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RESUMEN

Los Polihidroxialcanoatos son poliésteres naturales que se han convertido en 
una excelente alternativa para remplazar los plásticos convencionales. Son bio-
compatibles y biodegradables y en corto tiempo pueden ser reducidos a dióxido 
de carbono y agua. Son sintetizados intracelularmente por diferentes bacterias y 
pueden ser obtenidos a partir de una gran variedad de sustratos, en los que se 
incluyen algunos desechos agroindustriales. Con el objetivo de identificar cepas 
nativas con potencial para la producción de Polihidroxialcanoatos se llevó a cabo 
una bioprospección en los lodos de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales 
de San Fernando (Itagüí-Antioquia). Se aislaron en agar selectivo 19 colonias, 
de las cuales se seleccionaron las colonias con oxidasa positiva. Se realizó la 
activación y siembra de las bacterias en medio mínimo de sales (MSM) líquido, 
para establecer el porcentaje de acumulación de los Polihidroxialcanoatos. Las 
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cepas LM-3D, LAR-4D, LAR-5B, LAR-5E, presentaron un porcentaje de 
acumulación de PHAs de 2, 10, 4, 3 %, respectivamente y la cepa LM-3F 
presentó un porcentaje de acumulación del 25%, con respecto a los otros 
aislados. Tras el análisis bioquímico se determinó que las cepas produc-
toras de PHAs fueron Shingomonas paucemobilis, Aeromonas hydrophila 
y Aeromonas sobria.

ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates are natural polyesters with excellent characteristics 
to replace conventional plastics. They are bio-compatibles and biodegrada-
bles and in a short time they can be reduced to carbon dioxide and water. 
They are intracellular synthetized by different bacteria and they can be ob-
tained from a large variety of substrates, including some agriculture was-
tes. The main target is to identify native strains with potential to produce 
polyhydroxyalkanoates. A bio-prospection was performed in the sludge of 
San Fernando’s waste water plant (Itagüí-Antioquia). 19 colonies were iso-
lated in a selective agar, and then the colonies with positive oxidase were 
selected. The activation and cultivation were carried in a liquid minimum 
salt medium (MSM) to establish the biopolymer accumulation rate. The 
strains LM-3D, LAR-4D, LAR-5B, LAR-5E exhibited a pHAs accumulation 
rate of 2, 10, 4, 3% respectively, and the strain LM-3F exhibited a 25% of 
biopolymer accumulation rate against others. Upon the biochemical analy-
sis it was established that polymer producer strains were Shingomonas 
paucemobilis, Aeromonas hydrophila and Aeromonas sobria.

RESUMO

Polihidroxialcanoatos são poliésteres naturais com excelentes característi-
cas para substituir os plásticos convencionais. Eles são bio-compatíveis e 
biodegradáveis   e num curto espaço de tempo que podem ser reduzidos a 
dióxido de carbono e água. Eles são sintetizados intracelular por diversas 
bactérias e podem ser obtidos a partir de uma grande variedade de subs-
tratos, incluindo alguns resíduos agrícolas. O objetivo principal é identificar 
cepas nativas com potencial para a produção de polihidroxialcanoatos. A 
bioprospecção foi realizada no lodo de águas residuais da fábrica de San 
Fernando (Itagüí-Antioquia). 19 colônias foram isoladas em ágar seletivo, 
e, em seguida, foram selecionadas as colônias com oxidase positiva. A 
ativação e cultivo foram realizados em um meio sal mínimo líquido (MSM) 
para estabelecer a taxa de acúmulo de biopolímeros. As cepas LM-3D, 
LAR-4D, LAR-5B, LAR-5E exibiu uma taxa de PHAs acúmulo de 2, 10, 4, 
3%, respectivamente, ea tensão LM-3F exibiu a 25% da taxa de acúmulo de 
biopolímeros contra os outros. Após a análise bioquímica foi estabelecido 
que as cepas produtoras de polímeros foram Shingomonas paucemobilis, 
Aeromonas hydrophila e Aeromonas sobria.
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INTRODUCCIÓN

Los polímeros derivados del petróleo se han converti-
do en elementos indispensables para la vida cotidiana 
gracias a las diversas propiedades mecánicas y fisico-
químicas que presentan [1]. La capacidad global total 
de producción de productos plásticos se incrementó 
dramáticamente de 1,5 millones de toneladas en 1950, 
a 245 millones de toneladas en 2008. La producción 
en 2011 fue cerca de 280 millones de toneladas y se 
estima que la tasa de crecimiento anual sea de 9% 
[2,3,4]. Los plásticos son empleados en múltiples in-
dustrias y generalmente tienen un tiempo de uso cor-
to; y debido a que no son degradados fácilmente por 
medio de procesos naturales, se acumulan y perma-
necen en el ambiente por mucho tiempo, generando 
así uno de los mayores problemas de contaminación 
ambiental [5,6,7,8].

Como alternativa, muchas investigaciones alrededor 
del mundo están siendo orientadas hacia el desa-
rrollo de plásticos biodegradables con propiedades 
similares a los plásticos convencionales, pero con 
tiempos de degradación más cortos [9,10,11]. Den-
tro de estos materiales se encuentran los Polihidro-
xialcanoatos (PHAs), que son poliésteres naturales 
sintetizados por diferentes bacterias. Los PHAs son 
biocompatibles y biodegradables lo que representa 
ventajas con relación a los plásticos derivados del 
petróleo [12]. Estos biopolímeros pueden ser sinte-
tizados por una gran cantidad de microorganismos a 
partir de diferentes sustratos agrícolas. Existen más 
de 300 clases de bacterias productoras de PHAs, de 
las cuales se pueden obtener hasta 150 tipos de es-
tos materiales con diferentes propiedades [13,14]. 
Las características del biomaterial y su aplicación 
final dependerán del microorganismo y la fuente de 
carbono utilizados para su obtención.

Aunque son muchos los microorganismos los que 
pueden sintetizar PHAs, sólo unos cuantos son ca-
paces de producirlo a gran escala [3]. La elección 
del microorganismo para la producción industrial del 
biopolímero varía dependiendo de factores como la 
habilidad celular para utilizar fuentes de carbono no 
costosas, la velocidad de crecimiento, la velocidad de 
síntesis del biopolímero, la calidad y cantidad de PHA 
y el costo de los procesos de recuperación [15]. A 
nivel industrial se emplean cepas como la Ralstonia 
eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, 
Pseudomonas oleovorans, Paracccus denitrificans, 
Protomonas extorquens y E. coli recombinante [11]. 

El objetivo de esta investigación fue el aislamiento y 
caracterización de cepas nativas con potencial para 
la obtención de biopolímeros Polihidroxialcanoatos 
(PHAs), que puedan ser empleadas a futuro en pro-
cesos biotecnológicos de producción a gran escala. 
Las muestras fueron aisladas de los lodos activados 
de una planta de tratamiento de aguas residuales, que 
han sido establecidos como nichos óptimos para el 
crecimiento de microorganismos productores de es-
tos biopolímeros [16].

MÉTODO

Recolección de muestras de lodos

Las muestras de los lodos fueron obtenidas de la Plan-
ta de Tratamiento de Aguas Residuales de San Fernan-
do, ubicada en el municipio de Itagüí adscrito al Área 
Metropolitana del Valle de Aburrá. Con el fin de lograr 
obtener una mayor variedad en el tipo de microorga-
nismos aislados las muestras fueron recolectadas en 
dos puntos diferentes de la planta. La primera muestra 
fue tomada del Lodo Recirculado o de Retorno (LAR); 
correspondiente al lodo de los sedimentadores finales 
que es recirculado a los tanques de aireación. La se-
gunda muestra fue tomada del Licor Mixto (LM); co-
rrespondiente al lodo activado del tanque de aireación 
mezclado con aguas residuales en el tanque de sedi-
mientación secundario. Las muestras fueron recolec-
tadas y almacenadas en frascos tapa rosca y fueron 
conservadas a 4°C durante el traslado hacia el Labora-
torio de Biotecnología Microbiana y Biología Molecular 
de la Universidad de Antioquia y fueron procesadas 
inmediatamente.

Aislamiento de los microorganismos

Para el aislamiento de los microorganismos se tomaron 
muestras de cada lodo (lodo activado recirculado (LAR) 
y licor mixto (LM)) y se realizaron diluciones seriadas 
desde 10-1 hasta 10-5 utilizando agua peptonada estéril. 
En placas con medio selectivo Mc.Conkey se inocula-
ron por dispersión 100µl de cada dilución. Las placas 
se incubaron a 35°C por 48 horas, el procedimiento 
fue realizado por duplicado para cada dilución. Una 
vez finalizado el tiempo de incubación se realizaron los 
análisis macroscópico y microscópico de las placas. El 
agar Mc.Conkey es un medio selectivo y diferencial que 
permite aislar y diferenciar bacilos entéricos fermenta-
dores y no fermentadores de lactosa. Las colonias ais-
ladas de bacterias que fermentan la lactosa presentan 
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una coloración rosada y las colonias que permanecen 
incoloras no la fermentan. A partir del aislamiento en 
el medio Mc Conkey se seleccionaron las colonias in-
coloras no fermentadoras de lactosa. Este criterio de 
selección fue basado en las bacterias reportadas en la 
literatura como mayores productoras de PHAs tales la 
como Pseudomonas, Rhizobium, Ralstonia, Alcalige-
nes que presentan esta característica.

Las bacterias no fermentadoras de lactosa seleccio-
nadas fueron posteriormente aisladas en medio TSA 
(Tripticasa Soya Agar). A los cultivos puros obtenidos 
se les realizó la prueba de tinción Gram para determi-
nar si eran Gram-negativas o Gram positivas y estable-
cer su morfología microscópica. También se les reali-
zó la prueba de oxidasa para establecer si los aislados 
corresponden a las Pseudomonas (oxidasa positiva) 
o al grupo de las Enterobacterias (oxidasa negativa). 
Esta prueba consistió en colocar una gota grande de 
agua destilada estéril en una placa de Petri, y sobre 
ésta se suspendió una porción del cultivo a analizar, 
luego sobre el cultivo se colocó un disco indicador 
de oxidasa (disco Taxo N), que contienen los compo-
nentes de la reacción. La aparición de una coloración 
púrpura a los 5 minutos del contacto fue tomada como 
una reacción positiva. Los bacilos Gram negativos no 
fermentadores de lactosa, positivos para la prueba de 
oxidasa fueron seleccionados como microorganismos 
potenciales para la producción de los biopolímeros

Determinación de Bacterias productoras de 
Polihidroxialcanoatos (PHAs)

Debido a que los microorganismos fueron conser-
vados en medio sólido, la activación se llevó a cabo 
en 25mL de Caldo Enriquecido Tripticasa Soya (TSB-
marca Merck) que contiene por litro, 17,0 g de Peptona 
de caseína; 3,0 g de Peptona de harina de soya; 2,05 
g de Glucosa; 5,00 g de NaCl y 2,5 g K2HPO4. La fer-
mentación para determinar la producción de PHAs fue 
realizada en 50mL de Medio Mínimo de Sales (MSM) 
líquido, que contiene por litro, 6,7 g de Na2HPO4.7H2O; 
1,5 g de KH2PO4; 1,0 g (NH4)2SO4; 0,2 g de MgSO4.7 
H2O; 60 mg de Citrato de Hierro y Amonio; 10 mg 
de CaCl2.2H2O y 1 mL de elementos traza (0,3 g de 
H3BO3; 0,2 g de CoCl2.6H20; 0,1 g de ZnSO4.7H2O; 30 
mg de MnCl2.4H2O; 30 mg de NaMoO4.2H2O; 20 mg de 
NiCl2.6H2O; 10 mg de CuSO4.5H2O [17]; y con 10 g/L 
de glucosa como fuente de carbono. Las fermentacio-
nes fueron realizadas a 30°C por 72 horas. La deter-
minación de la acumulación del biopolímero se realizó 
mediante la técnica de tinción con Sudan Black [18].

Caracterización de aislamientos bacterianos

Las cepas que presentaron acumulación del biopolí-
mero fueron caracterizadas utilizando el Kit API #20 
NE (Biomerieux) específico para bacterias Gram-ne-
gativas no fermentadoras de Lactosa. Para la deter-
minación del género y familia de los microorganis-
mos aislados se empleó la base de datos ApiwebTM 
(Biomerieux) [19]

Conservación de microorganismos productores de 
Polihidroxialcanoatos (PHAs)

La conservación de las cepas se realizó siguiendo el 
protocolo de crioconservación descrito por Simione, 
et al. (1998) [20]. Los microorganismos fueron acti-
vados en tubos tapa rosca con 10 mL demedio Luria 
Bertani (LB) que contiene por litro, 10,0 g de Triptona; 
5,0 g de Extracto de Levadura y 10,0 g de NaCl. La 
activación fue realizada durante 8 horas a 35°C. Una 
vez transcurrido el tiempo de activación se tomaron 
0,7 mL del cultivo y se transfirieron a un criovial de 
2 mL, que contenía 0,3 mL de glicerol al 10% y que 
fue adicionado como agente crioconservador. Luego 
de una vigorosa mezcla en vórtex los crioviales fueron 
guardados en nevera a -20°C para su uso en posterio-
res experimentaciones.

RESULTADOS  

De la siembra del lodo activado recirculado (LAR) en 
agar Mc.Conkey, fueron aisladas ocho colonias posi-
bles productoras de PHAs y del Licor Mixto (LM) se 
aislaron once colonias. En la Figura 1 se presentan las 
imágenes de las colonias del lodo activado recircula-
do (LAR) sembradas en el agar Mc. Conkey en cajas 
Petri. Como se observa en la Figura 1b se aprecian 
una gran cantidad de cepas fermentadoras de lactosa 
que han producido un coloración rosa característica 
en el cultivo. En la Figura 1a y 1c se aprecian colo-
nias individuales a las que a partir de la descripción 
macroscópica del crecimiento se lograron establecer 
características como el borde la forma, la elevación, la 
superficie, el tamaño, el color y el contraste con la luz.

En la Figura 2 se observan las imágenes de los cultivos 
correspondientes a las cepas aisladas del Lico Mixto. 
Al igual que en las muestras de lodo LAR se aprecian 
ambos tipos de cepas: las productoras de lactosa que 
pueden ser apreciadas en algunas partes de las cajas 
Petri en las Figuras 2b y 2c; y las no productoras de 
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lactosa como se observa en la Figura 2a. También en 
estas imágenes es posible apreciar algunas diferen-
cias en las características macroscópicas de las ce-
pas aisladas. Se observan diferencias en el color, la 
elevación y el contraste a la luz, algunas de las cepas 
son blancas, cremosas y elevadas y otras son amari-
llentas, opacas y planas.

Se logró la purificación de las cepas lactosa negativas 
mediante la siembra en agar TSA; y empleando la tin-
ción Gram se logró establecer que todas las 19 colo-
nias aisladas son cepas Gram negativas. A partir del 
análisis microscópico se estableció que la morfología 
corresponde a bacilos largos para 7 cepas y 12 cepas 
corresponden a bacilos cortos

Mediante la prueba oxidasa positiva se lograron selec-
cionar 5 colonias del lodo LAR y 6 colonias del lodo 
LM. En la Figura 3 se presenta una imagen de la prue-
ba oxidasa realizada a las colonias aisladas. Como se 

aprecia la coloración lavanda la presencia de enzimas 
oxidasas. La reacción de la oxidasa se debe a la pre-
sencia de un sistema citocromooxidasa que activa la 
oxidación del citocromo que es reducido por el oxíge-
no molecular que produce agua o peróxido de hidróge-
no según la especie bacteriana. El oxígeno actúa por 
tanto como aceptor final de electrones en la cadena

transportadora de electrones. Por lo general, el sis-
tema citocromo-oxidasa sólo se encuentra en los or-
ganismos aerobios, algunos anaerobios facultativos 
y, excepcionalmente, en algún microaerófilo (Vibrio 
fetus), pero los anaerobios estrictos carecen de activi-
dad oxidasa [21].

A partir de las fermentaciones realizadas en medio 
MRS con las 11 cepas seleccionadas y mediante la 
técnica de tinción con Sudan Black se lograron de de-
tectar 5 cepas con potencial de producción de polihi-
droxialconoatos (PHAs). Las cepas LAR-4D, LAR-5B, 

Figura 2. Crecimiento bacteriano en placa de la siembra del lodo LM en Agar Mc.Conkey

Figura 1. Crecimiento bacteriano en placa de la siembra del lodo LAR en Agar Mc.Conkey.
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LAR-5E, provenientes del lodo activado recirculado y 
las cepas LM-3D, LM-3F aisladas del licor mixto fue-
ron positivas para la tinción, lo que es un indicativo 
de la acumulación del biopolímero en las células bac-
terianas. Haciendo una estimación de la cantidad de 
colorante acumulado por las bacterias se logró esta-
blecer un porcentaje de acumulación del PHAs en las 
células. Las cepas LM-3D, LAR-4D, LAR-5B, LAR-5E 
presentaron porcentajes de acumulación de 2, 10, 4, 3 
%, respectivamente. La cepa LM-3F presentó un por-
centaje de acumulación de 25%, lo que la convierte en 
la cepa nativa más prometedora en la producción de 
PHAs aislada de estos lodos.

Empleando el sistema comercial API #20 NE (Biome-
rieux), se logró la identificación de las cepas, las cua-
les se identificaron como Shingomonas paucemobilis, 
Aeromonas hydrophila y Aeromonas sobria. En el cua-
dro 1 se presentan las 5 cepas caracterizadas con los 
respectivos porcentaje de identificación (% Id) que el 
sistemas API asigna para cada caso. Como se aprecia 
la cepa LM-3F que presentó mayor acumulación de 
PHA, corresponde a la Shingomonas paucemobilis y 
fue aislada a partir del licor mixto (LM). Aunque las 
muestras fueron tomadas a partir de lodos diferentes 
(Licor Mixto y Lodos Activados Recirculados), no se 
observan diferencias en las especies aisladas, se ob-
tuvieron Aeromonas sobria y Shingomonas paucemo-
billis en ambas muestras.

Existen reportes en la literatura que demuestran que 
estas especies pueden acumular diferentes PHAs y 
pueden utilizar una variedad de fuentes de carbono. 

Lee, et al, 2000 [22], reportó que la Aeromonas hy-
drophila aislada de muestras de aguas residuales pro-
duce 95,7 g/L de P(3HB-co-3HHx) al utilizar diferentes 
fuentes de carbono como ácido laúrico o ácido oleico.

Por su parte, Giavasis et al., 2006 [23], reportó la 
acumulación de 12,4 g/L de PHB en células de Shin-
gomonas paucemobilis, valores que pueden son com-
parables con los reportados para Ralstonia eutropha. 
Aunque son pocos los reportes enfocados en el po-
tencial de utilización de bacterias nativas de lodos ac-
tivados en la producción de PHAs, los lodos activados 
son considerados como ecosistemas ricos y diversos 
en bacterias acumuladoras de PHAs [24].

Las bacterias empleadas en la producción de PHAs 
se pueden dividir en dos grupos dependiendo de las 
condiciones de cultivo requeridas para la síntesis. En 
el primer grupo se encuentran las bacterias que produ-
cen el biopolímero mediante un medio de cultivo limi-
tado de alguno de los nutrientes esenciales tales como 
el N, P, Mg y S y con un exceso de fuente de carbono. 
Entre ellas se encuentran las bacterias A. eutrophus, 
Protomonas extorquens, y Protomonas oleovorans. 
En el segundo grupo se encuentran las bacterias que 
no requieren de un medio de cultivo limitado de nu-
trientes esenciales para la síntesis de PHAs y que pue-
den acumular el polímero durante el crecimiento. Entre 
ellas se tienen a la Alcaligenes latus, una cepa mutante 
de Azotobacter vinelandii, y la cepa E. coli recombi-
nante [11,13,25].

CONCLUSIONES

A partir de las muestras de lodos activados de una 
planta de tratamiento de aguas residuales, se aislaron 
cinco cepas nativas con potencial para la producción 
de polihidroxialcanoatos (PHAs). Las cepas aisladas 

Figura 3. Prueba oxidasa Cuadro 1. Caracterización de aislamientos bacterianos.

CEPA IDENTIFICACIÓN
PORCENTAJE 
IDENTIFICA-
CIÓN (%ID)

LM-3D Aeromonas sobria 84,8
LM-3F Shingomonas paucemobilis 98,9

LAR-4D
Shingomonas paucemo-

billis
98,9

LAR-5B Aeromonas hyddrophila 95,5
LAR-5E Aeromonas sobria 96,8
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fueron identificadas como Areomonas sobria, Shin-
gomonas paucemobilis y Aeromonas hydrophila. 
Aunque existen algunos reportes en la literatura sobre 
la producción de biopolímeros a partir de estas bac-
terias es necesario establecer el verdadero potencial 
de producción de biopolímeros de las cepas nativas 
aisladas. Mediante la evaluación de los medios de 
cultivo y las condiciones de operación a emplear en 
las fermentaciones se podrá establecer a qué grupo 
pertenecen. Esta investigación constituye solo la etapa 
inicial del proceso que se requiere en la obtención de 
cepas nativas productoras de biopolímeros.
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