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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la concentracion de almidon de cascaras de
Solanum tuberosum L. “papa” para la produccion de polihidroxialcanoatos, PHA, por bacterias
haléfilas nativas, como una alternativa para disminuir los costos de produccion de estos
biopolimeros, posibles reemplazantes de los plésticos provenientes del petr6leo. Las bacterias
fueron aisladas de muestras de agua de ocho salinas y fueron enriquecidas en caldo HM; a 30 °C,
con 5, 10, 15, 20, 25 y 30 g 100 mL de NaCl. A continuacion, se realizaron diluciones, se tomaron
alicuotas y se sembraron en agar HM3, obteniéndose 203 aislados de bacterias halofilas que fueron
cultivados en caldo HM; con 10 g.L™ de glucosa como fuente de carbono y entre las que el 38,92%
presentd granulos de PHA tefiidos por Sudan Negro B. Los 20 aislados con granulos de PHA en el
65 - 95 % de las células nuevamente fueron llevadas a fermentacién, alcanzando 0,174 - 0,889 g.g™*
de rendimiento Y (p/x). Se seleccionaron tres aislados con los mayores valores entre los que
Halomonas sp. M4C1 desarrollé y sintetizé PHA en caldo HM; con 5, 10, 15y 20 g.L™* de almidén
como fuente de carbono, alcanzando 0,019; 0,016; 0,007 y 0,006 g.L de PHA, con 0,177; 0,111;
0,056 y 0,066 g.L** de biomasa, después de 20, 40, 24 y 16 horas respectivamente. EI mayor
rendimiento de 0,144 g.g* le correspondié a 10 g.L! de almidén demostrandose que con esta
concentracion es factible la produccion de PHA por las bacterias hal6filas nativas.

Palabras clave: Bacterias halofilas; PHA,; bioplasticos; biopolimeros; almidon.

Abstract

The aim of this study was to determine the concentration of starch Solanum tuberosum L. “potato” peels for
the production of polyhydroxyalkanoates, PHA, from native halophilic bacteria as an alternative to reduce
production costs of these biopolymers, possible replacements for petrochemical plastics. The bacteria were
isolated of water samples of eight saline Lambayeque region and were enriched in HM1 broth at 30 °C with 5,
10, 15, 20, 25 and 30 g 100 mL* NaCl. Dilutions were performed subsequently, aliquots were taken and
plated on HM1 agar, 203 isolates of halophilic bacteria were obtained, they were grown in HM2 broth with 10
g.L* glucose as carbon source and the 38.92% of the isolates showed PHA granules stained by Sudan Black
B. Twenty bacteria with PHA granules in 65 — 75% over carried to fermentation, reaching between 0.174 to
0.889 g.g™* of yield Y (p / x). Three isolates were selected with the highest values among which Halomonas sp
M4C1 grew and synthesized PHA in HM: broth with 5, 10, 15 and 20 g.L! of starch as carbon source,
reaching 0.019; 0.016; 0.007 y 0.006 g.L* of PHA, with 0.177; 0.111; 0.056 and 0.066 g.L* of biomass after
20, 40, 24 and 16 hours respectively. The highest yield of 0.144 g.g** corresponded to 10 g.L* of starch
demonstrating that this concentration is feasible PHA production by native halophilic bacteria.
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1. Introduccion

Los pléasticos derivados del petrdleo son
esenciales en la vida diaria debido a sus
multiples aplicaciones, son de facil
moldeamiento y alta resistencia quimica
(Lemos y Mina, 2015); sin embargo,
ademas de los beneficios de su uso, han
traido consigo serios problemas de
contaminacioén. Se estima que 30 % de los
millones de toneladas de residuos solidos
generados en el mundo son plasticos y
debido a que no son degradados, se
acumulan en los suelos, rios y mares,
afectando negativamente el ecosistema
(Lépez, 2012; Becerra, 2013). Asimismo,
el uso del petr6leo como materia prima
para la produccién de plasticos no es
sostenible, porque es un recurso no
renovable y ademas contamina el medio
ambiente con la emisién de gases de
invernadero  como  metano,  gases
conteniendo flbor, cloro y didxido de
carbono (Gonzales et al., 2013).

Los poli — B — hidroxialcanoatos (PHA) se
presentan como los candidatos ideales para
reemplazar los plasticos de origen
petroquimico. Bajo este titulo, se conocen
mas de 90 polimeros biodegradables o
poliésteres de acidos alcanoicos insolubles
en agua Yy sintetizados como material de
reserva por algunos microorganismos
cuando el medio de cultivo se encuentra
desbalanceado con limitacion de nitrégeno,
fosforo, azufre, magnesio u oxigeno y con
exceso de fuente de carbono (Franco et al.,
2009; Séanchez et al., 2012; Cardona et al.,
2013). EI PHA mas estudiado es el
homopoliéster poli — 3 — hidroxibutirato,
(P3HB) que puede constituir hasta el 90 %
del peso seco de la célula (Khanna y
Srivastaba, 2005). Las propiedades fisicas
del PHA son similares a las del
polipropileno en términos de punto de
fusion, densidad y resistencia a la traccion
(Fernandez, 2012; Becerra, 2013) vy
copolimeros como el poli (3 — hidroxi-
butirato — co — 3 — hidroxivalerato): P
(3HB — co — 3HV) presentan menor punto
de fusion y mayor elasticidad resultando
mas interesantes (LOpez, 2012; GoOmez,
2013; Gonzales et al., 2013). Una variedad

de PHA que contienen 3-hidroxibutirato
(3HB) y un segundo mondmero, tal como
3 - hidroxipropionato (3HP), 4 — hidroxi-
butirato (4HB), 5 - hidroxivalerato (5HV)
y 3 — hidroxihexanoato (3HH), se han
producido para mejorar las propiedades del
material (Insomphun, 2016); sin embargo,
el proceso de elaboraciéon de los PHA es
muy costoso. En el 2010 el costo de P3HB
fue estimado en 2,13 — 6,25 ddlares kg,
muy superior al petroplastico correspon-
diente a 1,45 ddlares kg* (Goémez, 2013).
Los costos de produccion dependen del
medio de cultivo, proceso fermentativo y
extraccion del PHA, habiéndose determi-
nado que el costo del sustrato constituye
cerca del 50 % del total de produccién de
PHA (Chen et al., 2006).

El problema econémico puede ser
disminuido mediante el mejoramiento del
proceso fermentativo y separacion del
producto (Bello et al., 2008; Mora, 2010),
busqueda de microorganismos mas
eficientes (Franco et al., 2009; Baca et al.,
2010; Razzaq et al., 2010) y el uso de
fuentes de carbono més baratas como el
glicerol (Beckers et al., 2016) y residuos
agricolas como las céscaras de Solanum
tuberosum L. “papa” (Ramirez et al., 2004;
Huang et al.,, 2006; Rivera y Nevarez,
2009; Cardona et al., 2013), entre otros.
Investigaciones realizadas (Diaz, 2007;
Oliart et al., 2016; Quillahuaman et al.,
2008) demostraron que las bacterias
haléfilas son hetertrofos capaces de
utilizar diversos carbohidratos como fuente
de carbono y acumular PHA. Asimismo,
las condiciones extremadamente salinas en
las que pueden desarrollarse disminuyen
los requerimientos de condiciones estériles
y la contaminacion durante el proceso
fermentativo y por ende los costos de
produccion (Diaz, 2007; Castro et al.,
2011). El aislamiento de bacterias hal6filas
resistentes a condiciones ambientales
extremas y por lo tanto poseedoras de
sistemas enzimaticos eficientes permitira
seleccionar bacterias productoras de PHA
en subproductos industriales como las
cascaras de papa.
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Por lo expuesto, se planteo aislar bacterias
haléfilas productoras de PHA en salinas
ubicadas en los distritos de San José vy
Santa Rosa en la region Lambayeque,
seleccionar las bacterias haldfilas con
mayor rendimiento Y (p/x) en glucosa y
almidén de céscaras de papa como fuente
de carbono para la produccion de PHA.

2. Materiales y métodos

El trabajo de investigacion se ejecut6 en
dos fases. En la primera, se realiz6 el
aislamiento, deteccion y seleccion de
bacterias haldfilas nativas productoras de
PHA, utilizando un disefio no experimental
transeccional (Hernandez et al., 2010). En
la segunda fase se determind la
concentracién de almidén para la
producciéon de PHA por una bacteria
halofila nativa seleccionada, utilizando un
disefio completamente aleatorio, DCA, con
cuatro tratamientos y tres repeticiones,
totalizando 12 unidades experimentales.
Los tratamientos correspondieron a la
concentracion de almidéon con cuatro
niveles 5, 10, 15 y 20 gL™. También se
considerd un testigo con glucosa (10 gL™?).

Muestreo

Para aislar bacterias haléfilas productoras
de PHA se recolectaron aleatoriamente
35 muestras de agua en ocho salinas de los
distritos de San José y Santa Rosa, region
Lambayeque. Las salinas de San José estan
ubicadas a 6°46’8.26”° latitud sur y
79°56°56.78" longitud oeste (Fuentes et
al, 2013) vy las salinas de Santa Rosa estan
a 6°53°34.87" latitud sur y 79°54°33.08
longitud oeste (Fuentes et al., 2013). Las
muestras de agua en cantidad de 200 mL
fueron recolectadas en frascos de vidrio de
boca ancha previamente esterilizados e
identificados. Inmediatamente después, se
midio la concentracion de NaCl de las
muestras y se transportaron para su proce-
samiento al Laboratorio de Microbiologia
y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo.

Aislamiento de bacterias haldfilas pro-
ductoras de PHA

La poblacion de bacterias halofilas de las
muestras de agua fue enriquecida (Guzman
y Guz, 2008) depositando 1 mL de cada
muestra en 10 mL de medio HM: con
glucosa (1 gL*) como fuente de carbono y
diferentes concentraciones de NaCl (5, 10,
15, 20, 25 y 30g 100 mL?) e incubando a
30°C por tiempo suficiente para observar
crecimiento bacteriano denotado por una
turbidez. El aislamiento de las bacterias
haldfilas se realizd en las muestras
enriquecidas y diluidas (10) en solucién
salina 10 % p/v, tomando alicuotas (10%) y
sembrandolas en agar HM; con una
concentracion de NaCl similar al medio de
enriquecimiento  (Quillahuaman et al.,
2008). Después de la incubacion a 30 °C,
en aerobiosis, hasta observar el
crecimiento de las colonias (1 a 15 dias),
éstas fueron caracterizadas y agrupadas
segun su color, forma, tamafio y aspecto,
seleccionando una colonia representativa
de cada grupo, que a su vez se cultivo en
agar HM; y se incub6 a 30 °C, en
aerobiosis, por tiempo suficiente para
observar crecimiento, constituyendo los
aislados bacterianos que fueron guardados
en refrigeracién a 4 °C.

Deteccion y seleccion de bacterias
productoras de PHA

Para la deteccion de PHA cada aislado de
bacteria haldfila se sembré en 5 mL de
caldo HM; con glucosa (10 g.L™) como
fuente de carbono (Guzmén y Guz, 2008) y
se incub6 en estufa (marca Blue Pard,
modelo DHG) a 30 °C, en agitacion
constante (125 rpm) hasta observar
crecimiento. Posteriormente, se realizaron
tinciones con Sudan Negro B segin lo
mencionado por Martinez (2004); y la
presencia de granulos negros o grisaceos
en el interior de las células vegetativas
rosadas se consideré como positivo para la
deteccion de PHA. Este polimero fue
estimado cuantificando el numero de
células de bacterias con granulos en cinco
campos microscopicos y se seleccionaron
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los 20 cultivos bacterianos que presentaron
el mayor numero de células con granulos
por campo.

Rendimiento de PHA en glucosa

Las bacterias halofilas seleccionadas se
cultivaron en 6 mL de caldo HM; con
glucosa como fuente de carbono (Guzméan
y Guz, 2008), a 30 °C por tiempo suficien-
te hasta alcanzar 10" cel mL* (tubo 3 del
nefelometro de McFarland). Después, 5
mL del cultivo (10 %, v/v) se inocularon
en 45 mL de caldo HM: y se incubaron a
30 °C, en agitacion constante a 125 rpm
hasta alcanzar 10° cel mL? (tubo 9 del
nefelometro de McFarland), momento en
que los cultivos se centrifugaron en
centrifuga (marca Gemmy, modelo PLC) —
03 a 3000 rpm durante 15 minutos. El
sedimento o biomasa celular se lavo dos
veces con agua destilada y se deshidrat6 en
estufa (marca Blue Pard, modelo DHG) a
45 °C, hasta alcanzar peso constante (Baca
et al., 2010). Para cuantificar el PHA
(Cholula, 2005), en el tubo que contenia la
biomasa deshidratada se agregé 1 mL de
hipoclorito de sodio al 5 % para debilitar la
membrana celular y facilitar el proceso de
extraccion y después de 2 horas se agregd
1 mL de cloroformo para separar la
biomasa del polimero. Transcurridos 20
minutos, los tubos se centrifugaron a 3500
rpm durante 5 minutos y se obtuvieron dos
fases, una superior conteniendo hipoclorito
de sodio con restos celulares y una inferior
correspondiente al cloroformo con el PHA.
Inmediatamente después, con una pipeta
Pasteur se extrajo el cloroformo con el
polimero, se depositd en un tubo y se llevd
a estufa a 40 °C, por 24 horas para acelerar
la evaporacion del cloroformo. El polimero
obtenido fue depositado en un papel
metélico para determinar el peso (Q) y
verificar su naturaleza, para lo cual el
polimero fue digerido con H,SO. concen-
trado, durante 30 minutos, a 90 °C (bafio
Maria), se dejo enfriar a temperatura am-
biente (25 °C) y se realiz6 un “barrido” en
espectrofotometro (marca UNICO, modelo
SQ 2800, 190 — 1 100 nm), con luz UV en
un rango de 220 a 250 nm. El polimero fue

identificado como PHA cuando se observo
un pico maximo de absorbancia a 235 nm.
Con las concentraciones de la biomasa
celular (x) y PHA (p) se calculé el Y (p/x):
coeficiente de rendimiento del producto
con relacion a la biomasa (Doréan, 1995) o
cantidad de PHA obtenido por cantidad de
biomasa formada (g.g):

F,—P P

X—- X X

Y (p/x) =

Rendimiento de PHA en almidén

Los tres aislados bacterianos que
alcanzaron los mayores Y (p/X) se
seleccionaron para la produccién de PHA
en almidén contenido en cascaras de papa
como fuente de carbono. Para la
preparacion del caldo de fermentacion las
cascaras de papa se lavaron con agua
potable, se enjuagaron con agua destilada,
se deshidrataron a temperatura ambiente
(27 °C — 30 °C) por 72 horas y el material
obtenido fue molido hasta fracciones de
0,5 a 2 mm. A continuacién, se determiné
la concentracion de almidon mediante el
método espectrofotométrico por reaccion
colorimétrica con yodo, segin Lumbre y
Potozen (2001). Se observé una coloracién
azul y se leyo la absorbancia en espectro-
fotébmetro a 600 nm. Los valores obtenidos
se analizaron mediante regresién lineal
utilizando el programa Microsoft Excel
2007 y se obtuvo una ecuacién de la recta
equivalente (y = 1,604.x + 0,068), produc-
to de tres repeticiones con un valor de r? =
0,999. Considerando que un valor de r? >
0,9 muestra una dispersién homogénea de
valores sobre la recta (Mantilla, 2007) se
aceptdé la ecuacion como un patrén de
referencia para el calculo de la concen-
tracion de almidon en céscaras de papa,
determinandose que 1 gramo de céscaras
de papa contiene 0,39 gramos de almidon.
Con este valor se calculd la cantidad de
cascaras de papa requerida para alcanzar
las diferentes concentraciones almidon en
el caldo de fermentacion, teniendo como
base el caldo HM; en donde se reemplazd
la glucosa por cuatro concentraciones de
almidon (5, 10, 15,20 g.Lb).
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Para la deteccion de PHA, segun Cholula
(2005) las bacterias se cultivaron en 5 mL
de caldo HM; con 5, 10, 15y 20 g.L ! de
almidén, se incubaron a 30 °C a 125 rpm,
durante 48 horas, determinandose el
crecimiento por la turbidez en el medio de
cultivo y el PHA por la presencia de
granulos en coloraciones con Sudan Negro
B. El aislado bacteriano con mayor turbi-
dez y granulos de PHA fue identificado y
seleccionado para el proceso fermentativo.
Este fue cultivado en cuatro tubos con 5
mL de caldo de fermentacion con 5, 10, 15
y 20 g.L? de almidon y en un tubo con
glucosa (10 g.L) a 30 °C y 125 rpm, hasta
alcanzar 10" celmL*. Después, se tomaron
2,5 mL (10 % v/v), se inocularon en 22,5
mL de caldo de fermentacion con su
respectiva concentracion de almidén vy
glucosa y se incubaron a 30 °C, 125 rpm
hasta alcanzar 107 cel.mL™. Para el proce-
so fermentativo en 15 biorreactores tipo
tanque con sistema discontinuo y flujo de
aire descendente (1 vvm), conteniendo 225
mL de caldo de fermentacion con cuatro
concentraciones de almidon y un control
con glucosa se depositaron 25 mL (10 %,
v/v) de cada uno de los in6culos bacte-
rianos y se incubaron a 30 °C, durante 52
horas. A partir de la inoculacién (hora 0) y
cada 4 horas se tomaron muestras de 10
mL para cuantificar la biomasa y el PHA.

Anélisis estadistico

El anélisis de varianza del rendimiento Y
(p/x) se realizO para determinar la
superioridad entre los tratamientos vy
mediante la prueba maltiple de Tukey se
determind la significancia, a = 0,05,
(Hernandez et al., 2010). Se utilizd el
software estadistico SPSS version 15,0 asi
como los programas Word y Excel para
Windows version 2007.

3. Resultados y discusion

En las muestras de agua de las salinas, la
concentracion de NaCl alcanzé hasta 25
g/100 mL, coincidiendo con Lo6pez (2010)
y Fuentes et al. (2013), quienes
determinaron que estos ambientes son
considerados hipersalinos debido a que
presentan una elevada concentraciéon de

sal. El 100 % de estas muestras fue posi-
tivo para el enriquecimiento y aislamiento
de bacterias en un tiempo que oscil6 entre
1 dia (5 g/100 mL NaCl) hasta 18 dias (30
9/100 mL NaCl). Las salinas son buenos
habitats para los procariotas haldfilos
(Fuentes et al., 2013). Anteriormente, se
asumia que las arqueobacterias dominaban
los ambientes extremos, mientras que las
bacterias estaban restringidas a los ambien-
tes moderados. Con técnicas moleculares
se ha demostrado que ambas se encuentran
en ambientes extremos como las salinas
(Diaz, 2007).

Figura 1. Gréanulos de PHA en bacterias
hal6filas nativas tefiidas con Sudan Negro B.

Se obtuvieron 203 aislados de bacterias
hal6filas y en el 38,92 % de las bacterias
haléfilas se detectaron granulos de PHA
(Figura 1), en caldo con glucosa como
fuente de carbono. Los PHA son poliés-
teres sintetizados y acumulados en forma
de grénulos en el citoplasma por una
variedad de procariotas y constituyen una
estrategia para incrementar su superviven-
cia (Pettinari et al., 2004; Dantas, 2005;
Lopez, 2010). Entre las bacterias con PHA
se seleccionaron 20, debido a que el 65 —
95% de las células por campo presentaron
granulos de PHA tefiidos con Sudan Negro
B. La naturaleza del polimero recuperado
(Figura 2) después de cultivar estas
bacterias en caldo HM; con glucosa como
fuente de carbono fue verificada en una
corrida espectral, observando un pico
maximo de absorbancia a 235 nm,
coincidiendo con Cholula (2005), Baca et
al. (2010) y Legat et al. (2010).
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Figura 2. PHA recuperado en caldo HM; con
glucosa como fuente de carbono cultivado con
una bacteria haléfila nativa.

La concentracion méaxima de PHA fue de
0,320 g.L* con un rendimiento Y (p/x) de
0,889 g.g* (Tabla 1). Segin Fernandez et
al. (2005), bacterias con mas de 0,3 gL de
PHA se consideran con potencial para la
produccion industrial de este biopléstico.
En porcentaje este valor (88,9 %) es
superior al rango 38,7 - 72,8 % reportado
por Dong et al. (2006), Huang et al. (2006)
y Koller et al. (2007) para Haloferax
mediterranei cultivada en hidrolizado de
almidén de maiz, mezcla de paja de arroz-
almidon de maiz y suero de leche,
respectivamente. Por su parte, 15 aislados
presentaron una concentracion de PHA
menor a 0,0001 g, que no pudo ser
cuantificada en las condiciones de la
presente investigacion.

Debido a que presentaron los mayores
valores en el rendimiento se seleccionaron
M4C5, M4C1 y M5C3, entre las que M4C,
identificada como  Halomonas  sp.
(Cardinali et al., 2016) desarroll6 y formd

Tabla 1l

granulos de PHA en las cuatro concen-
traciones de almidon por lo que fue elegida
para cuantificar la biomasa y el PHA, asi
como también, el rendimiento Y (p/x). Al
observar la cinética (Figura 3) de esta
bacteria en 5, 10, 15y 20 g.L* de almidén,
se aprecia que la biomasa y el PHA se
incrementaron hasta alcanzar un valor
maximo y luego disminuyeron gradual-
mente debido al agotamiento de la fuente
de carbono externa y al uso de PHA
acumulado como fuente de energia. El
rendimiento Y (p/x) o gramos de PHA por
gramo de fuente de carbono (Tabla 2) fue
de 0,107; 0,144; 0,125 y 0,091 g.g *
equivalentes a 10,7; 14,4; 125y 91 % y
segun la prueba multiple de Tukey (a =
0,05) el mayor valor se obtuvo con 10 g.L™*
diferenciandose significativamente de 15,
5y 20g.L* (Tabla3).

Se enfatiza la importancia de Halomonas
sp. M4C1 por tratarse de una bacteria
nativa que creci6 y sintetizO PHA,
utilizando como fuente de carbono
cascaras de papa, que industrialmente son
considerados como residuos. Coincidiendo
con lo expuesto, Dong et al. (2006)
manifestaron que se han utilizado muchas
bacterias para producir PHA incluyendo
Cupriavidus necator, Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii, Pseudomonas spp.,
Escherichia coli  recombinante;  sin
embargo, las bacterias hal6filas tienen la
ventaja de requerimientos minimos de
esterilidad, debido a la extrema salinidad
del medio de cultivo donde pueden crecer
y sintetizar el polimero.

Rendimiento Y (p/x) de polihidroxialcanoatos de bacterias haléfilas en caldo HM; con glucosa

como fuente de carbono

NaCl Bacteria Biomasa PHA Rendimiento Y (p/x)
(g/100 mL) Cadigo (gLh (gLh (99" (%)
15 M4C5 0,360 0,320 0,889 88,9

10 M4C1 0,234 0,200 0,855 85,5

15 M5C3 0,260 0,220 0,846 84,6

5 M6C4 0,140 0,030 0,214 21,4

10 M5C3 0,700 0,122 0,174 17,4
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Figura 3. Cinética de crecimiento y produccion de PHA de Halomonas sp. M4C1 con 5 (a), 10 (b),

15 (c) y 20 g.L"* (d) de almidén.

Aun cuando las ventajas ecoldgicas de los
PHA son notables, los costos de pro-
duccion muy elevados limitan su adopcion
plena como sustitutos de los poliésteres
derivados del petréleo. Para reducir los
costos se deben obtener bacterias con
mayor rendimiento y buscar sustratos
econdmicos y de facil accesibilidad para la
produccién de PHA, asi como optimizar
los procesos de extraccion y purificacion
del producto (Rivera y Nevarez, 2009;
Higuchi et al., 2016). Las cascaras de papa
contienen almidon que constituye una
fuente de carbono econdmica y son
residuos que por si mismos ofrecen poco

valor. Coincidiendo al respecto, Grados et
al. (2008) y Rivera y Nevarez (2009)
demostraron que se pueden utilizar
residuos de los procesos industriales como
efluentes de las instalaciones donde se
crian cerdos, aceites comestibles post
utilizados y residuos agricolas hidrolizados
para la produccion de PHA por
Azotobacter vinelandii ATCC 53799 vy
Pseudomonas spp. DR2, respectivamente.
Asimismo, residuos de aceites de soya
también fueron utlizados para la pro-
duccion de PHA por Pseudomonas
aeruginosa (Abid et al., 2016).

Tabla 2
Rendimiento Y (p/x) de PHA Halomonas sp. M4C1 en almidén y glucosa como fuentes de carbono
Fuente de carbono Tiempo Biomasa PHAs Y (p/X)
(L")  (horas) (gL @LY @gh) )
5 20 0,177 0,019 0,107 10,7
Almidon 10 40 0,111 0,016 0,144 144
15 24 0,056 0,007 0,125 125
20 16 0,066 0,006 0,001 91
Glucosa 10 28 0,785 0,678 0,863 86,3
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Tabla 3

Prueba discriminatoria de Tukey (o = 0,05) del rendimiento Y (p/x) de PHA por Halomonas sp.

M4C1 en diferentes concentraciones de almidén

Almidén Y (p/X) Significancia
(g.Lh 9.9" (%)
10 0,144 14,4 a
15 0,125 12,5 b
5 0,107 10,7 c
20 0,091 9,1 d

Halomonas sp. MA4C1 cultivada con
almidén como fuente de carbono alcanzo
un rendimiento de PHA muy bajo (14,3
%), comparado con el obtenido al utilizar
glucosa como fuente de carbono, sugi-
riendo la necesidad de hidrolizar el
almidén o suplementarlo, coincidiendo con
Chen et al. (2006), Huang et al. (2006),
Koller et al. (2007) quienes cultivaron H.
mediterranei en hidrolizados de almidon
de maiz, paja de arroz con almidon de
maiz, asi como suero lacteo obteniendo
20; 77,8 y 12 g.L! de PHA correspon-
dientes a 50,8; 556 y 72,8 % de
acumulacién en peso seco, respectiva-
mente. Asimimo, Rivera et al. (2015)
cultivaron Halomonas boliviensis en
hidrolizado de almiddn obteniendo un 41%
de PHA después de 24 horas de cultivo.
Estos investigadores propusieron la hidro-
lisis quimica de los residuos agricolas, lo
que representa un costo extra en la
produccién. También es posible que otros
factores como la aireacién puedan explicar
el bajo rendimiento. Esta favorece la
produccién de PHA; no obstante, Lasala et
al. (2004) concluyeron que una oxigena-
cion elevada desvia el metabolismo hacia
mayores cuotas de respiracion, mayor
oxidacion del sustrato y por lo tanto menos
disponibilidad de Acetil — CoA para la
sintesis del polimero. Por el contrario, con
bajos niveles de oxigenacion y exceso de
fuente de carbono, el metabolismo ener-
gético genera elevadas concentraciones de
NADH y Acetil — CoA, el cual es
convertido en formas osmoticamente
neutras como el PHA. Asimismo, Martinez
(2004) inform6 que cuando  Azospirillum
brasilense sp. 7 fue cultivada con alta
presion parcial de oxigeno y con cloruro de

amonio como fuente de nitrégeno, el
contenido de PHA fue menor a 1 %. Por el
contrario, en ausencia de cloruro de
amonio y en microaerofilia esta bacteria
acumulo cerca del 75 % de peso en PHB.

4., Conclusiones

La produccion de PHA por Halomonas sp.
M4C1 se demostré en cuatro concentra-
ciones de almidén de céscaras de papa,
alcanzando un Y (p/x) de 0,143 g.g*. La
disponibilidad y bajo costo de las cascaras
de papa posibilitan la produccion de PHA
por Halomonas sp M4C1; no obstante, se
sugiere un tratamiento previo al sustrato
para incrementar el Y (p/x) a
0,863 g.g! obtenido con glucosa como
fuente de carbono.
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