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RESUMEN

La produccion a bajos costos de los polihidroxialcanoatos ha sido un reto
actual para el mundo bioldgico. El presente trabajo ha identificado una cepa
gque aun no ha sido descrita con capacidad de producciéon de dicho
biopolimero, Citrobacter freundii. Esta bacteria patdogena presente muy
comunmente en el agua, suelo o inclusive en los intestinos de los animales,
puede metabolizar diferentes azlcares como: lactosa, citrato o alcoholes
como el glicerol. En este estudio, los sustratos para dicha bacteria han sido:
lactosa y xilosa (azucares presentes en residuos agroindustriales como en el
suero de la leche o en el bagazo del arroz, maiz etc., respectivamente). Las
velocidades de crecimiento especificos son: 0,6009 y 0,6175 h*
respectivamente y el consumo de azlcar durante 24 horas, ha sido alrededor
de 5 g/L.

Las concentraciones de PHA acumulada fueron evaluadas a las 48 y 72
horas, siendo a las 48 horas, los picos mas altos, alcanzando los entre los 25
a 28 g/L. Una manera de confirmar que esta especie produzca el biopolimero
fue identificando el gen PHA sintasa en su genoma, que es el responsable
de producir dicho biopolimero, analisis realizado in silico, obteniéndose
aproximadamente que el 80% del gen a comparar que corresponde al PHA

sintasa.

Palabras clave:Polihidroxialcanoatos, Citrobacter freundii, PHA sintasa,

lactosa, xilosa
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ABSTRACT

The low-cost production of polyhydroxyalkanoates has been a current
challenge for the biological world. The present work has identified a strain
that has not yet been reported with production capacity of said biopolymer,
Citrobacter freundii. This pathogenic bacterium commonly present in water,
soil or even in the intestines of animals, can metabolize different sugars such
as lactose, citrate or alcohols such as glycerol. In this study, the substrates
for said bacteria have been: lactose and xylose (sugars present in
agroindustry residues as in the whey of milk or in the bagasse of rice, corn
etc., respectively). The specific growth rates are: 0.6009 and 0.6175h™
respectively and the consumption of sugar for 24 hours, has been around 5
g/L.

The concentrations of PHA accumulated were evaluated at 48 and 72 hours,
being at 48 hours, the highest peaks, reaching between 25 to 28 g/L. One
way to verify that this species produces the biopolymer, was identifying the
gene PHA synthase in its genome, which is responsible for producing said
biopolymer, analysis made in silico,obtaining 80% of the gene to be

compared that corresponds to the PHA synthase.

Keywords:Polyhydroxyalkanoates,Citrobacter  freundii, PHA synthase,

lactose, xylose
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INTRODUCCION
Durante més de setenta afios, los plasticos a base de petrdleo se han
utilizado en una variedad de aplicaciones industriales y cotidianas debido a
su versatilidad y durabilidad. Sin embargo, tienen atributos negativos que
incluyen la recalcitrancia a la biodegradacion, la toxicidad después de la
incineracion y la acumulacion masiva de desechos en los vertederos y el
medio ambiente marino. El desafio para los nuevos polimeros es conservar
las caracteristicas fisicoquimicas de los plasticos tradicionales, pero se
benefician de la biocompatibilidad y biodegradabilidad como se puede
evidenciar en el trabajo de Keshavarz & Roy (2010). Los
polihidroxialcanoatos (PHA) hoy en dia son considerados como un sustituto
ideal comparado con los polimeros de origen petroquimico, debido a que
estos poseen un origen biolégico: los microorganismos. Estos
microorganismos pueden producir los biopolimeros a partir de fuentes de
carbono baratas, generalmente sin valor comercial (residuos) y son
importantes por sus caracteristicas fisicas similares a las de los plasticos
derivados del petroleo, como el polipropileno y polietileno(Lemos Delgado
&Mina Cordoba, 2015). A pesar de las ventajas ambientales de los PHA
frente a los plasticos petroquimicos, el problema fundamental que todavia
afronta la produccion de este polimero es su elevado costo (Chanprateep,
2010), por lo que se estan haciendo nuevos estudios entre las cuales figuran
mejoras en el proceso de fermentacion, purificacion y extraccion(Lee, 1996).
Los PHA son polimeros totalmente biodegradables méas versétiles con
propiedades similares a los plasticos convencionales. Otros polimeros
biodegradables tales como plasticos quimicamente sintetizados (por
ejemplo, acido poliglicélico y acido polilactico) y plasticos a base de almidén
(por ejemplo, almidon-polietileno) también han aparecido en la escena, pero
carecen de variabilidad en la estructura y extensas propiedades del material.
Se ha identificado un numero apreciable de PHA con méas de 150
monomeros. Con masas moleculares que varian de 50,000 a 1,000,000 Da.
Como los PHA son biodegradables e inmunolégicamente inertes, tienen
aplicaciones futuras prometedoras, particularmente en campos relacionados

con la medicina, a pesar de su costosa produccion (Choi &Lee, 1997).
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CAPITULO I. EL PROBLEMA

1.1. Tema
Caracterizacion de bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHA)

utilizando azucares presentes en residuos agroindustriales

1.2.  Justificacion

Uno de los principales contaminantes ambientales de los residuos sélidos
urbanos, que produce el 12% total de los desechos en un hogar comun
ecuatoriano es el plastico de origen petroquimico (Ministerio del Ambiente,
2013). El plastico es un derivado del petroleo, que se ajustd por sus bajos
costos y su bajo peso, a la produccién de varios productos comunmente
utilizados como: fundas, envases, recipientes, etc. Existen varios problemas
cuando estos terminan su uso y son desechados sin un tratamiento previo,
en muchos de los casos al medio ambiente. Esto provoca por ejemplo una
fauna amenazada, problemas en la salud humana (el 90% de los nifios
recién nacidos y casi todos los adultos analizados estan contaminados con
disruptores endocrinos y otros productos toxicos presentes en el plastico)
como sefiala Romano (2012) y dafios ecoldgicos, ya que se requieren entre
10 y 100 afios para degradarse por completo indica Téllez (2012).

Ecuador es un pais diverso, que alberga varios ecosistemas en los cuales
por ejemplo dispone de un 10% de todas las especies de plantas que hay en
el planeta, ademas del 8% de las especies de animales. Un grupo muy
interesante para nuevos estudios son los microorganismos entreellos las
bacterias, que por su naturaleza se puede adaptar a los diferentes
ecosistemas de nuestro pais (Mena, 2014), estos seres vivos pueden
producir bioproductos de gran interés a nivel industrial como: aminoécidos,

acidos grasos, vitaminas, biocombustibles o biopolimeros (Lee, 1996).

Debido a esto, ha crecido el interés en el estudio de bacterias nativas de
Ecuador que produzcan biopolimeros, semejantes en caracteristicas fisicas
al plastico, especificamente en la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA).
Los PHA son polimeros de hidroxialcanoato que se acumulan como
carbono/energia o como material de almacenamiento de energia reductora

en varios microorganismos (Choi & Lee, 1999).
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Un inconveniente importante para la comercializacion de los PHA es su
precio en comparaciéon con los materiales plasticos petroquimicos, por
ejemplo, el polietileno y el polipropileno se comercializa a USD $ 1/kg. Sin
embargo, la empresa, Zeneca Bio Products de Reino Unido, ya produce PHA
y su precio bordea USD $ 16/kg, Las comparaciones con otros polimeros
biodegradables como la polilactida, poliésteres alifaticos basados en
dioldiacido y polimeros basados en almidon, que actualmente se venden
entre USD $ 5-12/kg (Choi & Lee, 1997).

Por este motivo se ha intentado reducir el costo de produccidn para competir
contra los plasticos petroguimicos mediante el desarrollo de mejores cepas
modificadas, procesos de fermentacion/recuperacion, mas eficientes, la
utilizacion de sustratos mas econOmicos 0 nuevas especies de
microorganismos mas eficaces. Una de estas estrategias consiste en utilizar
fuentes de carbono renovables, como los residuos agroindustriales que se
generan en las industrias del centro del pais, con el fin de disminuir los
costos de produccion y como una alternativa sustentable de uso para dichos

residuos.

1.3. Objetivos
1.3.1. Generales
Caracterizar bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHA) utilizando

azUcares presentes en residuos agroindustriales

1.3.2. Especificos

- Aislar bacterias provenientes de suelos de la provincia de Pichincha
del cantén Mejia con capacidad de produccion de PHA.

- Determinar la cinética de crecimiento de las bacterias productoras de
PHA.

- Establecer el perfil de uso de los azucares utilizados por las bacterias
para el acimulo de PHA.

- Cuantificar el biopolimero producido por el/los microorganismos con
mejor perfil de acimulo de PHA.

- ldentificar a nivel de género y/o especie el/los microorganismos con

mejor perfil de uso de azlcares y acumulo de PHA.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes investigativos.

2.1.1. Generalidades de las bacterias.
La envoltura de células de bacterias es una estructura compleja de capas
multiples que sirve para proteger a estos organismos de su entorno
impredecible y, a menudo, hostil (Hancock, 1997). Las envolturas de la
mayoria de las bacterias pertenecen a uno de los dos grupos principales.
Las bacterias Gram negativas estan rodeadas por una delgada pared celular
de peptidoglicano, que a su vez esta rodeada por una membrana externa
gue contiene lipopolisacaridos. Las bacterias Gram positivas carecen de una
membrana externa pero estan rodeadas por capas de peptidoglicano
muchas veces mas gruesas que las que se encuentran en los Gram-

negativos (Silhavy et al., 2010).

2.1.2. Produccion de biopolimeros

Los polimeros de base biolégica son materiales que se producen a partir de
recursos renovables. Los términos polimeros de base biolégica y polimeros
biodegradables se usan ampliamente en la literatura, pero existe una
diferencia clave entre los dos tipos de polimeros (Byrom, 1987). Los
polimeros biodegradables se definen como materiales cuyas propiedades
fisicas y quimicas sufren deterioro y se degradan por completo cuando se
exponen a microorganismos, procesos de fermentacion (aerébico), metano
(procesos anaerdbicos) y agua (procesos aerbbicos y anaerdbicos). Los
polimeros de base biologica pueden ser biodegradables (por ejemplo, acido
polilactico) o no degradables (por ejemplo, biopolietileno). De forma similar,
aunque muchos polimeros de base bioldégica son biodegradables (por
ejemplo, almidén vy polihidroxialcanoatos), no todos los polimeros
biodegradables son de base biologica (por ejemplo, policaprolactona) (Babu
et al., 2013).

2.1.3. Generalidades sobre polihidroxialcanoatos.

2.1.3.1. Material de almacenamiento.
Los polihidroxialcanoatos (PHA) son macromoléculas estructuralmente
simples sintetizadas por muchas bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Los PHA se acumulan como granulos a niveles tan altos como el 90% del
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peso seco de la célula y, en general, se cree que desempefian un papel
como suministro de carbono y/o energia (Dawes & Senior, 1973).

Cuando los suministros de nutrientes estdn desequilibrados, es ventajoso
gue las bacterias almacenan el exceso de nutrientes intracelularmente,
especialmente dado que su estado general no se ve afectado. Al polimerizar
compuestos intermedios solubles en moléculas insolubles, la célula no
experimenta alteraciones de su estado osmético y se previene la fuga de
estos compuestos valiosos fuera de la célula. En consecuencia, las reservas
de nutrientes seguiran estando disponibles a un costo de mantenimiento
relativamente bajo y con un retorno de la inversion asegurado (Senior et al.,
1972).

Una vez que los PHA se extraen de la célula bacteriana, estas moléculas
muestran propiedades materiales que son similares a algunos plasticos
comunes como el polipropileno. El origen bacteriano de los PHA hace que
estos poliésteres sean considerados como material natural y, de hecho,
muchos microorganismos han evolucionado la capacidad de degradar estas
macromoléculas. Ademéas de ser biodegradable, los PHA son reciclables

como los termoplasticos petroquimicos (Choi & Yoon, 1994).

2.1.3.2. Composicion quimica
Se han identificado hasta la fecha diferentes tipos de PHA y éstos son
principalmente poliésteres lineales de extremo a extremo, compuestos de
monomeros de acido grasos 3-hidroxi. En estos polimeros, el grupo carboxilo
de un monémero forma un enlace éster con el grupo hidroxilo del monémero

vecino (Madison & Huisman, 1999).
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| n=1 R=hydrogen Poly(3-hydroxypropionate)
R = methyl Poly(3-hydroxybutyrate)
i R =ethyl Poly(3-hydroxyvalerate)
! R = propyl Poly(3-hydroxyhexanoate)
R = pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
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n=2 R=hydrogen Poly(4-hydroxybutyrate)
R = methyl Poly(4-hydroxyvalerata)

n=3 R =hydrogen Poly(5-hydroxyvalerate}
R = methyl Poly(5-hydroxyhexanoate)

n=4 R =hexyl Poly(8-hydroxydodecanoate)

Figura 1. Estructura quimica de los PHA

Tomado de: (Lee, 1996)

En todos los PHA que se han caracterizado hasta ahora, el atomo de
carbono sustituido con hidroxilo tiene la configuracion R, excepto en algunos
casos especiales en los que no hay quiralidad. En la misma posicion C-3 o B3,
se posiciona un grupo alquilo que puede variar de metilo a tridecilo. Sin
embargo, esta cadena lateral de alquilo no esta necesariamente saturada: se
han informado también mondmeros aromaticos, insaturados, halogenados y
ramificados (Madison & Huisman, 1999).

Los PHA se clasifican en tres clases de longitud de cadena corta, media o
larga (scl, mcl y Icl) respectivamente, de acuerdo con la cantidad de
carbonos en las cadenas laterales. Los scl-PHA tienen menos de 5 atomos
de carbono, mientras que los mcl-PHA tienen de 5 a 14 atomos de carbono y
los Icl-PHA tienen méas de 14 atomos de carbono, pero son poco comunes y

menos estudiados. (Steinbuchel et al., 1995; Raza et al., 2018).

2.1.3.3. Caracteristicas fisicas
La principal razén que nacidé para haber despertado tan grande interés es
debido a sus caracteristicas. El P(3HB) (Poli-3 hidroxi-butirato) es altamente
cristalino, rigido y resistente, con caracteristicas similares a las de
poliestireno o cloruro de polivinilo (PVC). Sus propiedades fisicas son
frecuentemente comparadas a aquellas del polipropileno, por tener un punto
de fusion y cristalinidad similar (Lomas et al., 2013; Guaman et al., 2018).

Varios enfoques han conducido para reducir su fragilidad. Algunos de estos
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estudios, se basan en obtener co-polimeros con unidades de hidroxivalerato,
que tienen menor cristalinidad y mejores propiedades mecanicas que el
P(3HB) (Lopes et al., 2014); (Mendonca et al., 2014).

Tabla 1. Comparacion entre las propiedades fisicas y térmicas de diferentes

polimeros
Polimero Tm Tg | Resistencia | Elongamiento
(°C) | (°C) | alatension | paralaruptura
(Mpa) %
P(3HB) 177 4 43 5
P(3HB-c0-10%HV) 150 - 25 20
P(3HB-c0-20%HV) 135 - 20 100
P(3HB-c0-3%4HB) 166 - 28 45
P(3HB-c0-64%4HB) 50 - 17 591
P(3HB-c0-5%4HHX) 151 - - -
P(3HB-c0-25%4HHX) 52 0 - -
PHO 61 -4 9 380
Polipropileno 170 -35 34 400
Poliestireno 110 - 50 -
PET 252 - 56 730
HDPE 135 - 29 -
LDPE 130 -30 10 620

3HB: 3-hidroxibutirato; 4HB: 4-hidroxibutirato; HV: 3-hidroxivalerato; HHx: 3-
hidroxihexanoato; PHO:  3-hidroxioctanoato; PET: polietileno tereftalato,
HDPE:polietileno de alta densidad; LDPE: polietieno de baja densidad;
Tm:temperatura de fusion; Tg: temperatura de transicion vitrea

Adaptado:(Holmes, 1985; Sudesh et al., 2000; Silva et al., 2007; Guaman et al.,

2018).
2.1.3.4. Consideraciones bioldgicas

2.1.3.4.1. Biodegradabilidad
Ademas de las propiedades poliméricas tipicas descritas anteriormente, una
caracteristica importante de los PHA es su biodegradabilidad. En la

naturaleza, un vasto consorcio de microorganismos puede degradar los PHA
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utilizando hidrolasas de PHA secretadas y despolimerasas de PHA
(Jendrossek et al., 1996). Las actividades de estas enzimas pueden variar y
depender de la composicion del polimero, su forma fisica (amorfa o
cristalina), las dimensiones de la muestra y, de manera importante, las

condiciones ambientales (Sudesh et al., 2000).

2.1.3.4.2. Naturaleza renovable
Tan importante como las caracteristicas biolégicas y la biodegradabilidad de
los PHA es el hecho de que su produccion se basa en recursos renovables.
La produccion fermentativa de PHA se basa en productos agricolas como
azucares y acidos grasos como fuentes de carbono y energia. Estas
materias primas agricolas se derivan de CO:2 y agua, después de su
conversibon a PHA biodegradable, los productos de degradacion son
nuevamente CO2 y agua. Por lo tanto, si bien para algunas aplicaciones la
biodegradabilidad es critica, las PHA reciben atencién general porque se
basan en compuestos renovables en lugar de en nuestras reservas

decrecientes de combustible fosil (Madison & Huisman, 1999).

2.1.3.5. Aplicaciones
Los PHA son poliésteres termoplasticos naturales y, por lo tanto, la mayoria
de sus aplicaciones reemplazan a los polimeros petroquimicos actualmente
en uso para aplicaciones de envasado y recubrimiento. La amplia gama de
propiedades fisicas de la familia de polimeros PHA y el rendimiento ampliado
gue se puede obtener por combinacién y mezcla, proporcionan una amplia
gama correspondiente de posibles aplicaciones de uso final, como se
describe en numerosas patentes. Los esfuerzos iniciales se centraron en
aplicaciones de moldeo, en particular para articulos de embalaje de consumo
tales como botellas, envases cosméticos, boligrafos y camisetas de golf
(Madison & Huisman, 1999). Se han descrito articulos de higiene personal
biodegradables o compostables a partir de copolimeros de P(3HB). Los PHA
también se pueden usar para reemplazar polimeros petroquimicos en
composiciones de toner y revelador o como polimeros conductores de iones.
Los PHA se pueden usar como latex, por ejemplo, para aplicaciones de
revestimiento de papel, o se pueden usar para producir sustitutos de crema

lactea. EI PHA se puede hidrolizar quimicamente y los monémeros se


http://f1000.com/work/citation?ids=5548101&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=997912&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=3749111&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=3749111&pre=&suf=&sa=0

pueden convertir en moléculas comercialmente atractivas, tales como B-
hidroxiacidos, acidos 2-alquenoicos, B-hidroxialcanoatos, B-acilactonas, (-
aminoacidos y ésteres de B-hidroxiacidos (Madison & Huisman, 1999).

La ultima clase de productos quimicos actualmente esta recibiendo atencién
debido a posibles aplicaciones como solventes biodegradables (Silva et al.,
2007).

2.1.4. Microorganismos productores de PHA

Tanto el tipo de microorganismos procariotas como eucariotas pueden
producir diferentes tipos de PHA. Los PHA también se han notificado en
sangre y tejidos de humanos y animales (Breuer, 2009; Raza et al., 2018) y
se usan para controlar las convulsiones, las enfermedades metabdlicas y
aumentar la eficacia cardiaca. Diferentes bacterias producen diferentes tipos
de PHA. Las cepas fluorescentes de Pseudomonas, por ejemplo, son bien
conocidas por acumular mcl-PHA ya que tienen mcl-PHA sintasas para la
sintesis de PHA con 6-14 atomos de carbono (Kim et al., 2000; Raza et al.,
2018).
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Tabla 2. Produccién de PHA por diferentes microorganismos y estrategias

Fuente de carbono Cepa bacteriana Modo de Tipo de Factor Peso seco Acumulacion
fermentacion polimero limitante celular (g/L) de PHA (%)
Triglicéridos Pseudomonas resinovorans Fed-Batch mcl NA 3.3 45.0
Hexadecano P. aeruginosa ATCC 10145 Continuo mcl Nitrégeno 1.0 7.5
Glucosa Bacillus cereus Batch scl NA 34 47,9
Octanoato P. oleovorans ATCC 29347 Continuo mcl Carbono y ND 10,1
Nitrégeno
Residuos de aceites P. aeruginosa 42A2 NCIB Batch mcl Nitrégeno 3.2 54.6
40045
Acidos grasos P. putida Bet001 Batch mcl Nitrogeno ND 49.7-68.9
Glucosa Lysinibacillus sphaericus GBS1 Batch scl ND ND 60.0
Glicerol Cupriavidus necator DSM 545 Fed-Batch scl Nitrégeno ND 62.0
Acido oleico Alcaligenes sp. NCIM 5085 Batch scl ND 4.1 70.8
Bagazo de cafia de azucar P. aeruginosa Batch ND ND ND 60.0
ND: No determinado; Tomado de: (Raza et al., 2018)
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2.1.5. Azucares presentes en residuos agroindustriales.

Los residuos lignocelulésicos obtenibles por parte de la industria, poseen
una variedad de polisacaridos, entre aquellos las pentosas, principalmente:

xilosa y arabinosa, también poseen hexosas como: glucosa, galactosa y

manosa(Guilherme et al., 2015).

El suero es un residuo de la industria lactea que representa hasta el 90% del
volumen de leche procesada. La mitad de este suero de leche se convierte
en productos utilizables para humanos y animales, el resto generalmente se
desecha en el medio ambiente. Se investigaron los intentos de usar suero de
leche como fuente de carbono para el crecimiento bacteriano como un

sustrato barato para la estrategia de producciéon de PHA como se describe

en el estudio realizado por Raza (2018).

Tabla 3. Composicion de materiales lignocelulésicos

Compuesto | Unidad Madera Residuos agroindustriales
en base
seca

Pino | Abedul | Sauce | Eucalipto | Bagazo | Bagazo | Bagazo | Bagazo

de trigo | de arroz | de maiz | de cafia
Glucano % 46,4 | 43,4 | 38,2 39,4 38,2 34,2 35,6 36,5
Xilano % 8,8 4.9 19,7 9,68 21,2 24,5 18,9 29,8
Arabinosa % 2,4 11 ND 1,03 2,5 ND 2,9 5,65
Manosa % 11,7 | 12,8 1,2 ND 0,3 ND 0,3 ND
Lignina % 294 | 28,1 21,8 16,0 23,4 11,9 12,3 17,7

ND: No determinado, Adaptado de: (Guilherme et al., 2015; Cesario & de Almeida, 2015;

Obruca., 2015).
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2.1.6. Costos asociados a la produccién de PHA
Aunque los plasticos de origen microbiano tienen una clara ventaja sobre los
plasticos basados en petroleo convencionales, el principal inconveniente es
el alto costo asociado con la produccion fermentativa (Chanprateep, 2010)
Los principales factores que afectan el costo de produccion incluyen el tipo
de fuente de carbono, el costo corriente de la fermentacion, la productividad
del proceso, los rendimientos de las fuentes de carbono seleccionadas y el
procesamiento posterior (Lee & Na, 2013) (Raza et al., 2018). Los
contenidos de PHA en la biomasa celular son muy importantes para el
proceso de extraccibn economico, también la seleccibn de un
microorganismo hiperproductivo es igualmente importante para una
produccién rentable. Por ejemplo, se informé que el costo promedio de
USD/kg de la produccién de PHB (100.000 ton / afio) fue 2.6, 5.37 y 6.69 de
Alcaligenes latus, E. coli recombinante y Methylobacterium organophilum,

respectivamente (Choi & Lee, 1999)
2.2. Hipotesis
2.2.1. Hipétesis Nula (Ho)

Las bacterias aisladas del suelo del canton Mejia no son productoras de

PHA usando azucares presentes en residuos agroindustriales.

2.2.2. Hipotesis Alternativa (H1)
Las bacterias aisladas del suelo del canton Mejia son productoras de PHA

usando azucares presentes en residuos agroindustriales.

2.3. Sefialamiento de variables de la hipotesis
- Aislamiento y purificacién de bacterias aisladas del suelo del canton
Mejia.
- Perfil consumo de azucares por las bacterias productoras de PHA.
- Produccion de PHA por bacterias aisladas.
- Caracterizacion molecular de las mejores bacterias productoras de
PHA.

12
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CAPITULO Ill. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material y métodos
3.1.1. Recoleccion de las muestras de suelo
Las muestras de suelo se recolectaron el 01 de marzo del 2018, mediante el
uso de una pala estéril, realizando una excavacion de aproximadamente 15
cm, se tomaron 100 g de suelo y fue depositado en frascos estériles y
llevadas al laboratorio, para la caracterizacion fisicoquimica. El suelo

utilizado fue del barrio Umbria del canton Mejia de la provincia de Pichincha.

- Coordenadas:0°33'30.5"S 78°38'03.0"W
- Altitud: 2945 msnm

3.1.2. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Los pardmetros fisicoquimicos evaluados fueron el pH y conductividad
eléctrica, se pesaron 10 gramos de la muestra y se colocaron en un vaso de
precipitacion de 100 mL con 90 mL de agua destilada, a continuacion, las
muestras fueron homogeneizadas durante 30 minutos. Una vez transcurrido
ese tiempo, se tomaron lecturas de pH y conductividad por triplicado y se

reporté el promedio.

3.1.3. Aislamiento y purificacién de bacterias productoras de PHA
3.1.3.1. Aislamiento de bacterias

Se realizé diluciones seriadas como esta descrita en la siguiente tabla:

(ver pagina siguiente)
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Tabla 4.Diluciones realizadas en el experimento

Dilucion Descripcion

1/10° Se tomo6 10 g de suelo y se disolvié con 90ml de agua

destilada, con agitacion vigorosa por 1 hora

1/10t Se tomd una alicuota de 1 ml de la dilucién 1/10%n 9ml

de agua destilada

1/10? Se tomd una alicuota de 1 ml de la dilucién 1/10* en 9ml

de agua destilada

1/10° Se tomd una alicuota de 1 ml de la dilucién 1/10% en 9ml

de agua destilada

3.1.3.2. Preparacion de placas de cultivo

Para favorecer el acumulo de PHA se preparé medio de cultivo mineral (MM)
con adicién de 1,5% agar, conteniendo limitacion de nitrégeno (1g/L) y las
fuentes de carbono fueron: xilosa, glucosa, lactosa y arabinosa (15g/L).

La composicion del MM esta descrita en la tabla 5 en una relacion por 1 litro.

(ver pagina siguiente)
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Tabla 5. Componentes de Medio Mineral

Compuesto Cantidad
KH2PO4 15049
NaxHPO4 3,549
(NH4)>SO0. 1,00 g
MgSO4*7H,0 0,20 g
CaCl,*2H,0 0,01g
Citrato de amonio férrico 0,06 g

Elementos traza

H3BO3 0,33 ml
CoCl,*6H,0 0,20 ml
ZnS0O4*7H,0 0,10 ml
MnCl;, * 4H,0 0,03 ml
NaMoO4*2H,0 0,02 ml
NiCl,*6H,0 0,02 ml
CuSO4*5H,0 0,01 mi

3.1.3.3. Dispersion en placa

Se trabajaron con las diluciones: 1/10% y 1/10*, para lo cual se inocularon
100 pL de las diluciones en placas con MM agar conteniendo las diferentes
fuentes de carbono, los cuales se dispersaron con un asa de Digralsky,
procedimiento que se lo realizara por triplicado, posteriormente se dejo
incubando durante 48 horas a 37°C. Las placas fueron identificadas como
MMX (medio mineral suplementado con xilosa), MMG (medio mineral
suplementado con glucosa), MML (medio mineral suplementado con lactosa)

y MMA (medio mineral suplementado con arabinosa).
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3.1.3.4. Tincion de colonias con Sudan Black B

Se prepar6 la solucion de Sudan Black B 0,02% (p/v) con etanol al 96%,
para lo cual se prepararon placas con agar MM con cada fuente de carbono
15g/L y de nitrégeno 1g/L en donde se inocularon las bacterias
seleccionadas en el paso anterior y se afiadio la solucion de Sudan Black
por 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo, se realizé un lavado de la
solucion con etanol al 70%. Una coloracion azul intensa, demostro la
existencia de acumulo de PHA, ademas se realizaron controles positivos y

negativos con Burkholderia sacchari y E.coli respectivamente.

3.1.3.5. Caracterizacibn macroscépica y microscOpica de

bacterias productoras de PHA.

Para la caracterizacion macroscopica se identificolas principales
caracteristicas fenotipicas como la forma, elevacion, margen las cuales se

describié como se encuentra en la Figura 2.

Circular Irreguiar Lentejuela Filamentosa Rizolde

Elevecién — A, A

Plana Convexa Umbonada

~

</—\) — ‘,\" {f / /@s
Margen / / =
\ / \ / \ i~
% \v
Entero Ondulado Lobado Filamentoso Rizado

Figura 2. Descripcién morfoldgica bacteriana

Tomado de: (Estrada et al., 2018)

Para la caracterizacion microscopica se identificO a que grupo pertenecen
las bacterias (Gram positivas 0 Gram negativas), se realiz6 la tincién
diferencial por el método de Gram. Se realiz6 un frotis con la ayuda de un
asa de transferencia, tomando una colonia pura y aislada fijandola con calor;
posteriormente, se tifi0 durante 1 minuto con cristal violeta y se lavd con
agua destilada; seguidamente, la solucion yodada se coloc6 por 1 minuto y
se lavd nuevamente con agua destilada, la decoloracion se realiz6 con

alcohol al 70% y se lavo; finalmente se afiadio safranina (color de contraste)
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durante 1 minuto y se lavo con agua destilada por ultima vez. Las muestras

fueron observadas en un microscopio Optico con los lentes 4X, 40X y 100X.

3.1.3.6. Preservacion de bacterias productoras de PHA

Una vez aisladas y caracterizadas microscopicamente las bacterias
productoras de PHA, cada una de estas se codificaron y se inocularon en 10
ml de caldo LB (Luria Bertani), posteriormente se incubaron por 24 horas a
37°C y conagitacién constante a 200 rpm. Transcurrido el tiempo se tomo
una alicuota de 500 pl de la suspension de células bacterianas y se afiadio

500 pl de glicerol 50% (v/v) en Eppendorfs, finalmente se conservo a -80°C.
3.1.4. Cinética de crecimiento de bacterias productoras de PHA

3.1.4.1. Preparacion de cultivos para la cinética de crecimiento

Se inocularon las bacterias en 3 ml de caldo LB y se incubaron durante 24
horas a 30°C, con agitacion constante a 200 rpm. Una vez transcurrido el
tiempo, se midi6 en un espectrofotometro la densidad o6ptica (OD) y se
hicieron los calculos necesarios para empezar el ensayo con 0.05 de OD

inicial en cada cultivo bacteriano.

3.1.4.2. Ensayo de cinética de crecimiento.

En un espectrofotdmetro se incubaron en una placa multipozos cada cultivo
bacteriano con su respectiva fuente de carbono a 5 g/L a 37 °C con agitacion
de 150 rpm por 24 horas, con una OD inicial del 0.05. Todas las muestras
bacterianas estuvieron expuestas a una lectura constante cada 15 minutos a
600nm. Las lecturas se hicieron por triplicado y con sus respectivos blancos.
Finalmente se analizaron los resultados mediante graficos entre la OD en
funcidn al tiempo. Adaptado a estudios realizados por: (Lopes et al., 2014;
Tufail et al., 2017; Guaman et al., 2018), se calculd la velocidad especifica
de crecimiento, linealizando la fase exponencial de dichos gréficos. Debido a
gue este parametro sirvio para determinar las bacterias con mejor perfil de

adaptacion al MM y a su respectiva fuente de carbono.
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3.1.5. Perfil de consumo de azlcares por las bacterias.

3.1.5.1. Preparacion de cultivos para el perfil de consumo

Se inocularon las bacterias en estudio en 3 ml de caldo LB y se incubaron
por 24 horas a 30°C con agitacion constante a 200 rpm para tener un cultivo
fresco. Una vez transcurrido el tiempo, se midié en un espectrofotometro la
densidad o6ptica (OD) y se hicieron los célculos necesarios para empezar el

ensayo con 0.05 de OD en cada cultivo bacteriano.

3.1.5.2. Medicion del consumo de la fuente de azlcar.

Todos los cultivos a partir de una OD inicial del 0,05 los cuales se inocularon
en 25 ml de MM caldo y se incubaron por 24 horas a 30°C con agitacion
constante de 200 rpm, con su respectiva azucar a 15 g/L.
Se hicieron lecturas en un refractometro digital cada 4 horas por triplicado,
tomando 0,025ml en cada medicion. Se registraron los promedios y se
graficaron la concentracion de azucar (g/L) en funcion al tiempo, este

meétodo, ha sido adaptado a partir (Borji et al., 2017).

3.1.6. Ensayo de cuantificacion PHA acumulado.

3.1.6.1. Preparacion de cultivos para el acamulo de PHA

Se inocularon las bacterias en 3 ml de caldo LB y se incubaron por 24 horas
a 30°C con agitacién constante a 200 rpm para tener un cultivo fresco. Una
vez transcurrido el tiempo, se midi6 en un espectrofotometro la densidad
Optica (OD) y se hicieron los célculos necesarios para empezar el ensayo

con 0.05 de OD en cada cultivo bacteriano.

3.1.6.2. Ensayo de cuantificacion de PHA

Basados en el protocolo descrito por (Porras et al., 2017), se realizé la
siguiente metodologia: Se preparé 50 ml de MM caldo con cada uno de los
cultivos bacterianos en su respectiva fuente de carbono con una OD inicial
de 0,05 y se incubaron por 72 horas a 30°C con agitacion constante de 200
rpm.

Se tomo 2 ml de cultivo a las 0, 24, 48 y 72 horas por triplicado, cada ml se

18


http://f1000.com/work/citation?ids=5551453&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=5401679&pre=&suf=&sa=0

distribuy6 en tubos Eppendorf diferentes y se centrifugd a 15000 rpm por 15
minutos, después se lavd con agua destilada estéril. Al tubo 1 se afadié 400
pl de Sudan Black (30% p/v) y al tubo 2, 400 pl de agua destilada. Se incubd
por 20 minutos a 30°C con agitacién constante a 200 rpm, posteriormente se
centrifugd a 15000 rpm por 5 minutos y se lavé 3 veces con agua destilada,
se re-suspendié el cultivo con 1 ml de agua destilada y se homogeneiz6 en
un vortex. Finalmente se subdividié el sobrenadante en 5 tubos de 200 pl y
se diluye con 1 ml de agua destilada (1:20) posteriormente se leyé en un
espectrofotometro las absorbancias a una longitud de onda entre 550 a 800

nm.

Los valores obtenidos de absorbancia tanto con (tubo 1) y sin (tubo 2) Sudan
Black, se analizaron mediante un método cuantitativo descrito porPorras,
(2017), basados en una ecuacion lineal, estimada por dicho autor, donde la
pendiente de dicha ecuacién patron es la diferencia de la altura entre las dos
rectas con y sin tincién del Sudan Black, el resultado obtenido fue en g/L.

La ecuacion usada a partir de la fuente bibliografica es:
Ya =16.375Xa - 1.0686
Donde:
Ya = Concentracion de PHA producido por la cepa bacteriana (g/L)

Xa = Altura entre la tincién con y sin Sudan Black (nm)

Las lecturas se hicieron a las 48 y 72 horas por triplicado, usando los

promedios para las gréficas.

3.1.7. Identificacion genotipica de bacterias productoras de PHA.

3.1.7.1. Diseiio de primers para amplificar el gen 16SrDNA

Se utilizo para el disefio de primers el software SnapGene (a partir de GSL
Biotech; disponible en snapgene.com) con una temperatura de alineamiento
de 60°C y 18bp de hibridacion, que se usaron como estandar para dicho

disefo.
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3.1.7.2. Amplificacion de fragmentos por PCR

Los fragmentos fueron amplificados usando Phusion® High Fidelity DNA
Polymerase y las condiciones fueron: 98°C por 1, 30X (98°C por 30", Tm°C
307",72°C por 17) 72°C por 5°.

3.1.7.3. Obtencion de secuencias de 16SrDNA

Los fragmentos amplificados se purificaron y se cuantificé de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. Finalmente, las muestras se enviaron
para la identificacion de la secuencia del gen 16SrDNA de las bacterias
presentes.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Anélisis y discusion de los resultados

4.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo
Los valores obtenidos son un pH de 6,22 y una conductividad eléctrica de
82,34 pus/cm, valores semejantes a los reportados en estudios de
caracterizacion de bacterias y actinomicetos (Estrada et al., 2018) en
ecosistemas glaciares y andinos con caracteristicas similares a las del

presente estudio, por lo que se corrobora dichos valores obtenidos.
4.1.2. Aislamiento y purificacién de bacterias productoras de PHA

41.2.1. Aislamiento de bacterias

En la tabla 6 se detalla las unidades formadoras de colonias (UFC) que

crecieron en su respectiva fuente de carbono.

Tabla 6. UFC aisladas.

Fuente de Dilucion Tiempo de # de bacterias
carbono incubacion aisladas
MMA 10 48 h 5
MML 10 48 h 3
MMG 10% 48 h 4
MMX 10 48 h 2

No se realiz6 el calculo de concentraciéon de UFC/g suelo debido a que por
técnicas de microbiologia, este parametro se calcula en una rango
significativo de colonias de 30 a 300 (Estrada et al., 2018; Madigan, 2009),
en las otras diluciones se dej6 incubando mas tiempo pero el crecimiento fue

mas notorio de levaduras y hongos filamentosos.

Las colonias bacterianas detalladas en la tabla 6 fueron aisladas y
purificadas en su respectiva fuente de carbono para su respectiva

codificacion, tincion de Sudan Black y caracterizacion microscopica.
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41.2.2.

Tinciéon con Sudan Black a las bacterias aisladas.

En la tabla 7 se detalla los resultados a cada una de las bacterias

identificadas en el anterior paso, por lo que se puede diferenciar que no

todas las bacterias tomaron la coloracion azul intensa, para este paso se uso

los controles positivos y negativos, que fueron Burkholderia sacchari y E.coli

respectivamente para corroborar el funcionamiento del colorante.

Tabla 7. Resultados de la tincién de Sudan Black

MM Colonia Resultado
MMA 1 +
2 -
3 -
4 +
5 -
MML 1 +
2 -
3 +
MMG 1 -
2 -
3 +
4 +
MMX 1 -
2 +
MMX Burkholderia sacchari +
MMG E. coli -

En resumen, las bacterias aisladas y con resultado positivo a la tincion de

Sudan Black dan los primeros indicios de que puedan acumular PHA son 7,

que a partir del MML, MMA y MMG son 2 y del MMX 1.
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La tincion se da debido a que muchas bacterias estan compuestos por un
poliéster: el acido poli-B-hidroxibutirico (PHB) y se usa al Sudan Black como
un colorante primario para identificar este compuesto lipofilico, usado por
primera vez por Schlegel et al.,(1970) y replicada en varias otras
investigaciones por Tufail et al.,(2017) y por Munir (2015).

4.1.2.3. Caracterizacion macroscopica y microscOpica de
bacterias

En la tabla 8 se detalla la codificacion y caracterizacibn macroscopica de las

colonias en estudio.

Tabla 8. Caracterizacibn macroscopica de bacterias

Cepa Medio Forma Elevacion Margen
mineral
usado
DD04 MML Circular Plana Entera
DDO05 MMA Circular Convexa Entera
DDO06 MMG Irregular Convexa Ondulado
DDO7 MMG Circular Plana Lobado
DDO08 MML Circular Plana Entera
DD09 MMA Circular Convexa Entera
DD10 MMX Irregular Plana Ondulado

En la tabla 9 se detalla, la codificacién de las bacterias y la caracterizacion
microscopicas (Anexo 2), ademas de las pruebas bioquimicas de oxidasa y

catalasa.
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Tabla 9. Caracterizacién microscopica de bacterias

Cepa Medio Tincion Forma Oxidasa | Catalasa
mineral Gram
usado
DDO04 MML - Bacilo + +
DDO05 MMA - Bacilo - +
DDO06 MMG - Coco - +
DDO7 MMG - Coco - +
DDO08 MML - Coco - +
DDO09 MMA - Bacilo + +
DD10 MMX - Bacilo + +

4.1.3. Cinética de crecimiento de bacterias productoras de PHA.

4.1.3.1. Ensayo de cinética de crecimiento.

Basados en estudios realizados por (Lopes et al., 2014; Tufalil et al., 2017),
se realizo el ensayo de cinética de crecimiento, evaluacion realizada durante
24 horas, haciendo mediciones cada 15 minutos de la OD a 600 nm, para lo

cual se realizé por cada cepa bacteriana 3 réplicas y el promedio se grafico.

CINETICA BACTERIANA
0.154

— DDo4
— DDo%

Dbos
— DDo7

DDog
— DDo0g
— DD10

0.10 1

0D 600 nm

0.05 -

0.00

0 5 10 15 20 25
TIEMPO (Horas)

Figura 3. Cinética de crecimiento de cepas productoras de PHA
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Todas las bacterias como se demuestra en la figura 3, tienen indicios de tres
de las cuatro fases de una curva de crecimiento bacteriano (adaptacion,
exponencial y estacionaria) principalmente las bacterias DD04, DD05, DD08
y DD10, que se adaptan de mejor manera a las condiciones del medio de
cultivo. El resto de las bacterias presenta una cinética muy diferente y baja,
esto puede ocurrir a que no tienen la capacidad 6ptima de crecer en un
medio mineral con limitaciones de nutrientes esenciales como lo son el
fosforo y el nitrégeno. Por ejemplo “el fosforo es fundamental en procesos
biolégicos como la division y crecimiento celular y en procesos vitales como:
glucolisis, respiracion y sintesis de acidos grasos, extendiéndose su
relevancia a las partes constitutivas esenciales de los acidos nucleicos,

fosfolipidos y ATP”segun sefala Madigan (2009).

En cambio el nitrégeno se encuentra como radical -NH?, que forma parte de
los aminoacidos (que a su vez son los productores de las proteinas) y de las
bases nitrogenadas (que participan en los acidos nucleicos y en algunas

coenzimas) en un estudio descrito por Stanier (1996).

4.1.3.2. Velocidad especifica de crecimiento de cada cepa.

Una vez evaluada la cinética de crecimiento se procedi6 a linealizar la fase
exponencial de cada bacteria con el fin de estimar la velocidad especifica de
crecimiento y con ello tener una aproximacion de cémo cada cepa

bacteriana se adapté al MM respectivo (Madigan, 2009).

(pagina siguiente)
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Tabla 10. Linealizacion de la fase exponencial

TIEMPO (Horas)

CEPA GRAFICO VELOCIDAD
ESPECIFICA DE
CRECIMIENTO (h™)
DDO04 DDO04 0,6009
2.5
3.0
E
|
S 351
o
c
-
4.0 1 y = 0,6006 - 9,2244
R?= 0,004
4.5 T T T b
8 9 10 11 12
TIEMPO (Horas)
DDO05 DDO05 0,2945
2.5
3.0
E
=
S 35-
w0
5
4.0 y = 0,2045¢ - 7,9001
R*= 0,8518
4.5 T T T '
12 14 16 18 20
TIEMPO (Horas)
DDO6 D06 0,3999
2.5 1
3.0
E
c
8 351
w
c
|
-4.01 y = 10,3898 - 6,3337
R®= 0,704
4.5 T T T '
12 14 16 18 20
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DD10 DD10 0,6175

A1

2

Ln 600 nm

y = 0,6175% - 5,547
R==0,9002

5 T T
0 2 4 6

TIEMPO (Horas)

Las velocidades especificas de crecimiento de cada una de las bacterias en
estudio estan descritas en la tabla 10, la cual indica la variacion que tiene
cada cepa bacteriana en adaptarse al medio mineral con su respectivo

sustrato en funcion del tiempo.

Las bacterias que presentan en su linealizacién un coeficiente de correlacién
alto son: DD04, DD08 y DD10. Estas bacterias presentan una velocidad
especifica de crecimiento mayor al 0,5 h™, por lo que son fueron
consideradas como las id6neas para el completo estudio del presente

trabajo.

4.1.4. Perfil de consumo de azlUcar por bacterias productoras de
PHA
Para las siete cepas bacterianas en estudio, se evalu6 el perfil de consumo

de cada uno de los azlcares en el que inicialmente crecieron.

Los graficos que se presentan a continuacion estan en basados a la cinética
de crecimiento presentado en el punto 4.1.3.1 y los g/L de azlcar

consumidos en funcion al tiempo.
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Figura 4. Perfil de consumo de lactosa la cepa DD04
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Figura 5. Perfil de consumo de arabinosa de la cepa DD05
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Figura 6. Perfil de consumo de glucosa de la cepa DD06
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Figura 7. Perfil de consumo de glucosa de la cepa DD07
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Figura 10. Perfil de consumo de xilosa de la cepa DD10

El consumo de azucar por los microorganismos es una parte fundamental en
este estudio, ya que en funcién a este pardmetro se podra determinar si es
viable o no la utilizacion de dichos azlcares en la produccion de PHA,
debido a esto han existido varios estudios que han intentado bajar los costos
de produccion usando residuos agroindustriales como sustrato para los
microorganismos, entre los cuales destacan: suero de leche, almiddn,
aceites, hidrocarburos como el diesel (Tufail et al.,2017; Raza et al., 2018),
alcanzando resultados que aun no son competitivos comparados con la

produccion de plasticos petroquimicos.

Todas las cepas bacterianas inicialmente se inocularon con una
concentracion inicial de la fuente de carbono de 15g/L por lo que, al evaluar
el perfil de consumo durante 24 horas (Tabla 11), este disminuyo
considerablemente pese a las limitaciones de nutrientes que tiene el medio

de cultivo.

Las cepas DD04, DD08 y DD10, quienes tuvieron mejores resultados en la
cinética de crecimiento, también presentaron un aceptable perfil de consumo
gue el resto de las cepas bacterianas, alcanzando una concentracion final de

alrededor de 10 g/L, en la siguiente tabla se resume los resultados:
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Tabla 11. Perfil de consumo de azucar

CEPA Concentracion | Concentracion | Total, de azucar
inicial de azucar | final de azucar consumido
(/L) (9/L) (g/L)
DDO04 15,70 9,80 5,90
DDO05 15,30 8,00 7,30
DDO06 15,00 10,00 5,00
DDO07 15,00 9,30 5,70
DDO08 15,00 9,90 5,10
DDO09 15,30 9,50 5,80
DD10 15,30 9,70 5,60

4.1.5. Cuantificacién de la produccién de polihidroxialcanoatos
Para cuantificar el biopolimero, se grafico tanto la cepa cony sin el colorante
Sudan Black, ademas de un control negativo, E.coli. Las lecturas se hicieron
a una longitud de onda desde 550 nm a 850 nm, siendo que el biopolimero
muestra una maxima absorbancia entre 650 nm a 680 nm y es alli donde se
calculé la altura entre los picos para usar la ecuacion lineal descrita por
(Porras et al., 2017).

A continuacion, se presentan los resultados 48 y 72 horas:
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Figura 12. Cuantificacion del PHA de la cepa DD05
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Figura 14. Cuantificacion del PHA de la cepa DDO7
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Figura 16. Cuantificacién del PHA de la cepa DD09
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Figura 18. Cuantificacion del PHA del control negativo E.coli

Como se puede observar en la figura 17, del control negativo, las lecturas de
absorbancias fueron muy bajas y no se puede distinguir ninguna altura entre

rectas.

A continuacion, en la tabla 12, se resumirda los datos usados para la

cuantificacion del biopolimero, tanto para las 48 horas y 72 horas.
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Tabla 12. Cuantificacion de PHA a las 48 y 72 horas

CEPA DIFERENCIA | DIFERENCIA | Yh (g/L) Yh (g/L)
(nm) 48 (nm) 72 48 horas 72 horas
horas horas
DDO04 1,653 1,210 25,999 18,745
DDO05 1,330 0,604 20,710 8,821
DDO06 3,106 0,194 49,792 2,108
DDO7 2,255 1,138 35,857 17,567
DD08 1,171 0,897 18,106 13,619
DD09 1,287 0,992 20,006 15,175
DD10 1,765 1,302 27,833 20,251

Todas las bacterias presentan concentraciones de PHA en g/L, segun
estudios presentados por (Raza et al.,, 2018), existen varios factores para
determinar la cantidad del biopolimero producido, entre ellos la capacidad
del microorganismo de asimilar la limitacion de nutrientes para el acumulo
del mismo, la pureza del azicar que se use como fuente de carbono, las
condiciones de cultivo del microorganismo como temperatura, pH, etc.
Ademas, que es un método empirico-analitico el usado para la cuantificacion

del polimero descrito por (Porras et al., 2017).

Debido a varios factores que se han analizado hasta este punto en este
estudio, las bacterias con mejor cinética de crecimiento y consumo de
azucar fueron las cepas DD04, DD08 y DD10. Como se detalla en la tabla
12, todas las capas bacterianas en estudio presentan una considerable
concentracion de PHA a las 48 horas, que se asume que estan aun en su
fase estacionaria, que es la fase donde se produce los PHA (Guaman et al.,
2018; Madison & Huisman., 1999), a las 72 horas se considera una notable
disminucién de la concentracion de PHA, lo que hace suponer que ya estan
en su fase de muerte. Las cepas DD06 y DDO7 son las que mas producen a
las 48 horas, pero debido a que tienen una fase de adaptacion mucho mas
larga que el resto y su velocidad especifica de crecimiento es baja, en

términos de productividad, esto no es rentable, por lo tanto, quedaron
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descartadas para la caracterizacion molecular. En cambio, con las cepas
DDO05, DDQ9 presentan bajas concentraciones de produccién de PHA, que
sumando a las mismas caracteristicas de las cepas anteriores quedaron

descartadas para el siguiente punto de investigacion.

De las tres cepas con mejores caracteristicas, la DD08 fue la que menos
concentracion de PHA produjo, por lo que también se la descarté. Las cepas
DD04 (MML) y DD10 (MMX) fueron las seleccionadas para la caracterizacion
molecular, ya que aparte de producir una cantidad considerable de PHA, la
lactosa (presente en residuos de la industria lactea, muy comudn en el centro
del Ecuador) y la xilosa (una pentosa que no es muy comun que los
microorganismos la usen como fuente de carbono) (Guaman et al., 2018),

fueron las que mayor interés despertaron.

4.1.6. Caracterizacion molecular de bacterias productoras de PHA

4.1.6.1. Disefo de primers

Los é&cidos nucleicos del gen 16SrRNA fueron amplificados por una PRC

convencionales con primers universales, descritos a continuacion:

Tabla 13. Primers universales

Sentido Nombre Secuencia Referencia

Forward 27F AGAGTTTGATCMTG (Schumann, 1991,
GCTCAG Weisburg et al., 1991)

Reverse 1492R ACCTTGTTACGACTT | (Weisburg et al., 1991;

Schumann, 1991);

4.1.6.2. Secuenciacion del gen 16SrRNA

El fragmento amplificado por la PCR convencional fue mandado a
secuenciar y se us6 el método Sanger. Este método “arroja secuencias de

alta calidad para segmentos relativamente largos de ADN (de hasta
aproximadamente 900 pares de bases). La técnica suele utilizarse para

secuenciar fragmentos individuales de ADN, como plasmidos bacterianos o
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ADN copiado en la PCR” sefalan estudios realizados por Metzker (2010),
Mardis,(2011) y Stein (2010).

Utilizando el Software SnapGene (disponible en: snapgene.com) se visualizd

la distribucion de los &cidos nucleicos del fragmento amplificado del gen
16SrRNA, a continuacion, una demostracion:

[, 8016_1492R.ab1* (1550 bases) == &

file Edit View Enzymes Festures Primers Actions Tools Window Help

=3 [+ 1550 bases

ACCACATGCTCCACCBCTTETGECE6ECCCCCETCAATTCATTTGAGTTTTAA

" Il ,hﬂ _,Ahlﬂ.‘ | “‘. Wt l | la.-

3
| standard | autoscaled - Chromatogram Data i

[7] show quality values - 1,0x

AGGTAAGGBTTCTTCGECEGTTECATCGEAATT

a B016_27F.ab1* (1407 bases) == =]

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

1407 bases

AGCGCACBCACQRCBBTCTGTCAAGTCAGBGATETBAAATCCOCGEGG6C

sl

550 560 580 1,5x

q 3
Standard | Autoscaled Chromatogram Data

[ Show quality values D 1,0x

ACAGAGGGTGCAAGCBTTAATCGEGGAATTACTHGE GCGTA

N
|
i

Figura 19. Secuencia parcial del gen 16SrRNA de la cepa DD04
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Figura 20. Secuencia parcial del gen 16SrRNA de la cepa DD10

4.1.6.3. Identificacion genotipica de las bacterias

Una vez obtenida la secuencia del gen 16SrRNA, este fue comparado con
las bases de datos de GenBank del NCBI (disponible en:

ncbi.nim.nih.gov/genbank/), para la identificacién genotipica de la misma.

Tanto la cepa DD04 y la DD10, pertenecen al género Citrobacter, ademas se
puede detallar que la cepa DDO04 tiene un porcentaje de identidad del 99%
con Citrobacter freundii, por otro lado, la cepa DD10 tiene un porcentaje de
identidad del 99% con Citrobacter freundii y Citrobacter braakaii, debido a
gue solo se obtuvo un hit con Citrobacter braakii y varios con Citrobacter

freundii es mas probable que se trate de Citrobacter freundii.
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Figura 21. Similitud en bases de datos del NCBI de la cepa DD04

= Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
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Citrobacter freundii strain CAV1741, complete genome 2564 20026 100% 0.0 99% CP011857.1
Citrobacter freundii strain CAV1321, complete genome 2564 20026 100% 0.0 99% CPO11612.1
Citrobacter freundii strain BD genome 2558 20353 100% 0.0 99% CP018810.1
Citrobacter sp. ChDC B346 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2558 2558 100% 0.0 99% KF733674.1
Uneultured Citrobacter sp. clone F7oct.5 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2558 2558 100% 0.0 99% GQ416611.1
Citrobacter freundii strain AR_0023 chromosome, complete genome 2553 20120 100% 0.0 99% CP026677.1
Citrobacter freundii complex sp. CENIH4 chromosome, complete genome 2553 20198 100% 0.0 99% CP026231.1
Citrobacter freundii strain FDAARGOS_61 chromosome, complete genome 2553 20259 1 = Questio omments

Figura 22. Identificacién genotipica de la cepa DD04
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Figura 23. Similitud en bases de datos del NCBI de la cepa DD10
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() Citrobacter braakii strain 513C53 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2560 2560 100% 0.0 99% KIT764987.1
[J Citrobacter sp. SJH-004 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2558 2558 100% 0.0 99% KC335138.1
() Citrobacter freundii strain I-N-5-2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 2556 2556 99% 0.0 99% KU570300.1
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Figura 24. Identificacion genotipica de la cepa DD10
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Una vez identificada el género y especie de ambas cepas en estudio:
Citrobacter pertenecen a un grupo de bacilos gramnegativos, anaerobios y
facultativos dentro de la familia Enterobacteriaceae. Con frecuencia se
encuentran en el agua, el suelo, los alimentos, los intestinos de animales y
humanos (Liu et al.,, 2018). Este género se clasifica en 11 especies (C.
freundii, C. koseri, C. amalonaticus, C. farmeri, C. youngae, C. braakii, C.
werkmanii, C. sedlakii, C. rodentium, C. gillenii y C murliniae), de los cuales
Citrobacter freundii y Citrobacter koseri. (Liu et al., 2018; Giri et al., 2018).

Citrobacter freundii representa aproximadamente el 29% de todas las
infecciones oportunistas (Whalen et al., 2007). Por lo tanto, una de las
principales razones por las cuales se estan secuenciando muchas cepas y
plasmidos diferentes del genoma de Citrobacter freundii es para encontrar

antibiéticos que puedan combatir estas infecciones.

Sorprendentemente, este microorganismo infeccioso en humanos juega un
papel positivo en el medio ambiente. Citrobacter freundii es responsable de
reducir el nitrato a nitrito en el medio ambiente (Puchenkova, 1996). Esta
conversion crucial es una etapa importante en el ciclo del nitrdgeno. Y
reciclar el nitrégeno es muy esencial porque la atmésfera de la tierra es de
aproximadamente 85% de nitrdgeno (Puchenkova, 1996).

Por otro lado, con el género Citrobacter se han realizado otro tipos de
investigaciones, por ejemplo: La produccion mejorada mediante ingenieria
genética de 1,3-propanodiol (Celinska et al.,, 2015), produccion de
compuestos tiosulfinatos antimicrobianos (Morozova et al.,, 2016),
acoplamiento de la resistencia de metales pesados y la flexibilidad del
oxigeno para la bioremocion de iones de cobre (Wang et al., 2018) y posee
una enzima con actividad de la fosfatasa que esta involucrada en la
acumulacion de plomo, que puede tener un papel importante en la industria

de la biotecnologia (Levinson & Mahler, 1998).

Sin embargo, no existen estudios donde se sefiala que esta bacteria sea
capaz de producir polihidroxialcanoatos, por lo que se realizd el siguiente
analisis en bases de datos, con el fin de hallar posibles indicios de
confirmacion de dicho biopolimero.
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Se busc6 una bacteria que produzca los PHA, Pseudomonas aeruginosa en
la base de datos del NCBI y se analizé una region conservada de dicho
microorganismo, el gen PHA sintasa. Esta enzima clave esta implicada en la
biosintesis y funciones de PHA mediante la polimerizacion de sustratos de
hidroxialcanoato monomeéricos. En la actualidad, se han notificado un total
de 14 vias que conducen a la sintesis de PHA. Las PHA sintasas se han
categorizado en cuatro clases principales en funcion de sus secuencias
primarias, la especificidad del sustrato y la composicion de la subunidad

(Chek et al., 2017). El resultado obtenido de la base de datos es el siguiente:

Conserved

Domains
USRI NewSearch | Structure Home | 3D Macromolecular Structures [ Conserved Domains___| Pubchem | PBioSyslems
Conserved domains on [gi| 725653195 | gb|KHE31155(] View | Standard Results

poly(R}-hydroxyalkanoic acid synthase [Pseudomonas aeruginosa)

Protein Classification @

PHA_synth_II family protein (domain architecture ID 11453200)
PHA_synth_II family protein

Graphical summary Zoom to residue level JELNECEE I TIEES
1

78 150 225 300 Eri) 450 525 560
Query seq,
Specific hits FHA_sunth_TT
FhaC_N
Hon=specific FREDTE6E
hits
Superfanilies PhaC superfamily
PhaC_N superfamily
PREOTE6S superfamily
Search for similar domain architectures | Refine search |
List of domain hits bl
Name Accession Description Interval E-value
[{] PHA_synth_Il TIGRD1239  poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, class Il; This model represents the class Il subfamily ... 1-560 0e+00
[+ PhaC COG3243 Poly(3-hydroxyalkancate) synthetase [Lipid fransport and metabaolism] 107-552 De=00
[+] PhaC_N pfam07167 Poly-beta-hydroxybutyrate polymerase (PhaC) N-terminus; This family represents the N-terminal .. T5-243 2.21e-92
[+] PRKOTE62 PRK0D7868 acyl-CoA synthetase; Validated 183321 6.3%e-04

Figura 25. PHA sintasa de Pseudomonas aeruginosa

Posteriormente con esta regidn conservada del gen PHA sintasa de
Pseudomonas aeruginosa, fue comparada con el genoma completo
deCitrobacter freundii, para encontrar alguna similitud en los genomas, el

resultado:

45


http://f1000.com/work/citation?ids=5667874&pre=&suf=&sa=0

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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© Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
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score score | cover | value
class | poly(R)-hydroxyalkancic acid synthase [Citrobacter freundii] 107 107 28% 2e-26 35% PCQ400471

© Alignments

@ Download ~ GenPept Graphics

class | poly(R)-hydroxyalkanoic acid synthase, partial [Citrobacter freundii]
Sequence |ID: PCQ40047.1 Length: 161 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 160 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
107 bits(267) 2e-26 Compositional matrix adjust. 57/161(35%) 83/161(51%) 2/161(1%)

Query 192 GAVVFRNEVLELIQYKPLGERQYAKPLLIVPPQINKYYIFDLSPEKSFVOYALKNNLOQVE 251
G WW+R+E+ ELIQY P +RQ PLLTI PP IMK+YI DL PE 5 +++ VF
Sbjct 1 GOVVWRDELFELIQYDPATDRQRTIPLLIFPPWINKFYILDLQPENSMIRWLSAQGFTVE 6@

Query 252 VISWRNPDAQHREWGLSTYW-EALDQAIEVSREITGSRSVNLAGACAGGLTVAALLGHLG 31@
v SW NPD +lG ¥+ + + +HAHE + + +N G C G + A LH
Sbjct 61 VCSWVNPDVDKADWGFDDYLRKGIYRAVEKALGRAQADRINTVGYCIGAT LMGAALAHKA 128

Query 311 VRRQLRKVSSVTYLVSLLDSQMESPAMLFADEQTLESSKRR 351
RWS+ T+ + D HLF 4+ L 44
Sbjct 121 AHGDAR-VSACTFFAAQHDFAEAGDLLLFTGDHWLREIEQQ 160

Figura 26. PHA sintasa de Citrobacter freundii

Por ende, existe una gran probabilidad de que dicha bacteria en estudio, si
pueda producir PHA, ya que en su genoma si contiene el gen PHA sintasa.
Los aminoéacidos analizados en esta comparacioén son 161, de los cuales 57
son idénticos, 83 son positivos (quimicamente similares), resultando ser

semejante en un 86%.

Ademas otros estudios, corroboran que la bacteria Citrobacter freundii, es
capaz de metabolizar lactosa (azucar en la que se aisld inicialmente) e
inclusive citrato (Keevil et al., 1977). Para el metabolismo, Citrobacter
freundii tiene una sorprendente capacidad de crecer con glicerol como unica

fuente de carbono y energia. En este proceso, el glicerol se fermenta
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mediante un proceso de dismutacion (Keevil et al., 1977; Chek et al., 2017).
Ademas, contiene genes de glucdlisis y gluconeogénesis, ciclo de Krebs, via
de la pentosa fosfato, utilizacion de lactosa y galactosa. La diversificacion de
su metabolismo hace inducir que por aquella razén también es capaz de
metabolizar la xilosa, como lo fue en el caso de la cepa DD10. Por ende,

todos los datos iniciales se corroboran con investigaciones ya realizadas.

4.2. Verificacion de hipotesis

Se acepta la hipétesis alternativa, ya que de las siete bacterias aisladas del
suelo del cantdon Mejia, genotipicamente una se confirmé secuenciando su
gen 16SrRNA como probable productora de PHA usando azUcares

presentes en residuos agroindustriales como la lactosa y la xilosa.
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5.1.

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se caracterizaron siete bacterias aisladas de suelo, con altas
probabilidades de ser productoras de PHA, utilizando azucares
presentes en residuos agroindustriales basados en técnicas
cualitativas (tincion de Sudan Black) y cuantitativas (método empirico-
analitico), en las que todas presentaron, concentraciones aceptables
de PHA, sin embargo,dos cepas en estudio mediante secuenciacion
del gen 16SrRNA se identificaron que pertenece a la especie
Citrobacter freundii.

Se aislaron cinco bacterias con fuente de carbono MMA, tres con
MML, cuatro con MMG y dos con MMX, de las cuales el 50% tienen la
capacidad de acumular PHA, siendo dos en MMA, dos en MML, dos
en MMG y una en MMX.

Las siete bacterias en estudio presentaron en su cinética de
crecimiento, tres de las cuatro fases en estudio, usando asi la fase
exponencial para determinar sus velocidades especificas de
crecimiento, donde las cepas DD04, DD08 y DD10, superaron las 0,5
h, siendo un valor aceptable de adaptacién al medio de cultivo para
la producciéon de PHA.

Todas las siete bacterias en estudio presentaron un buen perfil de
consumo de azucar, que, en la mayoria de caso, en 24 horas
consumio en promedio 5g/L, siendo las cepas DD04, DD05, DDQ9 y
DD10, las que mejores resultados obtuvieron, perteneciendo a
diferentes fuentes de azlcar (latosa, glucosa, arabinosa y xilosa
respectivamente)

Se cuantifico los PHA, basados en un modelo matematico, donde a
las 48 horas se expresdé de mayo manera la concentracién de PHA,
siendo las cepas DDO06 y DDO7 son las que mayor produce (49,792 y
35,857 g/L, respectivamente), sin embargo su fase de adaptacion al
MM es lenta y en términos de productividad, no es ideal, por lo que
las cepas DD04 y DD10 que tienen concentraciones de PHA

aceptables, fueron consideradas para la secuenciacion del gen
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5.2.

16SrRNA, al tener una buena cinética de crecimiento y un buen perfil
de consumo del azlcar.

Gracias a la secuenciacion del gen 16SrRNA, las dos bacterias DD04
y DD10, pertenecen a la misma especie, con un 99% de similitud
segun las bases de datos, Citrobacter freundii, las cuales no han sido
descritas como productoras de PHA, sin embargo, en un analisis in
silico, se demostré que esta bacteria contiene en su genoma la PHA
sintasa, por lo que existe la capacidad de produccion de PHA

Recomendaciones

Cuantificar el biopolimero por otras técnicas de mayor exactitud, como
por ejemplo por masa seca celular, mediante gravimetria.

Medir el perfil del consumo de azucar, mediante HPLC, que permitira
valores mas exactos.

Secuenciar las cinco restantes cepas bacterias para confirmar que la
produccion de PHA y/o descubrimiento de nuevas especies.

Realizar ensayos usando los residuos como unica fuente de carbono

pura para el consumo de las bacterias para producir PHA.
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ANEXO 2. Caracterizacion microscépica

DDO4 en 1000x DDO5 1000x

DDO06 en 1000x DDO07 en 1000x

DDO08 en 1000x DDO09 en 1000x
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DD10 en 1000x

ANEXO 3.Caracterizacion microscépica con la Tincién Sudan Black

DDO04 en 40x
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DD10 en 40x

DDO07 en 40x

DDO09 en 40x

61




ANEXO 4. Secuenciacion del gen 16SrRNA de bacterias productoras de

PHA

CODIGO

SECUENCIA S - 3’

NUMERO DE
NUCLEOTIDOS

ID

DDO04

CGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCAT
TCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCAT
GGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACG
ACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAG
GTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTG
GCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTG
GCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGA
CAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAA
GGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGAT
GTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG
CCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTA
GCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCT
CCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGC
CTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCA
TTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCT
ACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGGATGCAGT
TCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGAC
TTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAG
TAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTT
YTTCTGCGAGTAACGTCAATCACTAAGGTTATTA
ACCTTAATGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTT
ACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCAT
GGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCT
CAGACCAGCTAGGGATAGTGGCCTAGATGAGCC
GTTACCCCACATACTAGCTAATCCCATCTGGGCA
CATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCT
CTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTAC
CGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGGCAG
TTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACTCGT
CACCCAAGGAGCAAGCTCCTCTGTGCTACCGTT
CGACTGCA

1405

Citrobacter
freundii

DDO05

TGGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTAC
TTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGG
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCG
TGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCATGGAGTCGAGTTGCACACTCCAATCCGG
ACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTC

1404

Citrobacter
freundii /
Citrobacter
braakii
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GCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGAT
GACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTAT
CACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAAT
CGCTGGCAACAGAGGATAAGGGTTGCGCTCGTT
GCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACRGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTT
CCCGAAGGCACCTAAGCATCTCTGCTAAGTTCT
CTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGT
TGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACG
CGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACA
ACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCT
TTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGG
CCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCC
CCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGGAT
GCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAT
CCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGT
ATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGT
GCTTCTTCTGCGAGTAACGTCAATTGCTGCAGTT
ATTAACCACAACACCTTCCTCCTCGCTGAAAGTA
CTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCG
GCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCA
ATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATC
CTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTG
AGCCGTTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTG
GGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCC
CCCTCTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAG
CTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCCATCGGG
CAGTTTCCCAGACATTACTCACCCGTCCGCCACT
CGTCACCCAAGGGAGCAAGCTCCTCTGTGCTAC
CGT
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