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RESUMEN

Los estudios sobre los aspectos bioquimicos y las bases moleculares de los procesos enzimaticos
involucrados en la sintesis de Polihidroxialcanoatos (PHAs) en bacterias son abundantes, asi como
también en la degradabilidad del polimero y los métodos para incrementar la produccién a nivel
industrial; pero hay pocas investigaciones relacionadas con factores ecoldgicos de las bacterias
productoras de PHAs, por lo cual, se evalu6 el efecto de variables fisicoquimicas del suelo en la
abundancia de bacterias productoras de PHAs. En esta investigacion se estableci6é que la abundancia
de bacterias productoras de Polihidroxialcanoatos en suelos de la regiéon Andina del Departamento de
Narifio, Colombia, se encuentra relacionada con altas concentraciones de carbono, nitrégeno, elevada
capacidad de intercambio catiénico y pH acido. Entre las bacterias productoras de PHAs aisladas de
suelos de esta region, el 71,1% sintetizan Polihidroxibutirato y el 28,9% acumulan el copolimero Poli
(3hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).
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ABSTRACT

There is a lot of information and studies about the biochemical aspects and the molecular bases of
the enzymatic process involved in the synthesis of Polyhydroxyalkanoates (PHAs), as well as in the
polymer degradability and methods for increasing the production at an industrial level. Neverthe-
less, there is little research related to the ecological factors of the PHAs producer bacteria. For this
reason, the effect of the physicochemical soil variables in the PHAs producer bacteria abundance. In
this research, it was established that the PHAs producer bacteria abundance in soils in the Andean
region of Narifio in Colombia is connected with high concentrations of carbon, nitrogen, high capacity
of cation interchange and acid pH. Among the PHAs producer bacteria abundance isolated from soils
in this region, the 71, 1% syntheses Polyhydroxybutyrate and the 28,9% accumulates the copolymer

Poly (3hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate).

Key words: Bioplastic; polyhydroxyalkanoate; PHA; copolymer.

INTRODUCCION

Los PHAs son materiales intracelulares de
reserva energética y carbono, acumulados
por algunas bacterias bajo determinadas
condiciones nutricionales desbalanceadas. Estos
biopolimeros presentan caracteristicas fisico
quimicas similares a los plasticos de origen
petroquimico, pero se diferencian por su caracter
biodegradable. Las propiedades de los PHAs son
tan amplias que pueden sustituir casi cualquier
material conocido y de hecho se han empleado
como fuente de carbono en la desnitrificacion de
aguapotable., ,Existen PHAsdediferentespuntos
de fusion, cristalizacién, flexibilidad, resistencia
a la traccion, biocompatibilidad y velocidad de
biodegradacion,, , por lo cual, los plasticos de
origen bacteriano tienen diversas aplicaciones.
Por ejemplo, en el drea médica pueden usarse
como materiales para cirugia reconstructiva,, en
la fabricacion de hilos quirtrgicos para suturas,
vendajes para heridas, reemplazos de hueso y
placas, matriz para el crecimiento y sanado de
huesos, reemplazos de vasos sanguineos. En el
areafarmacéuticayagrondémica, estospoliésteres
se pueden usar como matriz biodegradable
para la dosificacion de drogas de liberaciéon
controlada; en la industria de alimentos para la
elaboracion de empaques, entre otros., , ;Debido
a sus propiedades termoplasticas y a su caracter
biodegradable, han sido considerados como
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posibles sustitutos de los plasticos derivados del
petréleo.

Se ha descrito un gran ndmero de bacterias
productoras de PHAs, las cuales se han aislado
de suelos, aguas y especies vegetales. La
capacidad delas bacterias de colonizar diferentes
ambientes, principalmente de los suelos, es el
reflejo de estrategias de supervivencia. Lasintesis
de PHAs puede considerarse como ventaja
competitiva, porque son reservas carbonadas que
algunos microorganismos producen cuando hay
limitaciones nutricionales en el ambiente., Esta
caracteristica metabolica puede ser un indicador
de las condiciones fisicoquimicas de los suelos,
porque muestra el desbalance nutricional entre
las fuentes de carbono y nitrégeno, o puede ser el
resultado de la deficiencia de algunos nutrientes
como fosfatos, sulfatos, magnesio, potasio. In
vitro estas condiciones son tomadas en cuenta
para disefiar diferentes medios de cultivo y
estrategias de produccion del bioplastico.; ,, ,,
Existe abundante informacidén sobre aspectos
relacionados con la bioquimica y las bases
moleculares de los procesos enzimaticos
involucrados en la sintesis de PHAs con el objetivo
de emplear organismos recombinantes que
faciliten la produccion a gran escala. , ., ,, Pero
hay pocos estudios relacionados con factores
ecologicos de las bacterias productoras de PHAs,
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por lo cual, en esta investigacién se evalu6 el
efecto de variables fisicoquimicas del suelo en la
abundancia de bacterias productoras de PHAs.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue realizado en la regién
Andina del departamento de Narifo, al sur de
Colombia, situado entre 0° 37’ - 22 43’ latitud
norte y 792 31’ - 762 47’ longitud oeste del
meridiano de Greenwich. La zona de muestreo
fue ubicada desde los 1.650 hasta los 3.030
m.s.n.m. con temperaturas dentro de un rango de
12 a 24°C. La topografia de la zona caracterizada
por la presencia de pendientes que oscilan entre
12% a 50%, abarc6 a los municipios del Rosario,
Chachagiii, El Tabldn, Buesaco, Pasto, Guaitarilla,
Imués, Guachucal, Cumbal y La Florida.

En este trabajo se consider6 la caja petri como
la unidad de muestreo, en total se trabajo con
93 cajas petri, este numero se calculé segun los
procedimientos descritos por Krebs ® para
poblaciones con distribucién de Poison: N =
[(200xCV)/r]2x 1/PM

Donde N =tamafio dela muestra, PM =Promedio
en prueba piloto, CV = Coeficiente de variacién r
= Error relativo (5%).

El nimero de muestras de suelo y de municipios
se calculé dividiendo N entre 3 asi:

Numero de muestras de suelo = 93/3 =31
Numero de municipios =31/3 =10,3

Por lo cual, de un municipio se colectaron
cuatro muestras de suelo y de cada uno de
los 9 municipios restantes se obtuvieron tres
muestras. En total se colectaron 31 muestras
segun la metodologia propuesta por Motta (%,

De cada una de las muestras, diez (10) gramos
de suelo previamente tamizados y macerados
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en mortero, fueron resuspendidos con 90 ml. de
agua destilada estéril. Se prepararon diluciones
seriadas con agua destilada estéril. De la sexta
dilucién, por triplicado, fueron inoculadas cajas
petri con 1 ml. de la suspensién, posteriormente
se adicion6 15 ml. de medio base (MB), el cual
estaba conformado por glucosa 5 g, peptona
bacteriologica 2.5 gl?, extracto de levadura
2,5 gl?, suplementado con agar 1,2 gl'y Nilo
rojo al 0,01% en una proporcion de 1 pl por ml.
de medio de cultivo. Las 93 cajas petri fueron
incubadas a 30°C y observadas a las 24, 48 y 72
hrs. en transiluminador de luz UV (A= 340nm),
las colonias con emision de fluorescencia
naranja fueron consideradas como positivas
para la sintesis de PHA., Estas colonias
fueron cuantificadas y su valor se expresé en
porcentaje.

Las colonias que resultaron positivas en las
pruebas de Nilo rojo se sembraron por triplicado
en erlenmeyer con 100 ml de caldo MB, se
incubaron a 302C con agitacién constante a
120 r.p.m. para la extraccion del polimero; los
botones celulares se procesaron por el método
de Martinez.,,

Para caracterizar el polimero por Cromatografia
de Gases, se mezclé 1 mg. de muestra, 1 ml. de
cloroformo y 1 ml. de metanol: acido sulftrico
(8515,v/v),lamezclafuecalentadaa90°Cdurante
dos horas, luego fue enfriada rdpidamente y se
adiciond 1 ml. de NaCl al 0,1%, se separd la fase
organica de la acuosa y se deshidrato con sulfato
de sodio anhidro, posteriormente se inyectd
0.5 pl de fase organica en el cromatografo de
gases (GC - QP5000 Shimadzu) equipado con
una columna capilar de silica fundida MDN-S de
30 m. de longitud, 0.25 mm. de diAmetro interno
y 0.25 pum de espesor de pelicula. El inyector y
el detector de temperaturas de flama ionizante
fueron configurados a 250 °C. El programa de
temperatura fue de 60 °C durante 2 minutos
incrementandose 6 °C por minuto hasta el
maximo de temperatura de 220 °C. Se utiliz6 el
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modo de inyeccién Split con una razén de 23:2.
Los tiempos de retenciéon de los mondémeros
metilados del PHA sintetizado por la cepa se
compararon con patrones de Hidroxibutirato de
metilo y del copolimero (3HB-co-3HV 80:20).

Las muestras de suelo se analizaron por técnicas
de uso rutinario en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad de Narifio para cuantificar: materia
organica, carbono, nitrogeno total, densidad
aparente, capacidad de intercambio cationico, pH y
relacion Carbono/Nitrégeno, asi como también los
minerales de P, Ca, Co, B, K, Fe, Zn, Mn, Mg, Cu. 223
La relacion entre las propiedades fisico quimicas
de las diferentes muestras de suelo con la
abundancia relativa de bacterias productoras de
PHAs se evalu6 usando el método multivariado
de analisis de componentes principales.,, ,.

RESULTADOS

Aislamiento de bacterias productoras de
PHAs
El mayor nimero de aislados bacterianos con
reaccion positiva ante la prueba de Nilo rojo
se detect6 en Cumbal donde el nimero de
bacterias PHA positivas por gramo de suelo fue
significativamente superior de casi veinticinco
veces, con respecto al promedio obtenido de las
muestras de suelo del municipio de Pasto (tabla
1). Caberesaltar que en cuatro muestras de suelo:
Chachagtii 1, Guaitarilla 1, Imués 3 y Pasto 3, no se
detectaron colonias bacterianas con fluorescencia
caracteristica de produccion de PHAs, por lo tanto
no fueron incluidas en el analisis de varianza. Con
la prueba paramétrica F se encontr6 que en las
muestras de suelo analizadas, existen diferencias
significativas  (p<0,001) entre el nimero de
unidades formadoras de colonias bacterianas
positivas a la prueba Nilo rojo, a través de la
prueba Tukey se establecieron nueve grupos
de suelos. En el grupo con menor nimero de
bacterias productoras de PHA se incluyeron las
muestras de Pasto 1, Pasto 2, Buesaco 1, Imués
1, La Florida 2, y La Florida 4. La muestra de
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suelo con mayor numero de bacterias PHA
positivas correspondi6 a Imués 2. En total, de las
31 muestras de suelo analizadas se aislaron 48
morfotipos bacterianos.

Tabla 1. Distribucion de bacterias totales
productoras de PHAs aislados de suelos de
municipios muestreados en la region Andina
del Departamento de Narifio

Bacterias | Bacterias | Abundancia
Munici- Totales * PHA® Relati\_/a
. Bacter ias
pio PHA®
UFCx10¢ | UFCx10°¢ %
Chachagiii 42.89 1.22 2.85
Tabl6n 50.00 2.11 4.22
Rosario 54.44 2.67 4.90
Buesaco 123.78 0.78 0.63
Imués 74.56 2.78 3.73
Guaitarilla 50.56 0.44 0.88
Pasto 30.44 0.22 0.73
La Florida 82.22 1.00 1.22
Cumbal 42.33 6.33 14.96
Guachucal 32.33 2.22 6.87

* Promedio de 3 muestras de suelo
** La deteccion de colonias PHA positivas se realizo6 por la
técnica cualitativa de Nilo rojo.

En 3 de los 48 aislamientos bacterianos no
se detectaron en los cromatogramas de gases
derivados metilados delos &cidos hidroxibutirico
ohidroxivalérico utilizados como patrones. Delos
45 aislados restantes, 32 (71.1%) presentaron
un solo pico con un tiempo de retencioén similar
al del patrén 3-Hidroxibutirico y 13 (28.9%) de
los aislados presentaron dos picos con tiempo
de retencion igual al de los esteres de metilo
de los acidos hidroxibutirico e hidroxivalérico
(tabla 2).

Es de resaltar que en general el pH del suelo fue
acido, de las 31 muestras analizadas, el 19.35%
presentaron un pH entre 4.7 y 4.85; el 48.4%
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entre 5.0y 5.92, y solo una muestra del municipio
de Buesaco, presentd reaccién ligeramente
basica de 7.3. El contenido de materia organica
fue variable, oscil6 entre 0.7% a 31.78%,
destacandose las muestras de los municipios

de Tangua, Florida, Cumbal y Guachucal, que
presentaron valores superiores al 10%. Cabe
seflalar que las muestras del municipio de
Chachagiii, el Tablon y Buesaco fueron las de
menor contenido de materia organica.

Tabla 2. Niveles de produccion de Polihidroxialcanoato sintetizado por los diferentes
aislados bacterianos positivos ante la prueba de Nilo Rojo

potade | M s e | PO s | A s gy |
BUE1* 237.73 24.97 CUM6 60.20 8.61 IMU1 129.05 19.71
BUE?2 346.47 16.95 CUM7 322.40 15.50 IMU2 560.61 27.42
BUE3* 100.90 21.01 CUMS8 64.31 13.47 IMU3 77.45 12.99
BUE4 27.50 8.80 CUM9 266.76 13.05 IMU4* 69.59 15.97
CHA1 60.83 12.28 CUM10 164.83 16.15 IMU5 117.37 22.88
CHA2 4891 10.97 CUM11 31.12 11.31 PAS1** 0.00 0.00
CHA3* 173.81 18.54 FLB1* 387.51 20.57 PAS2 121.93 16.12
CHA4* 98.79 17.62 FLB2* 400.11 21.27 ROS1* 355.21 19.45
CHAS 56.02 16.07 FLB3 59.17 11.66 ROS2* 375.18 17.80
CUA1** 0.00 0.00 FLB4 218.75 16.93 ROS3* 88.06 16.74
CUA2 29.75 5.09 GUA1 414.38 20.27 ROS4 82.78 16.43
CUM1** 0.00 0.00 GUA2 260.09 15.11 TAB1* 142.62 17.43
CUM2 127.42 15.19 GUA3 95.96 18.93 TAB2* 269.42 24.25
CUM3 234.78 19.29 GUA4 109.03 14.25 TAB3 71.40 14.28
CUM4 74.44 13.44 GUAS 90.30 14.18 TAB4* 265.96 15.47
CUM5 702.76 22.89 GUA6 881.42 20.32 TAB5S 166.50 17.73

*Aislados productores de copolimero

** Aislados no productores de PHA

La cuantificacién de PHA se realizé por CG
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El nitrégeno total varié entre 0.13% para el
municipio de Pasto hasta un maximo de 0.81%
para el municipio de Cumbal. La relacién
carbono/nitrégeno fue diversa, sin embargo, es
de resaltar que las muestras de los municipios
de Cumbal y Guachucal, presentaron una elevada
relaciéon carbono/nitrégeno a diferencia de
algunas muestras de suelo de los municipios de
Chachagiii, Buesaco y El Rosario. Cabe resaltar
que la capacidad de intercambio catiénico
fue elevada, se encontré en un rango de 12.8
meq/100 g de suelo en el municipio de Florida
hasta 48.8 para el municipio de Guachucal. Se
destaca la muestra de suelo del municipio de
Cumbal que present6 un valor maximo de 64.6
para esta variable edéafica.

Elmunicipio de Buesaco presentd los valores més
altos para fésforo, magnesio y calcio, pero valores
opuestos de acuerdo con el ordenamiento de
estos elementos se registraron en los municipios
de Chachagiii, Floriday Cumbal, respectivamente.
El potasio fue elevado en los municipios de
Guaitarilla, La Florida y Cumbal con un valor de
0.7 meq aproximadamente, y particularmente
bajé en el municipio de Guachucal. Las
muestras de suelo de los municipios de Imués,
Guaitarilla y Pasto exhibieron valores elevados
para manganeso y cobre, resultados inversos
se registraron en los municipios de Cumbal y
Guachucal respectivamente.

Los municipios de Florida y Cumbal, también se
destacan por su elevado contenido de zincy boro
respectivamente, por el contrario, en el municipio
de Chachagiii se registr6 el menor contenido
de zinc, en el mismo sentido, los municipios de
Buesaco, Imués y San Juan de Pasto registraron
muestras con menor concentracion de boro. La
Densidad del suelo en la mayoria de los casos
fue menor de 1 g.cm™, lo cual indica el alto grado
de porosidad de las muestras estudiadas. Es de
mencionar que existe alto grado de variabilidad
en las muestras evaluadas, puesto que todas
las caracteristicas fisico-quimicas presentan
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desviaciones estandar elevadas, este es un
parametro que esta acorde con otros reportes. , .
A través del andlisis de componentes principales
se establecié que tres combinaciones lineales
fueronresponsables del 70% de la variacion de las
propiedades del suelo. Las variables que integran
el componente uno son: pH, porcentaje de
materia organica, densidad aparente, capacidad
de intercambio catidénico, Nitrégeno, relacién
Carbono/Nitrégeno y porcentaje de bacterias
fluorescentes con Nilo rojo. El componente dos
se encuentra integrado por las variables Fosforo
y Calcio, Magnesio, y manganeso, por otro lado,
Potasio, Hierro, Cobre, Boro y Zinc son los factores
del componente 3. Los factores de carga de cada
una de las variables se observan en la (tabla 3.)

Las relaciones de las diferentes variables
fisicoquimicas del suelo en los dos primeros
componentes principales se aprecian en la
(Figura 1.)

Tabla 3. Factores de carga de las variables
edaficas segin los componentes principales.
Las variables que hacen parte del
componente se identifican por su mayor
valor absoluto

Variable Componente
1 2 3

pH 0.31 0.17 0.15
* MO -0.37 0.05 0.14
Dap 0.33 -0.17 -0.12
P 0.09 0.48 -0.18
CIC -0.33 0.19 0.23
Ca 0.15 0.53 -0.02
Mg 0.26 0.34 0.24
K 0.13 -0.06 0.37
Fe -0.20 0.21 -0.47
Mn 0.24 -0.24 -0.07
Cu 0.14 0.13 -0.24
Zn -0.12 0.15 -0.46
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B -0.02 -0.16 -0.28
N -0.33 0.25 0.19
C/N -0.35 -0.22 -0.10
%RN -0.26 0.06 0.19

* %MO = Porcentaje de Materia organica, Dap = Densidad
aparente, P = Fosforo, CIC = Capacidad de intercambio
cationico, Ca = Calcio, Mg = Magnesio, K = Potasio, Fe =
Hierro, Mn = Manganeso, Cu = Cobre, Zn = Zinc, B = Boro,
N = Nitrégeno, C/N = Relacién carbono nitrégeno, % RN =
Porcentaje de bacterias nilo rojo positivas.

Figura 1. Ordenamiento de caracteristicas
edaficas de los suelos estudiados de la Region
de Narifio, en los dos primeros componentes
principales
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DISCUSION

Los resultados del recuento de bacterias en
las muestras de suelo (tabla 1), indican que su
numero total se encuentra dentro del rango
informado para los métodos de cultivo in
vitro.,, Estas técnicas permiten cuantificar las
comunidades microbianas productoras de PHAs
de los suelos con su posterior purificacién, de
esta manera, el fenotipo de los aislamientos
microbianos puede ser ampliamente evaluado
y asi mismo, sus relaciones con las variables
edaficas pueden ser establecidas.

En Colombia se han publicado estudios
relacionados con el aislamiento de bacterias
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productoras de PHAs de suelos utilizados para
el cultivo de cafia de azlcar. En uno de ellos, se
mencioné que de 69 cepas bacterianas 25 de
estas (36.2%), fueron positivas para la sintesis
del biopolimero;,, en otro estudio, aplicando la
técnica de tincién con Sudan negro, se informéd
que de 242 colonias bacterianas 132 (54.5 %),
mostraron capacidad para acumular este
polimero.,,

En esta investigaciéon se utilizé un medio de
cultivo con Nilo rojo incluido a una concentracién
muy baja (0.001%) capaz de detectar el PHA,
asegurando eficiencia y economia. El medio
as{ conformado queda transparente y sin
interferencias. Con él se pudo determinar que
en las muestras de suelo el 14% de la poblacién
total fue de bacterias productoras de PHAs, cabe
seflalar que la seleccion de colonias bacterianas
por la observacién de fluorescencia permite
desechar cepas con baja produccion de PHAs.

Los porcentajes de bacterias productoras de
PHA informadas en este estudio son menores
a los reportados en investigaciones similares
realizadas en Colombia.,, , Estas diferencias
se pueden atribuir a dos factores: primero, las
técnicas de deteccion de bacterias productoras
de PHA con Sudan negro y Nilo rojo presentan
diferente grado de especificidad. Es bien
conocido que el colorante Sudan negro exhibe
afinidad por sustancias lipidicas en general,,,
pero no es selectivo para la deteccion especifica
de PHAs. Por tanto, el valor encontrado por
Mufoz,, puede estar sobreestimado, porque el
Sudan Negro II tiene especificidad baja, ya que
también se une a moléculas diferentes de los
PHAs.,, Es de sefialar que los colorantes con
mayor especificidad para detectar bacterias
acumuladoras de PHAs son el Nilo rojo y el Nilo
azul porlaventaja de que fluorescen en presencia
de estos poliésteres bacterianos; segundo,
aunque en los estudios de bacterias productoras
de PHAs anteriores a esta investigacion no se
reportan las caracteristicas fisicoquimicas de
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los suelos que permitan realizar comparaciones
detalladas, es posible generalizar si se considera
que las propiedades del suelo varian de una
region a otra en dependencia de las interacciones
entre el material parental, clima, topografia y
factores biodticos, probablemente los tipos de
suelos empleados en los dos estudios referidos
arriba sean diferentes. Es de sefialar que las
interacciones que ocurren en el suelo inciden en
las poblaciones bacterianas, por tanto, el origen
de las muestras determinara el resultado final.

Relacion de las Bacterias PHA positivas con
variables edaficas

Con el andlisis de componentes principales
se encontr6 que el ambiente que favorece, de
forma significativa, la abundancia de bacterias
productoras de PHAs, se caracteriza por:
presentar elevada concentraciéon de materia
organica y nitrogeno, alta relaciéon C/N, alta
capacidad de intercambio catidnico, pH acido y
bajadensidad aparente. Los suelos que presentan
estas caracteristicas fueron colectados en los
municipios de Cumbal y Guachucal. En ellos se
alcanzaron los valores mas altos de abundancia
relativa en bacterias productoras de PHA.

Aunque es ampliamente conocido que el carbono
y el nitrégeno son elementos fundamentales para
el crecimiento de la microbiota del suelo,,, no es
prudente atribuir el incremento de bacterias
productoras de PHAs exclusivamente a estos
nutrientes, puesto que el efecto de los mismos
debe ser similar para otros grupos de bacterias
organotrofas. El efecto positivo del carbono y
el nitrogeno sobre la presencia de bacterias
productoras de PHAs, se evidencié cuando,
ademdas de las concentraciones elevadas, se
generd una alta relacién de la variable C/N
entre 15:1 a 20:1 en el suelo. Esta condicién es
confirmada por los estudios de produccién in
vitro de PHAs, en los cuales se recomienda el uso
de medios de cultivo desbalanceados con alta
relacion de las fuentes de carbono y nitrégeno.
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Las bacterias cultivadas bajo estas condiciones
sintetizan PHA como estrategia metabdlica para
regular la concentracién de carbono y consumir
poder reductor.,,

En el andlisis de componentes principales, se
evidencié que existe una relacidn inversa entre
el pH del suelo con el nimero de bacterias
acumuladoras de PHAs, por lo cual el pH acido
entre 4,7 y 55 tuvo efecto positivo sobre
este grupo de bacterias. La influencia del pH
puede evidenciarse de dos formas. El primer
mecanismo es indirecto relacionado con la
disponibilidad de los nutrientes, considerando
que en condiciones acidas el fésforo inorganico y
el magnesio son mucho mas solubles, quedando
disponibles para los microorganismos del
suelo,, ,. pero a valores de pH inferiores a 5,
el fosforo se fija en compuestos insolubles de
hierro o aluminio. En consecuencia, por esta
via se disminuyeron las concentraciones de
fosforo disponible.,, ., Las muestras de suelo
empleadas en este estudio son particularmente
4cidas, con altas concentraciones de hierro.
Bajo estas condiciones es de suponer que hay
una marcada deficiencia de fésforo soluble para
los organismos del suelo. Es de sefialar que
en la mayoria de las bacterias productoras de
PHAs la acumulacién intracelular aumenta bajo
condiciones deficientes de fésforo.,,

Bajo el efecto del pH &cido, la solubilizacion
de metales pesados puede alcanzar niveles
toxicos.,, ,, 4, Por ejemplo, se ha descrito que
concentraciones Cuy Zn superiores a 4 mmol por
kilogramo de suelo reducen en un 30% la tasa de
respiracién y en cultivos in vitro se presenta una
drastica disminucién de unidades formadoras
de colonias.,, ,, El segundo mecanismo, por el
cual el pH influye en la abundancia de bacterias
productoras de PHAs se relaciona con el exceso
de carbono disponible en el ambiente. Una
posible via para regular las concentraciones
intracelulares de carbono puede ser a través

de la secrecion de sustancias como 4acidos
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organicos y aminodacidos. Sin embargo, esta
estrategia no es la mas adecuada en este tipo
de ambientes, ya que la eliminaciéon de acidos
organicos intensificaria la acidez del suelo e
incidiria negativamente en la estabilidad celular,
por lo cual, la acumulacién intracelular de
carbono en moléculas osméticamente inertes es
la alternativa mas apropiada. De esta forma no
se inducen variaciones del pH en el ambiente. El
PHA es un polimero utilizado como reserva de
carbono y poder reductor, el carbono es de rapida
disponibilidad para la produccién de diversos
compuestos. La sintesis de este tipo de poliéster
es una estrategia que confiere resistencia
ante condiciones ambientales adversas,,; ,
por ello, las bacterias que pueden acumular
PHAs presentan ventaja competitiva frente a
poblaciones que carecen de esta caracteristica.

En el mismo sentido, los suelos con mayor
abundancia de bacterias productoras de PHAs
tienen una capacidad de intercambio catiénico
entre 48 a 64 meq/100 g. La correlacién directa
entre estas dos variables posiblemente se
atribuye a que en este tipo de suelos acidos una
gran parte de los cationes son de hidrégeno y
aluminio, cationes que afectan la disponibilidad
de los nutrientes, particularmente el aluminio
forma compuestos insolubles de Fosforo. La
baja disponibilidad de este nutriente afectaria
la sintesis de ATP y por consiguiente a nivel de
la membrana celular se reprime el transporte
de electrones y la liberacién de hidrogeniones
hacia el medio, en consecuencia se incrementa
el poder reductor de la célula el cual es utilizado
para sintesis de PHAs.

Por otra parte, se encontré una correlacion
negativa entre la densidad aparente del suelo
y el nimero de bacterias productoras de PHAs.
Esta propiedad se encuentra inversamente
relacionadaconlaconcentraciondeagua.,, Esbien
conocido que la disponibilidad de agua afecta el
estatus osmotico de la bacteria, e indirectamente
regula la disponibilidad de nutrientes, difusién
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de gases, el pH del suelo, y la temperatura.,, Asi
mismo, se ha establecido que las inclusiones
citoplasmaticas, como los granulos de reserva
de PHAs, son osmdticamente neutros,
por tanto, aunque el déficit de agua produce
tensiones a la célula, al parecer el movimiento
de nutrientes y el metabolismo energético van
en direcciones contrarias a la acumulacién de
inclusiones. En este sentido, si el déficit de agua
incrementa, los procesos de mineralizaciéon de
la materia organica disminuyen. . Es probable
que en suelos correspondientes a los municipios
de Pasto, Guaitarilla, El Rosario, Chachagiii y
Buesaco, la disminucién del nimero de bacterias
acumuladoras de PHAs se encuentre influenciada
por la pérdida de carbono disponible y la
acumulacion de compuestos refractarios. Este
cambio en la calidad de materia organica
posiblemente induce sucesiones enla comunidad
microbiana., ., ., .,

Aunque la relacion C/N, incidié favorablemente
en la abundancia de bacterias productoras de
PHAs, la baja capacidad de intercambio catiénico
y la elevada densidad aparente del suelo
redujeron este tipo de poblacién bacteriana. Es
por ello que al comparar las muestras de suelo
de los municipios Pasto con Guachucal y Cumbal
se encontré que son similares en el nimero total
de bacterias, sin embargo, los datos obtenidos
para las bacterias productoras de PHAs fue
marcadamente diferente (tabla 1).

De acuerdo con los anteriores planteamientos,
la abundancia de bacterias productoras de PHAs
en suelos de la region Andina se encuentra
relacionada con las condiciones d&cidas del
ambiente. Su produccion es favorecida por las
concentraciones elevadas de carbono, nitrégeno,
relaciéon C/N e intercambio catidnico. Estos
resultados representan una novedad cientifica,
por cuanto no se ha reportado antes en la
literatura un estudio similar, ni demostrado a
nivel de campo estas relaciones fisiolégicas.
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CONCLUSIONES

La técnica de tamizaje empleando Nilo rojo en
medio de cultivo, acompafiada de CG, es una
estrategia confiable que permite evaluar un gran
nimero de muestras de ambientes naturales
para la deteccién de bacterias productoras de
PHAs.

La abundancia de bacterias productoras de PHAs
ensuelosdelaregion Andinadeldepartamentode
Narifio se favorece por las altas concentraciones
de carbono, nitrégeno, relacion C/N de 20:1,
elevada capacidad de intercambio catidnico 48 a
64 meq/100 gy pH acido entre 4,7 y 5,5.

Entre las bacterias productoras PHAs aisladas de
suelos de la region Andina del departamento de
Narifio, el 71.1% sintetizan Polihidroxibutirato
y el 289% acumulan el copolimero Poli
(3hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato).
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