de estas caracteristicas
la comparten con los polimeros petroquimicos, a excepcion del caracter toxico y no

biodegradable.

El peso molecular influye en las caracteristicas mecanicas y estructurales de los PHA.
Valores altos en el peso molecular, entre 2x10° a 3x10® Da, brinda mejores
caracteristicas al biopolimero y puede ser aplicado por las industrias. No todos los
microorganismos productores de PHA cumplen con este requisito, ya que el peso
molecular es variable y solo algunos pueden ser aplicados para la industria (Serrano,
2010; Quagliano, 1998). Existen varios métodos de deteccion del peso molecular tales
como la cromatografia de gases, resonancia magnética nuclear, cromatografia de

filtracion en gel y viscosimetria (Mufioz, 2019).

Los granulos de PHA estan rodeados por una capa de fosfolipidos que contienen
enzimas polimerasas y despolimerasas, tal y como se visualiza en la Figura 2 (Gonzales
et al., 2013). El tamafo varia entre 0.2 a 0.3 um. Se pueden encontrar en promedio un

namero de granulos desde 8 hasta 10 por célula.

Membrana
Enzimas
polimerasas y

despolimerasas
&

PHA

Figura 2. Granulo de PHA (Gonzalez et al., 2013).



Se pueden observar a los PHAs en el citoplasma de las células como inclusiones o
granulos usando un microscopio de contraste de fases o de transmisién electronico. De
acuerdo con las técnicas para la deteccién, en el microscopio de contraste de fases se
puede observar los granulos refringentes y en el microscopio de transmision se veran

en gran tamano los granulos densos (Figura 3).

v w
a \ ‘b
Granule
<« | of PHB
o
.
e

L -

Figura 3. Refraccion de inclusiones citoplasmaticas en microscopio de contraste de
fases (a) (Lopez et al., 2008). Células de A. chrococcum conteniendo P3HB en
microscopio electronico de transmision (b) (Lenz et al., 2005).

2.1.3. Clasificacion
Los polihidroxialcanoatos son polimeros lineales que pueden formar varias longitudes
de cadenas de carbono. Se clasifican en tres tipos de acuerdo con el numero de
carbonos existentes en la unidad del monémero, los de cadena corta (scl-PHA), media
(mcl-PHA) y larga (Icl-PHA). Los de cadena corta poseen entre 3 a 5 carbonos; los de
cadena media poseen entre 6 a 14; y los de cadena larga poseen mas de 14 (Khanna,
2005). Los PHAs de cadena corta suelen ser rigidos, termoplasticos, temperatura de
fusién alta (180 °C); los PHAs de cadena media suelen ser elasticos, puesto que tienen

menor cristalinidad y punto de fusién (42-58 °C) (Elles y Garcia, 2012; Mufioz, 2019).

Segun su naturaleza, los PHA son homopolimeros si las unidades monoméricas

formadas son las mismas como el polihidroxibutirato (PH3B) y polihidroxivalerato (PHV);



y copolimeros si estdn formadas por mas de una unidad monomeérica distinta, como el

polihidroxibutirato-valerato (PHBV) (Figura 4) (Alvares, 2016).

CH; 0

O——HC——CH.C

n CH3 ﬁ CH,CH> ﬁ

PH3B | |
—— O—HC——CH,C— O0——CH—CH,C——

CHQCHg 0] — -1
PHBV

O—HC—CH.C

PHV

Figura 4. Estructuras moleculares de homopolimero (PH3B y PHV) y copolimero

(PHBV) (Fuentes, 2015).

Segun su actividad enzimatica, los PHA sintetasas se pueden clasificar en 4 tipos
(Figura 5) que se diferencian segun la especificidad del sustrato y la composicién de las
subunidades. Las de clase | y |l tiene una subunidad PhaC; las de clase Ill contiene a
las subunidades PhaCy PhaE; y las de clase IV es similar a las de clase lll, pero en

reemplazo de la subunidad PhaE se tiene al gen PhaR (Rhem, 2003).



Class | (Ralstonia eutropha)

phbC phbA phbB

Class Il (Pseudomonads)

phaC1 phaZ phaC2

Class Il (ANochromatium vinosum )
ORF-1

phacC phaE phbA phaP phaB

Class IV (Bacillus megaterium )

phaP phaQ phaR phaB phaC

Figura 5. Clases de operones de la sintesis de PHAs (Andreani, 2017).

2.1.4. Biosintesis
La composicion de los mondémeros de biopolimeros de PHA varian dependiendo de las
rutas biosintéticas y del sustrato administrado (Serrano, 2010). Las rutas principales
implicadas en la sintesis de PHA son: A) La glucdlisis, B) La B oxidacion de acidos
grasos, y C) La sintesis de éacidos grasos de novo (Rodriguez, 2019); otras vias
relacionadas son el ciclo de Krebs, catabolismo de amino&cidos, via de las serinas, ciclo
de Calvin, etc. Muchas de estas rutas biosintéticas comparten intermediarios
metabdlicos en comun, siendo el mas destacado el acetil-CoA. En la Figura 6, se
observa las interacciones de las rutas biosintéticas para la sintesis de PHA para la
obtencion de los scl-PHA y mcl-PHA, puesto que hay mas estudios sobre ellos. Se
muestran las rutas de A a J para la sintesis de scl-PHA y de J a M para la sintesis de
mcl-PHA. Hay limitaciones sobre el conocimiento actual para la sintesis de Icl-PHA (Tan

etal., 2014).
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Figura 6. Vias metabdlicas para la biosintesis de PHA (Tan et al., 2014).



El PHB es el principal miembro de la familia de los PHA, puesto que es uno de los mas
estudiados y es sintetizado por un gran numero de bacterias. La sintesis de
polihidroxibutirato consiste de una via metabdlica de tres reacciones enzimaticas en el
citoplasma. La primera en actuar es la enzima [3-cetotiolasa, codificada por el gen phaA,
quien condensa dos moléculas de acetil-CoA y forma acetoacetil-CoA. Luego, la enzima
acetoacetil-CoA reductasa, codificada por el gen phaB, reducirda la acetoacetil-CoA
hasta (D)-3-hidroxibutiril-CoA. Finalmente, interviene la enzima PHA sintasa o
polimerasa, codificada por el gen phaC, la cual polimeriza a los monémeros de (D)-3-
hodroxibutiril-CoA hasta poli-3-3-polihidroxibutirato y libera la CoA (Figura 7) (Molina,

2016; Almeida et al., 2004).

o o M OH o o
+ /\ /\/\
/\scn SCoA o SCoA =i SCoA = \o -

p-cetotiolasa Acetoacetil CoA PHB polimerasa
" reductasa »
—
pha8 phaA phaC

Figura 7. Sintesis de PHB en Azotobacter sp. (Almeida et al., 2004).

2.1.5. Degradacion
Puede darse intracelularmente con los mismos microorganismos que lo producen, como
también extracelularmente con la ayuda de otros microorganismos, entre bacterias,
hongos y algas, que se encuentran ubicuos en distintos ecosistemas. Estos producen

enzimas que degradan el biopolimero hasta diéxido de carbono y agua (Dorado, 2012).

Puede degradarse en condiciones aerbébicas o anaerdbicas, sin la formacion de
productos téxicos (Gonzales et al., 2013). El tiempo que demoran en degradarse va
depender de la naturaleza del polimero y de las condiciones ambientales (Serrano,

2010).
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A menor peso molecular del polimero y menor cristalinidad de este, el tiempo de la
degradacién sera menor (Mufoz, 2019). Segun el protocolo EN13432, los
Polihidroxialcanoatos cumplen con las caracteristicas de ser biodegradable (Cerrone,

2011).

2.1.6. Aplicacion
Dependiendo del tipo de PHA, se puede aplicar en distintos sectores: Industrial,
farmaceéutico, de alimentos, de envases, en medicina como la ingenieria de tejidos,

agricultura, de pinturas, textiles (Vega, 2016).

Entre los PHA existentes y utilizables, hay diferencias en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas y mecénicas; por lo cual tendran diferentes destinos para su aplicacion.
El P3HB posee propiedades semejantes al polipropileno (PP), cuyo uso principal es para
moldeados, ademas de ser buen sustituto del polietileno de alta densidad (PE-HD) y
poliestireno (PS); el copolimero P(3HBco3HV) es empleado para empaque, y en

productos higiénicos, biomédicos y agricolas (Gonzalez et al., 2013).

El biopolimero puede ser modificado quimicamente potenciando sus aplicaciones; por
ejemplo, al incrementar el caracter hidrofilico de los polimeros, se puede utilizar en el
campo médico, donde se tiene mejor compatibilidad al contacto con la sangre (Vega,

2016).

Al igual que los polimeros sintéticos, los PHAs se forman mediante el proceso de
polimerizacion. Tienen caracteristicas fisicoquimicas semejante, por lo que los hace un
buen sustituto de los polimeros para produccidén de bioplasticos. Tienen la ventaja de
ser biodegradables y ser producidos de forma sostenible, ademas de ser amigables con
el medio ambiente, pero conlleva a un alto costo de produccion. Es por ello que se
realizan estudios para reducir ese alto costo, como el uso de desechos agroindustriales

y materias primas renovables como fuente de carbono y demas nutrientes.
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2.2. Produccion por microorganismos

Existen muchos microorganismos productores de PHA, siendo mas de 300 las especies
conocidas, entre las que destacan bacterias como: Cupriavidus necator, especies de
Pseudomonas (P. fluorescens, P. aeruginosa, P. oleovorans, P. hydrogenovora, P.
mendocina) especies de Azotobacter (A. chrococcum, A. vinelandii, A. beijerinckki),
Bacillus spp., Burkhoderia spp., Escherichia coli recombinante. Utilizan como fuente de
carbono diferentes sustratos como carbohidratos, lipidos, alcoholes, compuestos
aromaticos, gases (CO. y Hz en circuitos cerrados), desechos agroindustriales, entre

otros (Gonzales et al., 2013; Pagliano et al., 2017).

La produccién de PHA a gran escala depende de varios parametros: escoger los
microorganismos rentables con capacidad para usar diferentes sustratos, costo de los
sustratos y de los medios de cultivo, la velocidad especifica de crecimiento, biomasa
celular, cantidad de PHA producido, peso molecular, productividad, meétodos de
extraccion y purificacion, entre otros (Gonzalez, 2008; Becerra, 2013; Flores et al., 2018;

Mufioz, 2019).

Enla Tabla 1 se observa algunos ejemplos de microorganismos productores de PHA, el
tipo de sustrato usado, ademdés de algunos pardmetros de produccién comunmente
usados para evaluar la produccién de PHA por parte de las cepas, como lo son el tiempo
de cultivo (expresado en horas), la concentracion del sustrato (en g/L), el contenido de
PHA (%), la productividad (concentracion del PHA entre el tiempo de fermentacion

requerido) y el rendimiento (Y) (expresado en g polimero/g sustrato) (Vega, 2016).
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Tabla 1. Parametros de produccion de algunas cepas y sustratos (Hoyos, 2003).

Tiempo Contenido o
Organismo Sustrato de Cultivo Productlwda*d v
). (g/L (%) de PHA (g/L*h) (9/9)
Melaza de
Remolacha 40 23.0 66.0 1.40 0.12
Glucosa +
Azotobacter peptonas de 47 25.0 85.0 1.00 0.65
vinelandi pescado
Glucosa+
acido 46 114 74.0 2.55
propiénico
Azotobacter Glucosa 48 10.2 78.3 0.28
choroococcum Sacarosa 18 71.4 50.0 4.94 0.42
Alcaligenes Malta 50 22.7 36.3
latus Soya 50 6.00 70.1
Glucosa 49 157 77.0 3.20
E. coli recom. Sacarosa 48 34.3 27.5 0.71
Suero 49 69.0 80.0 1.40

Son tres las etapas principales por las que pasa el proceso productivo de PHA: el cultivo

o fermentacion, la recuperacion y la purificacion (Nunez, 2019).

La etapa fermentativa es una de las mas importantes, puesto que depende de que

estrategia se use, se puede alcanzar altas concentraciones del biopolimero. En la Tabla

2 se muestran algunas cepas representativas que producen alta concentracion de PHB,

usando distintas estrategias de lotes alimentados. Una de ellas es Cupriavidus necator,

el cual segun el estudio de Mozumder et al. (2014), puede llegar a producir hasta 125

g/L de PHB utilizando estrategia de alimentacion de tres etapas usando como fuente de

carbono la glucosa, con una acumulacion de 76.2% y 2.03 g/L*h de productividad (Pefa

etal. 2014).
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Tabla 2. Produccién de PHB por algunas cepas usando sistemas de lotes alimentados

(Pefa et al., 2014).

Oraanismo Estrategias de  [biomasa] [PHB] Productividad  Contenido Referencias
9 alimentacién (g/L) (g/L) PHB (g/L*h) PHB (%)

B, H-stat 72.6 30.5 1.27 42 Kulpreecha et
megabact P ’ : : al., 2009
erium BA- i

019 Intermitente 90.7 41.6 1.73 46 g;”é?gj‘cggg
Tanadchangs
Pulsos 75 53 0.92 71 aengy Yu
2012
Pulsos 83 67.2 25 81 Pradela ot .
Cavalheiro et
C. necétor Pulsos 82.5 51.2 1.52 62 al., 2009
Exponencial +
acoplado a
monitoreo de Mozumder et
adicion de alcali 164 125 2.03 76.2 al., 2014
+ constante con
limitacion de N»
E. coli pH-stat 119.58 96.2 257 80 Anp etk

A. Exponencial + Garcia et al.,

vinelandii pulsos 872 273 0.5 73.3 2014

2.3. Produccion por cepas de Azotobacter

Las cepas del género Azotobacter cumplen con caracteristicas necesarias para llevar a
cabo una buena produccién de PHA, puesto que no son muy exigentes en cuanto a los
medios de cultivo, son ubiquitarios, pueden producir el biopolimero durante su
crecimiento, crecer en condiciones minimas de oxigeno y esto permite ahorrar energia
y no desviarla tanta al proceso de fijacion del nitrdgeno y usarla mas para la produccion

de PHA (Cerrone, 2011)

De los microorganismos existentes productores de PHA, Azotobacter sp. va a despertar
interés por los bajos costos de produccién del cultivo y por el alto rendimiento de

conversion (Elles y Garcia, 2012).

Martinez et al. (1995) evaluaron varios parametros para la produccién de PHB por la

cepa A. chroococcum H23; uno de esos parametros fue la fuente de nitrdgeno como se
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muestra en la Tabla 3. Las cepas de Azotobacter suelen producir mayores cantidades
de PHA cuando los medios de cultivos estan suplementados con sales de amonio que
cuando estan en medio libre de N. También hay menor desgaste energético cuando
este microorganismo crece con una fuente de sales de amonio, a comparacién de

cuando crecen en medio libre de N (Gonzales, 1996).

Tabla 3. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre la produccién del PHB por la cepa A.

chroococcum H23 (Martinez et al., 1995).

Fuente de _ Peso seco total %PHB (peso
o Medio PHB (g/L)
nitrégeno (g/L) Seco)
Quimicamente
5.38 £ 0.31 1.95+0.16 36.3
N2 definido
Alpechin 5.66 £ 0.21 1.91 £0.06 33.7
Quimicamente
Acetato de . 5.86 +0.24 443 +0.41 NG
] definido
amonio
Alpechin 5.31 £0.33 3.15+0.26 59.4
Quimicamente
5.26 +0.19 3.31£0.10 63.1
NH.CI definido
Alpechin 5.39+£0.33 2.70+£0.16 50.2
Quimicamente
- 5.46 £ 0.21 3.61£0.16 66.2
(NH4)2S04 definido
Alpechin 5.71 £0.46 2.88+0.10 50.6

Cerrone (2011) probo tres cepas de Azotobacter. A. chroococcum H23 (Martinez et al.,
1995), A. vinelandii UWD (cepa mutada hiperproductora de PHB) (Page et al., 1989) y
A. vinelandii ATCC 12837. Las prob6 en medio Burk sin fuente de nitrégeno y con fuente
de nitrégeno de NH.Cl al 0.12%. Las cepas produjeron mas PHA en el medio de cultivo
con fuente de nitrégeno, en especial la cepa A. vinelandii UWD con 2.3 g/L y 67% de

acumulacion a las 72 horas.

Pei et al. (2017) trabajo con las cepas A. vinelandii ATCC 12837 y una cepa mutante
AAvin_16040 (Liew et al. 2015). Utiliz6 el medio minimo PHA (MMPHA) de Budde et al.
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(2010), con el cual obtuvo una mayor produccién de PHA de 1.50 + 0.03 g/L cuando
este fue suplementado con urea (0.54 g/L) y sacarosa (20 g/L) para la cepa
AAvin_16040, pero tuvo un incremento de 1.74 + 0.05 g/L de PHA cuando se aumento

la concentracién de sacarosa a 25 g/L.

Existen investigaciones en donde se obtiene mayores concentraciones de PHA, bajo
estrategias de alimentacién en bioprocesos a gran escala. Se obtiene hasta 29 g/L en
cultivos de fed-batch segun lo evaluado con la cepa A. vinelandii OPNA (Garcia et al.,
2019). Incluso se puede llegar a producir 33 g/L en sistemas de dos etapas segun
evaluado por la cepa A. vinelandii UWD (Chen y Page, 1997). También pueden
acumular hasta 80% de PHB como en el caso de A. vinelandii evaluada por Castillo et

al. (2017).

2.4. Caracteristicas de Azotobacter

Segun su taxonomia (NCBI, 2020):

Phylum: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Pseudomonadales

Familia: Pseudomonadaceae

Subfamilia: Grupo Azotobacter

Geénero: Azotobacter

Especies: A. armeniacus, A. beijjerinckii, A.
bryophylli, A. chroococcum, A. nigricans, A.

salinestris, A. tropicalis, A. vinelandii

De acuerdo con el manual de Bergey’s (2005), las bacterias del género Azotobacter,

son pleomorficos, pueden presentar forma bacilar, elipsoidal a cocoide; las formas
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pueden variar de acuerdo con el medio y el tiempo de cultivo. Las células son de tamano
aproximado entre 2 um a 4 um de diametro y se presentan en forma individual, formando
pares o en algunas ocasiones en cadenas. Son Gram negativos, pueden ser moviles
por flagelos peritricos 0 no moviles, aerobios o microaerobios. Forman quistes, un

mecanismo de resistencia frente a condiciones desfavorables.

Son quimioheterotrofos, pueden consumir diferentes fuentes carbonadas entre
azucares, alcoholes, acidos organicos, entre otros. Crece normalmente en condiciones
de pH 7 a 7.5, a temperatura 6ptima de 28 °C a 30 °C. Las colonias son lisas, brillantes,
opacas, mucosas y convexas, con ligeras variaciones. Son fijadores de nitrdgeno y

algunos producen pigmentos solubles e insolubles en agua (Jimenez, 2007).

Se aisla de diversas fuentes como agua, suelo, hojas de plantas y otras superficies,
principalmente suelo, y de estos abundan mas en los fértiles (en la rizosfera). La mayoria
de aislamientos son de A. chrococcum y de A. vinelandii (Jensen, 1965; Thompson y
Skerman, 1979). Algunas cepas de Azotobacter sintetizan alginato, PHA y producen
sideroforos. Muchas de ellas mejoran el crecimiento de los cultivos de plantas (Bareay

Brown, 1974; Diaz y Soto, 2010).

El principal PHA que producen suele ser PHB. La sintesis de PHB es algo variable de
acuerdo con las especies; A. vinelandii cuando es cultivado con amoniaco, desarrollan
grandes granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB); A. chrococcum no posee una
determinada fuente fija de carbono y nitrbgeno, A. beijerinckiidepende de los medios de
cultivo y de las condiciones fisicoquimicas. Para este género, la produccion de PHA va
a depender del exceso de fuente carbonada y una fuente de nitrégeno (mayor eficiencia

con amonio) (Martinez et al., 1995; Bormann et al., 1998).
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2.5. Métodos de deteccidn, extraccion, cuantificacion

2.5.1. Métodos de deteccion
Existen varios métodos de deteccidon de los PHAs intracelulares de los microorganismos

potencialmente productores.

Una técnica tradicional de deteccion es la coloracion lipofilica con el Negro de Sudan B,
Azul de Nilo y Rojo de Nilo. Con ellas se tifien las células y se las puede distinguir de
las células que contienen los granulos de PHA de las que no lo tienen. Negro de Sudan
B puede usarse para hacer una tincion celular a partir de una cepa fijada en lamina y
posteriormente se puede observar bajo microscopio dptico 0 microscopio de contraste
de fases; el Azul de Nilo, se observa después de una tincién bajo fijacién de una cepa
en lamina en un microscopio de epifluorescencia; el Rojo de Nilo, que vendria a ser la
forma oxidada de Azul de Nilo, se puede usar en medio sélido en el cual las cepas son
sembradas y se distinguen por la fluorescencia que emiten, que puede ser observada
en un transiluminador UV. Los colorantes, debido al caracter lipofilico que presentan, se
deben disolver en solventes previo a la aplicacion, tales como etanol, acetona (Page y

Tenove 1996), DMSO (Spierkeman, 1999), etc.

Otros métodos a resaltar son: A) la deteccidn del gen phaC, que codifica la enzima PHA
sintasa, por la PCR; B) Microscopia de Electrénica de Transmisién (TEM) para observar
los granulos de PHA internos de la célula de 25 000 a 40 000 aumentos; C) ensayo
mediante el acido croténico, que a la vez que detecta también cuantifica, siendo
especifica para PH3B y se realiza usando acido sulfarico y midiendo la absorbancia a
235 nm; D) Espectroscopia infrarroja por transformada de Forier (FTIR), un método
cuantitativo, alcanzan picos en 1730 nm aproximadamente que corresponde al enlace
éster carbonilo de los PHA (Gonzalez et al., 2013); E) cromatografia liquida (LC) que
analiza unidades monomeéricas de acuerdo a los pesos por HPLC, IC, HPLC-MS, brinda
informacién tanto cualitativa como cuantitativa; y F) cromatografia de gases (GC) la cual

brinda un andlisis cualitativo y cuantitativo (Tan et al., 2014).
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2.5.2. Extraccion
El proceso de extraccion requiere recuperar el biopolimero y descartar o eliminar la
masa celular sobrante (Cerrone, 2011). Los métodos pueden darse por extraccion con

solventes o por digestion quimica o enzimatica (Tan et al., 2014).

La extraccion con solventes organicos es la mas empleada debido a que logra recuperar
gran porcentaje de pureza del polimero. Entre los solventes a utilizar tenemos el
cloroformo (triclorometano), 1,2-dicloroetano, cloruro de metileno, acetona, entre otros.
Se suele realizar un pretratamiento para romper la pared o membrana celular con
hipoclorito de sodio (NaClO), Hidréxido de sodio (NaOH) o Dodecil sulfato de sodio
(SDS); posteriormente se produce la solubilizacién con alguno de los solventes
mencionados y finalmente se precipita el polimero en metanol o etanol frio (Mufioz,

2019).

La Digestion quimica con NaCIO al 5 % es un método sencillo y econémico, puesto que
destruye la membrana celular separandola del polimero. Su principal inconveniente esta
relacionado a que puede degradar parcialmente el polimero, por lo que se ha optado
combinarlo con cloroformo. De esta manera, el NaClO libera al polimero de la célula, y
el cloroformo lo protege de la degradacion por NaClO. También se han usado otros
acompanantes como bisulfito de sodio, EDTA, TRIS-HCI 0.5 M (Ortega y Bell, 2014; Tan

etal., 2014).

La digestién enzimatica es un método en la cual se puede recuperar al polimero con alta
pureza, puesto que posee una baja tasa de degradacién del polimero y es mas amigable
con el medio ambiente; sin embargo, es un procedimiento mas costoso. El proceso
implica un previo tratamiento térmico, seguido por la hidrolisis con enzimas, y finalmente

un lavado con surfactantes (Mufioz, 2019).

Otro método de extraccion son: A) La flotacién, en el cual el cloroformo se deja reposar

con las células por 72 h, y los restos celulares flotan y se descartan, obteniendo alta
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pureza, aunque requiere usar gran cantidad del solvente; B) Fluidos supercriticos, en el
cual se aplica dibxido de carbono en condiciones supercriticas a alta presion y
temperatura, obteniendo alta pureza, pero con un alto costo del proceso; C) Extraccién
acuosa en dos fases, en el que se usa agua para que el aislamiento, purificacion y

recuperacion del polimero, pero obteniendo baja pureza (Mufioz, 2019).

2.5.3. Cuantificacion
Uno de los métodos més usados es el propuesto por Law y Slepekcy (1961), en el cual
se usa el acido sulfurico concentrado para disolver el P3HB y obtener el acido crotoénico,
el cual se puede medir usando el espectrofotometro UV a 235 nm. Este método solo se
limita a la cuantificacién de P3HB. Inicialmente se usaron métodos gravimétricos
utilizando solventes, para después de extraer, secar y pesar el PHA. Otros métodos mas
actuales, que aparte de cuantificar caracterizan variados PHAs, son la cromatografia de
gases (GC), cromatografia liquida (LC), espectroscopia infrarroja por transformada de
Forier (FTIR), resonancia magnética nuclear (RMN), entre otros (Gonzalez et al., 2013;

Tan et al., 2014).
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Il FORMULACION DE OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de produccién de PHA por parte de cepas de Azotobacter aisladas
de la rizosfera de cultivos de aji, fresa, pepino, cebolla, camote y maiz en los Distritos

de Lurin y Pachacamac, Lima — Peru.
Objetivos especificos

- Aislar cepas de Azotobacter presentes en la rizosfera de diversos cultivos
procedentes del Distrito de Lurin y de Pachacamac, Lima — Pera.

- Detectar cepas productoras de PHA mediante técnicas de tincién con Rojo de
Nilo y Negro de Sudan B.

- Optimizar la produccién de biopolimeros por parte de cepas de Azotobacter
cultivados en diferentes sustratos, mediante la determinacion de peso seco
celular, extraccion y cuantificacién de PHA.

- Realizar la caracterizacion bioquimica y molecular de las cepas de Azotobacter
seleccionadas por su mayor capacidad productora de PHA.

Iv. HIPOTESIS Y VARIABLES

Cepas selectas de Azotobacter aisladas de la rizosfera de las plantas tienen capacidad
de producir el biopolimero Polihidroxialcanoato (PHA).

e Variable independiente:

Cepas de Azotobacter, tiempo en dias, temperatura, pH, agitacién, sustratos.

e Variable dependiente:

Concentracion de PHA, concentracién de biomasa, productividad de PHA,

rendimiento de PHA, acumulacién de PHA.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biolégico

- Cepas de Azotobacter provenientes de rizosfera.

- Cepade E. coli ATCC 25922 proveniente del laboratorio de Ecologia Microbiana
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

5.2. Muestreo y transporte

El muestreo de suelo rizosférico se realizé en el Ex fundo Santa Rosa, distrito de Lurin,
Lima Peru (latitud: -12.261063, longitud: -76.888297), y en el centro poblado de
Manchay, distrito de Pachacamac, Lima Perd (latitud: -12.166853, longitud: -
76.857761).

Se muestrearon 3 campos de cultivo en Lurin (cebolla, camote y maiz) y 5, en la zona
de Manchay (aji, fresa, pepino, maiz y camote), por duplicado. Las muestras obtenidas
fueron conformadas por raiz y suelo de alrededor de esta. Se recolecté a 10 cm de
profundidad alrededor de 200 g de cada muestra en bolsa ziploc de primer uso,
trasladandose rapidamente en condiciones asépticas al laboratorio de Ecologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos para su procesamiento.

5.3. Aislamiento de Azotobacter

Se uso la metodologia de Escobar et al. (2011) con algunas modificaciones. Se
recolectaron 10 g de cada muestra y se vertiéo en 90 mL de solucion salina, siendo esta
la dilucién 10", y realizando una segunda dilucién en un tubo de 9 mL con 1 mL de la
dilucién 10", para obtener la dilucién 102,

A partir de la dilucién 102 se sembrdé por dos métodos, directo e indirecto. En el directo,
se sembrd 0.1 mL en los medios solidos Agar Ashby Manitol y Agar Burk, incubandose

a 30 °C por 2 a 5 dias. En el indirecto, se sembr6 1 mL en caldo Ashby Sacarosa,
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incubandose a 30 °C por 2 a 5 dias, para posteriormente pasar una alicuota de 0.1 mL
a los medios de crecimiento sélidos antes mencionados.

Pasado el tiempo de incubacién, se hizo pasajes a nuevos medios hasta obtener
colonias puras y estas fueron preservadas.

5.4. Criopreservacion de cepas

Se realizé el procedimiento descrito por Nufiez (2019) con una ligera modificacion. Se
sembré las cepas en Caldo Tripticasa de Soya (TSB) por 16 a 20 h. Se recolecto 1000
uL de inoculo, se vertié en un criovial y se combind con 500 uL de glicerol. Se realizé
por duplicado y se guardé a -20°C.

5.5. Deteccion del polimero en medio Rojo de Nilo

Las cepas se sembraron en el medio Rojo de Nilo modificado en linea recta de
aproximadamente 10 mm de longitud, por triplicado. Se incubaron a 30 °C y la lectura
se realizb a las 24, 48, 72 y 96 h. La deteccion del polimero se determiné
cualitativamente, evidenciando fluorescencia en un transiluminador (marca JUNYI,
modelo JY02S) a una longitud de onda de 340 nm a 365 nm. Se considero que la lectura
es negativa si no hay fluorescencia (se usdé como control negativo a E. coli), las lecturas
positivas viran desde rosado tenue a rosado o rojo brillante, y para ello se evalu6 la
intensidad con signos (+, ++, +++). Se repitid el ensayo para dar por confirmado a la
deteccién preliminar (Carballo M. et al., 2003).

5.6. Crecimiento y produccion en diferentes medios

Las cepas se reactivaron en Medio minimo sin nitrégeno (MMSN), luego se sigui6 con
el procedimiento de Pei et al. (2017), se sembr6 en Agar Burk y se incubé a 30 °C por
24 a 48 h. Posteriormente, una colonia se transfirio a 10 mL de TSB a 30 °C durante 24
a 48 h, de este se tom6 108 UFC/mL para evitar la fase de latencia, y se inoculé a un
matraz de 100 mL conteniendo 30 mL de caldo de crecimiento (Burk) a 30 °C con 150
rpm de agitacion y por 24 h. Luego se inocul6 a los medios de prueba para produccion
de PHA a una concentracién de 108 UFC/mL (midiendo inmediatamente la absorbancia
a 600 nm, siendo este el tiempo 0) a un matraz de 500 mL conteniendo 100 mL de
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medio. Fueron tres los medios de prueba: Burk complementado con NH4Cl al 0.12% y
glucosa al 2% (Cerrone, 2011), el medio minimo PHA (MMPHA) con urea 0.54 g/L y
sacarosa 2% (Pei, et al. 2017) y el MMPHA modificado afadido con acetato de amonio
al 0.12% y glucosa al 2% (Gonzales et al., 1996). Se recolecté una muestra cada 24 h
hasta alcanzar las 96 h. Las muestras se recolectaron para la obtencién del peso seco
(del cual se parti6 para la extracciéon y cuantificacion del polimero), medicién de
absorbancia a 600 nm y deteccion del polimero mediante tincién con Negro de Sudan
B. El ensayo se repitid para la mejor cepa por triplicado.

5.7. Deteccion del polimero con Negro de Sudan B

De acuerdo a los tiempos establecidos para tomar muestras, se sac6 una alicuota y se
fij6 en una lamina, para pasar a cubrirla con una solucién lipofilica de Negro de Sudan
B por 15 min. Se secé el exceso de colorante con papel filtro, se decolord con xileno, se
mantuvo por 20 seg, se enjuagd y se aplico safranina al 10% por 1 min. La lectura se
realizé en microscopio éptico (aumento de 100X). Las células se observaron de la
siguiente manera: Los granulos internos del PHA se tifieron de gris-negro, mientras que
el citoplasma de la célula se torné rosado (Cerrone, 2011).

5.8. Determinacion del peso seco o biomasa

Para cuantificar la biomasa, se recolectdé 10 mL de cada cultivo, se centrifugo a 3500
rpm por 10 min, se descartd el sobrenadante y el pellet se lavd con agua destilada estéril,
para nuevamente centrifugar, descartar el sobrenadante y el pellet resultante (botdn
celular) se deshidraté en una estufa a 40 °C por 24 h, para posteriormente pesarla en
balanza analitica (con 0.001 g de precision) (Baca et al., 2010).

5.9. Extraccién y cuantificaciéon de PHA

El biopolimero se recolecté a partir de la biomasa deshidratada. En el tubo conteniendo
la biomasa deshidratada se le agregé 1 mL de NaCIlO a una concentracién del 4.75%
(para debilitar la membrana celular), se dejé reposar por 2 h y después se agregd 1 mL
de cloroformo concentrado (para solubilizar el granulo de PHA) por 20 min. Transcurrido
el tiempo, se centrifugé a 3500 rpm por 5 min. En el tubo se observé dos fases, en el
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nivel superior estd la mezcla hipoclorito con restos celulares y en el nivel inferior el
cloroformo con el biopolimero precipitado. Del nivel inferior se recolecté con pipeta
Pasteur hacia otro tubo, y se puso a secar a 40 °C para que el cloroformo se evapore,
por 24 h. Una vez evaporado todo el cloroformo, se peso el biopolimero, y se aplicé 2
mL de H>SO. concentrado al 100%, manteniéndolo en bafio maria 90 °C por 30 min. El
biopolimero se digiri6 hasta obtener acido croténico. Una vez enfriado a temperatura
ambiente, se leyé la absorbancia en espectrofotometro bajo luz UV con celda de cuarzo
a una longitud de onda de 235 nm (Baca et al, 2010). Para la medicion en el
espectrofotémetro, siendo el blanco el HoSO..
5.10. Medicion de la curva de calibracion
Para contrastar los valores obtenidos del biopolimero proveniente de las muestras, se
realiz6 una curva de calibracién segun el método de Quagliano (1998), usando una
solucién patrén de PHB comercial “Ac. Hidroxibutirico-3 SDD. Sal (SIGMA)”. Se preparé
una solucién patrén conteniendo 10 mL de cloroformo y 0.01 g del PHB. De esta solucién
se recolect6 20, 40, 60, 80 y 100 uL y se depositd en tubos, y luego se procesé bajo las
mismas condiciones que el de las muestras con 2 mL de H.SO4 concentrado e
incubandose a 90 °C por 30 min. Se evalud la densidad éptica del polimero desde 200
a 300 nm y se determiné el pico de la absorbancia en 235 nm.
5.11. Métodos analiticos

5.11.1. Andlisis matematico
Se evalu6 parametros de acumulacién y productividad utilizando las formulas de Becerra
(2013).

(1) Porcentaje de acumulacién de PHA

gpHA

%PHA = x 100

Ix
(2) Productividad del PHA

gpHA
P =
PHA ™ [ 'xh

Donde gpha: gramos del PHA, Prua: productividad del PHA, L: litros y h: horas
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5.11.2. Analisis estadistico
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para evaluar la
produccion de PHA y si hay diferencia significativa entre los medios de cultivo
evaluados, utilizando el Software InfoStat 2020.
El ANOVA se ejecuté unicamente al cumplir los principios de normalidad y
homogeneidad con p>a=0.05.
5.12. Caracterizacion de las cepas
Las cepas se caracterizaron bioquimicamente mediante produccién de &cidos por la
oxidacion de azucares, reduccion del nitrato, prueba de la ureasa y coloracion Gram,
segun el manual de Bergey’s (2005).
Se utilizé el método de Jimenez (2007) para las pruebas de produccion de acidez por
azucares, pero modificado usando como base caldo Burk con indicador azul de
bromotimol. Los azucares que se usaron fueron inositol, trehalosa, maltosa, ramnosa y
rafinosa. La incubacion fue de 24 a 48 h a 30 °C. El resultado de la prueba fue cualitativo,
mediante el viraje a amarillo, lo cual indicé positivo para el consumo de dicha fuente de
carbono. Para la prueba de reduccion de nitrato, se uso el caldo nitrato, incubandolo
entre 24 a 48 h, la reaccidn positiva se confirmé cualitativamente haciendo uso de los
reactivos de Peter Gries, el cual se colorea a anaranjado.
Para comprobar presuntivamente el género y diferenciarlo de géneros afines, como son
Azomonas 'y Azospirillum, se realizé la prueba de la ureasa en caldo urea y formacién
de quiste, el principal, en medios Burk mas butanol 3% (Socolofsky y Wyss, 1962) y en
medio Moreno Bonilla Rojas (MBR) (Moreno et al., 2011) mas etanol absoluto 0.7%
(Camelo et al., 2017). Para la prueba de ureasa, el resultado fue positivo cuando el
medio viro a rosado o fucsia. En cuanto a la formacion de quistes, se detectaron

realizando coloracién Gram después de 5 dias.
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5.13. Identificacion molecular: Analisis del gen rRNA 16S de Azotobacter spp.
5.13.1. Extraccion de ADN
Las cepas de Azotobacter spp. fueron sembradas en TSB. Luego de comprobarse la
pureza del cultivo por coloracién Gram, el cultivo fue centrifugado a 4000 rpm durante
10 minutos. El paquete celular obtenido fue lavado con buffer Tris-HCI 10 mM/EDTA (pH
7). ElI ADN gendmico fue extraido usando el kit comercial de purificacion genedET
Genomic DNA Purification Kit (Thermofisher, EEUU), siguiendo el protocolo sugerido
para Gram negativas. Un volumen de 1.5 mL de un cultivo en caldo de 24 h de la bacteria
es colocada en un tubo Eppendorf y centrifugado por 10 min a 5000 rpm. El
sobrenadante es descartado y el pellet es resuspendido en 180 pL de buffer de digestion
y 20 pL de proteinasa K, cuya solucion resultante es homogeneizada y colocada en
bano maria a 56 °C durante 30 min hasta obtener una suspensién uniforme. Luego, se
anade 20 uL de RNAsa y se incuba a temperatura ambiente por 10 min. Posterior a
ellos, se anade 200 uL de buffer de lisis, llevando a vortex durante 15 seg. Al obtener
una solucién homogénea, se afade 400 pL de etanol al 50%, se mezcla y el volumen
total de la suspension se transfiere a una columna de purificacién. Esta se centrifuga
por 1 min a 6000 rpm, se descarta el tubo colector y se acopla uno nuevo.
Posteriormente, se afiade 500 uL del buffer de lavado | y se centrifuga por 1 min a 8000
rpom. Se cambia de tubo colector y se procede a afadir 500 pL del buffer de lavado II,
centrifugandolo por 3 min a 12000 rpm. Finalmente, se descarta el tubo colector y se
acopla un tubo eppendorf, afadiendo a la columna 200 pL del buffer de elucion y
centrifugandolo por 1 min a 8000 rpm. El resultante es el ADN purificado que sera usado
para el PCR vy la secuenciacion.
5.13.2. Amplificaciéon del gen rRNA 16S por PCR

Se llevé a cabo utilizando como molde el ADN genédmico de la cepa de Azotobacter spp.
Los primers universales utilizados para la reaccion de PCR fueron el 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y el 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3). El
programa que se utilizé en el termociclador marca TurboCycler 2 ThermalCycler (Blue
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Ray Biotech, Taiwan). Los pasos de la PCR del gen rRNA 16S se observa en la Tabla

4.
Tabla 4. PCR para la amplificacion del gen rRNA 16S.

PASOS DE LA PCR TIEMPO Y TEMPERATURA
Denaturacion inicial 95 °C por 5 min
Denaturacion 30 ciclos a 94 °C por 30 seg
Hibridacion 58 °C por 30 seg
Extensiéon 72 °C por 40 seg
Extension final 72 °C por 10 min

5.13.3. Confirmaciéon por la PCR de los amplificados y secuenciacion del gen
rRNA 16S

Los productos de PCR obtenidos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa

al 1%. Para el revelado se realizé el tefiido con Bromuro de Etidio a una concentracion

de 10 pg/mL. Luego de confirmar el producto amplificado por PCR del gen rRNA 16S,

cuyo tamano aproximado es de 1500 pb, observado por electroforesis en gel de

agarosa, este fue secuenciado con un equipo ABI 3730 DNA Analyzer (Applied

Biosystems, EEUU).
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VL RESULTADOS
6.1. Aislamiento y caracterizacion de Azotobacter

En total se aislaron 51 cepas, las cuales se preservaron en cepario para las pruebas
posteriores. Del distrito de Lurin, se obtuvo 23 cepas (Tabla 5) y de Pachacamac (en el
centro poblado de Manchay) 28 cepas (Tabla 6), tanto por método directo como por el
indirecto. Se realizd la caracterizacion macroscépica y microscoépica, escogiendo las
colonias que presentaban caracteristicas tipicas del género Azotobacter como ser
viscosas, mucosas, lisas, brillantes, con color o translucidas, la formacién de quistes,

entre otras caracteristicas como se describe en el manual de Bergey’s (Tabla 7).

Tabla 5. Cepas presuntivas de Azotobacter de cultivos de Lurin.

METODO MUESTRA MEDIO CODIGO
cebolla 1 Ashby AzolLur1
cebolla 1 Burk Azolur2
camote 1 Burk AzolLur3

maiz 1 Burk Azolur4
maiz 1 Ashby AzolLur5
Directo maiz 1 Ashby AzoLur6
maiz 2 Ashby AzolLur7
maiz 2 Ashby AzolLur8
maiz 2 Ashby AzolLur9
maiz 2 Burk AzolLur10
cebolla 1 Ashby AzoLur11
cebolla 2 Ashby AzolLur12
cebolla 2 Ashby AzolLur13
cebolla 2 Ashby AzolLurt4
maiz 1 Ashby AzoLur15
maiz 1 Ashby AzolLur16

Indirecto maiz 1 Ashby AzolLur17

maiz 1 Ashby AzoLur18
maiz 2 Ashby AzoLur19
maiz 2 Ashby AzoLur20
maiz 2 Burk AzolLur21
camote 2 Burk AzolLur22
camote 2 Burk AzoLur23
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Tabla 6. Cepas presuntivas de Azotobacter de Manchay — Pachacamac.

METODO MUESTRA MEDIO CODIGO
pepino 1 Burk AzoMan1
pepino 2 Ashby AzoMan2

maiz 1 Ashby AzoMan3
maiz 2 Ashby AzoMan4
maiz 2 Burk AzoMan5
camote 1 Ashby AzoMan6
camote 2 Ashby AzoMan7
camote 2 Ashby AzoMan8
indirecto camote 2 Ashby AzoMan9
fresa 1 Ashby AzoMan10
fresa 1 Ashby AzoMan11
fresa 1 Burk AzoMan12
fresa 2 Burk AzoMan13
aji1 Ashby AzoMan14
aji1 Ashby AzoMan15
aji 1 Burk AzoMan16
aji 2 Ashby AzoMan17
aji 2 Burk AzoMan18
camote 1 Ashby AzoMan19
camote 1 Ashby AzoMan20
camote 1 Ashby AzoMan21
camote 1 Ashby AzoMan22
Directo camote 2 Ashby AzoMan23
maiz 2 Burk AzoMan24
pepino 1 Burk AzoMan25
pepino 2 Ashby AzoMan26
pepino 2 Ashby AzoMan27
pepino 2 Ashby AzoMan28
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Tabla 7. Tipificacién morfolégica y bioquimica de las cepas para corroborar el género
de Azotobacter.

Cepas Consistencia Forma Elevacion Superficie Color Urea AQuistes
AzolLur1 Mucosa Irregular Convexa Lisa Marrén - -
AzoLur2 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Claro ++ -
AzolLur3 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Claro + -
AzolLur4 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzoLur5 Mucoso Circular Elevada Lisa Blanco + +
AzolLur6 Mucoso Circular Elevada Lisa Blanco + +
AzolLur7 Mucoso Circular Elevada Lisa Claro + +
AzolLur8 Mucoso Circular Elevada Lisa Translucido + +
AzolLur9 Mucoso Circular Elevada Lisa Claro - -
AzolLur10 Viscosa Puntiforme Plana Lisa Translucido - +
AzolLur11 Viscosa Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzoLur12 Viscosa Circular Elevada Lisa Claro + +
AzoLur13 Mucosa Circular Elevada Brllllie;r;te i Claro ++ s
AzolLur14 Viscoso Circular Elevada Brlllliz;r;te ) Claro + +
AzoLur15 Mucoso Circular Elevada Brllllie;r;te " Translucido + +
AzolLur16 Viscoso Circular Plana Lisa Translucido - -
AzolLur17 Viscoso Circular Plana Lisa Translucido + +
AzolLur18 Mucoso Circular Plana Lisa Translucido + +
AzoLur19 Pegajosa Irregular Elevada Rugoso Translucido ++ +
AzoLur20 Mucoso Circular Elevada Lisa Blan(_:uzco - +

amarillento
AzolLur21 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzolLur22 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzolLur23 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Claro ++ +
AzoMan1 Lechoso Puntiforme Plana Lisa Claro + -
AzoMan2 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan3 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan4 Lechoso Puntiforme Plana Lisa Claro - -
AzoMan5 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan6 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan7 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido ++ -
AzoMan8 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan9 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan10 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan11 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Claro - -
AzoMan12 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzoMani13 Lechoso Puntiforme Plana Lisa Claro ++ -
AzoMan14 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido + +
AzoMan15 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan16 Viscoso Circular Elevada Lisa Translucida + +
AzoMan17 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Translucido - -
AzoMan18 Viscoso Puntiforme Plana Lisa Claro - +
AzoMan19 Mucosa Puntiforme Plana Rugoso Marrén - -
AzoMan20 Mucosa Irregular Elevada Rugoso Marrén ++ -
AzoMan21 Mucosa Irregular Elevada b I__|sa Marrén - -
rillante
AzoMan22 Pegajosa Puntiforme  Elevada Rugoso Marrén - -
AzoMan23  Medio seco Irregular Plana Rugoso Blanco - -
AzoMan24 Viscosa Circular Elevada Lisa Claro + -
. . Blanco
AzoMan25 Viscoso Irregular Plana Lisa marrén - -
AzoMan26 Mucosa Irregular Convexa b rIiTII:ﬁt o Marrén - -
AzoMan27 Mucosa Irregular Elevada Rugoso Marrén - -
AzoMan28 Mucosa Irregular Elevada Rugoso Marrén - -

-: No hidroliza la urea. No forma quistes.
+: Hidroliza urea. Forma quistes.
++: Hidroliza mas fuerte la urea.
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Basandose principalmente en la caracteristica diferencial con otros géneros de producir

quistes, se obtuvo 22 cepas que corresponden al género Azotobacter.

6.2. Prueba cualitativa de produccion en el medio Rojo de Nilo

Se seleccionaron las 22 cepas correspondientes al género Azotobacter para evaluar la

produccion de PHA cualitativamente en medio Rojo de Nilo (Tabla 8).

Tabla 8. Evaluacién cualitativa de la produccion de PHA de las cepas en medio Rojo

de Nilo.

Cepas 24 h 48 h 72 h 96 h
AzoLur4 - - - - - - - = -+ o+ 4
AzoLur5 - - - - - - - - -+ o+ o+
AzolLur6 - - - - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ 4+
AzoLur7 - -+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+
AzolLur8 - - . -+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+

AzoLur10 - - - - - - - -+ o+ o+ o+
AzolLur11 - - - -+ 4+ + o+ 4+ o+ o+ 4+
AzolLur12 - - - ..o oo
AzolLur13 = = - s s s s s
AzolLur14 - - -+ 4+ o+ + o+ o+ o+ o+
AzoLur15 - - - - -+ -+ o+ - -+
AzolLur17 - - - - -+ - -+ o+ o+ o+
AzoLur18 - - -+ 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+
AzolLur19 - - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ttt
AzoLur20 - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+t
AzolLur21 .
AzolLur22 e
AzoLur23 - -+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+
AzoMan12 - - < -5 5 5 5 < 5 o a =
AzoMan14 - - - - - - -+ o+ o+ -3
AzoMan16 - - - - -+ - -+ o+ o+ o+
AzoMan18 .

E. coli ATCC 25922 = = - - - - - - } - - _

-1 no se evidencid produccién por florescencia.
+: se evidencio produccion de PHA por fluorescencia leve.
++: se evidenci6 produccion de PHA por fluorescencia mas intensa.
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De las 22 cepas de Azotobacter evaluadas, 15 (68.2%) dieron positivo para la
produccion del PHA, segun lo evaluado en el medio Rojo de Nilo, y la mayoria de cepas
expresan mayor produccion, por el indicador de fluorescencia, a las 72 h 'y 96 h (Figura

8).

Figura 8. Produccion de PHA de las cepas de Azotobacter visto por fluorescencia en

un transiluminador a 365 nm en medio Rojo de Nilo a las 72 h (a) y 96 h (b).

Se seleccionaron las 5 cepas de mayor produccion de PHA en el medio Rojo de Nilo,
las cuales fueron AzoLur7, AzoLur18, AzoLur19, AzoLur20 y AzoLur23, para ser usadas

en las siguientes pruebas cuantitativas en los caldos de produccién.
6.3. Pruebas cuantitativas de produccion

6.3.1. Prueba de producciéon en medio Burk
A las 24 h produjo PHA a una concentracién de 0.96 g/L por la cepa AzoLur19, con una
biomasa de 4.61 ¢/L, pero a las 48 h se obtuvo mayor produccién de PHA por parte de
la cepa AzoLur23 (1.25 g/L), de 1.58 g/L de biomasa, seguida de la cepa AzoLur20 con

0.98 g/L de PHA con biomasa de 1.14 g/L (Figura 9).
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Figura 9. Evaluacién de la biomasa y la concentracién de PHA de las cepas de estudio
a los distintos tiempos en el medio Burk.

De estos valores se puede desprender la acumulacién y la productividad de PHA, el cual

se muestra en la Tabla 9. La mayor acumulacion obtenida fue de la cepa AzoLur20 con

87.67% a las 72 h. Aunque se obtuvo alto porcentaje de acumulacion, la concentracion

de PHA y de biomasa fueron bajos para esta cepa. Los siguientes rendimientos de

acumulacién fueron de 85.96% para la cepa AzoLur20 y 79.11% para la cepa AzoLur23

a las 48 h. Estos valores fueron congruentes con los valores altos de produccion. En
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cuanto a la productividad, la cepa AzoLur19 fue la que obtuvo el mayor valor, siendo de

0.04 g/L*h.

Tabla 9. Acumulacién y productividad de PHA por las cepas de estudio en el medio

Burk.

AzoLur7 AzolLur18 AzoLur19 AzoLur20 AzoLur23
Tiempo

%PHA Ppua %PHA Ppia  %PHA Pepua  %PHA Pepua %PHA  Peaa

24 h 2831 003 13.12 0.01 2082 0.04 1165 0.02 1929 0.03

48 h 36.41 0.01 4035 0.01 5429 0.02 8596 0.02 79.11 0.03

72 h 62.38 0.01 7429 000 2065 0.00 87.67 0.01 4494 0.01

96 h 31.33 0.01 50.00 0.01 26.60 0.01 2324 0.01 19.09 0.01

PpHa: productividad de PHA.
%PHA: porcentaje de acumulacién de PHA.

6.3.2. Prueba de produccion en medio MMPHA modificado
A las 24 h, la cepa AzoLur19 tuvo mayor concentracién de PHA de 0.93 g/L con una
biomasa de 1.27 g/L. A las 48 h se obtuvo mas produccion de PHA de la misma cepa
con 1.07 g/L y 2.01 ¢g/L de biomasa. A las 96 h, se obtuvo mayor produccién que las
antecesoras, pero con una diferencia, la cepa AzoLur7 con 1.66 g/L de PHAy 2.5 g/L
de biomasa, seguido de la cepa AzoLur23 con 1.39 g/L de PHA y 1.87 g/L de biomasa

(Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de la biomasa y la concentracién de PHA de las cepas de

estudio a los distintos tiempos en el medio MMPHA modificado.

En cuanto al porcentaje de acumulacion, el mayor obtenido fue con la cepa AzoLur23
de 74.33% a las 96 h. El siguiente fue de 73.23% para la cepa AzoLur19 alas 24 hy el
que le sigue fue la cepa AzoLur7 con 66.40% a las 96 h, cepa de la cual se obtuvo mayor
concentracion para este medio. La mayor productividad obtenida para este medio fue

con la cepa AzoLur19 con 0.04 g/L*h (Tabla 10).
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Tabla 10. Acumulacion y productividad por las cepas de estudio MMPHA modificado.

AzolLur7 AzolLur18 AzoLur19 AzoLur20 AzoLur23
Tiempo

%PHA Ppua  %PHA Ppua  %PHA Ppua  %PHA  Ppha %PHA  PpHa

24 h 3243 0.02 1394 0.01 7323 004 36.14 0.03 3244 0.03

48 h 42.32 0.02 4561 0.02 5323 0.02 1033 0.00 39.92 0.02

72 h 21.38 0.00 1064 0.00 26.86 0.01 4437 0.01 4526  0.01

96 h 66.40 0.02 40.78 0.01 19.17 0.01 28.76 0.01 74.33 0.01

PpHa: productividad de PHA.
%PHA: porcentaje de acumulacién de PHA.

6.3.3. Prueba de produccion en medio MMPHA
La mayor produccién de PHA fue a las 96 h con la cepa AzoLur20 de 2.1 g/L y 2.99 g/L
de biomasa, luego le sigue la cepa AzoLur7 con 1.09 g/L de PHA y 2.77 g/L de biomasa.
A las 24 h también ya se puede observar un incremento de 1.03 g/L de PHA para la

cepa AzoLur19 con 3.68 g/L de biomasa (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacién de la biomasa y la concentracién de PHA de las cepas de

estudio a los distintos tiempos en el medio MMPHA.

Se tiene un 70.23% de acumulacién de PHA a las 96 h para la cepa AzoLur20, que es
congruente con la mayor produccién de PHA. Le sigue la cepa AzoLur7 con 43.03% a
las 96 h también (Tabla 11). La mayor productividad fue expresada por la cepa AzoLur19

con 0.04 g/L*h como en los demas medios.
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Tabla 11. Acumulacion y productividad por las cepas de estudio en MMPHA.

AzolLur7 AzolLur18 AzoLur19 AzoLur20 AzoLur23
Tiempo

%PHA Ppua  %PHA Ppua  %PHA Ppua  %PHA  Ppha %PHA  PpHa

24 h 2519 0.083 9.89 0.01 2799 0.04 27.00 0.04 2917 0.03

48 h 2395 0.01 26.69 0.01 29.56 0.02 2658 0.02 21.69 0.01

72 h 3935 002 2184 0.01 2226 0.01 3491 0.01 28.67 0.01

96 h 43.03 0.01 13.80 0.01 18.08 0.01 70.23 0.02 22.19 0.01

PpHa: productividad de PHA.
%PHA: porcentaje de acumulacién de PHA.

6.4. Deteccion del polimero con Negro de Sudan B

La coloracién con Negro de Sudan B permiti6 distinguir diferentes caracteristicas de las

bacterias en los diferentes medios.

En el medio Burk, las células se notaron mas grandes a comparacion de los otros medios
evaluados, y a 96 h de incubacion muchas de las cepas se presentaban mas grandes

aun en comparacion de los dias anteriores (Figura 12).
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Figura 12. Cepas de estudio coloreadas con Sudan Negro B a las 24 horas (A, By C),
48 horas (D, Ey F), 72 horas (G, He ) y 96 horas (J, Ky L). A: AzoLur19 en Burk; B:
AzolLur7 en MMPHA mod.; C: AzoLur23 en MMPHA; D: AzoLur19 en Burk; E:
AzolLur18 en MMPHA mod.; F: AzoLur23 en MMPHA; G: AzoLur20 en Burk; H:
AzolLur19 en MMPHA mod.; I: AzoLur18 en MMPHA; J: AzoLur7 en Burk; K: AzoLur19
en MMPHA mod.; L: AzoLur23 en MMPHA.
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6.5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas de Azotobacter sp.

productoras de PHA

Las cinco cepas de ensayo dieron positivo para el consumo de azucares de trehalosa y
la cepa AzoLur23 ademas dio positivo para el azicar rafinosa. Todas las cepas dieron
positivo para la prueba de reduccién de nitrato. Segun el manual de Bergey’s (2005), las

cinco cepas son presumibles de la especie A.chroococcum (Tabla 12).

Tabla 12. Pruebas bioquimicas de las cepas en estudio.

Caldo
Cepas Inositol Ramnosa Rafinosa Trehalosa

nitrato
AzolLur7 - - - + +
AzoLur18 - - - + +
AzolLur19 - - - + +
AzolLur20 - - - + +
AzolLur23 - - + + +

-: No hidroliza el azucar.
+: Hidroliza el azlcar. Reduce el nitrato.

6.6. Repeticion de la prueba cuantitativa de produccion para la cepa AzoLur19

Se escogid a la cepa AzoLur19 por presentar mayor produccion de PHA en un menor
tiempo a comparacion de las demas, esto quiere decir una mayor productividad de 0.04
g/L*h en los tres medios a las 24 h, y por ser mas uniforme la produccion de PHA,
repitiéndose las pruebas previamente ejecutadas por triplicado. En las Figuras 13, 14y
15 se observa el comportamiento de la cepa en los distintos medios, comparando el

crecimiento celular medido en absorbancia a 600 nm con la concentracion de PHA.

Los promedios obtenidos de produccién de PHA por la cepa AzoLur19 fueron: A) En el
medio Burk de 0.92 g/L a las 48 h, B) 1.33 g/L en el medio MMPHA a las 24 h,y C) 1.52

g/L en el medio MMPHA modificado a las 24 h también.

41



Medio Burk

2 2.5
B
S 15 =° 2
o —
o 1.5 <
© 0
: v
2 05
3 0.5
<
0 0
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)
—@—Abs.1 —@— Abs.2 Abs.3 —@—Conc.l1 —@—Conc.2 —@—Conc.3

Figura 13. Comparacién de las absorbancias con la concentracion de PHA a las 24,

48,72 y 96 h de la cepa AzolLur19 por triplicado en el medio Burk.
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Figura 14. Comparacién de las absorbancias con la concentracion de PHA a las 24,

48, 72 y 96 h de la cepa AzolLur19 por triplicado en el medio MMPHA modificado.
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Figura 15. Comparacién de las absorbancias con la concentracién de PHA a las 24,

48,72 y 96 h de la cepa AzoLur19 por triplicado en el medio MMPHA.

6.7. Promedio de parametros de produccion de los tres medios

Hubo mayor rendimiento, acumulacién y productividad a las 24 h en todos los medios
evaluados. La mayor acumulacion fue en el medio Burk con 48.13%. En cuanto a la
productividad, en el medio MMPHA y MMPHA modificado se obtuvo mayor incremento

de 0.06 g/L*h para ambos (Tabla 13).

Tabla 13. Parametros productivos de la cepa AzoLur19 en el medio Burk, MMPHA

mod. y MMPHA.
Medio Burk MMPHA mod. MMPHA
Tiempo
%PHA Ppra %PHA PpHa %PHA Ppha
24 h 48.13 0.04 44 .22 0.06 33.45 0.06
48 h 34.96 0.02 29.99 0.02 25.62 0.02
72 h 30.02 0.01 22.87 0.01 19.83 0.01
96 h 10.61 0.00 28.95 0.01 28.26 0.01

Ppua: productividad de PHA.
%PHA: porcentaje de acumulacién de PHA.
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6.8. Analisis estadistico

Segun el ANOVA (Tabla 14), a las 24, 48 y 72 horas de evaluacion no hay diferencias
significativas para los tres medios evaluados y bajo las condiciones establecidas (p >
0.05), sin embargo, a las 96 horas si se encontrd diferencia significativa entre los medios
empleados (p<0.05). Segun la prueba de Tukey (Tabla 15), el medio Burk present6
diferencia significativa en contraste con los medios MMPHA y MMPHA modificado, los

cuales no tuvieron variacion.

Tabla 14. Andlisis de la Varianza (ANOVA) de los medios de produccion de PHA por la

cepa AzolLur19 a las 96 horas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.88 2 0.44 8.00 0.0203
medio 0.88 2 0.44 8.00 0.0203
Error 0.33 6 0.05
Total 1.21 8

F.V.: fuente de variacion.
SC: suma de cuadrados.
gl: grados de libertad.
CM: cuadrado medio.

F: estadistico f.

p-valor: probabilidad que la hipétesis sea verdadera.

Al menos 1 tratamiento produce efecto diferente (p<a=0.05).
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Tabla 15. Prueba de Tukey de los medios de produccién de PHA por la cepa

AzolLur19 a las 96 horas.

medio Medias n E.E.
Burk 0.26 3 0.14 A
MMPHA mod. 0.86 3 0.14 B
MMPHA 0.97 3 0.14 B

n: nimero de variables.
EE: error estadistico.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

6.9. Analisis del gen ARNr 16S de la cepa AzoLur19

El analisis mediante BLASTN revel6 que el gen ARNr 16S de la cepa AzoLur19 tiene un
porcentaje de homologia del 99.93% con la cepa LGM 876 de Azotobacter chroococcum

strain LMG 8756 del GenBank (Numero de acceso NR116305.1).

Para la construccion de la filogenia, se descargaron 30 secuencias nucleotidicas de
diferentes especies de Azotobacter del GenBank, las cuales incluyeron las especies A.
chroococcum, A. beiferinckii, A. vinelandii, entre otras. El grupo externo seleccionado
fue una cepa de Azomonas agilis (NUmero de acceso AB681882.1). La filogenia
confirma que la cepa AzoLur19 pertenece a la especie Azotobacter chroococcum por
estar incluida dentro de un clado que agrupa ejemplares de esta especie con un 100%

de Bootstrap (Figura 16).
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Figura 16. Arbol filogenético del gen rRNA 16S de la cepa AzoLur19 y 30 secuencias

de Azotobacter spp. Se us6 como grupo externo a Azomonas agilis.
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VIl. DISCUSION

Las cepas de Azotobacter provenientes de rizdsfera de cultivos son capaces de producir
PHA segun lo evaluado en el presente estudio y corroborado por otros trabajos como el
de Jara y Tafur (2015), quienes aislaron cepas de AZzotobacter provenientes de
rizbsferas de cultivos de maiz, y observaron que el 100% son productoras de PHA bajo
la técnica de tincién con Sudan Negro B; y el de Quagliano (1998), quien usé a la cepa

A. chroococcum 6B aislada de cultivo rizosférico y resulté buena productora de PHA.

Las cepas de Azotobacter son faciles de aislar, puesto que no presenta mucho
requerimiento energético; también son sencillas de identificar, ya que, a diferencia de
otras cepas bacterianas, estas presentan un cambio en su forma llamado quiste, y con

ello se puede identificar y hacer una seleccion mas segura (Bergey’s, 2005).

Se obtuvo mayor cantidad de cepas del género Azotobacter aisladas de Lurin que de
Manchay, a pesar que se obtuvo mas muestras de rizosfera de varios cultivos de esta
segunda localidad. Las zonas muestreadas pertenecen al valle bajo de Lurin. No hay
informacién previa de estos lugares con respecto a los aislamientos de cepas de
rizbsfera; aun asi, se puede asumir que el suelo agricola de Lurin es mas adecuado

para estas cepas que el de Manchay.

El método de deteccibn de PHA usando el colorante Rojo de Nilo tuvo buenos
resultados. Se usé acetona para disolver el colorante lipofilico, aunque Spierkeman
(1999) usé DMSO en su metodologia para disolverlo, mientras que otros autores como
Page y Tenove (1996) registraron tener buenos resultados usando acetona, pudiéndose
evidenciar la fluorescencia de las cepas productoras de PHA. En combinacién con la
metodologia de Carballo (2003) en medio agarizado y la siembra hecha en linea recta,
la deteccion fue mas practica y ademas se redujo el gasto del colorante que haciendo
una tincion célula por célula. El colorante Rojo de Nilo permitié detectar las particulas

lipidicas dentro de la célula como el PHA (EI-Nahrawy et al., 2018). De 22 cepas, 15
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resultaron positivas para la produccion de PHA; esto quiere decir que el 68.2% de las

cepas de Azotobacter fueron positivas para la produccién de PHA.

Para la prueba de produccion de PHA en medio Burk, el cual se us6 CINH4 al 0.12%, se
obtuvo una mayor produccién de PHA de 1.25 g/L a las 48 horas por la cepa AzoLur23
con 1.58 g/L de biomasa, en comparacion con Cerrone (2011) que obtuvo una mayor
produccién de PHA de 2.3 g/L a las 72 horas por parte de la cepa Azotobacter vinelandii
UWD. Si bien Cerrone obtuvo mayor produccion con la cepa en su estudio, no se puede
desestimar la produccién de PHA de la cepa estudiada, ya que Cerrone usé una cepa
mutada con alta capacidad de produccién, disefiada por Page et al. (1989). Ademas, la
mayoria de las cepas produjeron PHA a tiempo temprano, entre 24 a 48 h, esto quiere

decir mayor productividad.

El medio MMPHA, la mayor produccion fue de la cepa AzoLur20 con 2.1 g/L de PHA'y
2.99 ¢g/L de biomasa a las 96 h, a diferencia de Pei et al. (2017) quienes obtuvieron 1.50
+ 0.03 g/L de una cepa mutante AAvin_16040. En el MMPHA modificado, el cual
contiene acetato de amonio 0.12% y glucosa 2%, la mayor produccion fue de la cepa
AzoLur7 con 1.66 g/L y 2.5 g/L de biomasa, se obtuvo un valor mucho menor que el del
MMPHA, sin embargo, este valor sigue siendo superior a lo evidenciado por el autor
mencionado. El autor también probd el medio con sacarosa a 25 g/L de concentracion,
el cual tuvo un incremento de 1.74 £ 0.05 g/L de PHA, habria que aumentar las

concentraciones de carbono en el trabajo para compararlas.

El medio MMPHA, modificado en este estudio, fue disefiado con el fin de potenciar la
produccion, reemplazando la fuente de nitrégeno (urea) por acetato de amonio, puesto
que en el estudio de Martinez et al. (1995) tuvieron resultados altos de produccion
usando acetato de amonio en comparacién de otras fuentes de nitrégeno y se reemplazé
a la fuente de carbono sacarosa por glucosa, es sabido que esta fuente de carbono es
la mas requerida por los microorganismos. Se esperaba mejores resultados, pero estos

son aceptables ya que superan a los valores obtenidos por Pei et al. (2017).
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En otros medios de cultivo, Ramirez et al. (2011) tuvieron resultados similares al
presente trabajo, fue con cepas mutantes de A. vinelandii OP, en el medio Burk con
acetato de amonio en matraces de 500 mL con 100 mL del medio. La cepa mutante
OPN fue la que tuvo mayor produccion, 2.5 g/L de PHB, 80.6% de acumulacién y 0.04
g/L*h de productividad. Kim y Chan (1998) obtuvieron PHA de 2 g/L en 100 mL en matraz
de 500, con almidén como fuente de carbono. Ademas, sefialan la importancia del

oxigeno como una fuente limitante para la produccion de PHA.

Se llegé a tener mayor acumulacién de PHA (87.67%) por la cepa AzoLur20 en el medio
Burk a las 72 h, superando a Castillo et al. (2017), quienes registran una acumulacién
del 80% por la cepa A. vinelandii. Este resultado es similar a lo obtenido por EI-Nahrawy

et al. (2018), quienes obtuvieron una mayor acumulacién del 87% para la cepa Az14.

Se desarrollé el criterio de Pei et al. (2017), “Enfoque de inoculacién de alta masa
celular”, quienes agregaron indculos de 106 UFC/mL, y el cual también fue aplicado por
Martinez et al. (1995). Este enfoque permitié acortar la fase de latencia y tener cepas
mas productivas como el caso de la cepa AzoLur19. En el presente trabajo, los indculos
fueron aproximadamente de 108 UFC/mL, y la medicion en el espectrofotdometro a 600
nm fue de 0.109 de absorbancia. EI-Nahrawy et al. (2018) utilizé indculo de 10’UFC/ mL

en 1 mL para verterlo a 100 mL de medio en matraz de 500 mL.

De los resultados obtenidos, se desprende que la produccion de PHA se mantiene en
fase estacionaria. Las cepas de Azotobacter que El-Nahrawy et al. (2018) estudiaron
produjeron PHB en la fase estacionaria después de las 48 h. Segun su estudio,
obtuvieron mayor concentracion de PHB de entre 3.9 a 5.31 g/L con almidén como
fuente de carbono, sulfato de amonio al 0.2% como fuente de nitrogeno, a pH 7 y

temperatura de 30 °C.

El método de extraccion del polimero pudo haber degenerado el polimero extraido.

Garcia et al. (2019) probaron el método alcohdlico usando etanol acompafnado de
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acetona y evaluaron el peso molecular del PHB. Ellos sugieren usar disolventes no
halogenados como el etanol y la acetona. Segun Millan et al. (2016), el hipoclorito de
sodio junto con el cloroformo causa dafo al peso molecular del PHB. Contrariamente,
El-Nahrawy et al. (2018) probaron tres métodos de extraccion, con cloroformo,
hipoclorito de sodio e hidréxido de sodio, resultando mejor la extraccién con hipoclorito
de sodio, obteniendo mayor rendimiento en pureza. Por lo tanto, el método de extraccién
usando hipoclorito de sodio y cloroformo esta bien aplicado y se puede seguir aplicando
para obtener buenos resultados; no obstante, seria necesaria una prueba adicional para

evaluar si realmente estos solventes degeneran el polimero.

La deteccion de PHA con la coloracion de Negro de Sudan B permitié observar los
granulos internos en la célula. Los granulos se presentaban oscuros, mientras que el
citosol con el contraste safranina se presentaba rosado, de acuerdo a lo descrito por
Cerrone (2011). En el medio Burk se observaron células mas grandes a comparacion
de los medios MMPHA y MMPHA modificado. En estas ultimas, las células se
observaron mas pequefas y no es tan claro el granulo interno. Esto puede deberse a la
presencia de componentes de metales como el cobre, zinc y manganeso, los cuales
pueden influir en el crecimiento y desarrollo de la célula, segun el estudio realizado por
Lara et al. (2010) con la cepa Azotobacter A15M2. Concentraciones altas en estos

metales ocasiona estrés celular.

La adicién de compuestos nitrogenados, aumenta la biomasa y la concentracién de PHA
segun Martinez et al. (1995), quienes evaluaron con diferentes fuentes de amonio y de
nitrégeno libre utilizando la cepa A. chroococcum H23, estableciendo que la cepa
produce mayor concentracion de PHA en los medios con iones de amonio, y mas aun

con acetato de amonio. Por ello se trabajé directo en medios con fuentes de nitrégeno.

El hecho de usar compuestos nitrogenados en los medios de cultivo hizo que las cepas
ahorren energia por el proceso de fijacion del nitrégeno y pudieran usar esta energia

para otras funciones como la produccién del PHA. Segun Quagliano (1998), agregar
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amonio evita condiciones de fijacién durante todo el cultivo, que de otra forma exigirian
de la utilizacion de una mayor cantidad de carbono como fuente de energia. Pei et al.
(2017) menciona que otro posible consumo de carbono seria para la produccién del
alginato (polisacarido extracelular). Sin embargo, un exceso de nitrégeno puede
conllevar a que la fuente de carbono forme proteinas y ya no acumule para formar el

PHA (Castillo et al., 2017). Por ello, es necesario controlar la relacién carbono/nitrégeno.

En el presente estudio, la velocidad de agitacién de los matraces fue de 150 rpm,
siguiendo las condiciones de Martinez et al. (1995), quienes determinaron que la tasa
de aireacion solo perjudica la produccién del polimero cuando se cultiva en medios con
nitrégeno libre; mientras que la produccion es similar cuando se cultiva en medios con
amonio, siendo mejor entre 100 rpm y 200 rpm. Garcia et al. (2014) mencionan que
cepas de Azotobacter producen mas PHA a bajas concentraciones de oxigeno, pero en
concentraciones normales de oxigenos producen alta biomasa. Las condiciones
desarrolladas en el estudio determinan que son adecuadas, pero se sugiere realizar un

ajuste de prueba de agitacion para tener alta biomasa y alta produccion de PHA.

Los resultados de la repeticion por triplicado de la cepa AzoLur19 indican que en los
medios MMPHA y MMPHA modificado se mantiene el crecimiento en fase estacionaria
produciendo mayor cantidad de PHA a las 24 h; en el medio Burk continda en
crecimiento exponencial produciendo mayor cantidad de PHA a las 48 horas. Segun el
analisis estadistico, en las primeras etapas de produccién (24 y 48 h) no hay diferencia
significativa entre los medios evaluados, sin embargo, a las 96 horas se detecta una
variacion entre lo obtenido por el medio Burk con los medios MMPHA y MMPHA
modificado. Los valores obtenidos con esta cepa no son mas altos que los obtenidos
por los autores de los medios empleados, Cerrone (2011) y Pei et al. (2017), pero
permite ver el comportamiento de la cepa en cuanto a crecimiento y producciéon de PHA
en los medios. Al comparar los medios, se demuestra que los tres presentan alta

productividad a las 24 h. A las 96 h donde se evidencia la diferencia significativa, los
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medios MMPHA y MMPHA modificado se mantienen en alta concentracién, mientras
que en el medio Burk la concentracién decrece. Por lo tanto, el medio MMPHA
modificado en este estudio tiene potencial de produccion semejante como el MMPHA

disefiado por Budde et al. (2010).

Empleando métodos moleculares, se determin6 que la cepa AzolLur19 es identificada
como A. chroococcum de acuerdo con el analisis filogenético. Esto concuerda con el
analisis bioquimico que se le hizo previamente a la cepa. Ademads, esta cepa es
predominante en la rizésfera de diversos cultivos frente a otras especies del mismo
género (Upadhyay et al., 2015). A. chroococcum son buenos productores de PHA segun
Kim y Chan (1998), quienes trabajaron con la cepa A. choococcum 23, determinando
que la cepa a escala de cultivo por lote alimentado llega a producir 25 g/L de PHB y

alcanza una biomasa de 54 g/L a las 70 h.

De acuerdo con los resultados obtenidos, Azotobacter es un buen productor de PHA,
siendo facil su aislamiento, caracterizacion y obtencién del polimero. Los métodos
desarrollados durante toda la parte de experimentacion, se basaron en su simplicidad y
factibilidad obteniendo buenos resultados, los cuales coinciden con varios autores antes
mencionados. Los tres medios de prueba permitieron conocer el comportamiento de las

cepas Yy tenerlos en cuenta para un proceso escalonado.

52



VIIl. CONCLUSIONES

- Selogré aislar cepas del género Azotobacter que estan presentes en la rizosfera
de diferentes cultivos.

- Azotobacter presenta caracteristicas diferentes en relacion a la produccion del
biopolimero PHA segun las cepas evaluadas a diferentes tiempos, observandose
mayor produccion en periodos de tiempo cortos, entre 24 y 48 horas.

- Un total de 68.2% de las cepas evaluadas de Azotobacter produjeron
cualitativamente el PHA en base a lo observado en el medio Rojo de Nilo,
resultando ser un medio altamente efectivo para seleccionar cepas productoras
del polimero. De igual forma, el colorante Negro de Sudan B permite reconocer
con alta eficiencia los granulos de PHA por microscopia optica.

- Lacepa AzoLur19 presentd mayor productividad en los tres medios, con valores
hasta de 0.06 g/L*h, siendo el medio MMPHA modificado en este estudio el que
demuestra también un buen potencial de uso para produccién de PHA.

- Elanalisis estadistico revela que no hubo diferencia significativa en la produccién
de PHA en los 3 medios de cultivos usados hasta las 72 horas de evaluacion. A
las 96 horas en el medio Burk si se observa diferencia significativa.

- La cepa AzoLur19 fue identificada bioquimica y molecularmente como a
AZzotobacter chrooococum, especie conocida por presentar una alta tasa de

recuperacion en muestras de rizosfera y muy eficiente en la sintesis de PHA.
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IX. RECOMENDACIONES

- Utilizar un rotavapor para recuperar los diferentes solventes utilizados con el fin
de poder ser reutilizados en otros procesos de evaluacion.

- Es posible realizar lavados con otros solventes tales como etanol para la
purificacién del polimero, ademas de ser posible aplicar el método de filtracion.

- Determinar la proporcién de carbono-nitrégeno de los medios empleados a fin
de obtener resultados cuantitativos precisos.

- Medir la concentracién del PHA al iniciar el procedimiento en los medios de
produccién.

- Llevar a mayor escala el procedimiento establecido aqui para poder evaluar el
rendimiento en biorreactores bajo sistemas de lotes alimentados.

- Evaluar el peso molecular de los polimeros extraidos de las cepas.
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XL ANEXOS

Anexo A: Medios de cultivo

1. Medio Burk — g/L

KoHPO4 0.64
KH2PO4 0.20
MgSQO4.7H20 0.20
NaCl 0.20
CaS04.2H0 0.05
NaMoO4.H20 0.001
FeSO. 0.003
Glucosa 10
Agua destilada 1000 ml
Agar 15

pH 7.0 £ 0.2 Fuente: Bergey’s, 2005

2. Medio Ashby Manitol — g/L

KH2PO4 0.20
MgSQO4.7H20 0.20
NaCl 0.20
K2SOs4 0.10
CaCOs3 5
Manitol 20

Agar 15
Agua destilada 1000 ml

pH 7.0 £ 0.2 Fuente: Mazinami et al., 2013
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3. Caldo Ashby Sacarosa - g/L

KH2PO4 1
MgS0O.4.7H20 0.2
NaCl 0.2
FeS04.7H-0 0.005
CaCl.H:0 0.2
Azul de Bromotimol (0.5% en solucion) * 5ml
Sacarosa 5

Agua destilada 1000 ml

pH 7.00 £ 0.2. Fuente: Martinez, 2003

*no es parte del medio, pero se anadié para diferenciar

4. Medio Mineral sin Nitrégeno (MMSN) — g/L

KoHPO4 0.6561
KH2PO4 0.15
MgS0O.4.7H20 0.2
ClsFe (0.1% en solucion) 3.40 ml
NaCl 0.02
CaCly* 0.01
NaMoQO4.H20 0.0108
Sacarosa 10
Manitol 10
Azul de Bromotimol (0.5% en solucion) 5 ml
Agua destilada 1000 ml

pH 7 £ 0.2 Fuente: Zapater, 1975
*se puede obviar el CaClz puesto que puede precipitar

5. Solucion de Azul de Bromotimol al 0.5%

Alcohol de 70° 100 ml
Azul de Bromotimol 05¢
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6. Medio rojo de Nilo modificado

Solucién de colorante rojo de Nilo (0.1 % en acetona) 1 ml/L
NHsSO 0.3g/L
Medio Burk *

pH 7.00 Fuente: Page y Tenove, 1996

*medio ya especificado en el punto 1

7. Medio minimo PHA (MMPHA) (para produccién de PHA) — g/L

NaHPO4 4.60
NaH2PO4 4.00
K2SO4 0.45
CaCl. 0.062
MgSO4 0.39
TE* 1.00 ml
Sacarosa 20
Urea 0.54
Agua destilada 1000 ml

pH 7.00 Fuente: Budde et al., 2010

*Oligoelementos (TE) — g/L

FeS04.7H-0 15.0
MnSQO4.H0 2.40
ZnS04.7H0 2.40
CuS04.5H0 0.48
En 0.1 M de HCI
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8. Preparacion de solucion Sudan Negro B

Sudan Negro B 03¢
Etanol 95% 75 ml
Agua destilada 25 ml

Fuente: Cerrone, 2011

Filtrar luego la mezcla para que no quede residuo

9. Medios para bateria bioquimica -modificado — g/L

Base caldo Burk 15

Azucares 1

Fuente: Jimenez, 2007

10. Caldo nitrato — g/L

Peptona de carne o peptona 8.6
NaCl 6.4
KNOs 1.5

pH 7.2 £ 0.1. Fuente: Casellas, 1984

11. Caldo Urea - ¢/L (se debe esterilizar por filtracién)

Gelatina digerida por enzimas pancreaticas 1.0
Dextrosa 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato potasico 2.0
Urea 20.0
Rojo fenol 0.012

pH: 6.8 + 0.2. Fuente: medio formulado por BD DIFCO™ & BBL™
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12. Medio Burk + Butanol (para formacion de quistes)

Medio Burk *

Butanol 0.3%

*medio especificado en el punto 1, sin fuente de carbono. Fuente: Socolofsky y Wyss,

1961

13. Medio MBR - ¢/L (para formacion de quistes)

Extracto de levadura 1.72
Glutamato monosédico 1.81
Glucosa 1.97
KoHPO4.3H20 0.04
MgS0..7H0 0.04
Solucion de microelementos™* 4 ml
Etanol absoluto* 0.7%
Agar 15
Agua destilada 1000 ml

pH 7.00 Fuente: Moreno, Rojas y Bonilla, 2011

*agente de enquistamiento propuesto por Camelo et al., 2017

**Solucién de microelementos — g/100 ml

NaCl 2.5
CaCl; 25
FeS04.7H20 0.25
Na:Mo0O4.2H:0 0.15
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Anexo B: Tablas de produccion de PHA

1. Produccion del PHA de las cepas en estudio en el medio Burk

Tiempo  Cepas Absorbancia Biomasa PHA (g/L) Cuantificacion
(600 nm) (g/L) (235 nm)
Azolur7 1.415 2.72 0.77 0.918
AzolLur18 1.303 2.21 0.29 0.569
24h  AzolLur19 0.725 4.61 0.96 1.054
AzoLur20 1.013 412 0.48 0.705
AzolLur23 1.218 3.68 0.71 0.875
AzolLur7 1.515 1.95 0.71 0.874
AzoLur18 1.445 1.71 0.69 0.862
48h  AzolLur19 0.769 1.4 0.76 0.914
AzoLur20 0.613 1.14 0.98 1.074
AzolLur23 1.331 1.58 1.25 1.268
AzolLur7 1.531 1.01 0.63 0.813
AzolLur18 1.467 0.35 0.26 0.549
72h  AzoLur19 1.439 0.92 0.19 0.497
AzolLur20 1.097 0.73 0.64 0.823
AzoLur23 1.367 0.89 0.40 0.647
AzolLur7 1.972 2.49 0.78 0.922
AzoLur18 1.253 1.5 0.75 0.905
96h  AzolLur19 1.808 2.03 0.54 0.748
AzolLur20 1.865 2.41 0.56 0.768
AzoLur23 1.927 3.3 0.63 0.816
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2. Produccion del PHA de las cepas en estudio en MMPHA modificado

Tiempo  Gepas Absorbancia  Bjomasa PHA (g/L) Cuantificacién
(600 nm) (g/L) (235 nm)
AzolLur7 1.819 1.48 0.48 0.709
AzolLur18 1.604 2.51 0.35 0.612
24 h AzolLur19 1.962 1.27 0.93 1.031
AzolLur20 1.513 2.02 0.73 0.887
AzolLur23 1.517 2.25 0.73 0.889
AzolLur7 1.779 2.41 1.02 1.097
AzolLur18 1.701 2.28 1.04 1.117
48 h AzolLur19 1.763 2.01 1.07 1.137
AzolLur20 1.7 2.13 0.22 0.516
AzolLur23 1.61 2.48 0.99 1.075
Azolur7 1.631 1.59 0.34 0.602
AzolLur18 1.696 0.47 0.05 0.394
72 h AzolLur19 1.658 1.75 0.47 0.696
AzolLur20 1.596 1.51 0.67 0.847
AzolLur23 1.584 1.37 0.62 0.806
AzolLur7 1.964 2.5 1.66 1.562
AzolLur18 1.865 2.55 1.04 1.114
96 h AzolLur19 1.88 3.13 0.60 0.791
AzolLur20 1.85 2.26 0.65 0.83
AzolLur23 1.772 1.87 1.39 1.368
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3. Produccion de PHA de las cepas en estudio en MMPHA

Tiempo Cepas Absorbancia  Bjomasa PHA (/L) Cuantificacion
(600 nm) (g/L) (235 nm)
AzolLur7 1.688 2.62 0.66 0.835
AzolLur18 1.646 2.83 0.28 0.563
24 h AzolLur19 1.642 3.68 1.03 1.108
AzolLur20 1.8 3.63 0.98 1.069
AzolLur23 1.57 2.64 0.77 0.92
AzolLur7 2.041 2.63 0.63 0.813
AzolLur18 1.926 2.36 0.63 0.819
48 h AzolLur19 1.982 3.18 0.94 1.044
AzolLur20 1.516 3.01 0.80 0.942
Azolur23 1.886 2.49 0.54 0.747
Azolur7 2.073 2.77 1.09 1.148
AzolLur18 1.911 4.9 1.07 1.136
72 h AzolLur19 0.653 3.19 0.71 0.876
AzolLur20 1.93 2.75 0.96 1.059
AzolLur23 1.863 2.86 0.82 0.956
AzolLur7 1.921 2.44 1.05 1.121
AzolLur18 1.807 4.42 0.61 0.798
96 h AzolLur19 0.487 3.54 0.64 0.825
AzolLur20 1.716 2.99 210 1.884
AzolLur23 1.773 3.65 0.81 0.946
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Tablas de repeticion de la cepa AzoLur19 por triplicado

1. Produccion de PHA de la cepa AzoLur19 en medio Burk

_ ... Absorbancia Biomasa Concentracion Cuantificacion
Tiempo  Repeticion

(600 nm) (g/L) (g/L) (235 nm)
24 h 1 0.874 2.14 0.95 1.051
2 0.647 1.61 0.92 1.026
3 0.727 1.6 0.68 0.856
48 h 1 0.922 3.04 2.16 1.928
2 0.719 2.23 0.38 0.634
3 0.79 1.39 0.23 0.528
72h 1 1.339 1.96 0.62 0.812
2 1.223 2.12 0.66 0.836
3 1.112 1.65 0.45 0.684
96 h 1 1.757 1.74 0.20 0.5
2 1.621 2.29 0.11 0.436
3 1.710 2.98 0.47 0.702
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2. Produccién de PHA de la cepa AzoLur19 en MMPHA modificado

Absorbancia Biomasa Concentracion Cuantificacion
Tiempo  Repeticién
(600 nm) (g/L) (g/L) (235 nm)
24 h 1 1.862 3.47 117 1.207
2 1.901 3.53 2.57 2.231
3 1.839 3.1 0.81 0.946
48 h 1 1.976 3.16 1.36 1.349
2 1.99 3.64 0.76 0.908
3 1.975 3.14 0.82 0.953
72 h 1 1.609 45 1.11 1.166
2 1.727 3.8 0.85 0.974
3 1.722 3.37 0.73 0.888
96 h 1 1.968 2.84 0.57 0.773
2 1.934 3.1 0.96 1.056
3 1.925 2.95 1.06 1.128
3. Produccion de PHA de la cepa AzoLur19 en MMPHA
Tiempo  Repeticion Absorbancia Biomasa Concentracion Cuantificacion
(600 nm) (g/L) (g/L) (235 nm)
24 h 1 1.929 4.06 0.90 1.013
2 1.883 3.63 0.96 1.056
3 1.928 41 2.12 1.9
48 h 1 1.983 3.43 0.75 0.9
2 1.981 2.77 0.98 1.068
3 2.025 4.08 0.81 0.948
79 h 1 1.68 4.28 0.76 0.908
2 1.735 4.15 0.59 0.787
3 1.712 3.11 0.86 0.982
96 h 1 2.082 3.49 0.73 0.89
2 2.011 3.56 0.95 1.052
3 2.055 3.31 1.23 1.249
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Anexo C: Curva de calibracion del PHB

Calibraciéon PHB

1.2
y = 0.7275x + 0.3577
1 R?=0.9619
I
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0 0.8
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Ne [ ]
5 0.4
(%)
Q0
< 02
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion (g/L)

Anexo D: Pruebas bioquimicas

1. Medios de cultivo sin inocular

Caldo nitrato bateria de azucares
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2. Medios de cultivo inoculados con las cepas de Azotobacter

AzolLur7 AzolLur18

AzolLur19 AzolLur20

AzolLur23 Resultados en caldo nitrato de las cepas
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Anexo E: Andlisis estadistico de los medios de produccion de PHA

1. Andlisis de varianza de los medios de producciéon de PHA de la cepa AzoLur19

a las 24 horas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.71 2 0.35 0.78 0.4995
Medio 0.71 2 0.35 0.78 0.4995
Error 2.72 6 0.45
Total 3.43 8

SC: suma de cuadrados
gl: grados de libertad
CM: cuadrado medio

F: estadistico f

p-valor: probabilidad que la hipétesis sea verdadera

2. Analisis de varianza de los medios de produccion de PHA de la cepa AzoLur19

a las 72 horas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.15 2 0.08 3.35 0.1055
Medio 0.15 2 0.08 3.35 0.1055
Error 0.14 6 0.02
Total 0.29 8

SC: suma de cuadrados
gl: grados de libertad
CM: cuadrado medio

F: estadistico f

p-valor: probabilidad que la hipétesis sea verdadera
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3. Prueba de la Normalidad: Shapiro-Wilks (modificado) de la cepa AzoLur19 a las

96 horas.

Variable n Media D.E. w* p(Unilateral D)

RDUO Concentracién 9 0.00 0.20 0.90 0.3744

4. Prueba de homogeneidad: Levine de la cepa AzoLur19 a las 96 horas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4.7E-03 2 2.3E-03 0.21 0.8143
Medio 4.7E-03 2 2.3E-03 0.21 0.8143

Error 0.07 6 0.01
Total 0.07 8

SC: suma de cuadrados
gl: grados de libertad
CM: cuadrado medio

F: estadistico f

p-valor: probabilidad que la hipétesis sea verdadera

*En el tiempo de las 48 horas no se realizé ANOVA puesto que no hubo

homogeneidad.
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Anexo D: protocolos

1. Reactivacion de las cepas y confirmacion del género

f_\f\

Cepario Agar Burk

MMSN

Alicuota

v

E AN WS QAWM

Agar Burk con
sacarosa +

butanol 0.3%
l l Gram
Viraje de color a

rosa rojo intenso
Escoger las cepas y
guardar en nuevo cepario

Caldo urea Agar MBR

Seleccionar las
formas quistes

2. Deteccion cualitativa del polimero en medio Rojo de Nilo

Agar Burk

l

Medio rojo de nilo

Lectura +: rosado a l

rosado intenso

E VYIS

Cepario

Lectura -: no hay Lectura alas 24, 48,72y
fluorescencia 96 h en transiluminador
de 365 nm a 340 nm




3. Deteccion cuantitativa en caldos de produccion

f\f\f\g

10 ml
. MAA’VP 30°Cx 242481
150 rpm

Cepario Agar Burk TSB

Inocular 108
ufc/ml

MMSN

Matraz de 100 ml 30°Cx 24 h

1
|
/[ \
La concentracidn celular se . / \
midié con espectrofotémetro con 30 ml de medio ;[» : 150 rpm

Caldo Burk
Inocular 108 Inocular 108
ufe/ml Inocular 108 ufc/ml
ufc/ml
i § = 1
J | | | |
-Matraces de 500 ml con 7L N /N i N
100 ml de medio 30°C / | 30°C (“/ b 30°C
-Apenas inoculado medir la / 150 rom 150 rom 150 rpm
absorbancia a 600 nm (to) [ -
Caldo BurkD+ MMPHA con MMPHA mod. con
NH.Cl 0.12% + urea 0.54 g/L+ acetato de amonio
glucosa 2% glucosa 2% 0.12% + glucosa 2%
*Se saca muestra a las 24, Se saca
48,72y 96 h muestra *
10 ml Alicuota
/ ll ml \
Peso seco Absorbancia a Tincién
600 nm Sudan BlackB

Extraccion

Cuantificacion
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3.1. Medicion del peso seco

o g/ I lavar el pelet ‘ Q/
I \ = con agua i ¢ 3 3
Centrifugar S Descartar  destilada Centrifugar @ Descartar
sobrenadante = sobrenadante
3500 rpm x
Tubo 3500 rpn'1 X " minp
trifi 5010 min
centrifuga Verter el pelet a
tubo de ensayo*
*Pesar previamente
el tubo vacio Tubo de ensayo
deshidratar el pelet
en estufa a 40°C x
24 h
3.2. Extraccion del PHA
Agregar c ; i
entrifugar [
I cloroformo Cloroformo d |
biomasa| concentrado
A NaClO 1 ml 1ml
T e al 5% m
hipoclorito Reposar 3500 rpm x
de sodio Reposar X 20 min 5 min
x2h

*Pesar previamente
el tubo vacio

Secar en estufa

a40°Cx24h
3.3. Cuantificacion
Bafio maria
) 2miH,s0, ~—) 90°C x 30 min

Agregar concentrado Mantener en

H2S04

*El blanco es
H2S04

80

% .
\ Extraer nivel
— inferior con
Pasar a otro pasteur
tubo*
Enfriar a
- temperatura
ambiente
N @
\/.\/ Leer en
R, espectrofotometro

Leera 235 nm



Anexo E: imagenes

1. Quistes de Azotobacter

AzolLur7 en medio Burk + Butanol AzolLur19 en medio Burk + butanol

2. Medios de produccion

biofan ——
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3. Extraccion del polimero (se observa las dos fases)

{ é‘L L t

4. Polimero extraido
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5. Polimero con el acido sulfurico

|4

A NE
a2l
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