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AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS DEL
PROCESO DE OBTENCION DE AZUCAR PARA LA PRODUCCION
DE PHAs

José Alberto Vega Vidaurri, M.C.
Colegio de postgraduados, 2021

Resumen
La produccién masiva de plasticos derivados del petréleo y el uso excesivo de estos

plasticos ha generado una gran diversidad de problemas ambientales, debido a lo
anterior existe la necesidad de explorar sistemas de produccién de plasticos
biodegradables. Por lo tanto, en este trabajo se aislaron 11 cepas bacterianas del
proceso de obtencion de azlcar, de las cuales tres mostraron capacidad para
producir polihidroxialcanoatos (PHAs) mediante los métodos de tincion con Negro
de Sudan y aparicion de fluorescencia en placa Petri en presencia de Azul de Nilo.
Las cepas que mostraron la capacidad para producir PHAS se caracterizaron por
morfologia macroscopica y microscépica, asi como también por pruebas
bioquimicas y existe la posibilidad de presencia de Burkholderia sp en la cepa JA1,
y Bacillus sp para las cepas MA1y ML2. Con las tres cepas, se exploroé la capacidad
de produccion de PHAs y exopolisacaridos (EPS) por fermentacion y se encontré
que las concentraciones maximas de PHAs después de 72 horas de cultivo fueron
de 57.60 mg/L para la cepa JA1, 44.1 mg/L para la cepa MAl y 148.42 mg/L para
la cepa ML2. Asi mismo los rendimientos maximos de EPS fueron de 15, 16.5y 86
mg/L para las cepas JAl, MAl y ML2 respectivamente. Finalmente, el analisis
mediante espectroscopia FT-IR mostrd que las tres cepas bacterianas (JA1, MAly
ML?2) son capaces de producir PHB, mientras que la cepa JAl es capaz de producir

Inulinay las cepas MA1y ML2 son capaces de producir Lévano, siendo esta técnica



una alternativa rapida no destructiva para la caracterizacion de este tipo de

biopolimeros.

Palabras Clave: Cepas bacterianas, Fermentacién, Polihidroxialcanoatos,

Polihidroxibutirato, Exopolisacaridos, Inulina, Lévano



ISOLATION AND SELECTION OF BACTERIAL STRAINS FROM
THE PROCESS OF OBTAINING SUGAR FOR THE PRODUCTION
OF PHAs

José Alberto Vega Vidaurri, M.C.
Colegio de postgraduados, 2021

Abstract
The massive production of plastics derived from petroleum and the excessive use of

these plastics has generated a great diversity of environmental problems, due to the
above, there is a need to explore biodegradable plastics production systems.
Therefore, in this work, 11 bacterial strains were isolated from the sugar production
process, of which three demonstrated the ability to produce polyhydroxyalkanoates
(PHA) by means of Sudan Black staining methods and the appearance of
fluorescence in a Petri dish in the presence of Nile blue. The strains that realize the
ability to produce PHAs were characterized by macroscopic and microscopic
morphology, as well as by biochemical tests and there is the possibility of the
presence of Burkholderia sp in the JA1 strain, and Bacillus sp for the MA1 and ML2
strains. With the three strains, the production capacity of PHAs and
exopolysaccharides by fermentation was explored and it was found that the
maximum concentrations of PHAs after 72 hours of culture were 57.60 mg / L for the
JAL strain, 44.1 mg / L for the strain MA1 and 148.42 mg / L for the ML2 strain.
Likewise, the maximum yields of exopolysaccharides were 15, 16.5 and 86 mg / L
for the JA1, MA1 and ML2 strains respectively. Finally, the FT-IR analysis showed
that the PHAs produced by the bacterial strains are PHB, while in the case of

exopolysaccharides the JA1 strain showed spectra corresponding to inulin and the



MA1 and ML2 strains showed spectra corresponding to Levan. This technique is a

fast non-destructive alternative for the characterization of this type of biopolymers.

Key words: Bacterial strains, Fermentation, Polyhydroxyalkanoates,

Polyhydroxybutyrate, Exopolysaccharides, Inulin, Levan
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l. Introduccion
La produccion masiva de plasticos convencionales y el uso excesivo de dichos

plasticos en la sociedad es innegable, por lo tanto, su uso mal empleado ha
provocado una epidemia de residuos mal gestionados, por lo que a partir del afio
1950 han sido producidas mas de 7,800 millones de toneladas métricas y mas de la
mitad de ese plastico se produjo entre los afios 2014 y 2017, asi mismo, se estima
que para el afio 2050 esta cifra se triplique (Schmaltz et al., 2020). Debido a lo
anterior, existen graves impactos ambientales tanto en la produccién masiva de
estos plasticos, como en la eliminacion y, por consiguiente, existe una necesidad de
reemplazar los plasticos derivados del petréleo por plasticos biodegradables
producidos por microorganismos tales como bacterias ya sean Gram positivas o

negativas y arqueas (Tohme et al., 2018 y Simo et al., 2021).

Algunos biopolimeros microbianos como los PHAs y los EPS, como Iévano e inulina,
tienen usos establecidos en las industrias alimentaria, cosmética, farmacéutica y
quimica, asi como aplicaciones emergentes en la ciencia de los materiales, no solo
por sus caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradabilidad sino también por
sus propiedades fisicoquimicas y mecanicas similares a los plasticos
convencionales (Leyva et al., 2017; Gonzalez et al., 2018 y Tohme et al., 2018 y
Mendonca et al., 2021), sin embargo, para que los biopolimeros microbianos sean
alternativas viables a los plasticos convencionales, su produccion debe ser rentable
desde una perspectiva econdémica, ya que para producir PHAs, los costos de
produccion son de tres a cinco veces mas que la de los plasticos convencionales,
esto debido a que las fuentes de carbono y nitrégeno que se utilizan para la

produccion de los biopolimeros son costosas, a lo cual se opta por bajar dichos

1



costos realizando una coproduccion de PHAs y EPS (Li et al., 2017; Yaday et

al.,2021).

Una de las ventajas para producir PHAs y EPS es que pueden ser producidos por
desechos industriales los cuales suelen ser utilizados como fuentes de carbono y
estas fuentes se pueden encontrar en la industria de aceites, vegetales, biodiesel,
lactea y la industria azucarera, donde en esta ultima durante el proceso de
extraccion de 100 toneladas de cafia azUcar se generan alrededor de 4 toneladas
de melaza y 10 toneladas de sacarosa (Raza et al.,2018). Aunque la melaza es un
gran problema para la industria azucarera, se ha estudiado que tanto la melaza
como la sacarosa son utilizados como fuentes de carbono principal para la
produccion de PHAs (Saratele et al.,2021), ademas otra de las ventajas es que
estos desechos son de bajo costo y hacen que los precios de produccién de los

PHAs disminuyan (Wen et al., 2020).

Industria azucarera en México
La agroindustria de la cafia de azUcar muestra gran potencial para el desarrollo
econdémico e industrial en muchas naciones que son productoras de cafia de azucar.
No obstante, este desarrollo solo puede lograrse si hay un enfoque
multidisciplinario, que incluye fines econémicos, medio ambientales, agronémicos,
de ingenieria, financieros y estratégicos que integran cambiantes de forma
integradora, cualitativa y cuantitativa (Pippo y Luengo, 2013; Aguilar-Rivera, 2017).
Durante la zafra 2019/2020 en México, los ingenios azucareros del pais tuvieron
una molienda de 49,274,468 toneladas de cafia de azucar con una produccién de

5,278,320 toneladas de azucar (CONADESUCA, 2019).



Las propiedades de los residuos agroindustriales y la biomasa generada a lo largo
de la produccion de sacarosa tienen la posibilidad de convertirse en productos de
valor agregado por medio de la aplicacién idénea de tacticas quimicas y
biotecnolégicas (Solomon, 2011; Igbal, Kyazze y Keshavarz, 2013). Dichos
derivados de la agroindustria azucarera se parten en dos categorias, los
subproductos tales como residuos de cosecha, bagazo, meladura y cachaza y los
coproductos: melazas y sacarosa, los cuales son puntual para la diversificacién
(figura 1) como materia prima para las industrias de alimentos, farmacéutica,

papelera y de productos quimicos (Aguilar et al.,2017).

ples de
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Figura 1 Derivados de la agroindustria azucarera y su produccion comercial
(Figura elaborada en CmapTools®).

En México, la industria azucarera tiene un gran potencial de produccion gracias a
Su aporte econdmico y nutricional, sin embargo, en los ultimos afios ha habido serios

inconvenientes operativos y de productividad (Anaya-Reza y Lopez-Arenas, 2017).



Bioplasticos
Los bioplasticos pertenecen a la familia de los polimeros cuyo carbono
principalmente procede de recursos biolégicos como la biomasa (Narayan, 2011).
No obstante, los bioplasticos biodegradables tienen la posibilidad de ser de base
biolégica o fésiles. Por consiguiente, el concepto “bio” previo a “plastico” tiene
relacion con su fuente de carbono o su biodegradabilidad. Curiosamente los
bioplasticos de base bioldgica tienen la posibilidad de no ser biodegradables (de
Vargas Mores et al.,2018), asi mismo en la actualidad, casi la mitad de los
bioplasticos a base bioldgica accesibles no son biodegradables (Rahman y Bhoi,

2021).

Bioplasticos a base de almiddn
El primer bioplastico se habia inventado con plasticos sustituidos con almidén de
maiz y se vendié con nombres como EverCorn™ y NatureWorks, dichos plasticos
se fabricaron por medio de la mezcla de polimero plastico petroquimico con
compuestos poliméricos de almidon biodegradable, asi mismo en la actualidad, el
polimero a base de almidon se puede elaborar desde papa, maiz, trigo, y tapioca
(Manjunath y Sailaja, 2016). A lo largo de la supresiéon de dichos bioplasticos, las
moléculas de almiddn que se encuentran en el polimero van a ser degradadas por
los microorganismos y, por consiguiente, el polimero plastico se desintegrara, no
obstante, las propiedades fisicas y quimicas de dichos bioplasticos sustituidos con
almidén no son adecuados para un uso practico. Ademas, la acumulaciéon de
residuos plasticos no degradables en el suelo y agua pueden provocar

contaminacion ambiental, por consiguiente, esta clase de bioplasticos fabricados de



manera directa desde el almiddn, perjudicara el equilibrio de los productos a lo largo

de la exposicion a la humedad (Liu et al.,2009; Peelman et al.,2013).

Bioplasticos a base de acido polilactico
El acido polilactico (PLA) pertenece a los polimeros mas capaces para suplir ciertos
de los termoplasticos sintéticos convencionales accesibles en el mercado de los
polimeros, esto gracias a su bajo precio y elevado maédulo de flexion y resistencia
(Zhang et al., 2012). El PLA se sintetiza usualmente desde a-hidroxiacidos (de
recursos naturales como cafa de azlcar, maiz, batata, etcétera), usando algunas
rutas de polimerizacién tales como polimerizacion por abertura de anillo o por
condensacion directa y se considera como un producto biodegradable, polimero
biobasado compostable que forma parte de la familia del poliéster alifatico

(Cisneros-Lopez et al.,2020).

Polihidroxialcanoatos
Los PHAs son biopolimeros, que pueden sintetizados por microorganismos como
inclusiones lipidicas para el almacenamiento de energia en formas granulares
dentro de la estructura celular (Poli et al., 2011). Los PHAs son completamente
biodegradables y poseen similitudes a los plasticos derivados del petrdleo, ademas,
los PHAs son amigables con el ambiente y tienen un gran potencial por las
principales aplicaciones que se les puede dar, las cuales van desde articulos
desechables, envases para alimentos, usos agricolas, de construccion,
farmacéuticas y biomédicas (Mannina et al., 2019). Los PHAs pueden ser
producidos por diferentes fuentes de carbono como son sacarosa, glucosa, acido

citrico, fructosa entre otros (tabla 1) (Reddy et al., 2003; Jiang et al.,2016). En 1925



el cientifico francés Lemoigne descubrid por primera vez en Bacillus megaterium un
PHA en forma de poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)) (Chee et al.,2010). Los PHAs son
biopolimeros de &cidos 3-, 4-, 5- y 6- hidroxialcanoicos que son termoplasticos,
ademas, han sido identificados mas de 90 géneros de bacterias Gram positivas y
negativas como productoras de PHAs tanto en condiciones aerdbicas y anaerdbicas
(Raza et al.,, 2018). Algunos microorganismos pueden almacenar inclusiones
organicas e inorganicas intracelulares que estan rodeadas por fosfolipidos, ademas
en el caso de los PHAs, el nucleo del poliéster est4 rodeado por fosfolipidos o
proteinas (Poli et al., 2011). Las bacterias son capaces de almacenar PHAs dentro
del citoplasma donde se presentan como granulos que varian desde 0.2 a 05 pum
de tamafio y estdn rodeadas por una membrana de 2 nm compuesta por
aproximadamente 2% de proteina y 0.5% de lipidos (Raza et al., 2018; Costa et al.,

2019).

Tabla 1. Microorganismos que producen PHAs y sus fuentes de carbono

Microorganismos Fuentes

Alcaligenes eutrophus Gluconato, propionato, octanoato
Bacillus megaterium Glucosa

Methylobacterium rhodesianum Fructosa, metanol, lactosa
Azotobacter vinelandi Sacarosa

Alcaligenes latus Sacarosa, almidon
Hydrogenophaga pseudoflava Sacarosa, lactosa

Ralstonia eutropha Sacarosa, lignocelulosa



Pseudomonas pseudoflava Lignocelulosa

Propiedades de los PHAs
Los PHAs son comparables al polipropileno y muestra una resistencia a la humedad
y adquiere excelentes propiedades de a la barrera de gases. Los PHAs tienen la
capacidad de ser insolubles en agua, asi mismo tienen una gran firmeza al ataque
hidrolitico, también son resistentes a los rayos UV y son capaces de hundirse en el
agua lo que facilita su degradacion, también los PHAs son solubles en cloroformo y
otros disolventes clorados. Su temperatura de transicion vitrea va desde -50 °C a 4
°C, la temperatura de fusion va de 40 °C a 180 °C. la temperatura de
termodegradacion, la resistencia a la traccion, el modelo de Young, el vapor de agua
y la tasa de transmision de oxigeno varian segun el tipo de polimero producido y la

composicion de la unidad monomérica (Raza et al.,2018)

Rutas metabdlicas parala produccion de PHAs
Diferentes vias metabdlicas estan involucradas en la generaciéon de los tipos de
monomeros base integrados en los PHAs., La via metabdlica para producir P(3HB)
a partir de azucares, implica tres enzimas: B-cetotiolasa (PhaA), Acetoacetil-CoA
reductasa dependiente de NADPH (PhaB) y PHA synthase (PhaC). En esta via, dos
moléculas de la fuente de carbono se transforman en acetil-coenzima A (CoA)
mediante la tiolasa, PhaA, al mismo tiempo el precursor para producir PHA, (R)-3-
hidroxibutiril-CoA se transforma por la PhaB, lo que conduce a la polimerizacion de

P(3HB) por la PhaC (Alcantara et al., 2020 y Sudesh et al., 2000).
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Figura 2. Ruta metabdlica para la produccion de PHAs (Figura elaborada en
Microsoft® PowerPoint).

Estructura quimica de los PHAs
Los PHAs son principalmente poliésteres lineales que contienen mondémeros de
acidos grasos 3-hidroxi, donde un enlace éster se forma por la reaccion entre los
grupos carboxilo e hidroxilo (figura 3) (Leja y Lewandowicz, 2010). Por lo tanto, la
mayoria de los PHAs producidos por varios microorganismos son de configuracion
rectus (R) (Kabe et al, 2012). El representante mas comun de los
polihidroxialcanoatos es el polihidroxibutirato (PHB) y esta presente principalmente
en la configuracién R, sin embargo, los PHAs podrian sintetizarse sintetizando un
copolimero con algunos estereopolimeros (Raza et al., 2018). La figura 3, muestra
la estructura quimica de los PHAs, donde R representa un grupo alquilo que puede

variar del grupo metilo (C1) al tridecilo (C13), derivado de esto existe una gran



variacion dentro de la cadena lateral del alquilo, siendo estos monomeros
aromaticos, halogenados, epoxidados u otros mondmeros ramificados, también
existen variaciones de tamafio y la composicion de los suplentes de la cadena
lateral los cuales son los responsables de la modificacion quimica de los PHAs y de

su grande diversificacion en las aplicaciones de estos (Raza et al., 2018) .
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Figura 3. Estructura quimica de los PHAs (Figura elaborada en Microsoft®
PowerPoint).

Clasificacién de los PHAS

Los PHAs se agrupan en tresgrupos segun la longitud de la cadena de atomos de
carbono: cadena corta, consistente de tres a cinco a4tomos de carbono; cadena
media, que consiste de seis a 14 atomos de carbono (Kourmentza et al., 2017) y
cadena larga, con mas de 14 atomos de carbono (Raza et al., 2018). Esto depende

de la configuracibn monomeérica del polimero (Kourmentza et al., 2017).

PHAs de cadena corta

El polihidroxialcanoato se conoce como polimero cristalino y quebradizo, pero las

mezclas de PHASs tienen baja cristalinidad y mayor flexibilidad y se clasifican como



PHAs de cadena corta (Raza et al., 2018). Los PHAs de cadena corta pueden estar
formados por una cadena que va de los 3 a 5 &tomos de carbono e incluyen a poli
(3-hidroxibutirato) P(3HB), poli (4-Hidroxibutirato) P(4HB), poli (3-Hidroxivalerato)
P(3HV) y el heteropolimero que incluye poli (3-hidroxibutirato-copolimero-3-

hidroxivalerato) P(3HB-co-3HV) (Kumar et al., 2020).

PHAs de cadena media
Los polimeros de cadena media son poliésteres que tienen un alto grado de
biocompatibilidad y biodegradabilidad y se obtienen a partir de recursos renovables,
ademas son menos fragiles y cristalinos que los de cadena corta (Kim et al., 2007;
Raza et al.,2018). Estos polimeros constan de seis a 14 atomos de carbono e
incluyen homopolimeros tales como poli (3-hidroxihexanoato) P(3HHXx) y poli (3-
hidroxioctanoato) P (3HO) y un heteropolimero como poli (3-hidroxihexanoato-
copolimero-3-hidroxioctanoato) P(3HHx-co-3HO) (Basnett et al., 2017; Kavitha et

al., 2018).

PHAs de cadena larga
Los polimeros que en su cadena cuentan con mas de 14 atomos de carbono se les
denomina polimeros de cadena larga, derivado de esto son poco comunes y estan

menos estudiados (Raza et al., 2018).

Exopolisacaridos
Los EPS son polimeros de alto peso molecular secretados por los microorganismos
en el ambiente circundante, usualmente los EPS estan formados por

monosacaridos y constituyentes como piruvato, acetato, fosfato, entre otros. Dichos
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EPS se dividen en homo y heteropolisacaridos y son producidos por diversas

bacterias, hongos, levaduras y microalgas (Freitas et al.,2017; Hussain et al., 2017).

Lévano
El Lévano es un tipo de fructano con un residuo de glucosa en el extremo reductor
y puede ser producido a partir de sacarosa por una variedad de bacterias a traves
de la accion de la enzima levansacarasa. A diferencia de la inulina, en la que los
residuos fructosilo estan conectados a través de enlaces beta (2,1) glicosidicos, la
cadena de fructosilo del lévano esta formada por enlaces beta (2,6) glicosidicos, y
algunos lévanos derivados de microorganismos pueden poseer estructuras
ramificadas, asi mismo el lévano tiene muchas aplicaciones potenciales en los
campos de alimentos, farmacéutica y productos para el cuidado personal debido a
la variedad de funciones fisiolégicas y caracteristicas fisicoquimicas del Iévano

(Gojgic et al., 2019; Ni et al., 2018).
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Figura 4. Estructura quimica del Iévano (Figura elaborada en Microsoft®
PowerPoint).
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Inulina
La inulina (Figura 5) estd compuesta por residuos de fructosa conectados por
enlaces beta (2,1) glicosidicos con muchas propiedades fisicoquimicas y fisiol6gicas
prometedoras, asi mismo la inulina puede ser producida por plantas pero también
por microorganismos mediante la inulosacarasa la cual es un tipo de
fructosiltransferasa que cataliza la transferencia de un residuo de fructosa de la
sacarosa para formar una cadena de polisacarido conectada por beta (2,1) enlaces
fructosilos, que dan como resultado la sintesis de polimeros de inulina de alto peso

molecular (Ni et al.,2019).

Figura 5. Estructura quimica de inulina (Figura elaborada en Microsoft®
PowerPoint).

Il. Justificacién
La creciente preocupacion sobre el rapido agotamiento de los recursos fosiles, asi
como los impactos ambientales adversos de los plasticos convencionales a base de
petréleo, es lo que impulsa a producir PHAs los cuales son amigables con el medio

ambiente, ya que debido a que los plasticos se han convertido en un producto
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imprescindible en la vida actual se deben buscar alternativas para poder disminuir

el uso de estos plasticos (Groh et al.,2019).

Por lo tanto, una de las alternativas para reducir el uso de los plasticos a base de
petréleo son los bioplasticos en especifico los PHAS ya que estos bioplasticos tienen
propiedades fisicas y mecéanicas similares a la de los plasticos convencionales en
especifico a polipropileno, sin embargo, el éxito de los PHAs se ve obstaculizado
por los altos costos de produccion a lo cual para que la produccion de estos sea
rentable se busca realizar coproduccién con los EPS, asi como también con fuentes
de carbono que provengan de desechos agroindustriales (Li et al.,2017 y Yadai et

al.,2021).

[l Hipotesis
Es posible producir PHAs a partir de cepas bacterianas aisladas del proceso de

obtencién de azUcar.

IV. Objetivos
General
» Aislar y seleccionar cepas bacterianas del proceso de obtencion de azucar

para la producciéon de PHAs

Especificos
» Aislar cepas bacterianas del proceso de obtencidon de azucar
» Determinar cualitativamente la capacidad para la produccion de PHAs de las

cepas bacterianas aisladas
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» Caracterizar bioquimica y morfolégicamente las cepas bacterianas con
capacidad de produccion de PHAs.

» Producir PHAs por cultivo en medio liquido

V. Materiales y métodos

Aislamiento y purificacién de cepas bacterianas del proceso de obtencion
de azucar
Para el aislamiento de las cepas bacterianas se obtuvieron muestras de diferentes
puntos del proceso de obtencion de azucar en dos ingenios de la zona centro del
estado de Veracruz. Los puntos muestreados fueron: jugo desmenuzado, mezclado,
alcalizado, filtrado, jugo clarificado, meladura, miel A, miel final, templa de Ay
azucar. Las muestras fueron almacenadas en frio y trasladadas en esa condicion al
Laboratorio de Biotecnologia Microbiana Aplicada del Colegio de Postgraduados
Campus Cordoba. Para el aislamiento de las cepas, las muestran fueron sembradas
por diluciones seriadas (10, 103, 10°y 107) en placas de agar Man, Rogosa y
Sharpe (MRS), DIFCO™ que estaba compuesto por (g/L): peptona proteosa No.3
(10), extracto de carne (10), extracto de levadura (5), dextrosa (20), polisorbato 80
(1), citrato de amonio (2), acetato de sodio (5), sulfato de magnesio (0.1), sulfato de
manganeso (0.05), fosfato dibasico de potasio (2) y agar (15), e incubadas a 37 °C
durante 48 horas (Abid et al., 2017). El procedimiento fue repetido hasta que se tuvo

certeza de la pureza mediante tincion de Gram (Abid et al., 2017). Las cepas fueron
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conservadas en glicerol al 30% y 50% (v/v) y almacenadas a 4 y -20 °C,

respectivamente (Liu et al., 2003; Chauhan et al., 2007).

Identificacidn de coliformes, salmonella y shigella
Las cepas se sometieron a pruebas para identificar si pertenecian al grupo de las
enterobacterias, ya sea coliformes o Salmonella y Shigella. Para la identificacion de
coliformes, las cepas se sembraron por estria en placas de agar de eosina y azul
de metileno (BD Bioxon®) que contenia en (g/L): peptona de gelatina (10), lactosa
(10), sacarosa (5), Fosfato dibasico de potasio (2), eosina Y (0.4), azul de metileno
(0.065) y agar (13.5) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Un resultado positivo
para la identificacion de Escherichia coli perteneciente a la familia de los coliformes
es la aparicién de un verde metélico por toda la estria (Levine, 1918; Leininger et
al., 2001 y Subedi et al., 2018). Asi mismo, para identificar si las cepas pertenecian
a alguna Salmonella o Shigella se sembraron por estria en placa de agar para
Salmonella y Shigella que contenia en (g/L): Extracto de carne (5), mezcla de
peptonas (5), lactosa (10), sales biliares (8.5), citrato de sodio (8.5), tiosulfato de
sodio (8.5), citrato férrico (1.5), verde brillante (0.00033), rojo neutro (0.025) y agar
(13.5) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Un resultado positivo para la
identificacion de salmonella o shigella son colonias incoloras o amarillas, lisas y con

un centro negro (Mahmoudi et al., 2017; Awol et al.,2019 y Tosisa et al., 2020).

Caracterizacion morfologicay bioquimica de cepas bacterianas
Para la caracterizacion bioquimica y morfologica, las cepas conservadas fueron
sembradas en placas con agar MRS y mantenidas a 37 °C durante 48 horas para
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su reactivacion. La caracterizacion morfologica se realizé mediante observaciones
de colonia en placa Petri que incluyen forma, color, bordes y elevacién (Isamil et al.,
2018). Por otro lado, para caracterizacion la bioguimica se realizaron las siguientes
pruebas: catalasa, rojo de metilo, Vogues Proskauer, citratos, oxidasa y movilidad.
La prueba de catalasa se realiz6 poniendo una gota de perdxido de hidrogeno al 3%
con un frotis bacteriano en un portaobjetos, la prueba positiva indica la formacion
de burbujas después de 10 segundos de reaccién Las pruebas de rojo de metilo y
Vogues Proskauer se realizaron inoculando la cepa bacteriana en tubos de ensaye
con medio Clark Lubs compuesto por (g/L): triptona (7.2), fosfato dibasico de potasio
(5) y glucosa (5) y se mantuvieron a 37 °C durante 48 horas. Después del
crecimiento bacteriano, para la prueba de rojo de metilo se agregaron de tres a cinco
gotas de rojo de metilo y para la prueba de Vogues Proskauer se agregaron de tres
a cinco gotas de alfa naftol al 5% y de tres a cinco gotas de hidréxido de potasio al
40%, la prueba positiva en ambos casos esta indicada por el desarrollo de color
rojo. Por otra parte, se llevé a cabo la prueba de Citrato de Simmons donde se
inocularon las cepas bacterianas en Agar Citrato de Simmons (BD Bioxon®) en
tubos de ensaye y se mantuvieron a 37 °C durante 24 horas, la prueba es positiva
cuando el tubo tiene un cambio de color de verde a azul. Adicionalmente se realiz6
la prueba de oxidasa se realizo6 poniendo una azada de cultivo bacteriano en tiras
reactivas (Bactident®), la prueba positiva lo indica un color azul-morado en la parte
de la tira reactiva después de 10 segundos de reposo. Finalmente se realizé la
prueba de movilidad donde se inoculo por puncion la cepa bacteriana en tubos de
ensaye con medio SIM compuesto por (g/L): peptona de caseina (20), peptona de

carne (6.1), sulfato de hierro y amonio (0.2), tiosulfato de sodio (0.2) y agar (3.5) y
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se mantuvieron a 37 °C durante 24 horas. Un resultado positivo es cuando la cepa
bacteriana se mueve por todo el medio de cultivo y no solamente por la puncion.

(Al-Dhabaan 2019; Tsototetsi et al.,2020; Hug, 2020 y Chelvan et al., 2014).

Determinacion de la capacidad de produccién de PHAs de cepas
bacterianas
La capacidad de produccion de PHAs por las cepas aisladas fue determinada por el
método de tincién con Negro de Sudan y por el método de Azul de Nilo en placa
(Arshad et al., 2017; Chandani et al., 2020; Kosmachevskaya et al., 2020; Tyagi et
al., 2018). Para la tincibn con Negro De Sudan, las cepas bacterianas aisladas
fueron inoculadas en placas de agar nutritivo (BD Bioxon®) suplementados con 20
g/L de sacarosa (Fermont™) e incubadas a 37 °C durante 48 horas. Después del
crecimiento en placa, se realizd un frotis y la biomasa fue tefiida con una solucién
de negro de Sudan (HYCEL®) al 0.3% (Kosmachevskaya et al., 2020) en etanol al
70% (AZ®), se dejaron reposar 30 minutos y fueron lavadas con xileno (Fermont™)
por 20 segundos, posteriormente se contra tifieron con una solucién de safranina
(HYCEL®). Finalmente, fueron observadas al microscopio (National DC5-163)
(Chandani et al.,2020; Kosmachevskaya et al.,2020). Un resultado positivo se

determina por la aparicion de manchas oscuras dentro de la célula.

Para la determinacién de la capacidad de produccién de PHAs por las cepas
bacterianas aisladas por el método de Azul de Nilo, las cepas aisladas fueron
inoculadas en placas de agar nutritivo (BD Bioxon®) suplementadas con 8 g/L de
sacarosa (Fermont™) y 0.5 mg/mL de azul de Nilo (SIGMA®) y se incubaron a 37

°C durante 72 horas, se considera un resultado positivo cuando la biomasa que
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crecid en las placas se torna de un color naranja fluorescente al irradiarse con luz

ultravioleta (Arshad et al., 2017; Tyagy et al.,2018).

Produccion de PHAs por cultivo en medio liquido
Preparacién de inoculo
Las cepas bacterianas fueron inoculas en medio liquido utilizando como unidad
experimental matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian (g/L): caldo nutritivo
(BD Bioxon®) (23) y de glucosa (Meyer®) (20). El cultivo se incubo a 37 °C a 150
rpm durante 24 horas, la biomasa producida fue considerada como inoculo para la

produccion de PHAs (Gomaa, 2014).

Cultivo en medio liquido
La produccion de PHAs se realizo utilizando matraces Erlenmeyer de 250 mL como
unidad experimental, y medio cultivo compuesto por (g/L): caldo nutritivo (BD
Bioxon®) (23), sacarosa (Difco™) (20), cloruro de amonio (Fermont™) (2), fosfato
dibasico de potasio (Karal®) (1.5). La concentracién de inoculo se ajusté a 2x10°
unidades formadoras de colonias (UFC) y el cultivo se mantuvo a 37 °C durante 72
horas a 150 rpm, realizando un muestreo periddico cada 12 horas (Ammar et

al.,2021; Lee,2020; Samrot et al.,2011).

Estimacién de la produccion de PHAs
La estimacion de PHASs se realiz6 por el método espectrofotométrico reportado por
Porras et al. (2017) con la ayuda de una curva patron de PHB (anexo A). Las
muestras obtenidas de la fermentacion fueron centrifugadas a 7500 x g y la biomasa
recuperada fue lavada con agua destilada y posteriormente fue tefiida con 400 pL

de una solucién de negro de Sudan (HYCEL®) al 30% en etanol (AZ®) al 70 %, la
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mezcla fue mantenida a 35 °C por 20 minutos seguido de tres lavados con agua
destilada y centrifugacion a 7500 x g durante 15 minutos. la biomasa obtenida fue
resuspendida en 1 mL de agua destilada y la absorbancia fue determinada a 660

nm con un espectrofotdmetro UV visible Thermo Scientific™ GENESYS 10S.

Extraccion de PHAs
La extraccion de PHAs se llevo a cabo por digestion. La biomasa producida durante
la fermentacién fue separada del medio de cultivo por centrifugacion a 7500 x g
durante 15 minutos, el precipitado obtenido fue lavado con agua destilada y
liofilizado en un equipo FreeZone 4.5 (LABCONCO). Para la digestion a la biomasa
liofilizada se le adiciono una solucion de hipoclorito de sodio al 13% (v/v) y pH de
12.3, la mezcla se mantuvo en reposo a temperatura ambiente por una hora y
posteriormente se agregd un volumen de agua, la mezcla fue mantenida a
temperatura ambiente por 8 horas. Los PHAs fueron recuperados por centrifugacion
a 4500 x g durante 15 minutos y lavados dos veces con agua destilada y una con
isopropanol, después de ambos lavados los PHAs fueron recuperados por
centrifugacion a 4500 x g durante 15 minutos y liofilizados para su analisis por FTIR

(Heinrich et al., 2012).
Determinacion de la produccién de exopolisacaridos

Adicional a la produccién de PHAs, se determiné la capacidad de produccion EPS
en el mismo sistema. Los EPS fueron extraidos del cultivo por centrifugacion a
15,000 rpm durante 15 minutos. La recuperacion de los EPS fue realizada
afiadiendo etanol gélido 96% (AZ®) en relacién 2:1 (v/v) (sobrenadante/ etanol
enfriado), y mantenido en refrigeracion por una noche. La mezcla fue centrifugada
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a 15,000 rpm por 15 minutos a 4° C, el precipitado fue lavado tres veces con acetona
(Fermont ™) fria y los EPS fueron recuperados por centrifugaciéon a 15,000 rpm por
15 min. Los EPS obtenidos fueron liofilizados para su analisis por FTIR (Castilla et

al., 2020).

Determinacion de azlcares reductores
Los azlcares reductores se determinaron mediante la técnica de Miller (1959) con
ayuda de una curva patron de glucosa (Anexo B). Para la determinacién de
azucares reductores, en un tubo de ensaye se afiadiol ml de muestra, después se
agregd 1 ml de reactivo DNS que estaba compuesto por (g/L): hidroxido de sodio
(MACRON) (16), tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (J.T. Baker) (300) y acido
3,5-dinitrosalisilico (SIGMA-ALDRICH®), por ultimo, se colocan los tubos en bafio
maria a 99 °C por 30 minutos seguido de un enfriamiento en bafio de hielo durante
15 minutos, finalmente se agregaron 5 ml de agua destilada y se leyé la muestra
en el espectrofotdmetro UV visible Thermo Scientific™ GENESYS 10S a una

longitud de onda de 575 nm.

Cuantificacion de biomasa por peso seco
Para la cuantificacion de la biomasa bacteriana fueron tomadas muestras peridédicas
del cultivo en medio liquido cada 12 horas por 3 dias, las muestras fueron
centrifugadas a 28,300 x g durante 30 minutos a 4 °C, el precipitado fue lavado con
agua destilada para retirar restos del medio de cultivo y secado hasta peso
constante a 80 °C en un horno (Scorpion Scientific) por 12 h (Arumugam et al.,
2018). La muestra seca fue pesada y considerada como la biomasa producida

durante en cultivo.
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Andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
El analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de los
PHAs y EPS recuperados por el método de digestion de las cepas aisladas fue
realizado utilizando un espectrofotdmetro infrarrojo BrukerTM Vertex 70 (con una
resolucion de 3 cm™) en el modo de muestreo de reflexion total atenuada (ATR). Se
utilizé un cristal de diamante con un solo reflejo; los valores porcentuales de
transmision de este tipo de placas son superiores a 25. La region de medicién
estaba en el medio del espectro infrarrojo, de 4000-400 cm™. Los resultados se
compararon con estandares comerciales de PHAs: DL-B-Hydroxybutyric acid
sodium salt (SIGMA®), Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid] (SIGMA®) y Poly (3-
hydroxybutyric acid-co-3-hydroxyvaleric acid) (SIGMA®). Para el andlisis de los
espectros de EPS se utilizaran tres estandares comerciales: Inulina de Dahlia tubers
(SIGMA®), Levano de Erwinia herbicola (SIGMA®) y Dextrano de Leuconostoc
mesenteroides (SIGMA®). Para el andlisis de espectros se utilizé el programa Origin

TM 6.1 (OriginLab Corporation, EE.UU.) (Castilla et al., 2020).

VI. Resultados y discusion
Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas del proceso de obtencion
de azlcar
Los resultados del aislamiento indico que se obtuvieron 11 cepas bacterianas del
total de los puntos de muestreo. Los aislados obtenidos fueron identificados de
acuerdo al punto de origen de donde se encontré, tal y como se muestra en la tabla
2. Dichos aislamientos bacterianos provienen del jugo mezclado, jugo alcalizado,
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jugo filtrado, jugo clarificado, meladura, miel A y templa de A (cristalizador)
especificar a qué te refieres con A, en otros lugares pueden desconocerlo. Dichas
cepas se preservaronen glicerol al 30% en refrigeracion donde se ha observado una
supervivencia de 2 afios con 8 meses, asi como también se mantienen en glicerol
al 50% en congelacion donde se ha observado una supervivencia de 9 meses tal y

como se muestra en la figura 6 (Liu et al., 2003; Chauhan y Patel, 2007).

Tabla 2. Identificacion de cepas bacterianas de
acuerdo a su origen

Origen de la Ingenio Ingenio Codificacion
muestra 1 2
Jugo desmenuzado - -
Jugo mezclado - X IM-1
Jugo alcalizado - X JA-1
Jugo filtrado - X JF-1
Jugo filtrado X - JF-2
Jugo filtrado X - JF-3
Jugo filtrado X - JF-4
Jugo Clarificado - X JC-1
Meladura X - ML-1
Meladura - X ML-2
Miel A X - MA-1
Miel final - -
Templa A - X TA-1
Azucar - -
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Figura 6. Preservados de los microorganismos ML2, JA1 y MAL reactivados en
agar MRS

Determinacion de la capacidad de produccién de PHAs de aislados
bacterianos
Los resultados de la determinacion de la capacidad de producciéon de PHAs
mediante tincién con negro de Sudan y azul de Nilo indicaron que, de las once cepas
bacterianas aisladas, solo tres mostraron la capacidad para producir PHAs (Figura
7). El resultado de la tinciébn con negro de Sudan evidencio la presencia de granulos
oscuros dentro del citoplasma para las cepas JA1 y MAL, lo cual es un parametro
indicativo de la produccion intracelular de los PHAS, dicho resultado concuerda con
lo reportado por Tufail et al. (2017), Rathika et al. (2017), Ojha et al. (2018) y Ojha
et al. (2020), quienes reportaron que la presencia de PHAs producidos en la célula
se pueden observar como granulos negros de tamafio aproximado al 80% del

tamarfo de la célula.

Por otro lado, el resultado de la determinacion de la capacidad de produccion de
PHAs por la estrategia de Azul de Nilo en caja Petri mostr6 que la biomasa que se
desarroll6 por la cepa ML2 presentd una coloracién naranja fluorescente al
irradiarse con luz ultravioleta (UV), el resultado es consistente con lo reportado por
Lee y Rahim (2020), Kitamura y Doi (1994), Reddy et al. (2008) y Bhuwal et al.
(2013), donde indicaron que los PHAs acumulados en las colonias emiten una

fluorescencia naranja brillante el exponerse a luz UV.

23



Los resultados obtenidos en ambos métodos utilizados mostraron el fenotipo
(potencial) para la produccion de PHAs por las cepas JA1l, MA1 y ML2, por lo cual

fueron seleccionadas para la produccion de PHAs por cultivo en medio liquido.

Figura 7. Métodos de determinacion del potencial para la produccion de PHAs por
las cepas bacterianas aisladas. a) Tincién con negro de Sudan cepa JAL, b)
Tincién con Negro de Sudan cepa MAL, c) Crecimiento en caja Petri con azul de
Nilo, cepa ML2.

Caracterizacion morfolégica y bioquimica de cepas bacterianas aisladas del
proceso de obtencion de azlUcar

Las tres cepas que mostraron un resultado positivo para la produccion de PHAs
fueron caracterizadas mediante pruebas bioquimicas y morfolégicas. Los resultados
de la observacién morfoldgica y pruebas bioquimicas de la cepa JAl (Tabla 3)
complementado con la tincion de Gram (-), es similar morfolégicamente a
Burkholderia sp, ya que posee colonias blancas, con bordes regulares, forma
circular y elevacion convexa, dicho resultado concuerda con lo reportado por Chee
et al. (2010), Lopes et al. (2014) y Yamada et al. (2018), ademas de que existen
diversos reportes que demuestran que dicho microorganismo produce PHAs, por lo
cual su sospecha de identidad es aun mayor. Asimismo, los resultados obtenidos
de las pruebas bioquimicas para la cepa bacteriana MA1 (Tabla 3) complementados

con la tincién de Gram (+) y la morfologia, concuerdan con lo reportado por Pillai et
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al. (2017), Park et al. (2017) y Mohammed et al. (2019), quienes reportaron una
cepa de Bacillus aryabhattai con caracteristicas similares a la cepa MA1, por lo cual
se tiene sospecha de que su género es Bacillus. Por ultimo, los resultados de la
observacion morfologica y pruebas bioguimicas (tabla 3) obtenidos para la cepa
bacteriana ML2, complementados con la tincién de Gram (+) muestran similitud con

lo reportado por Halami et al. (2008); Mizuno et al. (2010) y Mohammed et al. (2020).

Tabla 3. Resultados de pruebas bioquimicas

Pruebas bioquimicas JAL MA1 ML2

Catalasa + + +
Rojo de metilo + + -
Vogues Proskauer - + +
Citrato reductasa + + +
Oxidasa reductasa + - -
Gram - + +
Movilidad + + +

Forma Circular Circular Circular

Color Blanco Blanco Hueso
Margen Regular Entero Lobulado
Elevacion Convexa Elevada Convexa

Los resultados de la caracterizacion bioquimica y morfolégica muestran que las tres

cepas bacterianas aisladas muestran caracteristicas de los géneros Bacilos (2) y

25



Burkholderia (1), sin embargo, para tener certeza de la identidad sera necesario
caracterizarlas por biologia molecular para tener certeza de su identidad.

Finalmente, a las tres cepas se les realizaron pruebas diferenciales donde las tres

cepas dieron resultados negativos para coliformes y salmonella y shigella.

Produccién de PHAs en medio liquido
Las cepas que mostraron la capacidad de producir PHAS en las pruebas cualitativas
fueron sometidas a un proceso de cultivo en medio liquido para determinar el
potencial cuantitativo. Los resultados de la cinética de produccién de PHAs (Figura
8) para la cepa JA1 muestra que existe una relacion directa entre el crecimiento
(biomasa) con la produccion de EPS y PHAs.Asimismo, se observoque después de
las 12 horas el contenido de azucares reductores equivalentes a glucosa
disminuyeron probablemente debido a que la bacteria la incorpora a su metabolismo
para crecer y producir PHAs y EPS. Después De 72 horas de cultivo la cepa exhibi6
una produccién de biomasa de 102 mg/L, 15 mg/L de EPS y 57.60 mg/L de PHAs.
Por otro lado, los resultados de la cinética de produccion de PHAs (Figura 9) para
la cepa MA1 muestra que existe una relacion directa entre el crecimiento (biomasa)
con la produccion de EPS y PHAs, asimismo, se observa que después de las 12
horas el contenido de azucares reductores equivalentes a glucosa disminuyen de
manera constante hasta las 72 horas, probablemente debido a que bacteria la
incorpora a su metabolismo para crecer y producir PHAs y EPS. Después De 72
horas de cultivo la cepa exhibié una produccion de biomasa de 173.5 mg/L, 16.5
mg/L de EPS y 44.10 mg/L de PHAs. De la misma manera, los resultados de la

cinética de produccién de PHAs (Figura 10) para la cepa ML2 muestra que existe
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una relacion directa entre el crecimiento (biomasa) con la produccién de EPS y
PHAs, de igual forma, se observa que después de las 36 horas el contenido de
azucares reductores equivalentes a glucosa tienden a aumentar de manera
constante hasta las 72 horas probablemente debido a que la bacteria crece muy
poco, indicando que el destino de los azucares reductores es mayoritariamente para
la produccion de biomasa. Después de 72 horas de cultivo la cepa exhibié una
produccién de biomasa de 235 mg/L, 86 mg/L de EPS y 148.42 mg/L de PHAs.
Los resultados indicaron que la cepa que presento una mayor produccién de PHAs
fue la cepa MAL (presunto Bacillus), de igual manera, la cepa que presento una
mayor produccion de EPS fue la cepa fue la ML2 (presunto Bacillus).

En este trabajo las cepas JA1l, MA1 Y ML2 mostraron la capacidad de producir 15,
16.5 y 86 mg/L de EPS respectivamente y 57.60, 44.10 y 148.42 mg/L de PHAs
respectivamente, utilizando sacarosa como fuente de carbono; este resultado es
inferior a la concentracion maxima de EPS (219.8 mg/L) y PHAs (870 mg/L)
reportada por Soto et al. (2021), asi mismo también es inferior a lo reportado por
Clifton et al. (2020) donde ellos obtuvieron 250 mg/L de PHAs utilizando sacarosa
como fuente de carbono. Sin embargo en contraste con lo reportado por de Jesus
Assis et al. (2016) donde utilizaron sacarosa como fuente de carbono y obtuvieron
470, 60 y 570 mg/L de EPS donde este resultado es inferior a lo mencionado en
esta investigacion pero en la concentracion maxima de PHAs (120, 140 y 90 mg/L),
los resultados obtenidos en esta investigacion son mayores siendo la cepa MAL la
cepa que produjo la mayor concentracion de PHAs con 206.80 mg/L. Cabe

mencionar que este medio es un medio que fue disefiado para la produccion de
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PHAs. Tanto los PHAs como los EPS fueron liofilizados para su posterior analisis

por espectroscopia infrarroja.
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Figura 9. Cinética de produccion de PHAs, EPS, biomasa y comportamiento de
azucares reductores por la cepa MA1 en cultivo en medio liquido.
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Figura 10. Cinética de produccién de PHAs, EPS, biomasa y comportamiento de
azucares reductores por la cepa ML2 en cultivo en medio liquido.

Tabla 4. Rendimientos de produccién de PHAs y EPS por microorganismo

Cepa Biomasa (mg/L) EPS (mg/L) PHAs (mg/L)
JAl 102 15 57.60
MA1 173.5 16.5 44.1
ML2 235.5 86 148.42

Andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Los PHAs recuperados por el método de digestion fueron usados para el analisis de
FT-IR. Los espectros FT-IR obtenidos mostraron que las tres cepas bacterianas

(JA1, MA1 y ML2) tienen la capacidad para sintetizar PHB como se puede ver en la
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figura 11. Se observaron bandas de absorcidon asociadas principalmente a los
grupos funcionales (-CH) 2931 cm, (-C=0) 1732 cm™, (CH3s) 1379 cm, (-CHz2 y
CHz3) 1456 cm™* y (-C-O) 1055 cm™ para las tres cepas bacterianas, las cuales
coinciden con los resultados del estandar de PHB. Estos resultados corroboraron la
capacidad que tienen las tres cepas para producir PHB, lo cual concuerda con lo
reportado por Porras et al.,, 2017; Herrera et al., 2018; Martinez et al., 2020 y

Silambarasan et al., 2021.

Por otro lado, el analisis de los EPS producidos por las tres cepas bacterianas
mostro que las cepas bacterianas MA1 y ML2 tienen la capacidad para sintetizar
lévano como se puede ver en la figura 12. Las bandas de absorcion caracteristicas
del espectro mostraron grupos funcionales (-OH) 3394 cm, (-CH) 2932 cm-?, (C-O)
1647 cm?, (C-H) 1424 cmty (C-OH) 1053 cm™ fueron observados para las dos
cepas antes mencionadas que coinciden con los resultados del estandar de lévano.
Estos resultados corroboraron la capacidad que tienen las cepas MA1 y ML2 para
producir Iévano y los cuales concuerdan con los resultados reportados por Moussa

et al., 2017 y Gamal et al., 2020

Asi mismo, la cepa JA1 mostr6é bandas de absorcion caracteristicas del espectro de
inulina tal y como se muestra en la figura 13. Las bandas caracteristicas fueron
observadas en 3370 cm™, 2923 cm™, 2115 cm?, 1614 cm™, 1140 cm™, 1091 cm? y
935 cm™ los cuales fueron muy similares al estandar comercial de inulina. Las
bandas de espectro caracteristicas de la cepa JA1 mostraron grupos funcionales (-

OH) 3380 cm, (-CH) 2933 cmy (C-O) 1652 cm correspondientes a grupos
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funcionales de C-C, estiramiento de C-O y C-OH, formas de distorsion de C-O-C de

numerosos oligo y polisacaridos (Chikkerur et al.,2019).
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Figura 11. Espectros FT-IR de PHB y las cepas JA1, MAly ML2.
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Figura 13. Espectros FT-IR de inulina y la cepa JA-1.

VIl. Conclusién
Los resultados obtenidos indicaron que 11 cepas bacterianas se aislaron del
proceso de obtencidn de azucar, de las cuales, solo 3 cepas bacterianas, que fueron
nombradas como JA1l, MA1 y ML2, presentaron la capacidad para producir PHAs
mediante los métodos de tincidon con Negro de Sudan y aparicion de fluorescencia

en placa Petri en presencia de Azul de Nilo.

Las cepas se caracterizaron morfolégicamente y bioquimicamente, dando como
resultado que la cepa JA1 pertenece posiblemente al género de Burkholderia y las
cepas MA1y ML2 al género Bacillus, sin embargo, se debe realizar la identificacién
molecular para tener la certeza que estas cepas bacterianas pertenecen a los

géneros antes mencionados.

Finalmente, mediante la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier confirmo que las tres cepas (JA1, MAly ML2) son capaces de producir PHB,
asi como también la cepa JAl es capaz de producir Inulina 'y las cepas MA1 y ML2
son capaces de producir Lévano, a lo cual esta técnica ofrece una alternativa rapida

no destructiva a las técnicas de medicion quimica para la caracterizacion.
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Anexos
Anexo A. Curva patrén de PHB
Resultados
Muestra | Concentracion de PHB (mg/mlL) Abs 1 Abs 2 | Abs 3 | Promedio ABS | Desviacidn estandar | Error estandar
1 1.25 1.975 1.975| 1.98 1.975 2.71948E-16 1.57009E-16
2 0.625 1.228 1.228| 1.23 1.228 0 0
3 0.3125 0.625 0.625| 0.63 0.625 0 0
4 0.15625 0.477333333(0.477| 0.48 | 0.477333333 0 0
5 0.078125 0.236666667 | 0.237 | 0.24 | 0.236666667 0 0
6 0.0390625 0.158333333|0.158| 0.16 | 0.158333333 0 0
7 0.01953125 0.061333333|0.061| 0.06 | 0.061333333 0 0
8 0.009765625 0.037 0.037| 0.04 0.037 0 0
Cuida el numero de cifras que utilices.
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PHB (mg/mL)
Anexo B. Curva patron de glucosa
Resultados
Muestra | Glucosa (g/mL) Abs 1 [Abs 2 | Abs 3 | Promedio Desviacion estandar Error estandar
1 0.11| 0.111| 0.125| 0.13| 0.12133333 0.009073772 0.005238745
2 0.25| 0.25| 0.268| 0.27| 0.26333333 0.011718931 0.006765928
3 0.42|0.377| 0.39| 0.42 0.395 0.020952327 0.012096832
4 0.66| 0.556| 0.57| 0.53| 0.55066667 0.02247962 0.012978615
5 1|0.644| 0.692| 0.71 0.683 0.035369478 0.020420578
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