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Resumen

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros de origen microbiano con potencial
para sustituir a los plasticos convencionales, debido a su biodegradabilidad y
sostenibilidad. En este estudio se evalta la produccion de PHA por Vreelandella
venusta Hvenl0 en distintas condiciones de salinidad (80, 100 y 120 g/L de NaCl),
con glucosa como fuente de carbono.
La biomasa se determina como masa seca celular (MSC) y el contenido de PHA se
cuantifica gravimétricamente. Posteriormente, los polimeros extraidos se caracterizan
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), resonancia
magnética nuclear de protén (RMN-1H) y microscopia electronica de barrido (SEM).
Los resultados muestran una mayor acumulacion de PHA a 120 g/L de NaCl. Los
espectros obtenidos en FTIR y RMN-'H confirman la presencia de poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) como principal componente, sin evidencia de copolimeros.
Adicionalmente, las micrografias obtenidas por SEM revelan una morfologia
superficial rugosa y heterogénea, caracteristica de polimeros parcialmente cristalinos,
lo que respalda la pureza y estructura del PHB obtenido tras la extraccion y
purificacion.

Estos resultados destacan la capacidad de V. venusta Hven10 para sintetizar PHB en
condiciones salinas, posicionandose como una candidata prometedora para la

produccion de bioplasticos en ambientes haldfilos.

Palabras clave: bioplasticos, FTIR, Vreelandella venusta, PHB, polihidroxialcanoatos,
RMN-tH, SEM, salinidad.



Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are microbial biopolymers with potential to replace
conventional plastics due to their biodegradability and sustainability. In this study, the
production of PHA by Vreelandella venusta Hvenl0 was evaluated under different
salinity conditions (80, 100, and 120 g/L NaCl) using glucose as the carbon source.
Biomass was determined as cell dry mass (CDM), and PHA content was quantified
gravimetrically. The extracted polymers were characterized by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), proton nuclear magnetic resonance (*H NMR), and
scanning electron microscopy (SEM).
Results showed the highest PHA accumulation at 120 g/L NaCl. FTIR and *H NMR
spectra confirmed the presence of poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) as the main
component, with no evidence of copolymer formation. Additionally, SEM micrographs
revealed a rough and heterogeneous surface morphology, typical of semi-crystalline
PHB, supporting the purity and structural integrity of the extracted polymer.
These findings highlight the ability of V. venusta Hven10 to synthesize PHB under
saline conditions, positioning this strain as a promising candidate for sustainable

bioplastic production in halophilic environments.

Keywords: bioplastics, FTIR, Vreelandella venusta, PHB, polyhydroxyalkanoates, *H-
NMR, SEM, salinity.



Introduccion

Los plasticos producidos con base en el petréleo, como el tereftalato de polietileno
(PET), el cloruro de polivinilo (PVC), el polietileno (PE), el polipropileno (PP), el
poliestireno (PS) y la poliamida (PA) son los mas utilizados para empaques y envases
de un solo uso, debido a que presentan muchas ventajas: son versétiles, duraderos y
relativamente econémicos de producir, o que ha llevado a su uso generalizado en
diversas industrias y productos cotidianos (Mozejko-Ciesielska et al., 2023). Sin
embargo, su produccion (basada en recursos fosiles no renovables) conlleva al
agotamiento de estos recursos, la liberacidon de microplasticos y la emision de gases
de efecto invernadero. La mayoria de estos materiales persisten durante cientos de
afios, contribuyendo a la contaminacibn ambiental. Ademas, las practicas
inadecuadas de eliminacién y reciclaje han traido como consecuencia la acumulacion
de desechos plasticos en vertederos, océanos, suelos y otros ecosistemas, causando

dafos a la vida silvestre y al ambiente (Chen et al., 2021).

Plastics Europe (2022) informé que la fabricacidn mundial de plasticos alcanzé los
390.7 millones de toneladas en 2021, un 4.04% mas que en 2020. De esta cantidad,
el 90.2% (352.3 millones de toneladas) correspondié a plasticos de origen foésil.
Asimismo, 32.5 millones de toneladas (el 8.3%) fueron plasticos reciclados post
consumo y los 5.9 millones de toneladas restantes (el 1.5%) bioplasticos. Por este
motivo, es indispensable desarrollar alternativas sostenibles a los plasticos
convencionales, por ejemplo, biopolimeros ecolégicos elaborados a partir de recursos
renovables como residuos agricolas, biomasa de origen vegetal y aceites animales,
los cuales predominan dentro de un ciclo sostenible de produccion y eliminacion
(Wang et al., 2021).

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros de origen microbiano,
compostables, biodegradables y biocompatibles con el ambiente. Poseen
propiedades fisicoquimicas similares a los plasticos sintéticos, como el PET, PE, PP,
PA (Pernicova et al., 2019), por lo que han atraido la atencién de la comunidad
cientifica como alternativas ecoldégicamente aceptables a los polimeros de origen

petroquimico.



Los PHA son una familia de poliésteres termoplasticos producidos intracelularmente,
en forma de granulos, por numerosas bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su
funcién es la reserva de energia y carbono intracelular en condiciones de desequilibrio
nutricional, es decir, en una limitacién de nutrientes y un exceso de carbono. Ademas,
los PHA son una fuente de poder reductor y ayudan a mantener el balance redox

celular y la presion osmoética, en ciertas condiciones (Rekhi et al., 2021).

La produccion comercial de PHA de base biolégica aun es limitada; empresas como
Biomer en Alemania y Bio-on en Italia producen PHA utilizando materias primas caras
(azucares), cuyo uso y sostenibilidad siguen en discusion (Khatami et al., 2021). La
fuente de carbono suele contribuir entre el 30% y el 50% del coste total de produccién
de PHA, mientras que las etapas de extraccion y purificacion del biopolimero
representan una fraccion significativa del coste operativo y del precio minimo de venta
(p. €j. solventes, energia y eficiencia de ruptura celular) (Jiang et al., 2016; Khan et
al., 2021; Gautam et al., 2024). Para reducir el precio del PHA existen alternativas,
como la produccién de estos biopolimeros a partir de sustratos de desecho
econdémicos, especialmente desechos del procesamiento de alimentos. En particular,
se consideran sustratos prometedores a los materiales a base de lipidos, como el
aceite de freir/cocinar (Obruca et al., 2013), el aceite de palmiste (Loo et al., 2005) o
los lipidos de la industria procesadora de alimentos (Riedel et al., 2015). Otra
estrategia para reducir los costos de producciéon de PHA ha sido recientemente
definida bajo el concepto de “biotecnologia industrial de préxima generacion” (NGIB,
por sus siglas en inglés). Este enfoque, propuesto por Chen y Jiang (2018), se basa
en el uso de organismos extremofilos, los cuales ofrecen mdltiples ventajas para los
procesos de produccion, como su capacidad de crecer en condiciones no estériles,
su alta tolerancia a concentraciones elevadas de sal u otros compuestos inhibitorios,
la simplificacion de los procesos de cultivo y extraccion, y la reduccién de los riesgos
de contaminacion microbiana (Mozejko-Ciesielska et al., 2023; Obulisamy y Mehariya,
2021).

En la actualidad, los microorganismos haléfilos se reconocen como organismos con
un alto potencial para su aplicacion en la biotecnologia industrial (Yin et al., 2015).

De hecho, la produccion de PHA ya ha sido descrita en numerosos haldfilos, siendo



de gran relevancia el vinculo entre la halofilicidad y la acumulacion de PHA, ya que
podria atribuirse al hecho de que los granulos de PHA protegen a las células
bacterianas de los efectos adversos de las fluctuaciones de la osmolaridad (Qu et
al., 2022; Ben Abdallah et al., 2025). Por esta razon, podria esperarse que la
biosintesis de PHA sea una caracteristica positiva durante la adaptacion a
condiciones hiperténicas y fluctuaciones osméticas (Sedlacek et al., 2019). Ademas
de su resistencia a la contaminacién microbiana y su capacidad para utilizar fuentes
de carbono no convencionales, las bacterias haléfilas ofrecen mayor tolerancia a
condiciones ambientales extremas y la posibilidad de obtener productos de alto
valor agregado bajo condiciones hiperténicas (Kumar y Kim, 2018; Lim et al., 2023;
Mitra et al., 2020).

La notable capacidad adaptativa de los microorganismos haldéfilos para prosperar en
ambientes con alta osmolaridad, junto con su aptitud para sintetizar biopolimeros
como los PHA en condiciones extremas, ha impulsado el interés en ciertos géneros
con aplicaciones biotecnoldgicas ya consolidadas en procesos industriales. Estas
aplicaciones incluyen la produccion a gran escala de biopolimeros, enzimas
halotolerantes y compuestos osmoprotectores utilizados en sectores como la
biomedicina, la industria alimentaria y la biorremediacién salina (Quillaguaman et al.,
2010; Oren, 2024).

Entre ellos, el género Vreelandella (anteriormente incluido dentro de Halomonas)
destaca no solo por su tolerancia a concentraciones elevadas de sal, sino también
por su versatilidad metabdlica, su rapido crecimiento y su capacidad para utilizar
diversas fuentes de carbono, incluyendo residuos agroindustriales y aceites
residuales. Estas caracteristicas lo posicionan como un microorganismo de interés
emergente para el desarrollo de bioprocesos sostenibles y de bajo costo enfocados
en la produccién de bioplasticos bajo condiciones no estériles y de alta salinidad
(Oren, 2024).

Diversas especies de Halomonas han sido ampliamente estudiadas por su eficiencia
en la acumulacién de PHA, particularmente en condiciones no estériles y con un
disefio simplificado de procesos (Mothes et al., 2008; Mitra et al.,, 2020;
Quillaguaman et al., 2008; Tamang y Nogueira, 2021). En este contexto,

Vreelandella venusta (sin.: Halomonas venusta), es una especie que, al presentar
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un genoma menos explorado en comparacion con otras cepas modelo del género,
ofrece la posibilidad de contribuir al conocimiento fundamental sobre los
mecanismos moleculares y fisioldégicos implicados en la biosintesis de PHA en
bacterias haléfilas. Esto representa una oportunidad para identificar nuevas rutas
metabdlicas, optimizar condiciones de cultivo a través de enfoques empiricos y
establecer parametros fisicoquimicos especificos para la caracterizacion de los

polimeros obtenidos.

De esta manera, el presente trabajo aporta un enfoque novedoso al explorar una
cepa no convencional y poco caracterizada de Vreelandella venusta, en contraste
con los modelos haldfilos mas estudiados. Este analisis permite no so6lo generar
informacion basica sobre su fisiologia y rutas metabdlicas, sino también evaluar su
potencial bajo condiciones de cultivo simplificadas y con fuentes de carbono de bajo
costo, lo que aporta elementos practicos y transferibles para el disefio de

bioprocesos sostenibles de produccién de PHA.

Justificacion

El incremento de la contaminacion por residuos plasticos derivados del petréleo ha
impulsado la busqueda de alternativas sostenibles y biodegradables. Dentro de
estas, los polihidroxialcanoatos representan una opcién prometedora por su origen
microbiano, su biodegradabilidad y sus propiedades fisicoquimicas comparables a
las de los plasticos convencionales (Chen et al., 2021; Rekhi et al., 2021). Sin
embargo, su produccion a escala industrial ain enfrenta retos técnicos y econdmicos,
principalmente relacionados con los costos del sustrato y la eficiencia en la

acumulacion del polimero (Chen y Jiang, 2017).

Las bacterias haldfilas, como Vreelandella venusta (sin.: Halomonas venusta),
ofrecen ventajas significativas para la produccion de PHA, ya que pueden crecer en
condiciones salinas que reducen los riesgos de contaminacién microbiana, permiten
el uso de medios no estériles y presentan la capacidad de acumular altos
porcentajes de PHA en condiciones de estrés (Qu et al., 2022). Ademas, el uso de
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fuentes de carbono simples, como la glucosa, facilita el estudio controlado de los

mecanismos de biosintesis de los biopolimeros.

El presente trabajo se centrd en evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NaCl) sobre el rendimiento de produccién de PHA por Vreelandella
venusta. A diferencia de estudios previos centrados en hal6filos ampliamente
caracterizados, este estudio aborda una cepa recientemente reclasificada y poco
explorada, lo que representa una oportunidad para descubrir nuevos rasgos
fisioldgicos y metabdlicos con potencial biotecnoldgico.

La cepa V. venusta Hvenl0 fue aislada del lago crater hipersalino de la Isla Isabel
(México), un ecosistema insular declarado Parque Nacional y Area Natural Protegida,
caracterizado por su alta salinidad, temperatura variable y limitada disponibilidad de
nutrientes. Estas condiciones extremas ejercen una presion selectiva que favorece el
desarrollo de microorganismos con mecanismos unicos de adaptacion y sintesis de

compuestos de interés, entre ellos los polihidroxialcanoatos.

Aunque el estudio de cepas poco exploradas puede implicar limitaciones técnicas,
como la ausencia de informacién genémica o condiciones de cultivo optimizadas,
también ofrece la ventaja de ampliar el repertorio biotecnolégico méas alla de los
modelos convencionales, como Halomonas o Cupriavidus, e identificar nuevos
candidatos con tolerancia a salinidades extremas, rutas metabdlicas alternativas y

mayor versatilidad en el uso de sustratos.

Por ello, la exploracién de V. venusta no sélo aporta informacion novedosa sobre su
fisiologia y respuesta a la salinidad, sino que también contribuye a la valoracién
cientifica de los ecosistemas hipersalinos mexicanos como reservorios de

biodiversidad microbiana con potencial para aplicaciones industriales sostenibles.

Hipotesis

La cepa haldfila Vreelandella venusta HvenlO0 es capaz de acumular

polihidroxialcanoatos (PHA) en condiciones de alta salinidad, utilizando glucosa
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como fuente de carbono, y su rendimiento de acumulacion (%PHA/MSC) se ve

influido significativamente por la concentracion de NaCl en el medio de cultivo.
Objetivos
Objetivo general

Evaluar el potencial biotecnolégico de Vreelandella venusta HvenlO para la
produccion de polihidroxialcanoatos en condiciones controladas de cultivo, y
caracterizar las propiedades estructurales y morfolégicas de los biopolimeros

obtenidos mediante técnicas fisicoquimicas y espectroscopicas.

Objetivos especificos

e Optimizar las condiciones de cultivo de Vreelandella venusta Hven10 mediante
la variacion de las concentraciones de NaCl en el medio, con el fin de identificar

las condiciones que favorecen la acumulacion intracelular de PHA.

e Cuantificar el rendimiento y la eficiencia de produccién de PHA en funcion de
la biomasa seca celular, a partir de la extracciéon y purificacion del polimero

mediante métodos fisicoquimicos.

e Analizar la dindmica de acumulacién de PHA durante la cinética de crecimiento
de V. venusta Hvenl10, evaluando la relacién entre el crecimiento celular y la

produccion del biopolimero.

e Caracterizar estructural y morfolégicamente los PHA obtenidos, utilizando
técnicas de microscopia electrénica y espectroscopia para determinar sus

propiedades fisicas, quimicas y morfoldgicas.
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Capitulo 1. Generalidades de los polihidroxialcanoatos

1.1 Historia de los polihidroxialcanoatos

La identificacion de los granulos de PHA en bacterias se remonta a 1888, cuando
Martinus Beijerinck los observd por primera vez como inclusiones intracelulares
(Beijerinck, 1888). Posteriormente, en 1926, Maurice Lemoigne aislo y caracterizo el
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) de Bacillus megaterium, describiendo su masa
molecular, punto de fusion y actividad optica, lo cual marco el inicio formal del estudio
de estos biopolimeros (Lemoigne, 1926). Durante las décadas siguientes,
investigadores como Macrae y Wilkinson (1958) evidenciaron que B. megaterium
acumulaba polihidroxialcanoatos en condiciones de alto cociente carbono/nitrogeno,
y se identificaron nuevas bacterias productoras, como Pseudomonas, Azotobacter y

Chromatium.

El interés industrial por los PHA surgié en la década de 1970, cuando la crisis
petrolera incentivd el desarrollo de bioplasticos. Imperial Chemical Industries (ICI)
produjo PHB con altos rendimientos (~70 %) utilizando Alcaligenes latus (Anderson
y Dawes, 1990). A pesar del avance técnico, los altos costos limitaron la
competitividad de los PHA frente al polipropileno. Sin embargo, en los afios 80 - 90
del siglo XX se comercializ6 el copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
(PHBV) por la marca Biopol (Monsanto/Metabolix), consolidando el potencial del PHA,
aunque con desafios econ6micos persistentes (Madison y Huisman, 1999;
Sudesh et al., 2000).

1.2 Biosintesis de los polihidroxialcanoatos
1.2.1 Vias de biosintesis de PHA en bacterias

La ruta biosintética hacia la formaciéon de PHA depende en gran medida del tipo de
monomeros disponibles, los cuales a su vez estan determinados por la fuente de
carbono utilizada por la bacteria y el flujo metabdlico resultante. En términos
generales, las rutas de biosintesis de PHA se pueden agrupar en tres vias principales:

la via a partir de azucares (principalmente glucosa), la via desde acidos
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grasos o lipidos, y la via desde intermediarios, como el 3-hidroxipropionato (Vicente
et al., 2023).

La primera y mas ampliamente distribuida via biosintética de PHA parte de fuentes
de carbono como la glucosa y otros carbohidratos simples, que son canalizados a
través de la glucolisis hacia la generacion de acetil-CoA. Este compuesto actua
como precursor para la sintesis de PHB, el tipo de PHA mas comun. En esta via,
dos moléculas de acetil-CoA se condensan mediante la enzima [-cetotiolasa
(PhaA), formando acetoacetil-CoA. Posteriormente, la acetoacetil-CoA reductasa
(PhaB) reduce este intermediario a (R)-3-hidroxibutiril-CoA, utilizando NADPH como
cofactor. Finalmente, la PHA sintasa (PhaC) polimeriza estos mondémeros en
cadenas de PHB. Esta via es comun en bacterias como Cupriavidus necator,
Azotobacter vinelandii y diversas especies del género Halomonas, incluida

Vreelandella venusta (sin.: Halomonas venusta) (Stanley et al., 2020).

Una segunda via relevante en la biosintesis de PHA implica el metabolismo de
acidos grasos o lipidos, a través del proceso de B-oxidaciéon. En esta ruta, los acidos
grasos son degradados enzimaticamente a unidades de acil-CoA, que a su vez
generan intermediarios como (R)-3-hidroxiacil-CoA, los cuales pueden ser
directamente canalizados hacia la sintesis de PHA mediante la accion de PHA
sintasas. Esta via es particularmente eficiente para la produccién de PHA de cadena
media (mcl-PHA), caracterizados por presentar propiedades mecanicas flexibles y
mayor elasticidad en comparacién con los PHA de cadena corta (scl-PHA) como el
PHB (Cheny Jiang, 2017).

En el caso de bacterias haléfilas, como Halomonas sp., Halomonas bluephagenesis
y Vreelandella venusta, se ha demostrado que poseen la capacidad de metabolizar
eficientemente aceites vegetales o lipidos residuales, tales como aceite de cocina
usado, como fuente principal de carbono para la sintesis de PHA, principalmente en
condiciones de salinidad elevada (Pernicova et al., 2019a; Yin et al., 2015). Esta
caracteristica confiere a las bacterias hal6filas una ventaja biotecnoldgica, ya que no
sblo toleran ambientes osmoéticamente extremos, sino que también convierten

sustratos econdmicos y renovables en bioplasticos de interés industrial.
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Existe una tercera via metabdlica menos comun, denominada la via del
3-hidroxipropionato, en la cual se forma un intermediario que puede ser
transformado en precursores de monomeros PHA de cadena corta o media. Aunque
es una via menos utilizada en bacterias no modificadas, se ha explorado mediante
estrategias de ingenieria metabdlica para la produccion de copolimeros novedosos
(Akiyama et al., 2003). Algunas arqueas halofilas también pueden presentar

variantes de esta ruta para acumular PHA en condiciones de estrés ambiental.

La eleccion de una via biosintética especifica no sélo depende de la especie
bacteriana, sino también de las condiciones de cultivo y la disponibilidad de
nutrientes. Por ejemplo, cuando se utilizan azucares como fuente de carbono, se
favorece la via de la acetil-CoA, mientras que la presencia de &cidos grasos
promueve el uso de la via B-oxidacion. Existen bacterias que presentan flexibilidad
metabdlica, pudiendo cambiar entre rutas dependiendo del medio de cultivo, lo cual
es relevante en contextos industriales donde se busca maximizar la productividad de
PHA a partir de materias primas econdémicas y sostenibles (Chen y Jiang, 2018). La
comprensién de estas vias metabdlicas ha permitido el disefio de estrategias de
ingenieria genética y optimizacion de medios de cultivo para aumentar tanto el
rendimiento como la calidad de los PHA producidos. Asimismo, la combinacién de
rutas en cepas modificadas ha posibilitado la produccion de copolimeros con
propiedades mecanicas y térmicas superiores, ampliando el abanico de posibles

aplicaciones industriales de estos biopolimeros (Mai et al., 2024).

1.2.2 Enzimas clave: B-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y PHA

sintasa

El metabolismo de PHA es un ciclo continuo bidireccional de sintesis y degradacion
(Prieto et al., 2016). Es un proceso intrincado controlado por circuitos reguladores
complejos donde el flujo de carbono esta adecuadamente equilibrado entre la
sintesis de PHA y el crecimiento de los microorganismos. En particular, tres enzimas
juegan un papel central en la ruta biosintética de los PHA de cadena corta, como el
PHB: B-cetotiolasa (PhaA), acetoacetil-CoA reductasa (PhaB) y PHA sintasa (PhaC)

(Madhusoodhanan et al., 2023). Estas enzimas actdan secuencialmente,
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canalizando el flujo de carbono desde intermediarios centrales del metabolismo
(como el acetil-CoA) hacia la formacion y polimerizacion del mondémero
3-hidroxibutiril-CoA.

La primera enzima, B-cetotiolasa, cataliza la condensacion de dos moléculas de
acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. Esta reaccion, que ocurre en el citoplasma
bacteriano, es termodinamicamente desfavorable en condiciones normales, por lo
qgue su flujo se ve favorecido cuando la concentracion intracelular de acetil-CoA es
alta, como ocurre en condiciones de exceso de carbono y limitacibn de otros
nutrientes (Mai et al., 2024). Esta enzima no sélo participa en la biosintesis de PHA,
sino también en rutas relacionadas, como la cetogénesis y la degradacién de

aminoacidos, lo que resalta su papel versatil dentro del metabolismo bacteriano.

A continuacién, la acetoacetil-CoA es reducida a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por la accién
de la enzima acetoacetil-CoA reductasa. Esta reaccion requiere la participacion de
NADPH como cofactor reductor, lo cual vincula la biosintesis de PHA con el estado
redox de la célula. La disponibilidad de NADPH, generalmente elevada en
condiciones anabdlicas, puede ser un factor limitante para la actividad de esta enzima
(Madhusoodhanan et al., 2023). Ademas, se ha reportado que la actividad de esta
reductasa se ve regulada por la proporcion NADPH/NADP+, y su eficiencia determina
el enantibmero del mondémero resultante, lo cual es crucial para la posterior

polimerizacion (Koller et al., 2010a).

Finalmente, el paso clave en la biosintesis es catalizado por la PHA sintasa, que
polimeriza unidades de (R)-3-hidroxibutiril-CoA para formar los diferentes tipos de
PHA. Esta enzima presenta una alta especificidad, y su actividad depende tanto de la
naturaleza del monémero como de su propia estructura. Las PHA sintasas se
clasifican en cuatro clases (I-1V) segun su organizacién estructural y especificidad de
sustrato. Las clases | y lll son las mas comunes en bacterias productoras de PHA de
cadena corta, mientras que las clases Il y IV se asocian con la incorporacion de

monomeros de cadena media (Rehm, 2003; Sudesh et al., 2000).

La PHA sintasa (PhaC) es considerada la enzima clave y limitante de la ruta
biosintética de los polihidroxialcanoatos, por lo que su eficiencia catalitica, estabilidad

estructural, afinidad por el monédmero y mecanismos de regulacion determinan
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directamente la cantidad y el tipo de polimero producido (Chen, 2009).
La expresion de phaC se encuentra regulada por multiples factores, incluyendo el
estado nutricional de la célula, la disponibilidad de carbono y la limitacion de nutrientes
esenciales (como nitrogeno, fosforo y oxigeno), que inducen una red de sefiales
globales de estrés. En muchas bacterias, la transcripcion de phaC esta controlada por
reguladores como PhaR, que reprime o activa la expresion dependiendo de la
acumulacion intracelular de PHA, y por proteinas asociadas a la envoltura del granulo
como PhaP (phasinas), que modulan la estabilidad y el tamafio de los granulos
(Jendrossek y Pfeiffer, 2014).

A nivel metabdlico, la actividad de la PHA sintasa se ajusta por la disponibilidad de
sustratos (intermedios como 3-hidroxibutiril-CoA o 3-hidroxivaleril-CoA) y por el
balance redox intracelular (NADPH/NADP™ ), lo que integra su regulacion dentro del
metabolismo central. Adicionalmente, estudios de ingenieria genética han
demostrado que la sobreexpresion de phaC o la introduccion de mutaciones
puntuales en residuos cataliticos pueden incrementar el rendimiento de PHA y alterar
la especificidad del sustrato, posibilitando la produccién de copolimeros con

propiedades mecéanicas mejoradas (Chen, 2009; Lu et al., 2009).

En conjunto, la accion coordinada de estas tres enzimas convierte intermediarios
metabolicos derivados del carbono en polimeros de almacenamiento que pueden

representar hasta el 90% del peso seco celular en condiciones éptimas.

1.2.3 Regulacion de la sintesis: condiciones nutricionales y ambientales

La producciéon de PHA en bacterias no es un proceso constitutivo, sino que se
encuentra fuertemente regulado por las condiciones nutricionales y ambientales del
entorno. Esta regulacién responde a estrategias adaptativas que las bacterias han
desarrollado para enfrentar situaciones de desequilibrio metabolico, particularmente
en escenarios donde existe un exceso de carbono y una limitacion de otros nutrientes
esenciales, como nitrégeno (N), fésforo (P), azufre (S), oxigeno (O) o hierro (Fe)
(Anderson y Dawes, 1990; Sudesh e Iwata, 2008). La acumulacion de PHA se
desencadena principalmente en condiciones de crecimiento desbalanceado, es decir,

cuando el suministro de una fuente de carbono es abundante, pero otros nutrientes
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limitan la sintesis de biomasa. Este desbalance favorece la canalizacion de
intermediarios metabdlicos hacia rutas anabdlicas secundarias, como la sintesis de
PHA, actuando como una valvula de escape del exceso de carbono intracelular
(Madison y Huisman, 1999). En este contexto, los PHA funcionan como polimeros de
almacenamiento, acumulandose en forma de granulos intracelulares cuando las
condiciones de crecimiento son desfavorables para la replicacién celular, pero el

carbono permanece disponible.

Desde el punto de vista bioquimico, la sintesis de PHA esta regulada directamente a
nivel enzimatico. Los valores cinéticos de Km y Vmax de las enzimas participantes en
la ruta metabdlica: B-cetotiolasa, la acetoacetil-CoA reductasa y la PHA sintasa,
proporcionan informacion sobre su especificidad de sustrato, asi como pistas para
mejorar aun mas sus actividades para promover la formacién de PHA. Estas enzimas
pueden activarse o inhibirse en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, a la carga
energética de la célula (ATP/ADP) y a sefiales regulatorias de tipo transcripcional o
post transcripcional (Koller et al., 2017). Por ejemplo, en bacterias como Cupriavidus
necator, se ha demostrado que la transcripcion del gen phaC esta directamente
inducida por la limitacion de nitrégeno, en presencia de carbono excedente (Verlinden
et al., 2007). Asimismo, la modificacion covalente de la PHA sintasa por fosforilacion
también afecta a su actividad enzimética, lo que podria influir ain mas en la
acumulacién de PHA (Juengert et al., 2018). Por ello, controlar la actividad enzimatica
de proteinas clave involucradas en la via biosintética de PHA es un posible método

para regular su metabolismo.

Ademas de las condiciones nutricionales, factores ambientales como la temperatura,
el pH, la salinidad y la concentracion de oxigeno disuelto también influyen
significativamente en la acumulacion de PHA. En bacterias hal6filas como Halomonas
spp., la sintesis de PHA ha sido asociada con la tolerancia a ambientes hipertonicos.
La salinidad elevada no so6lo modula la expresion de genes asociados con el
metabolismo del PHA, sino que también favorece indirectamente su acumulacion al
generar un estrés osmoético que altera el balance energético y redox de la célula
(Obruca et al., 2020).

Este proceso de modulacion ocurre principalmente mediante la activacion de rutas de

sefalizacion y regulacion transcripcional que ajustan el flujo metabdlico hacia la
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sintesis y almacenamiento de PHA. Ante condiciones hiperosmoéticas, las bacterias
haldfilas redirigen el exceso de poder reductor (NADPH) y de intermediarios del ciclo
de Krebs hacia la formacion de (R)-3-hidroxibutiril-CoA, precursor inmediato del PHA.
Al mismo tiempo, se suprime parcialmente la biosintesis de macromoléculas
asociadas al crecimiento, priorizando la acumulacién de reservas de carbono y
energia (Kumar y Kim, 2018b; Sedlacek et al., 2019b).

Particularmente, en bacterias halofilas moderadas y extremas, como Halomonas
elongata o Vreelandella venusta, se ha observado que los granulos de PHA pueden
desempeiiar un papel protector frente al estrés osmdético, al contribuir a la
estabilizacion de estructuras intracelulares y al mantenimiento de la homeostasis
celular. Por lo tanto, el entorno de alta salinidad puede ser no solo permisivo, sino
favorable para la sintesis y acumulacion de estos biopolimeros (Lim et al., 2023a).

Otro mecanismo para controlar el metabolismo de PHA involucra a las proteinas
reguladoras. Los granulos de PHA estan cubiertos con proteinas conocidas como
proteinas asociadas a granulos de PHA (PGAP) (Maestro y Sanz, 2017). Algunas de
estas PGAP, como PhaR, PhaM, PhaF y PhaQ, a menudo sirven como proteinas
reguladoras que se unen a sus propios promotores o a los promotores de otros genes
biosintéticos de PHA, para regular su transcripcion y asegurar la formacion bien
organizada de granulos de PHA (Pétter et al., 2005; Galan et al., 2011). Por lo tanto,
la modificacion de estos elementos reguladores puede alterar el nivel de produccion
de PHA. Ademas, algunos sistemas reguladores globales, como el sistema Gac/Rsm,
el sistema PTS y Ntr, el sistema regulador de dos componentes NtrB/NtrC y el quérum
sensing también participan en la regulacion de la sintesis de PHA en algunas especies
(Pfeiffer et al., 2011).

1.2.4 Rol fisiolégico de los PHA en la célula bacteriana

La funcion fisiologica de los polihidroxialcanoatos va mas alla del almacenamiento
energético: estos biopolimeros desempefian roles esenciales en la adaptacion a
condiciones ambientales adversas, la respuesta al estrés osmotico y oxidativo, la
estabilizacion celular e incluso la regulacion de la homeostasis metabdlica

(Jendrossek y Pfeiffer, 2014; Kadouri et al., 2005). Desde una perspectiva energética,
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los PHA se acumulan tipicamente cuando existe un exceso de carbono disponible en
el medio, pero hay limitaciones en otros nutrientes esenciales como N, P 0 S. En estas
condiciones, el flujo metabdlico se desvia hacia la sintesis de polimeros, permitiendo
a la célula almacenar carbono en forma de granulos intracelulares de PHA.
Posteriormente, en condiciones de escasez de carbono, estos polimeros pueden ser
degradados por enzimas intracelulares como las PHA despolimerasas (PhaZz),
liberando mondémeros que son reconvertidos a acetil-CoA, permitiendo la
supervivencia celular durante periodos prolongados de inanicion (Rehm, 2010; Wang
et al.,, 2012). Adicionalmente, se ha demostrado que los granulos de PHA
desempeiian funciones estructurales y protectoras dentro de la célula bacteriana.
Lejos de ser simples reservorios de carbono, estos granulos se consideran organulos
funcionales debido a su compleja organizacion molecular y a la presencia de una capa
superficial de proteinas especializadas, denominada envoltura del granulo o capa de
proteinas PhaP/PhaR.

Diversos estudios han demostrado que las proteinas asociadas a los granulos
incluyen enzimas biosintéticas (como la PHA sintasa, PhaC), proteinas estructurales
(phasinas, PhaP), reguladoras (PhaR) y proteinas vinculadas con el metabolismo y el
ciclo celular, como FtsZ, MreB y PopZ, que participan en la divisibn y morfologia
celular (Sznajder et al., 2015; Obruca et al., 2020).

La interaccion de los granulos de PHA con estas proteinas permite su
posicionamiento dindmico dentro de la célula, su segregacion durante la divisién
bacteriana y su integracion en las redes metabdlicas, o que sustenta su consideracion
como organulos bacterianos funcionales, analogos en cierto modo a los
compartimentos especializados observados en células eucariotas (Jendrossek y
Pfeiffer, 2014)

En bacterias haldfilas, el rol fisiologico de los PHA cobra especial relevancia ya que
estos microorganismos enfrentan constantes fluctuaciones osméticas en ambientes
salinos extremos. En este contexto, la acumulacién de granulos de PHA se ha
vinculado con la resistencia osmotica, actuando posiblemente como un sistema
tampodn frente a la pérdida de agua o facilitando la reorganizacion intracelular del
volumen y contenido iénico (Sedlacek et al., 2019). Asimismo, los PHA parecen tener

un papel en la proteccion frente a estrés oxidativo, al reducir la generacion de

21



especies reactivas de oxigeno (ROS), tal como ha sido observado en Cupriavidus
necator y otras bacterias ambientales (Obruca et al., 2016a).

Otro aspecto notable del rol fisiolégico de los PHA es su implicacion en la formacion
de biofilms y motilidad celular. Algunos reportes han indicado que la acumulacion de
PHA puede modular la expresion de genes relacionados con la motilidad flagelar y la
sintesis de exopolisacéridos, influyendo en la capacidad de colonizacion y adhesion
a superficies (Kadouri et al., 2005). Esta funcién es particularmente Util en entornos
cambiantes, donde las bacterias deben adaptar rapidamente su fenotipo para
asegurar su persistencia. Finalmente, los PHA han sido implicados en la regulacion
del equilibrio redox intracelular, al actuar como sumideros de poder reductor
(principalmente NADPH). Durante condiciones de desbalance metabdlico o estrés
oxidativo, la sintesis de PHA permite el consumo del exceso de equivalentes
reducidos, contribuyendo al mantenimiento del balance entre las formas oxidada y
reducida de los cofactores (NADP* /INADPH), y favoreciendo asi la estabilidad
metabdlica de la célula. Esta capacidad de "almacenar" electrones de forma
transitoria representa una ventaja adaptativa importante, especialmente en bacterias
sometidas a cambios bruscos en la disponibilidad de nutrientes o en la presion
oxidativa (Obruca et al., 2016b).

En conjunto, estas observaciones destacan que los PHA son mucho mas que simples
reservorios de energia; se trata de biopolimeros funcionales que intervienen
activamente en la fisiologia, homeostasis y supervivencia de las bacterias,
especialmente en condiciones de estrés ambiental, lo cual es altamente relevante
para aplicaciones biotecnolégicas que buscan explotar cepas robustas, como

Vreelandella venusta, para la produccion industrial de bioplasticos.

1.3 Tipos de polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos constituyen una familia diversa de poliésteres microbianos
cuya composicion monomeérica, longitud de cadena y propiedades fisicoquimicas
puede variar ampliamente dependiendo de la cepa bacteriana productora, la via
metabdlica activa, el tipo de sustrato utilizado y las condiciones de cultivo. Esta

versatilidad ha sido ampliamente estudiada, no solo en bacterias modelo como

22



Cupriavidus necator, sino también en bacterias haléfilas como Halomonas
bluephagenesis y Vreelandella venusta, que han demostrado ser capaces de producir
tanto homopolimeros como copolimeros con potencial de aplicacion industrial (Qu et
al., 2022; Yin et al., 2015).

1.3.1 Homopolimeros y copolimeros

Desde el punto de vista estructural, los PHA pueden clasificarse en homopolimeros,
cuando estan compuestos por un solo tipo de mondémero, y copolimeros, cuando
incluyen al menos dos tipos distintos de mondmeros en la cadena polimérica. El
homopolimero mas estudiado y producido es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), que se
genera a partir de (R)-3-hidroxibutiril-CoA y es caracteristico de muchas bacterias en
condiciones de acumulacion de carbono. Este polimero es altamente cristalino,
biodegradable y presenta propiedades mecéanicas similares al polipropileno, aunque
de mayor fragilidad (Chen y Wu, 2005).

Los copolimeros, como el poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) o el
poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (PHB4HB), presentan mejor flexibilidad,
menor temperatura de fusion y resistencia al impacto en comparaciéon con el PHB
puro, lo que los hace mas atractivos para aplicaciones biomédicas o de envases
flexibles (Sudesh et al., 2000). Halomonas elongata y Halomonas bluephagenesis han
sido ampliamente estudiadas por su capacidad de producir copolimeros mediante la
adicién de precursores como acido propionico, acido valérico o aceites vegetales,
incluso en condiciones no estériles, lo que reduce considerablemente los costos de

produccion (Pernicova et al., 2019; He et al., 2025).

1.3.2 PHA de cadena corta, media y larga

Los PHA también pueden clasificarse, con base en la longitud de su unidad

monomeérica, en:
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e PHA de cadena corta (scl-PHA): contienen entre 3 a 5 atomos de carbono por
monomero. Ejemplos tipicos son el PHB y el PHBV. Son los méas comunes en

bacterias haléfilas y se caracterizan por su alta cristalinidad y rigidez.

e PHA de cadena media (mcl-PHA): compuestos por monémeros de 6 a 14
atomos de carbono, como el poli(3-hidroxioctanoato) (PHO) o poli(3-
hidroxidecanoato) (PHD). Son mas elastoméricos, con menor punto de fusion
y mayor elongacién hasta la rotura. Aungque son mMAs comunes en
Pseudomonas, ciertos haléfilos como Halomonas desertis pueden producirlos

a partir de aceites (Tamang y Nogueira, 2021).

e PHA de cadena larga (Icl-PHA): con mas de 14 atomos de carbono, menos
frecuentes y con propiedades aun mas elastoméricas. Su produccion es
limitada y generalmente requieren condiciones especificas o ingenieria

genética.

La longitud de la cadena monomeérica estd estrechamente relacionada con la ruta
metabdlica activa. En bacterias hal6filas predominan los scl-PHA, debido a la via
clasica a partir de acetil-CoA, aunque se ha demostrado que mediante ingenieria
metabdlica o seleccidén de sustratos lipidicos especificos también pueden producirse
mcl-PHA (Chen y Jiang, 2017).

1.3.3 Propiedades fisicoquimicas y aplicaciones segun el tipo de PHA

Las propiedades fisicoquimicas de los PHA, como su punto de fusion (Tm),
temperatura de transicion vitrea (Tg), cristalinidad, modulo de elasticidad, elongacion
hasta la rotura y biodegradabilidad, dependen significativamente del tipo de PHA

sintetizado. En términos generales:

Los homopolimeros scl-PHA, como el PHB, han sido ampliamente aplicados gracias
a su biodegradabilidad, biocompatibilidad, alta cristalinidad (~60 - 80%) y resistencia
térmica (Tm ~170°C). Estas propiedades han permitido su uso en sectores como el

biomédico, en suturas absorbibles, andamios para ingenieria de tejidos y sistemas de
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liberacion controlada de farmacos, la industria de envases, en peliculas, bolsas y

contenedores biodegradables, asi como en agricultura, donde se emplea como matriz

para liberacion lenta de nutrientes o pesticidas. También se ha explorado su uso en

biocompuestos, mezclado con nanomateriales o polimeros naturales, para fabricar

partes

automotrices

componentes

electrénicos

biodegradables. Su

biocompatibilidad y degradacion en metabolitos no téxicos han sido fundamentales

para extender sus aplicaciones en tecnologias sustentables y biomédicas (Chen y
Wu, 2005; Koller et al., 2010a; Sharma et al., 2019; Kalia et al., 2023; Zinn et al.,

2001). Los copolimeros, como PHBV, al reducir la cristalinidad, mejoran la flexibilidad

y elongacién, permitiendo su uso en envases biodegradables, suturas meédicas,

matrices para liberacién controlada de farmacos.

Los mcl-PHA tienen propiedades similares a las de los elastomeros termopléasticos,

con baja Tm (~40 - 60°C) y alta elongacion (>300%), haciéndolos utiles en protesis,

parches dérmicos o adhesivos médicos (Koller et al., 2010b).

En la Tabla 1 se muestra una comparacion entre las propiedades fisico-quimicas y

bioldgicas del PHB y otros polimeros convencionales o naturales basada en valores
reportados por Chen y Patel (2012); Sudesh et al., (2000); Habibi et al., (2010); y
Reddy et al., (2013).

Tabla 1. Comparacion entre PHB, polimeros sintéticos y naturales.

Polipropileno PLA (4cido Almidén Celulosa
Propiedad PHB (PP) polilactico) Termoplastico regenerada
(TPS)
Origen Bacteriano Petroquimico Fermentacion de | Vegetal (almidén |Vegetal (pulpa de
(microbiano) azucares (lactico) modificado) madera, algodon)
Biodegradabilidad Alta Nula Alta Alta Alta
Biocompatibilidad Alta Baja Alta Moderada Alta
Cristalinidad (%) 60-80 50-70 35-45 Baja Alta
Temperatura de 170-180 160-170 150-160 100-120 No definida,

fusién (°C)
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Médulo de 3500-4000 1300-1800 2000-3000 200-300 2000-5000
elasticidad (MPa)

Elongacion ala 5-8 200-600 4-10 100-300 10-30

rotura (%)

Procesabilidad Buena Excelente Buena Regular (hidrofilico) |Limitada (requiere
(inyeccion, tratamientos)
extrusion)

Impacto ambiental Bajo Alto Bajo Bajo Bajo
Aplicaciones Biomédica, Envases, Envases, Films agricolas, Textiles, films,
comunes envases, autopartes, medicina, biodegradables papel, filtros
agricultura textiles impresién 3D

1.4 Degradacion de los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos son biopolimeros intracelulares que, ademas de su origen
microbiano, presentan una ventaja sustancial frente a los plasticos convencionales:
su capacidad de degradarse en ambientes naturales y controlados. Esta degradacion
ocurre por la accién de microorganismos capaces de secretar enzimas extracelulares
denominadas despolimerasas, que catalizan la hidrdlisis del polimero en monémeros
solubles como el 3-hidroxibutirato (3HB), los cuales pueden ser posteriormente
asimilados por diversas especies bacterianas o fungicas (Jendrossek y Handrick,
2002).

El proceso de degradacion se ve influido por multiples factores fisicoquimicos, como
la composicion quimica del PHA, su cristalinidad, la temperatura, el pH, la humedad
y la disponibilidad de oxigeno. Los homopolimeros, como el PHB, suelen tener mayor
cristalinidad y, por ende, una degradaciéon mas lenta en comparacion con copolimeros
como el PHBYV, cuya menor cristalinidad facilita una hidrélisis mas eficiente (Volova
et al., 2011; Mohanan et al., 2020).

En condiciones aerdbicas, la degradacién conduce a la formacion de diéxido de
carbono, agua y biomasa microbiana. En condiciones anaerobicas, como en
digestores o sedimentos, los productos finales incluyen metano, lo que hace de los

PHA materiales compatibles incluso con procesos de biodigestion (Meereboer et al.,
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2020). Especificamente, se ha reportado que bacterias de géneros como
Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus y actinomicetos son eficientes degradadores
de PHA en diversos entornos, incluyendo suelos, compostas, aguas residuales y
ambientes marinos (Paloyan et al., 2025; Tokiwa y Calabia, 2006) (Tabla 2).

El potencial de degradacion de los PHA también ha sido validado en condiciones
industriales de compostaje, en las que se ha observado que PHB y PHBV pueden
alcanzar una mineralizacién superior al 90% en menos de seis semanas, lo que
cumple con los criterios de biodegradabilidad establecidos por normativas como la EN
13432 (European Committee for Standardization, 2000). No obstante, la degradacion
en ambientes marinos puede ser mas lenta debido a las bajas temperaturas, menor
actividad enzimatica y baja concentracion de microorganismos especificos, lo cual

representa un area de investigacion activa.

La importancia de la degradabilidad de los PHA radica en su papel como alternativas
sostenibles a los polimeros derivados del petréleo. La posibilidad de cerrar el ciclo de
vida del material mediante su reincorporacion al ciclo del carbono es un atributo clave

en el disefio de materiales poliméricos biodegradables (Narancic et al., 2018).

Tabla 2. Relacién de microorganismos descritos como degradadores de PHA vy las

condiciones ambientales en las cuales se ha observado su actividad degradativa.

Microorganismo Tipo de PHA Ambiente de Condiciones Referencia
degradado degradacion Optimas
Pseudomonas PHB, PHBV Suelo, composta Aerdébico, 30-37 °C, Volova et al., (2011)
lemoignei pH neutro
Streptomyces sp. PHB, PHBV Composta, aguas Aerdébico, 35-45 °C, Tokiwa y Calabia
residuales humedad alta (2006)
Bacillus sp. PHB Composta, suelos Aerdbico, 37 °C, Cho et al., (2021)
agricolas actividad maxima en
2-4 semanas
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Actinomyces israelli PHB Suelo Aerdbico, Paloyan et al.,
temperaturas (2025)
moderadas
Aspergillus PHBV Composta, suelos | Alta humedad, 30 °C, Jendrossek y
fumigatus (hongo) tropicales pH 6-7 Handrick (2002)
Halomonas elongata PHB Ambientes salinos Aerobico, NaCl 5- Paloyan et al.,
10%, 30-37 °C (2025); Meereboer et
al., (2020)
Consorcios PHB, PHBV Composta Aerbbico, 55-60 °C, Narancic et al.,
microbianos de industrial alta humedad (2018); European
compostaje Committee (2000)
Microbiota de lodos PHB Aguas residuales | Aerdbico/anaerébico, Meereboer et al.,

activados

20-35°C

(2020)
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Capitulo 2: Vreelandella venusta como productora de PHA

2.1 Caracteristicas generales del género Vreelandella

Entre las bacterias halofilas prometedoras para la sintesis de PHA, el género
originalmente conocido como Halomonas — representando mas de 160 especies
descritas hasta la fecha — ha sido recientemente objeto de una profunda
reestructuracion filogenémica (de la Haba et al., 2025). Una de las revisiones mas
destacadas es la reclasificacion de Halomonas venusta, que ahora pertenece al
nuevo género Vreelandella, bajo la combinacion Vreelandella venusta comb. nov. (de
la Haba et al., 2025; Parte et al., 2020-2024). Este cambio responde a analisis
gendmicos y filogenéticos que justifican la divisién del antiguo género Halomonas en

varios nuevos géneros mas coherentes en términos de genémica comparada.

En este nuevo contexto, Vreelandella conserva las propiedades distintivas de los
hal6filos moderados previamente atribuidas a Halomonas, incluyendo su notable
capacidad de crecimiento en un amplio rango de concentraciones salinas, que puede
extenderse hasta 2.5M de NaCl (Kushner, 1978). Esta flexibilidad osmdtica y
nutricional le permite adaptarse a distintos ambientes y fuentes de carbono, ya que
sus requerimientos varian con factores como la temperatura de cultivo y la naturaleza
del sustrato (Kushner, 1992).

A nivel fisiolégico, las especies de este género son bacilos Gram negativos, haléfilos
aerdbicos moviles, capaces de sintetizar metabolitos adaptativos como la ectoina y
los polihidroxialcanoatos (Yin et al.,, 2015). Su distribucion global en ambientes
marinos, salinas, lagos hipersalinos y suelos salinos, junto con su tolerancia ambiental
y capacidad de crecer en condiciones no estériles, ha despertado un creciente interés
biotecnoldgico, especialmente por su aptitud para acumular biopolimeros de alto valor
(de la Haba et al., 2025).
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2.2 Fisiologia haléfilay su relacion con la biosintesis de PHA

El género Vreelandella ha desarrollado estrategias fisioldgicas especificas para
prosperar en condiciones de alta salinidad, principalmente a través de la acumulacion
intracelular de solutos compatibles, como betaina, prolina, trehalosa y ectoina
(Roberts, 2005). Estos compuestos cumplen una doble funcion critica en la
homeostasis osmdética: por un lado, reducen el potencial osmético citosélico,
permitiendo a las células mantener su turgencia sin acumular excesivamente sales
inorganicas (Rojas y Huang, 2017) y, por otro lado, estabilizan proteinas y estructuras
celulares frente a la desnaturalizacion causada por fuerzas idnicas elevadas
(Roychoudhury, 2013; Biswas et al., 2023).

La relacion entre el metabolismo de solutos compatibles y la biosintesis de PHA ha
sido objeto de varios estudios. En ellos se ha demostrado que multiples cepas de
bacterias haldfilas, incluyendo Halomonas campaniensis y Halomonas alkaliphila,
pueden coacumular ectoinas y PHB en condiciones salinas especificas (Romano et
al., 2005; 2006). En particular, H. campaniensis logra acumular hasta un 12.4% de
PHB en funcion de la masa seca celular (MSC) y 1.4 moles de ectoina/mg de células
hamedas a 5.8 % (p/v) de NaCl (Strazzullo et al., 2008). Este fenbmeno sugiere una
relacion sinérgica entre ambos sistemas de adaptacion: los granulos de PHA
actuarian como estructuras hidrofébicas de reserva y proteccion, mientras que los

solutos compatibles controlarian la presion osmética celular.

En condiciones hiperténicas, Halomonas halophila ha demostrado que la acumulacion
de PHA mejora la integridad celular, mientras que en condiciones hipoosmdticas, las
células pobres en PHA son mas susceptibles a la lisis (Sedlacek et al., 2019c). La
acumulacién de PHA, al desplazar parcialmente el volumen citoplasmatico disponible
para solutos compatibles, permite una transicion mas rapida de medios hiperténicos

a hipotodnicos, reduciendo el riesgo de choque osmoético descendente (Obruca, 2020).
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2.3 Estudios previos sobre Vreelandella venusta y su potencial

biotecnolégico

Dentro del género Vreelandella, la especie V. venusta ha emergido como un
organismo de interés biotecnoldgico por su capacidad de crecer en ambientes salinos
moderados y sintetizar compuestos de alto valor agregado, como
polihidroxialcanoatos y biosurfactantes. Se ha reportado que V. venusta produce PHB
en condiciones de cultivo con 3 % de NaCl, glucosa a 80g/L y una relacién N/P
controlada, alcanzando una acumulacién del 69 % de PHB respecto a la masa celular,

lo que representa una produccidn de aproximadamente 1.5 g/L (Stanley et al., 2017).

Ademas, cuando se aplican estrategias de cultivo tipo feed-batch, V. venusta ha
demostrado un alto rendimiento, alcanzando hasta 33.4 g/L de PHB, correspondiente
al 88 % de la masa celular, lo cual representa uno de los valores mas altos reportados
para esta especie (Stanley et al., 2017). Estos resultados confirman la eficiencia
metabdlica de esta cepa en condiciones controladas, destacando su potencial como

plataforma biotecnoldgica para la produccion de biopolimeros.

Por otro lado, V. venusta ha mostrado también una notable capacidad para producir
biosurfactantes del tipo lipopeptidico, con propiedades multifuncionales. Se ha
demostrado que estos compuestos presentan una alta estabilidad frente a variaciones
de salinidad (0-120 g/L de NaCl), pH y temperatura. Ademas, los biosurfactantes
derivados de V. venusta inhiben la formacion de biofilms y promueven la cicatrizacion
celular, lo que sugiere aplicaciones prometedoras en el campo biomédico y cosmético
(Cheffi et al., 2021).

En conjunto, la evidencia experimental indica que Vreelandella venusta no sélo es
una productora eficiente de PHA en condiciones moderadamente haldfilas, sino que
también posee capacidades metabdlicas adicionales de interés industrial, como la
biosintesis de compuestos tensioactivos bioactivos. Estas propiedades refuerzan su
valor como cepa modelo para el desarrollo de procesos biotecnoldgicos sostenibles,
especialmente en plataformas que aprovechan residuos como fuente de carbono y

operan en condiciones no estériles.
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Capitulo 3: Meétodos de extraccion, cuantificacion vy

caracterizacion de PHA

3.1 Visualizacion intracelular de granulos de PHA mediante tincion con

negro Sudan

La deteccion y confirmacién morfolégica de los granulos intracelulares de PHA en
Vreelandella venusta se llevé a cabo mediante tincidon con negro Sudan, una técnica
histoquimica basada en la afinidad lipofilica del colorante por los polimeros de
naturaleza hidrofébica, como los PHA. Esta metodologia permite la observacion
directa de los granulos almacenados en el citoplasma celular, diferenciandolos

visualmente del resto de la estructura celular en el microscopio 6ptico.

Para la preparacion del colorante, se disolvieron 0.3 g de negro Sudan en 100 mL de
alcohol etilico al 70%, obteniéndose una solucién estable para tincion. Se realizaron
frotis bacterianos de aproximadamente 10 x 30 mm sobre portaobjetos limpios, los
cuales se fijaron mediante exposicién directa a la flama durante unos segundos, para

asegurar la adherencia celular y preservar la estructura.

Una vez fijado el frotis, se aplicaron 3 mL de la solucion de negro Sudan, dejando
actuar el colorante durante 15 minutos para permitir la penetracion y union al material
polimérico. Posteriormente, se retiré el exceso de colorante por escurrimiento y se
enjuago con agua destilada. Para mejorar el contraste lipidico, se afiadié 1 mL de una
mezcla de xilenos con etilbenceno durante 20 segundos, seguido de un nuevo
enjuague con agua destilada. Finalmente, se aplicé safranina como colorante de
contraste durante 1 minuto, lo que permitié tefiir el citoplasma bacteriano de color

rosado.

Las preparaciones fueron observadas en microscopia éptica con el objetivo de
inmersion 100 x, empleando una gota de aceite de inmersion para optimizar la
resolucion. En las muestras analizadas, los granulos intracelulares de PHA se
visualizaron como inclusiones de color morado oscuro, mientras que el resto de la
célula bacteriana adopté una tonalidad rosada clara. Esta diferencia de color permitié
corroborar la presencia y localizacion subcelular de los polimeros acumulados (Ortiz,
2009 citado por Blanco, 2010; Salinas et al., 2014).
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3.2 Métodos de ruptura celular y recuperacion del polimero

La extraccion eficiente de los PHA acumulados intracelularmente en bacterias es un
paso critico para su posterior cuantificacion y caracterizacion. Dado que estos
biopolimeros se depositan en forma de granulos citoplasmaticos insolubles, su
recuperacion requiere la disrupcidn de la envoltura celular sin alterar la estructura

quimica del polimero.

Existen diversos enfoques para llevar a cabo esta extraccion, que incluyen métodos
fisicos, enziméticos y quimicos. En esta investigacion se utilizaron técnicas basadas
en tratamiento con hipoclorito de sodio, seguido de extraccion con cloroformo y
precipitacion con metanol, un protocolo ampliamente documentado por su balance

entre rendimiento, pureza y accesibilidad (Kunasundari y Sudesh, 2011).

3.2.1 Extraccién con hipoclorito de sodio

El uso de hipoclorito de sodio (NaCIlO) como agente de digestion celular es una
estrategia ampliamente empleada para la recuperacion de PHA. Este compuesto
actia como un oxidante fuerte que lisa selectivamente el material celular, sin dafiar a
los granulos de PHA, permitiendo que estos se sedimenten intactos. En el
procedimiento clasico, la biomasa seca se resuspende en una solucién de NaClO al
5% (v/v) y se incuba a 37 °C durante 1 hora con agitacion leve. Durante este periodo,
proteinas, acidos nucleicos y lipidos se degradan, mientras que los granulos de PHA,
altamente resistentes a la oxidacion, permanecen integros. Posteriormente, el
polimero es recolectado por centrifugacion y lavado con solucion salina al 10% (v/v)
para remover impurezas residuales (Reddy et al., 2003; Verlinden et al., 2007).

3.2.2 Extraccion con cloroformo

La extraccion con cloroformo (CHCI; ) constituye un método estandar para recuperar
PHA con alta pureza, especialmente cuando se desea conservar su integridad
estructural y masa molecular. Este método se fundamenta en la solubilidad selectiva

del polimero en cloroformo, en contraste con otros componentes celulares. Tras la
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lisis celular (con NaClO), el pellet de PHA es incubado con cloroformo en agitacion
suave durante 1 hora a 37°C. El polimero se disuelve en el solvente, mientras que el
material insoluble (como residuos celulares o sales) permanece como fase sélida. La
disolucion puede filtrarse o centrifugarse para eliminar estos residuos (Sudesh et al.,
2000; Khanna y Srivastava, 2005).

3.2.3 Precipitacion con metanol

La precipitacién con metanol (CH; OH) es una etapa posterior a la disolucion del PHA
en cloroformo, y tiene como finalidad purificar y recuperar el polimero mediante la
reduccion de su solubilidad. Al afladir metanol en exceso al extracto cloroférmico (en
proporciones tipicas de 3:1 0 4:1, metanol:cloroformo), se induce la formacion de una
fase solida blanca correspondiente al polimero precipitado. Esta técnica permite
eliminar contaminantes solubles en cloroformo y recuperar el polimero con mayor
pureza. Tras la adicion de metanol, la mezcla se mantiene en reposo (a 4°C o
temperatura ambiente), y el polimero es separado por filtracion o centrifugacion,
seguido de secado a temperatura controlada. Este material puede emplearse
directamente para analisis térmicos y estructurales (Koller et al., 2017; Kourmentza et
al., 2017).

La combinacion de extraccién con cloroformo y precipitacion con metanol es
considerada una de las mas efectivas para la obtencion de PHA de grado analitico o
de alta pureza, aunque su escalamiento a nivel industrial requiere estrategias de

recuperacion de solventes, para mejorar la sostenibilidad del proceso.

3.3 Cuantificacion de la produccion de los PHA

La cuantificacion del PHA acumulado por bacterias es esencial para evaluar el
rendimiento del proceso biosintético en distintas condiciones experimentales. Existen
diversos métodos para este fin, desde aproximaciones gravimétricas hasta técnicas
espectrofotométricas y cromatograficas. En esta investigacion se emplearon dos
estrategias complementarias: la cuantificacion indirecta mediante el método del acido
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crotonico (apartado 3.3.2), y el método gravimétrico, basado en la determinacion de

la masa seca celular (apartado 3.3.1).

La masa seca celular representa un pardmetro clave para expresar el rendimiento de
PHA en términos relativos (% PHA/MSC) y absolutos (mg PHA/mL). Esta metodologia
permite estandarizar comparaciones entre condiciones de cultivo y cepas

productoras, y es particularmente Gtil en etapas de optimizacion.

3.3.1 Método gravimétrico

La determinacidén gravimétrica de PHA se baso6 en la cuantificacion de la biomasa
celular total producida durante la fermentacion bacteriana. Esta técnica proporciona
una medida confiable de la produccién bruta del cultivo, especialmente cuando se

desea correlacionar la sintesis de biopolimero con parametros de crecimiento.

El protocolo consistié en recolectar el volumen total de cultivo tras la incubacion,
seguido de una centrifugacion a 10 000 rpm durante 5 minutos para separar la
biomasa. El sobrenadante fue descartado y el pellet bacteriano fue lavado
cuidadosamente con solucion salina al 10% para eliminar residuos de medio de cultivo
y compuestos solubles que pudieran interferir en el pesaje. Posteriormente, los pellets
lavados fueron transferidos a papel de filtro previamente pesados y secados a 60 °C
durante 24 horas, o hasta alcanzar peso constante. Una vez seco, se determino el
peso neto de la biomasa mediante balanza analitica. La masa seca celular obtenida
se utilizé para expresar los rendimientos de PHA tanto en términos absolutos (mg)
como relativos al peso celular (% PHA/MSC), al combinar esta informacion con los
datos obtenidos mediante el método del 4cido crotonico.

Este enfoque permite comparar la eficiencia de sintesis de PHA en diferentes
condiciones experimentales, y es ampliamente reportado en estudios previos con

bacterias haldfilas (Quillaguaman et al., 2010b).
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3.3.2 Método del acido croténico

El método del &cido croténico es una técnica espectrofotométrica ampliamente
utilizada para la cuantificacion indirecta de polihidroxialcanoatos, basada en la
conversion térmica del biopolimero a acido crotonico en condiciones altamente
acidas. Esta reaccion permite transformar el PHB en un derivado detectable mediante
espectrofotometria UV, ya que el acido crotdnico presenta una absorbancia
caracteristica a una longitud de onda de 235 nm (Thu et al., 2023).

Para cuantificar PHB en las muestras experimentales, se desarrollé previamente una
curva de calibracion de &cido crotonico, utilizando concentraciones conocidas del
compuesto patrén. Las soluciones se prepararon mediante la mezcla de volimenes
determinados de acido crotonico con &cido sulfdrico concentrado, siguiendo un
protocolo estandarizado. La mezcla fue sometida a condiciones controladas de
temperatura para asegurar la estabilidad del acido crénico durante la medicion. La
absorbancia de cada mezcla fue medida en un espectrofotémetro UV-Vis a 235 nm,
obteniendo valores proporcionales a la cantidad de &cido crotonico presente. Las
concentraciones ensayadas abarcaron un rango de 0 a 8 pg/mL, permitiendo
establecer una relacién lineal entre la absorbancia y la concentracién del compuesto.
Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de regresion lineal, generando la
ecuacion de la recta correspondiente y el coeficiente de determinacion (R2), el cual
confirmd la linealidad del sistema y su idoneidad para fines cuantitativos. Esta curva
de calibracion se empleara como referencia para determinar la concentracion de PHB
en las muestras obtenidas de este trabajo. Para ello, los extractos poliméricos son
sometidos a digestion acida con acido sulfarico (H, SO, ) a temperaturas elevadas
(~100°C), promoviendo la conversion del PHB en &cido croténico. Tras el
enfriamiento, la absorbancia de la solucién resultante se mide a 235 nm, y el valor
obtenido se interpolara en la curva de calibracion para determinar el contenido de

PHB en términos de pug 0 mg por muestra.

Este método ha demostrado ser altamente sensible, econémico y reproducible,
especialmente adecuado para estudios comparativos y evaluaciéon de rendimiento en
sistemas bacterianos productores de PHB, como las especies del género Halomonas
(Braunegg et al., 1978; Yue et al., 2014).
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3.4 Caracterizacion fisicoquimica del PHA

La caracterizacion fisicoquimica de los polihidroxialcanoatos es un paso fundamental
para confirmar su naturaleza quimica, analizar su microestructura, determinar su
pureza, evaluar sus propiedades térmicas y morfolégicas, asi como estimar su utilidad
potencial en aplicaciones industriales o biomédicas. Diversas técnicas instrumentales
permiten obtener un perfil completo de los biopolimeros producidos por bacterias
halofilas como Vreelandella venusta. A continuacion, se describen los métodos

empleados en este trabajo para el analisis de PHA.

3.4.1 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en
inglés) es una herramienta rapida, no destructiva y ampliamente utilizada para
identificar los grupos funcionales presentes en los PHA. La técnica se basa en la
absorcién de radiacién infrarroja por los enlaces quimicos de las moléculas,
generando un espectro caracteristico de vibraciones moleculares. En el caso de PHB,
se observan bandas tipicas de estiramiento del grupo carbonilo (C=0) alrededor de
1720 cm™ 1, del enlace C-O entre 1050-1280cm™ * y del grupo metileno (—CH, -)
entre 2850-2950 cm™ ! (Kalia et al., 2023).

La FTIR también permite distinguir entre homopolimeros y copolimeros de PHA, asi
como detectar posibles contaminaciones o impurezas procedentes del proceso de
extraccién (Wang et al., 2014). Esta técnica ha sido validada para el analisis de PHA
extraido de diversas bacterias haléfilas, como Halomonas campaniensis y Halomonas

hydrothermalis (Kourmentza et al., 2017).

3.4.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica poderosa
para la elucidacion estructural de PHA a nivel atémico. En particular, el uso de 'Hy
13C RMN permite identificar con precision la composicion monomérica, la secuencia

de copolimeros y la pureza del polimero. En el caso del PHB, el espectro RMN-H
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presenta sefiales caracteristicas: un triplete a 1.2 ppm (—CHs; ), un multiplete a 2.5
ppm (CH; -) y un doblete a 5.2 ppm (—CH-), mientras que en 3C RMN se identifican
sefales en 169.0 ppm (C=0), 67.4 ppm (—CH-), 40.8 ppm (-CH, -) y 19.7 ppm (-
CHs; ) (Dai et al., 2008).

Esta técnica resulta especialmente atil para confirmar la presencia de unidades
monomeéricas, como 3-hidroxivalerato (3HV), 3-hidroxioctanoato (3HO) o 4-
hidroxibutirato (4HB), en copolimeros, la cual tiene implicaciones directas sobre las

propiedades mecanicas y térmicas del PHA (Seitz et al., 2024).

3.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El andlisis morfolégico del polimero extraido y purificado se realiza mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) en colaboracion con el Centro Nacional de
Metrologia (CENAM). Las observaciones se efectian utilizando un equipo Thermo
Fisher Phenom, con el propésito de examinar la morfologia y textura superficial del

material polimérico obtenido bajo condiciones halofilas.

Las muestras se colocan sobre un portamuestras metalico y se adhieren con cinta de
carbono conductora, sin aplicar recubrimiento metélico adicional, ya que este método
permite una adecuada conduccion eléctrica y evita la deformacién del polimero. Las
micrografias se obtienen a un voltaje de aceleracion de 15 y 20 kV, empleando
diferentes magnificaciones (100, 500, 2000, 5000, 10000, 20000 X) con el fin de

visualizar tanto la estructura general como los detalles superficiales del material.

El analisis es de tipo cualitativo, enfocado exclusivamente en la descripcion
morfoldgica del polimero, sin incluir analisis elemental por dispersion de energia de
rayos X (EDX). Las imagenes obtenidas permiten observar la microestructura
caracteristica del PHA extraido y purificado, la cual se interpreta en el capitulo de

resultados y discusion.
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Capitulo 4. Materiales y métodos

4.1 Cepa empleaday area de estudio

La cepa utilizada en este estudio corresponde a Vreelandella venusta Hvenl10, un
bacilo haléfilo moderado perteneciente a la familia Halomonadaceae. Esta cepa fue
aislada originalmente del lago créater hipersalino de Isla Isabel, México, un ecosistema
costero con condiciones particulares de salinidad, temperatura y nutrientes,
caracteristicas que favorecen la proliferacion de bacterias adaptadas al estrés

osmoatico.

La cepa fue recolectada en marzo de 2020 por Herndndez-Soto y colaboradores
(2023) como parte de un estudio doctoral sobre microbiota halofila ambiental.
Posteriormente, fue conservada a -80 °C en crioviales, con una mezcla de 50% de
glicerol estéril como crioprotector en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia
Ambiental de la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Lerma, institucion que

proporcioné el material bioldgico para esta investigacion.

4.1.1 Lago crater hipersalino de Isla Isabel, México

La Isla Isabel es una isla de origen volcénico, data de aproximadamente 3.5 millones
de afios, ubicada en el municipio Santiago Ixcuintla, Nayarit, México. Al interior de la
Isla se ubica un lago casi circular (Figura 1), con un pH superficial de 10, el centro
del lago presenta una profundidad aproximada de 25 metros y una altitud de 7 metros
sobre el nivel del mar (Macias, 1979 citado por CONANP, 2005). El agua de este
lago no tiene comunicacién con el océano, por lo que es considerado un ambiente
talasohalino meromictico. Ademas de esto, el agua en gran medida se ve afectada
por el gran aporte de nutrientes derivados de las excreciones de las comunidades

de aves que habitan en la isla y por evaporacién (Aguirre-Garrido et al., 2016).
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Figura 1. Mapa de ubicacion de la Isla Isabel y del lago crater (Alcocer et al. 1998).

4.2 Reactivacion y mantenimiento de la cepa

Para iniciar el trabajo experimental, la cepa criopreservada fue reactivada en
condiciones controladas. Se descongel6 un vial de V. venusta Hvenl0 y se inocul6
directamente en 10 mL de medio haldfilo (HB) con 10% (p/v) de NaCl, formulado para
favorecer el crecimiento inicial de bacterias haléfilas (Tabla 3). Las condiciones de
incubacion fueron de 37 °C durante 48 horas en agitacidon constante a 180 rpm, con
el fin de asegurar una aireacion adecuada y permitir la recuperacion metabdlica de la

cepa.

La turbidez del cultivo fue monitoreada visualmente y, en caso necesario, por medida
de la densidad optica a 600 nm (OD 600). Una vez confirmado el crecimiento, el cultivo
fue transferido al medio HM1 para la obtencién de biomasa suficiente que serviria

como inéculo inicial para los ensayos posteriores.

Tabla 3. Composicion de medio de cultivo haléfilo (HB)

Compuesto g/L
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MgSO, -7H, O 25
Casaminoacidos 10
Extracto de levadura 10
Proteasa peptona 5
Citrato trisodico 3
KCI 2

4.3 Preparacioén del in6culo

El cultivo reactivado de Vreelandella venusta Hvenl10 fue sembrado en medio HM1,
un medio complejo disefiado para favorecer la acumulacion de biomasa celular en
bacterias haléfilas (Tabla 4). Para este paso, se utilizaron matraces Erlenmeyer de
500 mL con un volumen de trabajo de 150 mL de medio, incubados a 37 °C con
agitacion constante de 180 rpm durante 24 horas, asegurando condiciones aerobias
y homogéneas. Cabe destacar que, en esta etapa, se evaluaron tres concentraciones
distintas de NaCl (80, 100 y 120 g/L) con el fin de estudiar el efecto de la salinidad
sobre el crecimiento celular. Estas condiciones sirvieron no sélo para estandarizar el

indculo sino también para determinar su impacto sobre la produccién de PHA.

La densidad celular alcanzada se midio por espectrofotometria a 600 nm (OD 600), y
los cultivos que alcanzaron una densidad 6ptica entre 1.0 y 1.5 fueron seleccionados
como indculo activo. El inéculo fue transferido posteriormente al medio HM2 para la
produccion de PHA (Tabla 4).

Tras la etapa de crecimiento en HML1, los cultivos se transfirieron al medio HM2 con
una proporcién de inoculacion del 5% (v/v). Esta estrategia permitié garantizar que
las células en fase logaritmica activa ingresaran a un entorno carente de nitrogeno

para estimular la acumulaciéon de PHA como respuesta al estrés nutricional.

Las condiciones de incubacion fueron idénticas a las empleadas en HM1: temperatura
de 37 °C y agitacion constante a 180 rpm en incubadora orbital, durante un periodo
de 48 a 72 horas, dependiendo de la condicion experimental. Estas condiciones

favorecieron la aireacion, homogeneidad del medio y permitieron a V. venusta Hven10
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responder al entorno limitante mediante la acumulacion intracelular de polimeros de

reserva.

Tabla 4. Composicion de medios de cultivo HM1 y HM2

Reactivo % plv
HM1 HM2
MgS0a4-7H20 0.1 0.025
CaCl2-2H20 0.036 0.009
KCI 0.2 0.05
NaHCOs3 0.006 -
NaBr 0.023 0.006
Peptona (Difco) 0.5 0.5
Extracto de levadura 1 1
Glucosa 1.1 1.1
Para medio sdlido
Agar 2 2
pH (se ajusta con 8.75 8.75
NaOH 3 M) 0.75 0.75

4.4 Visualizacion intracelular de granulos de PHA mediante tincién con
negro Sudan

Después de la preparacion del indculo (seccién 4.3) y la produccién de biomasa en
el medio HM1, las células de Vreelandella venusta Hvenl10 fueron transferidas al
medio HM2 para inducir la sintesis de polihidroxialcanoatos bajo condiciones de
exceso de carbono y limitacion de nutrientes.

Una vez completado el periodo de incubacion correspondiente a la fase de
acumulacion, se realizé la visualizacion intracelular de los granulos de PHA mediante
tincion histoquimica con negro Sudan, técnica que permite evidenciar directamente

los polimeros lipofilicos acumulados en el citoplasma bacteriano.

Preparacion del colorante
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Se prepar6 una solucién de negro Sudan disolviendo 0.3 g del colorante en 100 mL
de etanol al 70% (v/v). La mezcla se agitd hasta su completa disolucion y se conservo

en frasco ambar a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
Preparacion del frotis bacteriano

Se elaboraron frotis bacterianos de aproximadamente 10 x 30 mm sobre portaobjetos
limpios y secos, los cuales se fijaron por paso rapido a la flama para preservar la

morfologia celular y asegurar la adherencia al portaobjetos.
Procedimiento de tincion

Sobre cada frotis fijado se aplicaron 3 mL de la solucion de negro Sudén, dejando
actuar el colorante durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
retiré el exceso de colorante por escurrimiento y se enjuag6 con agua destilada. Para
mejorar el contraste lipidico, se afiadié 1 mL de una mezcla de xilenos y etilbenceno
durante 20 segundos, seguido de un nuevo enjuague con agua destilada. Finalmente,
se aplicé safranina como colorante de contraste durante 1 minuto, permitiendo tefiir

el citoplasma bacteriano de tonalidad rosada.
Observacién microscopica

Las preparaciones tefiidas se observaron en microscopio Optico con objetivo de
inmersion (100x), utilizando una gota de aceite de inmersion para mejorar la
resolucion de la imagen.
Los granulos intracelulares de PHA se visualizaron como inclusiones de color morado
oscuro distribuidas en el citoplasma, mientras que el resto de la célula presenté una
coloracion rosada clara.
Este contraste permitié confirmar la presencia y localizacion intracelular de los PHA
en V. venusta Hvenl0, evidenciando su capacidad para acumular polimeros bajo las

condiciones haldfilas de produccion.
4.5 Cuantificaciéon de rendimiento (% PHA/MSC)

Para la cuantificacion del rendimiento de produccion de polihidroxialcanoatos en
funcidn de la biomasa bacteriana generada, se disefié un experimento que permitid

evaluar la acumulacion de polimero a lo largo del tiempo en condiciones especificas
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de cultivo. La produccion de biomasa bacteriana en diferentes concentraciones de
NaCl (80, 100 y 120 g/L) se realizé en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 150 mL
de medio HM1, en los cuales se inoculé Vreelandella venusta Hvenl0 previamente
reactivada. Estos cultivos fueron incubados a 37 °C y 180 rpm hasta alcanzar una
fase activa de crecimiento, evidenciada por una densidad oOptica (OD 600) de

aproximadamente 1.5.

Posteriormente, se inocularon las mismas concentraciones de NaCl en matraces
Erlenmeyer de 1 L con 600 mL de medio HM2, utilizando un 5% (v/v) del inéculo activo
proveniente del cultivo en HM1. Durante el proceso de incubacion en HM2, se llevo a
cabo un monitoreo temporal a lo largo de varios dias con el fin de evaluar la cinética
de acumulacion de PHA y el crecimiento bacteriano. Para ello, cada 24 horas se
tomaron 20 mL de muestra del cultivo para su andlisis. Esta muestra fue dividida en
dos partes: 10 mL fueron destinados a la cuantificacion de masa seca celular, y los
10 mL restantes se utilizaron para la extraccion y posterior cuantificacion del PHA.
Simultdneamente, se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm como estimador indirecto del
crecimiento celular, y el pH del medio de cultivo, con el objetivo de evaluar posibles
cambios en la acidez del sistema como consecuencia del metabolismo bacteriano.
Todos los experimentos fueron realizados en paralelo y por triplicado independiente,

lo cual permitié generar datos confiables y reproducibles para el andlisis estadistico.

Al concluir el periodo experimental de la cinética de crecimiento y produccion, el PHA
extraido de las muestras finales fue recuperado, purificado y secado, quedando asi
disponible para su posterior caracterizacion mediante las técnicas fisicoquimicas y
espectroscopicas previamente descritas. Estos analisis permitieron determinar la
composicion quimica, estructura molecular, propiedades térmicas y morfologia del
biopolimero producido por Vreelandella venusta Hven10 en condiciones controladas

de estrés salino y limitacién nutricional.

4.6 Andlisis estadistico

Para evaluar las diferencias en la produccion de PHA (% MSC) entre las distintas
concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L), se aplicaron analisis estadisticos de un

solo factor, siguiendo los pasos que se detallan a continuacion:
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Disefio experimental:
Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con tres concentraciones de
NaCl. Cada tratamiento se realiz6 en triplicado biolégico, y se midio el

contenido de PHA en cada réplica a diferentes tiempos del cultivo.

Calculo de medidas centrales y dispersion:
Los resultados se expresaron como media * desviacion estandar (DE) de los
tres replicados biolégicos para cada tratamiento, calculados a partir de los

valores de PHA en mg y expresados como porcentaje respecto a la MSC.

. Andlisis de varianza (ANOVA):

Se aplic6 un ANOVA de un factor para determinar si existian diferencias

significativas en el rendimiento de PHA entre los tres tratamientos de NaCl.

Prueba de Tukey:
Cuando el ANOVA indicé diferencias significativas, se realiz6 la prueba de

Tukey para identificar qué tratamientos difieren entre si.

Se consideraron todas las comparaciones posibles entre los tres tratamientos
(k=3)

Grados de libertad: gl = 6 (dentro de grupos)

Se reporto la diferencia de medias, el valor q calculado, el q critico, el p
ajustado y si la diferencia fue significativa.

Esta prueba permitid6 determinar de manera precisa qué concentraciones de

NaCl promovieron un aumento significativo en la produccién de PHA.

Los datos de ANOVA y de la prueba de Tukey se incluyen en los anexos (Tabla 4A 'y

5A), con tablas completas que permiten al lector verificar las diferencias estadisticas

y la significancia de los resultados.
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Capitulo 5: Resultados y discusion

5.1 Visualizacion intracelular de granulos de PHA mediante tincion con

negro Sudan

La tincion con negro Sudan permitid confirmar de forma cualitativa la acumulacion
intracelular de polihidroxialcanoatos en células de Vreelandella venusta HvenlO
cultivadas en diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L). En las
preparaciones observadas en el microscopio 6ptico con objetivo de inmersién (100
X), los granulos de PHA se visualizaron como inclusiones esféricas de color morado
oscuro, distribuidas principalmente en el citoplasma de las células. En contraste, el
cuerpo celular mostré una coloracion rosada clara producto del contraste generado
por la safranina. Esta diferenciacion permitié una observacion clara de los acimulos
intracelulares, que variaron en numero e intensidad de tincion entre diferentes
muestras, sugiriendo un patron dependiente de la fase de crecimiento y de las

diferentes condiciones salinas del medio de cultivo (Figuras 2-4).

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ortiz (2009) citado por Blanco
(2010) y Salinas et al., (2014), quienes sefalan que el negro Sudan posee alta
afinidad por polimeros de reserva como el PHB, permitiendo una identificacion rapida
de su presencia en el interior celular. Asimismo, la intensidad de la tincion observada
en este estudio fue mas pronunciada en las muestras obtenidas en etapas avanzadas
de la cinética de crecimiento, lo que coincide con los reportes que asocian la
acumulacion de PHA con condiciones de estrés nutricional, como la limitacion de
nitrégeno o fosforo en presencia de una fuente de carbono en exceso (Obruca et al.,
2015a; Obruca et al., 2016a).

Aunque la técnica no permite una cuantificacion precisa, la presencia clara y
consistente de granulos tefidos refuerza la evidencia de que V. venusta Hvenl0 es
capaz de acumular PHA en condiciones controladas de laboratorio. Estos resultados
fueron complementados posteriormente mediante analisis cuantitativos y
espectroscopicos, lo que permitié confirmar la identidad y naturaleza de los polimeros

observados.
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Célula
bacteriana

Figura 2. Visualizacion de granulos intracelulares de PHA en V. venusta Hvenl0 cultivada
con 80 g/L de NaCl, mediante tinciébn con negro Sudan. Se observan inclusiones de color
morado oscuro correspondientes a PHA, y células tefiidas de rosado. Observacion a 100 X
con aceite de inmersion.

Figura 3. Visualizacion de granulos intracelulares de PHA en V. venusta Hvenl0 cultivada
con 100 g/L de NaCl, mediante tinciobn con negro Sudan. Se observan inclusiones de color
morado oscuro correspondientes a PHA, y células tefiidas de rosado. Observacion a 100 X
con aceite de inmersion.
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Figura 4. Visualizacion de granulos intracelulares de PHA en V. venusta Hvenl0 cultivada

con 120 g/L de NacCl, mediante tincion con negro Sudan. Se observan inclusiones de color
morado oscuro correspondientes a PHA, y células tefiidas de rosado. Observacion a 100 X

con aceite de inmersion.

5.2 Cinética de crecimiento de Vreelandella venusta Hven10 bajo
diferentes concentraciones de NaCl

Con el objetivo de evaluar el comportamiento del crecimiento bacteriano bajo distintas
condiciones de salinidad, se determind la tasa de crecimiento especifico (u) y el
tiempo de duplicacion (td) de V. venusta Hvenl0 cultivada con 80, 100 y 120 g/L de
NaCl.

La Figura 5 muestra la cinética de crecimiento obtenida a partir de la medicion de la
densidad optica a 600 nm durante 216 horas de cultivo. Se observo un incremento
sostenido en la biomasa celular hasta alcanzar la fase estacionaria, siendo méas

pronunciado en el tratamiento con 80 g/L de NacCl.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de V. venusta HvenlO cultivada bajo diferentes
concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L). Los valores representan el promedio +

desviacion estandar de tres réplicas independientes.

Los valores de los parametros cinéticos derivados de estas curvas se presentan en la

Tabla 5.

Tabla 5. Parametros cinéticos de crecimiento de V. venusta HvenlO a diferentes
concentraciones de NaCl.

NaCl (g/L) p (OD) (1/h) td (OD) (h)
80 0.051 32.37
100 0.042 32.82
120 0.033 24.32

Se observo que la mayor tasa de crecimiento especifico (4 = 0.051 h™ 1) se registro a
80 g/L de NacCl, indicando que esta concentracion fue la mas favorable para la division
celular. Conforme se incremento la salinidad, la y disminuyd progresivamente (0.042
y 0.033 h™ t para 100 y 120 g/L, respectivamente). Aunque el tiempo de duplicacién a
120 g/L mostro un valor aparentemente menor, esto podria atribuirse a diferencias en
la fase exponencial observada en la curva de crecimiento, mas que a un incremento

real en la tasa de replicacion.
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Este comportamiento es caracteristico de bacterias halofilas moderadas, en las
cuales el aumento de la concentracion salina genera un estrés osmotico que afecta
procesos fisiolégicos como la captacion de nutrientes, la actividad enzimética y la
integridad de la membrana celular (Oren, 2011). Ante este tipo de estrés, las células
tienden a redirigir el flujo metabdlico hacia la sintesis de compuestos de reserva como
los polihidroxialcanoatos, que funcionan como mecanismos de proteccion y

almacenamiento energético (Madison y Huisman, 1999; Chen y Jiang, 2018).

Por tanto, la determinacion de los parametros cinéticos de crecimiento no solo permite
comprender el comportamiento fisiolégico de la cepa V. venusta HvenlO bajo
diferentes condiciones de salinidad, sino también identificar las condiciones Optimas
para la etapa de produccion de biomasa y la posterior induccion de PHA. En este
sentido, conocer la tasa de crecimiento especifico (u) y el tiempo de duplicacion (td)
es fundamental para definir el momento apropiado de transicion entre la fase de
crecimiento activo y la fase de acumulacion de biopolimero, lo que resulta clave para

el disefio y optimizacion de procesos biotecnoldgicos a escala mayor.

5.3 Cuantificacién de rendimiento (% PHA/MSC)

En los cultivos con 80 g/L de NaCl (Figura 6), Vreelandella venusta Hven10 mostro
un crecimiento progresivo desde las primeras 24 horas, alcanzando una densidad
Optica maxima de 2.23 + 0.39 a las 144 horas. La acumulacién de PHA inicié a las 24
horas con 1.0 + 0.10 mg y se incrementd de manera sostenida hasta un maximo de
5.9 £ 0.20 mg a las 144 horas, lo que correspondié a un rendimiento de 28.50%
respecto ala MSC y una concentracién equivalente de 0.59 g-L™ * de PHA producido
bajo esta concentracibn de NaCl (Tabla 6). Posteriormente, se observé una
disminucion tanto en el contenido de biomasa como en la concentracion de PHA,
reduciéndose hasta valores nulos a las 216 horas. Este comportamiento puede
atribuirse a una preferencia metabdlica de la cepa hacia el crecimiento celular mas
gue al almacenamiento de polimero, lo que ha sido descrito previamente en otros
halofilos moderados cuando las condiciones no inducen suficiente estrés osmaotico
(Obruca et al., 2016a).
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El rendimiento de PHA en este tratamiento formé parte del analisis de varianza
(ANOVA), donde se detectaron diferencias significativas entre los tres niveles de NaCl
(F=6.33, p=0.030). La prueba de Tukey indico que la produccién de PHA con 80 g/L
no difiere significativamente del tratamiento con 100 g/L (p ajustada =0.082), pero si
es significativamente menor que la alcanzada con 120 g/L (p ajustada =0.012). Los

estadisticos se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 4A y Tabla 5A).
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Figura 6. Cinética de crecimiento y produccion de PHA por V. venusta Hven10 con 80 g/L de

NacCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 1A).

En los cultivos con 100 g/L de NaCl (Figura 7), Vreelandella venusta Hven10 presento
un crecimiento progresivo hasta alcanzar una densidad éptica maxima de 1.34 + 0.46
a las 144 horas. La MSC se increment6 rapidamente en las primeras 48 horas, con
un maximo de 23.0 mg, y posteriormente se mantuvo relativamente estable hasta las
120 horas, seguida de una reduccion gradual hacia 5.9 £ 0.004 mg al final del cultivo
(216 h). La produccién de PHA se inici6 a las 24 horas con 1.13 + 0.06 mg y aumento
de manera sostenida hasta alcanzar un maximo de 7.1 £ 0.25 mg a las 144 horas, lo
gue correspondié al mayor rendimiento observado en esta condicion (46.33%
respecto a la MSC). Cabe destacar que, aunque el contenido de biomasa disminuyo
significativamente después de las 168 horas, el porcentaje relativo de PHA alcanzo

hasta 46.33% en ese mismo punto y una concentracion final de 0.61 g-L™ * de PHA,
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sugiriendo una alta acumulacion intracelular del polimero bajo condiciones de estrés.
Posteriormente, tanto la biomasa como el contenido de PHA decrecieron hasta
valores nulos a las 216 horas. Esto sugiere que esta salinidad representa un punto de
transicion entre el crecimiento celular activo y la induccion del metabolismo de
almacenamiento, compatible con lo reportado para Vreelandella boliviensis y
Halomonas campaniensis en condiciones similares (Quillaguaman et al., 2010;
Strazzullo et al., 2008a).

Desde un enfoque estadistico, el rendimiento de PHA con 100g/L no presentd
diferencias significativas respecto al tratamiento de 80 g/L (p ajustada=0.082) ni al
de 120 g/L (p ajustada =0.079), lo que indica que, aungque se observa un aumento en
el contenido relativo de PHA, esta diferencia no es estadisticamente significativa
segun la prueba de Tukey. Los estadisticos se encuentran en el apartado Anexos
(Tabla 4A y Tabla 5A).
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Figura 7. Cinética de crecimiento y produccion de PHA por V. venusta Hven10 con 100 g/L

de NaCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 2A).

En los cultivos con 120 g/L de NaCl (Figura 8), Vreelandella venusta Hven10 mostro
un crecimiento mas lento en las primeras 48 horas, alcanzando una OD600 de 0.50

0.01, pero posteriormente se incrementd de manera sostenida hasta un méaximo de
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1.37 £0.32 alas 192 horas. La MSC alcanz6 su mayor valor temprano, con 21.1 mg
a las 48 horas, manteniéndose estable alrededor de 20 mg hasta las 120 horas, antes
de decrecer paulatinamente hasta 4.8 £ 0.007 mg al final del cultivo (216 h). La
produccion de PHA inici6 a las 24 horas con 1.5 £ 0.10 mg y presentd un incremento
continuo hasta alcanzar su maximo a las 168 horas con 7.7 + 0.36 mg, equivalente a
66.57% de la MSC y una produccion equivalente a 0.77 g-L™ * de PHA lo que
evidencia una fuerte acumulacion intracelular del polimero en condiciones de alta

salinidad y posible estrés celular.

El tratamiento con 120 g/L de NaCl mostré un rendimiento de PHA significativamente
mayor que el tratamiento de 80g/L (diferencia de medias=0.0403, p
ajustada = 0.012), mientras que no difirio significativamente del tratamiento de 100 g/L
(p ajustada =0.079), segun la prueba de Tukey Los estadisticos se encuentran en el

apartado Anexos (Tabla 4A y Tabla 5A).
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Figura 8. Cinética de crecimiento y produccion de PHA por V. venusta Hven10 con 120 g/L

de NaCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 3A).

La comparacién entre las tres condiciones salinas (Figura 9) revela que el
rendimiento de PHA respecto a MSC fue significativamente mayor en la condicion de

120 g/L de NaCl, alcanzando un maximo de 66.57%, seguido por 100 g/L (46.33%) y
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finalmente 80 g/L (28.50%). El analisis de varianza (ANOVA) confirmé diferencias
significativas entre los tratamientos (F = 6.33, p = 0.030). La prueba post hoc de Tukey
indicé que la diferencia significativa se present6 Unicamente entre los tratamientos de
80g/L y 120 g/L (p ajustada=0.012), mientras que las comparaciones entre 80 g/L y
100 g/L (p ajustada = 0.082), asi como entre 100 g/L y 120 g/L (p ajustada = 0.079), no
fueron significativas (Los estadisticos se encuentran en el apartado Anexos Tabla 4A
y Tabla 5A).

Esta tendencia sugiere que concentraciones elevadas de NaCl no sélo son toleradas
por Vreelandella venusta Hvenl0, sino que promueven la biosintesis y acumulacion
de PHA, posiblemente como mecanismo de adaptacién al estrés osmoético.
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Figura 9. Comparacion de la acumulacion de PHA en V. venusta HvenlO cultivada a
diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L) durante una cinética de 216 h. Se
representa el porcentaje de PHA respecto a la masa seca celular (% PHA/MSC) a lo largo del

tiempo.
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Tabla 6. Rendimiento de polihidroxialcanoatos (PHA) por V. venusta Hven10 en funcion de
la concentracion de NaCl. Los valores de PHA (% MSC) representan el contenido maximo de
polimero acumulado respecto a la masa seca celular. La concentracién de PHA (g-L™ %) se

calculé a partir de la cantidad total de PHA obtenida en 10 mL de cultivo.

NaCl (g/L) | PHA (%MSC) | PHA (g-L~ 9

80 28.50 0.59
100 46.33 0.61
120 66.57 0.77

El aumento significativo en la acumulacion de PHA observado a alta salinidad (120
g/L de NaCl) en V. venusta Hven10 puede atribuirse a varios mecanismos fisiol6gicos
interconectados. En primer lugar, la respuesta al estrés osmoético bajo condiciones
hipersalinas induce la acumulacién de solutos compatibles y compuestos de
almacenamiento energético; los granulos de PHA desempefian asi una doble funcion
como depdsitos de carbono/energia y como amortiguadores osmoéticos, protegiendo
la integridad celular. En segundo lugar, se ha documentado una redireccion del flujo
metabolico del carbono desde rutas de crecimiento hacia la biosintesis de PHA en
bacterias haldfilas sometidas a estrés, lo cual reduce la presion redox intracelular y
mejora la eficiencia energética (Dutta y Bandopadhyay 2022). Finalmente, el
incremento en la demanda de ATP necesaria para mantener la homeostasis idnica en
medios hipersalinos podria promover la sintesis de PHA como un mecanismo
eficiente de almacenamiento de energia y balance redox (Santana-Morales et al.,
2022).

Asimismo, se evidencié que la produccion de biomasa maxima no necesariamente
coincide con la maxima acumulaciéon de PHA, lo que respalda la idea de que la
sintesis de PHA es un proceso inducido en fases estacionarias o post exponenciales,
asociado con la limitacion de nutrientes esenciales no carbonados. En conjunto, la
combinacién de exceso de carbono y estrés osmatico favorece la acumulacion de

PHA como estrategia metabdlica adaptativa frente a la hipersalinidad.

En este sentido, la comparacién mostrada en la Tabla 7 evidencia que V. venusta
Hvenl0 alcanzé uno de los porcentajes mas altos de acumulacién de PHB (66.57%)

reportados entre bacterias haldfilas, incluso superior al de Halomonas elongata 2FF
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(40%) cultivada a 100 g/L de NaCl (Cristea et al., 2018) y comparable con H. halophila
CCM 3662 y Halomonas TDO1, ambas cultivadas a 60 g/L de NaCl (Kucera et al.,

2018; Tan et al., 2011). Esta capacidad de mantener una elevada acumulacion de

PHA a una salinidad extrema (120 g/L) sugiere que V. venusta Hvenl0 posee una

tolerancia osmdtica intrinseca y una eficiente adaptacion metabdlica, posicionandola

como un modelo hald6filo prometedor para la produccion biotecnoldgica de PHA bajo

condiciones de alta salinidad.

Tabla 7. Comparacion de la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) por bacterias haléfilas

en diferentes concentraciones de NaCl reportadas en la literatura y por V. venusta Hvenl10 en

este estudio.

Microorganismo | Tipo de | PHA/MSC | Contenido | Fuente | Salinidad | Referencia
(cepa) PHA (%) de PHA de (NaCl g/L)
(g/L) carbono
Vreelandella PHB 66.57 0.77 Glucosa 120 Este estudio
venusta Hvenl10
Halomonas PHB 40.00 0.95 Glucosa 100 Cristea et al.,
elongata 2FF 2018
Halomonas PHB 72.01 3.68 Glucosa 60 Kucera et al.,
halophila CCM 2018
3662
Halomonas TDO1| PHB 69.00 414 Glucosa 60 Tan et al., 2011
Halomonas PHB 32.00 2.2 Glucosa 10 Ilham et al.,
elongata DSM 2014
2581
Halomonas PHB 58.80 0.55 Maltosa 45 Quillaguaman
boliviensis LC1 et al., 2005
Cobetia marina PHB 61.00 2.4 Glucosa + 12.9 Christensen et
DSM 47417 Acetato al., 2021
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5.4 Seguimiento del pH durante la cinética de cultivo

El monitoreo del pH en cultivos biotecnoldgicos representa una herramienta clave
para comprender el metabolismo celular y los procesos de transformacion de
sustratos durante el crecimiento microbiano. En este estudio, el comportamiento del
pH fue registrado durante 216 horas de cultivo en medio HM2 suplementado con 80,
100 y 120 g/L de NacCl, partiendo de un pH inicial alcalino de 8.75 en todos los

tratamientos.

De manera general, en los tres cultivos se observo una disminucion sostenida del pH
durante las primeras 72 horas, seguido por una tendencia a la estabilizacion entre 96
y 216 horas, con valores que oscilaron entre 4.74 y 4.90 (Figura 10). En las tres
condiciones evaluadas (80, 100 y 120 g/L de NacCl), el pH presentdé un
comportamiento similar, alcanzando su valor minimo (4.76 - 4.77) a las 192 horas y

manteniéndose estable en esa etapa, sin observarse recuperacion hacia el pH inicial

en ninguno de los tratamientos.
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Figura 10. Evolucion del pH durante la cinética de crecimiento de V. venusta HvenlO
cultivada con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L). Los datos del

seguimiento de pH se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 6A).
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La disminucion progresiva del pH observada durante la cinética de cultivo en los tres
tratamientos salinos puede explicarse a partir del metabolismo central de la glucosa
como fuente principal de carbono. En condiciones aerobias y con alta disponibilidad
de glucosa, Vreelandella venusta Hven10 metaboliza este azicar mediante las rutas
glucoliticas clasicas (Embden-Meyerhof-Parnas) y la ruta de las pentosas fosfato,
produciendo piruvato, que es convertido en acetil-CoA. Este intermediario puede
seguir diferentes rutas metabdlicas, incluyendo la produccién de ATP por el ciclo de
Krebs y la biosintesis de PHA como producto de almacenamiento.

Durante este proceso, especialmente bajo exceso de carbono y/o limitacién de
nitrégeno o fésforo, una porcién significativa del flujo de carbono puede desviarse
hacia la produccién de metabolitos acidos (por ejemplo &cidos acético, lactico o
succinico) — un fenémeno que se observa tanto en sistemas fermentativos
anaerobios como en cultivos aerobios sobrecargados o con estrés metabdélico — lo
cual conduce a la acidificacion progresiva del medio (Anderson y Dawes, 1990;
Obruca et al., 2015b). En particular, en condiciones anaerobias la formacion de acidos
organicos es un mecanismo clasico de regeneracion de NAD* y generacion de ATP
por fermentacion, lo que favorece la acidificaciéon del medio (Abedi y Hashemi, 2020;
Zhao et al., 2024).

Esta acidificacién también puede estar asociada a un desequilibrio entre la velocidad
con que las células captan y metabolizan la glucosa y la capacidad del sistema
respiratorio para oxidar los equivalentes reducidos (NADH) generados. Cuando el
flujo de carbono hacia la glucdlisis es alto, pero la cadena respiratoria no logra
reoxidar el NADH con la misma eficiencia — ya sea por limitaciones en oxigeno
disuelto, estrés osmotico o saturacion enzimatica —, el exceso de poder reductor se
disipa mediante rutas alternas que producen metabolitos acidos y liberan protones al
medio. Este proceso contribuye de manera significativa a la acidificacién progresiva
del cultivo (Obruca et al., 2015b).

En el caso de bacterias haléfilas, como Halomonas spp., esta acidificaciéon del medio
es un fenbmeno comun reportado durante cultivos en exceso de glucosa, y se ha
asociado con un cambio metabdlico hacia la sintesis de compuestos de
almacenamiento como el PHB (Quillaguaman et al., 2010). A medida que disminuye

la disponibilidad de nutrientes esenciales como el nitrogeno o el fésforo, pero se
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mantiene el suministro de carbono, las bacterias redirigen su metabolismo hacia la
produccion de PHA como una estrategia de supervivencia y balance redox. Esta
conversion de acetil-CoA a PHB ayuda a mitigar la acumulacion de NADH, pero no
detiene completamente la produccién de acidos secundarios, que contribuyen al

descenso del pH.

Finalmente, es importante destacar que el descenso de pH observado durante el
cultivo no parece comprometer la viabilidad y actividad metabdlica de Vreelandella
venusta Hven10, entendida como la capacidad de las células para mantenerse activas
y continuar dividiéndose a lo largo del tiempo. Esto podria deberse a su tolerancia
intrinseca a condiciones acidas moderadas y a su capacidad para regular el pH
intracelular mediante la acumulacién de solutos compatibles, como ectoina, lo cual ha
sido previamente descrito en otras especies del género Halomonas (Sedlacek et al.,
2019; Tanne et al., 2014).

5.5 Cuantificacion de PHA mediante el método del acido crotdénico

El método del &cido crotonico se utilizd para cuantificar el contenido de
polihidroxialcanoatos en los cultivos de Vreelandella venusta Hven1l0 sometidos a
diferentes concentraciones de NaCl (80, 100y 120 g/L) (Tabla 8). En este andlisis, se
tomo6 una muestra de PHA (mg) correspondiente al polimero previamente extraido y
purificado a partir de la biomasa bacteriana, la cual se sometid a digestion con acido
sulfurico concentrado para inducir la conversién del poli(3-hidroxibutirato) en acido

crotonico.

La absorbancia medida a 235 nm (OD 235 nm) reflej6 la intensidad de dicha
conversién, directamente proporcional a la cantidad de PHA presente en la muestra.
A partir de esta lectura, se calculé la concentracion de PHA (mg/mL) corregido,
derivada de la ecuacion de la curva de calibracion elaborada con estandares de PHB
y ajustada considerando el volumen total de reaccion. Finalmente, el PHA total (mg)

represento la cantidad total del polimero presente en la muestra analizada.

Los resultados obtenidos mostraron que la concentracion de NaCl influyo
significativamente en la acumulaciéon de PHA. En cultivos con 80 g/L de NaCl se
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cuantificaron 27.06 mg de PHA, mientras que con 100 g/L se alcanzaron 28.02 mg de
PHA, valores que coincidieron con los incrementos observados en el porcentaje de
PHA respecto a la biomasa seca celular (28.50% y 46.33%, respectivamente). En
contraste, la condicién de 120 g/L de NaCl produjo la mayor acumulacion con 43.02
mg de PHA, lo que correspondié con el mayor rendimiento relativo registrado en los

experimentos cinéticos bajo esta concentracion salina (66.57% respecto a MSC).

Este comportamiento sugiere que el aumento de la salinidad hasta 120 g/L favorecio
la acumulacion intracelular del polimero, probablemente como respuesta osmaética y
de almacenamiento energético, alcanzando valores que se aproximan a la completa
sustitucién de la biomasa por PHA. Los resultados cuantitativos obtenidos por el
método del &cido croténico son congruentes con los andlisis previos de crecimiento,
biomasa y rendimiento, confirmando la capacidad de V. venusta HvenlO para

acumular altos niveles de PHA bajo condiciones de estrés salino.

Tabla 8. Cuantificacion de PHA mediante el método del acido croténico. La curva de
calibracion se encuentra en el apartado Anexos (Tabla 7A, 8A, Gréafico 1A).

g/L NaCl muestra de OD 235 nm PHA (mg/mL) | PHA total (mg)
PHA (mg) corregido
80 51 0.698 9.02 27.06
100 47 0.727 9.34 28.02
120 44 1.188 14.34 43.02

5.6 Caracterizacion de PHA mediante FTIR

En las Figuras 11, 12 y 13 se muestran los espectros FTIR obtenidos para los
polimeros extraidos de Vreelandella venusta Hven10 cultivada en medios con 80, 100

y 120 g/L de NaCl, respectivamente.

En todos los espectros, se observo una banda intensa alrededor de 1720 cm™ 1,

atribuida al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) del enlace éster, considerada una
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de las sefales mas distintivas del PHB (Valappil et al., 2007). Asimismo, se detectaron
bandas entre 1275 y 1050 cm~ ! asociadas al estiramiento de enlaces C-O y
deformaciones del grupo CHs; , tipicas de los enlaces éster en los PHA (Zhao et al.,
2020). Las sefales entre 2920-2970 cm™ * corresponden al estiramiento simétrico y
asimétrico de los grupos metilo y metileno (CH; y CH, ), confirmando la naturaleza

alifatica del polimero (Yasin y Al-Mayaly, 2021).

Los espectros de las muestras experimentales mostraron una alta similitud con el
espectro del PHB comercial, lo que sugiere que el polimero producido por
Vreelandella venusta Hvenl10 corresponde mayoritariamente a PHB. Cabe destacar
gue la muestra obtenida en 120 g/L de NaCl present6 una sefial mas intensa en 1720

cm~ 'y mayor resolucion en la region de los enlaces C-0O.

Este patron espectral concuerda con estudios previos en bacterias haléfilas como
Vreelandella boliviensis (Quillaguaman et al., 2008) y Halomonas campaniensis
(Strazzullo et al., 2008), que han demostrado la produccién de PHB con perfiles FTIR
practicamente idénticos al polimero comercial. Ademas, se ha documentado que
condiciones de estrés salino favorecen la produccién de polimeros con una estructura

mas definida y homogénea (Kannah et al., 2022).

61



1.3
1.25
1.2
1.15
1.1
1.05

— 80 g/L NaCl

0.95
0.9
0.85
0.8
0.75
0.7
0.65
0.6
0.55
0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1 =

0.05 C=0

Transmittance

A
@
~

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumbers [cm ]

Figura 11. Espectro FTIR de PHA extraidos de V. venusta Hvenl0 cultivada con 80 g/L de
NacCl.
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Figura 12. Espectro FTIR de PHA extraidos de V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de
NacCl.

62



1.3 — 120 g/L NacCl

J
|
|

120748

Transmittance
o
i
o

I 17186

e
o
A
(2]

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 22‘00 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumbers [cm ]

Figura 13. Espectro FTIR de PHA extraidos de V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de
NacCl.

5.7 Caracterizacion de PHA mediante RMN-tH

Los espectros obtenidos para los PHA extraidos de cultivos con 80, 100 y 120 g/L de
NacCl revelaron sefiales caracteristicas de PHB (Figuras 14-16), confirmando que el
biopolimero sintetizado por la cepa corresponde principalmente a este tipo de

homopolimero.

En los tres espectros se observaron sefiales en 6 = 5.25 —5.27 ppm, correspondientes
al protén metilico (-CH) adyacente al grupo éster, mientras que los protones
metilénicos (-CH, ) y metilos (-CH3 ) aparecen alrededor de & = 2.4-2.6 ppm y & =
1.2-1.3 ppm, respectivamente. Estos desplazamientos quimicos concuerdan con los
reportados para PHB en estudios previos (Koller et al., 2010b; Lopez-Cuellar et al.,
2011). La ausencia de sefiales adicionales en la region alifatica o aromatica sugiere
gue el producto obtenido no contiene unidades de comondémeros como 3-
hidroxivalerato, lo cual indica que se trata de un PHA de cadena corta y

especificamente del homopolimero PHB (Nishida et al., 2018).
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Figura 14. Espectro RMN-tH de PHA extraido de V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de
NacCl.
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Figura 15. Espectro RMN-tH de PHA extraido de V. venusta Hvenl0 cultivada con 100 g/L
de NaCl.
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Figura 16. Espectro RMN-tH de PHA extraido de V. venusta Hvenl0 cultivada con 120 g/L
de NacCl.

Comparando los espectros de las tres condiciones salinas, no se observaron
diferencias en la posiciéon ni en la intensidad relativa de las sefales, o que sugiere
gue la composicion quimica del polimero fue consistente en todas las condiciones
evaluadas. Esto es relevante, ya que, aungue el rendimiento de PHA fue mayor a 120
g/L de NacCl, el tipo de PHA producido permanecié sin cambios estructurales
detectables por RMN-tH, lo que también ha sido reportado en otros trabajos con
bacterias hal6filas (Ahn et al., 2000; Khatami et al., 2021).

Estas observaciones confirman que Vreelandella venusta HvenlO es capaz de
sintetizar PHB con alta fidelidad estructural incluso en condiciones de estrés salino,
lo cual representa una ventaja en la produccion industrial, en donde la consistencia

del biopolimero es un factor clave.
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5.8 Caracterizacion de PHA mediante SEM
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Figura 17. Micrografias electronicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000,
5000, 10000, 20000 X) de PHA extraido de V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de NaCl.
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Figura 18. Micrografias electrénicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000,
5000, 10000, 20000 X) de PHA extraido de V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de NacCl.
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Figura 19. Micrografias electronicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000,
5000, 10000, 20000 X) de PHA extraido de V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de NaCl.

En las micrografias electronicas del polimero extraido y purificado obtenido bajo las
diferentes condiciones salinidad (80, 100 y 120 g/L de NaCl) (Figuras 17, 18 y 19
respectivamente), se observa una superficie heterogénea y de apariencia rugosa,
caracteristica de los polihidroxialcanoatos tras los procesos de extraccién y
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purificacion. A bajas magnificaciones (100 y 500 X), el material se presenta como

aglomerados irregulares con distribucion no uniforme.

A mayores aumentos (5000, 10000, 20000 X) se distinguen estructuras compactas
con zonas de fractura y superficies porosas, atribuibles a la cristalizacion parcial del
polimero. Este tipo de morfologia ha sido reportada previamente en PHA extraidos de
bacterias haldfilas, donde el alto contenido salino favorece la formacion de
biopolimeros con estructuras semi-cristalinas y una topografia irregular (Samrot et al.,
2021; Cervantes-Uc et al., 2014).

En conjunto, las micrografias confirman la presencia de un material polimérico con
morfologia tipica de PHA, coherente con los resultados previos de cuantificacion y

caracterizacion fisicoquimica.
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La cepa Vreelandella venusta HvenlO mostré6 capacidad para producir
polihidroxialcanoatos (PHA) en condiciones haléfilas, utilizando glucosa como
fuente de carbono.
La concentracion de NaCl tuvo un efecto decisivo sobre el metabolismo
bacteriano y la acumulacion de PHA, alcanzando el mayor rendimiento
(66.57% PHA/MSC) a 120 g/L de NaCl.

La caracterizacion espectroscopica mediante FTIR y RMN-tH confirmé que el
biopolimero corresponde principalmente a poli(3-hidroxibutirato) (PHB), con
perfiles espectrales tipicos reportados en la literatura cientifica para este tipo

de polimero.

Las micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM)
evidenciaron una morfologia granular homogénea, con particulas bien
definidas y superficies lisas en los biopolimeros extraidos y purificados. Este
resultado refuerza la eficacia del proceso de purificacion empleado y la
estabilidad estructural del polimero producido bajo condiciones extremas de

salinidad.

De manera destacable, la produccién de PHA bajo condiciones haldfilas ofrece
una ventaja biotecnoldgica significativa, ya que la elevada concentracion de sal
en el medio de cultivo reduce el riesgo de contaminacion por otros
microorganismos, permitiendo procesos de fermentacion mas limpios y con

menores requerimientos de esterilidad.

En conjunto, estos resultados respaldan el potencial de V. venusta Hvenl0
como plataforma biotecnoldgica para la obtencidén de bioplasticos, resaltando
la influencia del estrés osmoético como factor clave en la regulacion de la
acumulacion de PHA y en la obtencion de biopolimeros de alta calidad

estructural.
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Escalabilidad del proceso:
Evaluar la produccion de PHA en biorreactor bajo condiciones haldfilas para
optimizar variables como aireacion, agitacion y relacion C/N, con el fin de

incrementar la productividad.

Uso de sustratos alternativos:
Explorar fuentes economicas y sostenibles de carbono (melazas, glicerol
crudo, aguas residuales ricas en carbohidratos) para fortalecer la viabilidad

industrial y el enfoque de economia circular.

Caracterizacion avanzada del polimero:
Analizar propiedades fisicoquimicas y térmicas del PHB (DSC, TGA, GPC)
para determinar su grado de cristalinidad, peso molecular y posibles

aplicaciones industriales.

Estudio genético y metabolico:
Identificar y caracterizar los genes implicados en la biosintesis de PHA (phaA,
phaB, phaC), con el propésito de comprender la regulacibn metabdlica y

potenciales estrategias de mejora genética.

Aplicaciones biotecnoldgicas y ambientales:
Integrar V. venusta Hvenl0 en procesos combinados de biorremediacion y
produccion de bioplasticos, aprovechando su capacidad haldfila y resistencia

a ambientes extremos.

Evaluacion de la biodegradacion del polimero:
Investigar la degradacion del PHB en condiciones de composta, suelo y
ambientes marinos o salinos, a fin de validar su potencial como bioplastico
biodegradable y ambientalmente seguro, asi como definir condiciones 6ptimas

de compostaje o disposicion final.
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Anexos

Tabla 1A. Cinética de crecimiento y produccion de PHA por V. venusta Hven10 con 80 g/L
de NaCl. Se presentan los valores de densidad 6ptica (OD 600), masa seca celular (MSC),

cantidad de PHA extraido (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje de PHA respecto

a MSC (% PHA/MSC), medidos cada 24 h durante 216 h.

Tiempo (h) OD 600 MSC (mg) PHA (mg) | % PHA/MSC
0 0.20 + 0.07 0.00 0.00 0.00
24 0.68+0.22 | 22.2+0.003 | 1.0+0.10 4.50
48 1.79+0.39 | 26.8+0.001 | 2.7 +£0.15 9.95
72 1.9+0.11 25.9+0.003 | 4.1+0.36 15.85
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96 210+0.42 | 24.2+0.006 | 4.8+0.25 19.94
120 2.23+0.40 | 23.3+0.002 | 5.1 +0.25 21.75
144 2.23+0.39 | 20.7+0.002 | 5.9+0.20 28.50
168 2.22+0.35 | 18.0+0.003 | 45+0.21 25.19
192 226+0.34 | 84+0.004 | 1.2+0.25 13.94
216 2.18+0.15 | 6.9+0.001 0.00 0.00

Tabla 2A. Cinética de crecimiento y produccién de PHA por V. venusta Hven10 con 100 g/L
de NaCl. Se presentan los valores de densidad éptica (OD 600), masa seca celular (MSC),
cantidad de PHA extraido (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje de PHA respecto

a MSC (% PHA/MSC), medidos cada 24 h durante 216 h.

Tiempo (h) OD 600 MSC (mg) PHA (mgQ) % PHA/MSC

0 0.17 +0.03 0.00 0.00 0.00

24 0.45+0.26 19.0+0.002 | 1.13+0.06 5.98

48 1.01+0.03 23.0 £ 0.002 3.8+0.25 16.38

72 1.25+0.52 21.9 + 0.003 5.9+0.46 26.94

96 1.26 £ 0.47 21.8+ 0.001 6.8 +0.36 31.19
120 1.31+0.45 20.3 £ 0.004 6.7 £ 0.47 33.17
144 1.34+0.46 19.5 + 0.002 7.1+0.25 36.52
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168 1.30 £ 0.45 13.2+0.003 | 6.1+0.20 46.33

192 1.33+0.43 7.7 +£0.004 1.2 +0.40 15.58

216 1.17+0.03 5.9 +£0.004 0.00 0.00

Tabla 3A. Cinética de crecimiento y produccion de PHA por V. venusta Hvenl10 con 120 g/L
de NaCl. Se presentan los valores de densidad éptica (OD 600), masa seca celular (MSC),
cantidad de PHA extraido (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje de PHA respecto
a MSC (% PHA/MSC), medidos cada 24 h durante 216 h.

Tiempo (h) OD 600 MSC (mg) PHA (mg) % PHA/MSC
0 0.17 £ 0.02 0.00 0.00 0.00
24 0.28 £ 0.07 17.3+0.004 1.5+0.10 8.65
48 0.50+0.01 21.1 +0.003 52+0.51 24.84
72 1.10+0.33 20.4 + 0.004 6.9 +0.35 33.66
96 1.20+0.23 20.4 + 0.002 7.7 £0.15 37.58
120 1.29+0.29 19.6 + 0.002 8.1+0.30 41.40
144 1.28 +0.17 17.8 + 0.004 7.6 £0.10 42.78
168 1.30+£0.30 | 11.6+0.003 | 7.7+0.36 66.57
192 1.37+0.32 8.1 +0.004 1.7+0.20 20.90
216 1.20+0.04 4.8 + 0.007 0.00 0.00
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Tabla 4A. ANOVA del rendimiento de PHA en Vreelandella venusta Hven10.

Fuente de SC gl MS F p-valor
variacion
Entre grupos 0.002067 2 0.001034 6.33 0.030
Dentro de 0.000981 6 0.000164
grupos
Total 0.003048 8

Tabla 5A. Comparaciones multiples de Tukey para el rendimiento de PHA.

Comparacion | Diferencia de q g critico (k=3, | p-ajustada | Significativa
medias calculado gl=6)
80 vs 100 0.0200 3.80 4.34 0.082 No
80vs 120 0.0403 7.65 4.34 0.012 Si
100 vs 120 0.0203 3.85 4.34 0.079 No

Tabla 6A. Evolucion del pH durante la cinética de crecimiento de V. venusta Hven10 en medio
HM2 con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L).

Tiempo (h) 80 g/L NaCl 100 g/L NacCl 120 g/L NacCl
0 8.75 8.75 8.75
24 7.09+£0.12 6.95+ 0.15 6.63 +0.10
48 5.00£0.24 5.82£0.35 495 +0.03
72 4.79+0.10 5.06 + 0.26 4.88 £ 0.05
96 4.81+ 0.07 4.86 +0.21 4.87 £ 0.06
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120 4.80 £ 0.08 492+0.21 4.90 + 0.06
144 4.79 +0.04 4.88 +0.18 4.88 + 0.07
168 4.80 £ 0.03 4.86 +0.19 4.84 + 0.06
192 4.76 + 0.04 4.74 +0.19 4.77 £ 0.05
216 4.83 +0.03 4.81+0.10 4.88 + 0.06

Tabla 7A. Datos obtenidos para la curva de calibracién del acido crotonico.

Acido Acido Concentracion | Absorbancia
croténico (uL) | sulfarico (uL) (Mg) a 235 nm
- 3 - -

300 2700 5 0.1070

600 2400 10 0.2111

900 2100 15 0.3977
1200 1800 20 0.5640
1500 1500 25 0.7731
1800 1200 30 0.9981
2100 900 40 1.1833
2400 600 50 1.3355
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Curva de calibracion de PHB
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Figura 1A. Grafico estandar de acido croténico para cuantificar PHA

Tabla 8A. Cuantificacion de PHA por medio del acido croténico extraido por V. venusta
Hven10 con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L).

NaCl (g/L) | Muestrade | OD 235 PHA (mg/mL) | PHA total
PHA (mg) nm corregido (mg)
80 50 0.698 9.02 27.06
100 50 0.727 9.34 28.02
120 50 1.188 14.34 43.02

En esta tabla, la columna “Muestra de PHA (mg)” se refiere a la masa de polimero seco
previamente extraido y purificado a partir de la biomasa bacteriana, la cual fue empleada
como muestra para el ensayo del acido croténico. Es decir, no corresponde a biomasa seca
total, sino exclusivamente al polimero purificado obtenido tras el proceso de extraccion y
secado.

El valor de “PHA (mg/mL) corregido” corresponde a la concentracion de PHA determinada
espectrofotométricamente a 235 nm, calculada mediante la ecuacién de la curva de

calibracion y ajustada (“corregida”) con base en el factor de dilucién aplicado a cada muestra.
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Por ultimo, el parametro “PHA total (mg)” se obtiene multiplicando la concentracién corregida
por el volumen total del extracto analizado; por esta razon, los valores son menores que la
masa inicial (50 mg), ya que esta Gltima representa la cantidad total de muestra sélida utilizada

para el analisis, no el contenido de PHA cuantificado dentro de ella.
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Figura 2A. Espectros FTIR de los PHA extraidos de V. venusta Hven10 cultivada con 80,

100 y 120 g/L de NaCl, comparados con PHB comercial de Sigma-Aldrich.
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Figura 3A. Espectro FTIR de PHB adquirido a Sigma-Aldrich.

94



m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA BN
Matricula: 2233803900
- N\ ~
Produccidén y caracterizaciodn
de polihidroxialcanocatos por En la <Ciuda presentaron a las 13:30 horas
Vieelandella venusta. del dia aftlo 2025 en la Unidad
Iztapala onoma Metropolitana, los
suscritos
DR.
DR.
DR.
DR MARTINEZ
. 7
Bajo la Preside
(" D Secretario el ul
- .- de Gradeo cuya & !
< obtencidén del grado de:
I Sinll G MAESTRA EN BIGTECNOLOGIA
3-3\5:' DE: ANDREA TREJO HERNANDEZ
\
" vewee - -
j y de acuerdo cot
Reglamente de Es
: Autdnoma Metropoli
S 2 resolvieron:
___ "ANDREA TREJO HERNANDEZ
= ALUMNA
a la
caso
>
PRESIDENTE
OMAR OLTEHUA LOPEZ
VOCAL VOCAL
DR JOSE FELIX AGUIRRE GARRIDO DR. HY, : ELLANO DR. FRANCISQO JAVIER FIGUEROA

MARTINEZ




	Índice de figuras
	Índice de tablas
	Lista de abreviaturas
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Capítulo 1: Generalidades de los polihidroxialcanoatos
	1.1 Historia de los polihidroxialcanoatos
	1.2 Biosíntesis de los polihidroxialcanoatos
	1.2.1 Vías de biosíntesis de PHA en bacterias
	1.2.2 Enzimas clave: β-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y PHA sintasa
	1.2.3 Regulación de la síntesis: condiciones nutricionales y ambientales
	1.2.4 Rol fisiológico de los PHA en la célula bacteriana

	1.3 Tipos de polihidroxialcanoatos
	1.3.1 Homopolímeros y copolímeros
	1.3.2 PHA de cadena corta, media y larga
	1.3.3 Propiedades fisicoquímicas y aplicaciones según el tipo de PHA
	Tabla 1. Comparación entre PHB, polímeros sintéticos y naturales.


	1.4 Degradación de los polihidroxialcanoatos
	Tabla 2. Relación de microorganismos descritos como degradadores de PHA y las condiciones ambientales en las cuales se ha observado su actividad degradativa.

	Capítulo 2: Vreelandella venusta como productora de PHA
	2.1 Características generales del género Vreelandella
	2.2 Fisiología halófila y su relación con la biosíntesis de PHA
	2.3 Estudios previos sobre Vreelandella venusta y su potencial biotecnológico
	Capítulo 3: Métodos de extracción, cuantificación y caracterización de PHA
	3.1 Visualización intracelular de gránulos de PHA mediante tinción con negro Sudán
	3.2 Métodos de ruptura celular y recuperación del polímero
	3.2.1 Extracción con hipoclorito de sodio
	3.2.2 Extracción con cloroformo
	3.2.3 Precipitación con metanol

	3.3 Cuantificación de la producción de los PHA
	3.3.1 Método gravimétrico
	3.3.2 Método del ácido crotónico

	3.4 Caracterización fisicoquímica del PHA
	3.4.1 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
	3.4.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)
	3.4.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM)

	Capítulo 4: Materiales y métodos
	4.1 Cepa empleada y área de estudio
	4.1.1 Lago cráter hipersalino de Isla Isabel, México
	Figura 1. Mapa de ubicación de la Isla Isabel y del lago cráter (Alcocer et al. 1998).


	4.2 Reactivación y mantenimiento de la cepa
	Tabla 3. Composición de medio de cultivo halófilo (HB)

	4.3 Preparación del inóculo
	Tabla 4. Composición de medios de cultivo HM1 y HM2

	4.4 Visualización intracelular de gránulos de PHA mediante tinción con negro Sudán
	4.5 Cuantificación de rendimiento (% PHA/MSC)
	4.6 Análisis estadístico
	Capítulo 5: Resultados y discusión
	5.1 Visualización intracelular de gránulos de PHA mediante tinción con negro Sudán
	Figura 2. Visualización de gránulos intracelulares de PHA en V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de NaCl, mediante tinción con negro Sudán. Se observan inclusiones de color morado oscuro correspondientes a PHA, y células teñidas de rosado. Observac...
	Figura 3. Visualización de gránulos intracelulares de PHA en V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de NaCl, mediante tinción con negro Sudán. Se observan inclusiones de color morado oscuro correspondientes a PHA, y células teñidas de rosado. Observa...
	Figura 4. Visualización de gránulos intracelulares de PHA en V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de NaCl, mediante tinción con negro Sudán. Se observan inclusiones de color morado oscuro correspondientes a PHA, y células teñidas de rosado. Observa...

	5.2 Cinética de crecimiento de Vreelandella venusta Hven10 bajo diferentes concentraciones de NaCl
	Figura 5. Cinética de crecimiento de V. venusta Hven10 cultivada bajo diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L). Los valores representan el promedio ± desviación estándar de tres réplicas independientes.
	Tabla 5. Parámetros cinéticos de crecimiento de V. venusta Hven10 a diferentes concentraciones de NaCl.

	5.3 Cuantificación de rendimiento (% PHA/MSC)
	Figura 6. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10 con 80 g/L de NaCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 1A).
	Figura 7. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10 con 100 g/L de NaCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 2A).
	Figura 8. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10 con 120 g/L de NaCl. Los datos experimentales se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 3A).
	Figura 9. Comparación de la acumulación de PHA en V. venusta Hven10 cultivada a diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L) durante una cinética de 216 h. Se representa el porcentaje de PHA respecto a la masa seca celular (% PHA/MSC) a lo l...
	Tabla 6. Rendimiento de polihidroxialcanoatos (PHA) por V. venusta Hven10 en función de la concentración de NaCl. Los valores de PHA (% MSC) representan el contenido máximo de polímero acumulado respecto a la masa seca celular. La concentración de PHA...
	Tabla 7. Comparación de la producción de polihidroxialcanoatos (PHA) por bacterias halófilas en diferentes concentraciones de NaCl reportadas en la literatura y por V. venusta Hven10 en este estudio.

	5.4 Seguimiento del pH durante la cinética de cultivo
	Figura 10. Evolución del pH durante la cinética de crecimiento de V. venusta Hven10 cultivada con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L). Los datos del seguimiento de pH se encuentran en el apartado Anexos (Tabla 6A).

	5.5 Cuantificación de PHA mediante el método del ácido crotónico
	Tabla 8. Cuantificación de PHA mediante el método del ácido crotónico. La curva de calibración se encuentra en el apartado Anexos (Tabla 7A, 8A, Gráfico 1A).

	5.6 Caracterización de PHA mediante FTIR
	Figura 11. Espectro FTIR de PHA extraídos de V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de NaCl.
	Figura 12. Espectro FTIR de PHA extraídos de V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de NaCl.
	Figura 13. Espectro FTIR de PHA extraídos de V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de NaCl.

	5.7 Caracterización de PHA mediante RMN-¹H
	Figura 14. Espectro RMN-¹H de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de NaCl.
	Figura 15. Espectro RMN-¹H de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de NaCl.
	Figura 16. Espectro RMN-¹H de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de NaCl.

	5.8 Caracterización de PHA mediante SEM
	Figura 17. Micrografías electrónicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000, 5000, 10000, 20000 X) de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 80 g/L de NaCl.
	Figura 18. Micrografías electrónicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000, 5000, 10000, 20000 X) de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 100 g/L de NaCl.
	Figura 19. Micrografías electrónicas de barrido a diferentes magnificaciones (100, 500, 2000, 5000, 10000, 20000 X) de PHA extraído de V. venusta Hven10 cultivada con 120 g/L de NaCl.

	Capítulo 6: Conclusiones
	Capítulo 7: Perspectivas
	Capítulo 8: Bibliografía
	Anexos
	Tabla 1A. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10 con 80 g/L de NaCl. Se presentan los valores de densidad óptica (OD 600), masa seca celular (MSC), cantidad de PHA extraído (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje de ...
	Tabla 2A. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10  con 100 g/L de NaCl. Se presentan los valores de densidad óptica (OD 600), masa seca celular (MSC), cantidad de PHA extraído (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje d...
	Tabla 3A. Cinética de crecimiento y producción de PHA por V. venusta Hven10 con 120 g/L de NaCl. Se presentan los valores de densidad óptica (OD 600), masa seca celular (MSC), cantidad de PHA extraído (mg) y el rendimiento expresado como porcentaje de...
	Tabla 4A. ANOVA del rendimiento de PHA en Vreelandella venusta Hven10.
	Tabla 5A. Comparaciones múltiples de Tukey para el rendimiento de PHA.
	Tabla 6A. Evolución del pH durante la cinética de crecimiento de V. venusta Hven10 en medio HM2 con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L).
	Tabla 7A. Datos obtenidos para la curva de calibración del ácido crotónico.
	Figura 1A. Gráfico estándar de ácido crotónico para cuantificar PHA
	Tabla 8A. Cuantificación de PHA por medio del ácido crotónico extraído por V. venusta Hven10 con diferentes concentraciones de NaCl (80, 100 y 120 g/L).
	Figura 3A. Espectro FTIR de PHB adquirido a Sigma-Aldrich.


