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RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHA's), granulos intracelulares acumulados por bac-
terias en ambientes con desbalance Carbono/Nitrogeno, Carbono/Fésforo tienen
propiedades fisico-quimicas similares a plasticos convencionales, pero son bio-
degradables. Sin embargo, los elevados costos de produccion de los PHA'S con-
llevan a la busqueda de estrategias con la menor inversion posible; por ello, en
esta investigacion se exploraron diferentes ambientes del departamento de Naririo
en busqueda de bacterias productoras de PHA's y se seleccionaron aquellas con
potencial industrial. La deteccion presuntiva de bacterias PHA’s a partir de mues-
tras de suelo y agua, se realizo utilizando Rojo Nilo, los aislamientos selecciona-
dos se sometieron a una fermentacion Batch y el polimero obtenido se caracterizo
por cromatografia de gases y cromatografia de gases-espectrometria de masas.
Aquellos aislamientos con mayor acumulacion de polimero se caracterizaron me-
diante pruebas bioquimicas y la secuencia parcial del gen rRNA 16S.Finalmente,
se evalud la produccion de PHA’s utilizando como sustrato aguas residuales do-
meésticas. Se obtuvo 189 aislamientos bacterianos que produjeron desde 0,01gL’
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hasta 5,24gL" del homopolimero Poli-3-hidroxibutirato o el copolimero Po-
li-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato. Asi mismo, se recuperc 0,111gL"
de Poli-3-hidroxibutirato a partir de las aguas residuales. Desde esta pers-
pectiva las bacterias silvestres productoras de PHA’s del departamento de
Narino tienen potencial en procesos ambientales e industriales.

ABSTRACT

The polyhydroxyalkanoates (PHA’s) intracellular granules accumulated by
bacterial species in environments with imbalance in Carbon/Nitrogen, Car-
bon/Phosphorus have similar physicochemical properties to conventional
plastics, but are biodegradable. However, the high cost of PHA'S lead to
Strategies of production, but with the lowest possible investment, there-
fore, in this study we explore different environments in Narifio department
to search and selecting PHA’s producing bacteria with industrial potential.
The presumptive detection of PHA’s bacteria isolated from soil and water
samples were performed using the Nile Red dye, isolates selected were
subjected to batch fermentation and the polymer obtained was characteri-
zed by gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry.
Those isolates with increased accumulation of polymer were characterized
by biochemical tests and partial sequencing of the16SrRNAgene. Finally,
was evaluated the production of PHA’S using as substrate domestic was-
tewater. 189 bacterial isolates were obtained, which produce from 0,01gL’
to 5,24 gL of homopolymer poly-3-hydroxybutyrate or poly-3-hydroxybu-
tyrate-co-3-hydroxyvalerate. Likewise, were recovered 0,111gL-1 of Poly-
3-hydroxybutyrate from wastewater. From this perspective, wild bacteria
producing PHA's isolated in Department of Narifio have different potential
to advance environmental and industrial processes.

RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHA’s) sdo granulos intracelulares acumulados
por bactérias em ambientes com desequilibrio de Carbono / Nitrogénio,
Carbono /Fosforo, estes compostos tém propriedades fisico-quimicas
semelhantes a 0s plasticos convencionais, mas sdo biodegradaveis. No
entanto, o0s altos custos de produgdo dos PHA’s levam a estratégias no
processo de produgdo com o0 menor investimento possivel, portanto,
no presente estudo, foram explorados diferentes ambientes em Narifio,
na procura de bactérias produtoras de PHA’s com potencial de apro-
veitamento industrial. A detecg¢do presuntiva de bactérias produtoras de
PHA s isoladas a partir de amostras de solo e dgua foi realizada utilizando
o corante Vermelho do Nilo, 0s isolados selecionados foram submetidos
a uma fermentagdo em lotes (Batch), e o polimero obtido foi caracteri-
zado por cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massa-cro-
matografia gasosa. 0s isolados com maior acumulo foram caracteriza-
dos por provas bioquimicas e pelo sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA. Finalmente, foi avaliada a produgdo de PHA’'s usando como meio
de cultura aguas residuais domesticas. Foram obtidos 189 isolamentos
bacterianos, 0s quais produzem desde 0,01gL" até 5,24gL" do homopo-
limero Poli-3-hidroxibutirato ou do copolimero Poli-3-hidroxibutirato-co-
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3-hidroxivalerato. Do mesmo modo foram recupe-
rados 0,111gL" de Poli-3-hidroxibutirato a partir de
aguas residuais. Desde esta perspectiva as bactérias
silvestres produtoras de PHA’s do departamento de
Narifio apresentam potencial para adiantar diferentes
processos ambientais e industriais.

INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHA's) son granulos intra-
celulares que se acumulan en diferentes especies bac-
terianas bajo estrés nutricional generado por exceso
en una fuente de carbono y déficit de otros nutrientes
como nitrégeno, fdsforo y magnesio [1]. Estos biopo-
limeros tienen propiedades fisicas, quimicas y meca-
nicas similares a los plasticos de origen petroquimico,
[2,3] por lo tanto, exhiben un amplio rango de aplica-
cion en la industria, la medicina, la farmacologia y la
agricultura;sin embargo, al contrario de los polimeros
convencionales como el polipropileno o el polietileno,
los PHA's se sintetizan desde recursos renovables [4,
5] son biodegradables, insolubles en agua, no toxicos
y exhiben propiedades termoplasticas [6, 7].

Dentro del grupo de microorganismos productores de
PHA s se destacan algunas bacterias Gram negativas
(las mas utilizadas a escala industrial) como Wau-
tersiaeutropha, Methylobacterium — Organophyllum,
Pseudomonas Oleovoransy recombinantes de Esche-
richiacoli, asi como también se reportan algunas Gram
positivas de los géneros Clostridium, Streptomyces,
Staphylococcus, Corynebacterium, Nocardia, Rhodo-
coccus([8] y Bacillus[9, 10, 11,12, 13].

Aunque las ventajas de los PHA's son evidentes, el cos-
to de produccion de estos biopolimeros es elevado;1kg
de PHA's cuesta entre 3.5 a 5 euros, comparado con
1 euro por kg de polipropileno [14]. Por esta razon, en
los ultimos anos han surgido varias alternativas para
mejorar 1a produccion de PHA's con la menor inversion
posible; en este orden de ideas, es oportuno realizar
un “screening” de bacterias silvestres productoras de
PHA's, pues si bien es cierto que las concentraciones
naturales de este polimero bacteriano son significati-
vamente bajas; se ha reportado que la microbiota de
muestras ambientales puede ser inducida para mejo-
rar significativamente su produccion modificando el
sustrato o la estrategia de alimentacion empleada [15,
16]. Al respecto, Foster et al., [17], propone que el
estrés generado por el ambiente puede aumentar de
14 a 40 veces la produccion de PHAs.

En Colombia existen pocos grupos de investigacion
dedicados al estudio de las bacterias productoras de
PHA's y su potencial industrial; se han realizado algu-
nos trabajos con cepas de referencia desaprovechan-
do el potencial de las bacterias silvestres y limitando
los procesos aplicados por los cuidados que se de-
ben tener para evitar la propagacion de microorga-
nismos ajenos a un ecosistema en particular. En esta
investigacion se exploraron diferentes ambientes del
departamento de Narifio en busqueda de bacterias
productoras de PHA's y se seleccionaron aquellas con
potencial para adelantar procesos en el campo indus-
trial y ambiental.

METODO
Muestreo

En el desarrollo de este estudio se exploraron diferen-
tes suelos del departamento de Narifio y ambientes
acuaticos como la Laguna de la Cocha y el rio Pasto.

Las muestras de suelo se colectaron a 15¢cm de pro-
fundidad en sentido horizontal a la superficie.Los mu-
nicipios muestreados fueron:El Rosario, Chachagii,
El Tablon, Buesaco, Guaitarilla, Imués, Guachucal,
Cumbal, La Florida, Sandona, lles, Tuquerres, Ospina,
Cumbal, Matituy y Pasto.

Para las muestras de ambientes acuaticos,en la Lagu-
na de la Cocha se ubicaron tres puntos de muestreo
alrededor de la corota, de cada sitio se tomd un litro
de agua a 10 cm de la superficie. Por otra parte, en
el cauce principal del rio Pasto se ubicaron cinco es-
taciones de muestreo cuando este hace su recorrido
por la ciudad; en cada estacion se definieron parcelas
de cinco metros de longitud con un ancho determi-
nado por el cauce del rio y se colectdo una muestra
compuesta, superficial hasta conformar cinco réplicas
cada una con litro y medio de agua [18, 19].

Todas las muestras se refrigeraron y se llevaron al la-
boratorio de Biotecnologia Microbiana de la Universi-
dad de Narifio en el menor tiempo posible.

Aislamiento presuntivo de bacterias productoras de
PHA's

De cada una de las muestras de suelo se tomaron diez
gramos,se maceraron y se re-suspendieron ennoven-
ta mililitros de agua destilada estéril. A continuacion se
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prepararon dilucionesseriadas hasta 10 y se realizo
siembra por profundidad en cajas de Agar Plate Count
suplementado con glucosa (15g L") y Rojo Nilo al 0,1%.

Para el caso de las muestras tomadas en la Laguna
de la Cocha se realizo diluciones seriadas hasta 10°5;
posteriormente, 1as diluciones pares se inocularon por
superficie (0,1 mL) en un medio de cultivo compuesto
por agar —agar (15 g L"), agua de la cocha y Rojo Nilo
al 0,1%. Finalmente, a partir de las muestras tomadas
en el rio Pasto se realizaron diluciones seriadas hasta
10-%; de cada dilucion se tom6 0,1 mLy se inoculd en
cajas de Agar Plate Count suplementado con glucosa
15g L "y Rojo Nilo al 0,1% [20].

En todos los casos las cajas se llevaron a incuba-
cion por 72h a temperatura ambiente y la deteccion
presuntiva de bacterias acumuladoras de PHA's se
evaluo cada 24h mediante observacion de los culti-
vos bajo luz ultravioleta en el equipo Benchtop 3UV
Transilluminator. Las colonias que presentaron fluo-
rescencia rosada o naranja se seleccionaron como
positivas para la acumulacion del polimero [21, 22].
Las colonias con fluorescencia positiva se purifica-
ron en agar nutriente y se conservaron a -20°C en
caldos con glicerol y a temperatura ambiente en tu-
bos con agar nutritivo inclinado [23].

Seleccion de bacterias productoras de PHA's

Para evaluar la produccion de PHA'spor los aislamien-
tos seleccionados se realizd una fermentacion tipo
Batch en caldo base compuesto por peptona bacterio-
l6gica 2,5 g L, extracto de levadura 2,5 g L' y glucosa
15 g L"; se aplico un disefo experimental de bloques
al azar con tres réplicas por aislamiento [24].Las uni-
dades experimentales fueron balones de 500 mL con
250 mL de caldo base y se utilizd un indculo al 10%
de los aislamientos bacterianos previamente activa-
dos. Los balones se llevaron a incubacion a 30°C y
100 rpm en un shaker termostatado marca DIES. Para
cuantificar la produccion de PHA'sse utilizo el protoco-
lo descrito por Fernandez et al.,[20] a partir de 10 mL
de muestra.

Caracterizacion del polimero acumulado por cro-
matografia de gases (GC) y cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (GC-
MS). El polimero obtenido a partir de los aislamientos
que presentaron la mejor produccion en g L' de PHA's
se diluyd en 1 mL de cloroformo y 1 mL de agente
derivatizante metanol: cido sulfdrico (85:15 v/v). Esta

mezcla se sometio por dos horas a 90°C; se enfridy se
adicion6 1 mL de NaCl al 0,1%; finalmente, se elimind
la fase acuosa y se adiciono sulfato de sodio anhidrido
para deshidratar completamente la muestra [25, 20].

El andlisis de cromatografia de gases se realizo en los
laboratorios especializados de la Universidad de Nari-
no; para esto, se inyecto 1 uL de la fase organica en
el cromatografo de gases GC 17A Shimadzu, equipado
con una columna capilar de silica fundida MDN-5 de
30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25
um de espesor de pelicula (Supelco). El inyector y el
detector de temperaturas de flama ionizante se confi-
guraron a 250°C, como fase movil se utilizo helio AP, El
programa de temperatura fue de 60°C durante 2 minu-
tos incrementandose 6°C por minuto hasta un maximo
de temperatura de 220°C [20].

La confirmacion por espectrometria de masas se reali-
z6 en un equipo GCMS — QP5000 Shimadzu. Los com-
puestos se identificaron por comparacion con la base
de datos NIST y espectro de masas de un estandar de
copolimero butirato - valerato.

Caracterizacion bioquimica y molecular mediante
la secuencia del gen 16S rBNA de los aislamientos
bacterianos que presentaron la mayor acumulacion
de PHA's

El perfil bioquimico de los aislamientos selecciona-
dos se establecio mediante pruebas APl 50CHB. Este
procedimiento se inicio activando los aislamientos en
caldo nutritivo, después de 24h de incubacion a 30°C
se realizo la inoculacion en las galerias APl como lo in-
dica el fabricante (BIOMEREUX).Los resultados fueron
evaluados a las 24 y 48h de incubacion a 30°C.

Para la caracterizacion molecular la extraccion de DNA
bacteriano se realizo con el protocolo de Rivera et al.,
[26] modificando las gravedades (g) en la centrifu-
gacion. Para verificar la integridad del DNA se prepa-
raron geles de agarosa al 1% [27]. Como marcador
de tamario molecular se utilizd lambda Hind /Il y las
condiciones de corrida fueron 60V, 73mA, 37w por 2
horas y 15 minutos. El gel fue visualizado en el foto-
documentador Benchtop 3UV Transilluminator.

La amplificacion del gen 16S rRNA se realizé con los
primers 27F 5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’
[28] y 1041R 5" CGG TGT GTA CAA GAC CC 3’ [29]
los cuales amplifican un fragmento aproximado de
1500 pb. El volumen de PCR por reaccion fue de 50
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ulL utilizando Gotaq polimerasa (PROMEGA). En este
procedimiento se utilizd un termociclador marca Lab-
net MULTIGENE, modelo Multigene Gradient con las si-
guientes condiciones de corrida: 95°C por 2 minutos;
30 ciclos de: 94°C por 2 minutos, 55°C por 1 minuto
y 72°C por 3 minutos y una extension final de 10 mi-
nutos a 72°C [30]. Los fragmentos fueron visualiza-
dos en geles de agarosa al 1% y comparados con el
marcador de tamano molecular 1kb Ladder (PROME-
GA) para verificar el tamano esperado del amplicon.
Una vez obtenidas las secuencias se visualizaron en
el programa Chromas lite version 2.01 y se editaron
con el programa BioEdit version 7.0.4. Finalmente, la
secuencia parcial final obtenida después del proceso
de edicion se comparo en las bases de datos del Gen-
Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)[31].

Produccion de PHA’s a partir de aguas residuales
domésticas

Para evaluar la produccion de PHA's a partir de un
sustrato economico se utilizaron aguas residuales do-
mésticas sin esterilizar obtenidas directamente desde
el colector Juan 23 ubicado en el sector de Torobajo
en la salida norte de la ciudad de Pasto.Este experi-
mento se realizd en un bioreactor de flujo ascendente
operado en un sistema de fermentacion continua; el
bioreactor tiene un volumen total de 5,5 L y un volu-
men de trabajo de 2 L. Como in6culo del bioreactor
se utilizo el aislamiento E1M10 RP obtenido desde las
aguas residuales del rio Pasto.

En este sentido, para obtener PHAs a partir de aguas
residuales, del bioreactor se colecto 90 mL de muestra
y se centrifugd a 6461 g por 10 minutos, se elimind
el sobrenadante y el pellet se tratd con hipoclorito de
sodio al 5% y EDTA 10 mM, se llevd a bafno maria por
hora y media a 60°C, transcurrido este tiempo se cen-
trifugd a 6461 g por 10 minutos, se elimino el sobrena-
dante y al precipitado obtenido se le realizaron lavados
sucesivos con agua, acetona y metanol, realizando
una centrifugacion a 6461 g por 10 minutos entre
cada lavado. Posteriormente, el pellet se llevo a secar
a temperatura ambiente. A continuacion el producto
obtenido se resuspendio en cloroformo grado HPLC,
Se macero y se centrifugod a 6461 g por 10 minutos,
se recupero el sobrenadante, se agrego igual volumen
de metanol frio y se dejo a -20°C toda la noche. Al dia
siguiente se centrifugd a 6461 g por 20 minutos y el
precipitado obtenido se dejo secar por 12h a tempera-
tura ambiente.Finalmente, se realizo la caracterizacion
del polimero por cromatografia de gases.

Tratamiento estadistico

Para establecer si existen diferencias estadisticamen-
te significativas en la cantidad de bacterias totales y
acumuladoras de PHA's presentes en los ambientes
muestreados; asi como en la produccion de PHA's por
los aislados seleccionados se aplico la prueba no pa-
ramétrica de Kruskal — Wallis.

RESULTADOS

Al analizar la cantidad de bacterias productoras de
PHA's presentes en las muestras analizadas se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas con
un p<0,001. Se diferenciaron un total de 189 aisla-
mientos bacterianos detectados como positivos para
la acumulacion de PHA'sal emitir fluorescencias na-
ranja o rosada cuando Sse exponian las placas de petri
a luz ultravioleta. De estos aislamientos el 71% (134)
fueron obtenidos de los diferentes suelos del departa-
mento de Narifo, el 6% (11) de la Lagua de la Cocha
y el 23% (44) del rio Pasto. EI 51% (96) corresponden
a bacterias Gram negativas, el 49% (93) a bacterias
Gram positivas y con respecto a la morfologia micros-
copica se encontraron Bacilos, cocos, estafilococos,
diplococos, cocobacilos y bacterias filamentosas.

Al evaluar la acumulacion de PHAs por los aisla-
mientos obtenidos se encontrd que existen diferen-
cias estadisticamente significativas con un p valor =
0,0015 en la produccion del biopolimero. La cantidad
de polimero recuperada fue de 0,01 g L'a 0,88 g L
en muestras de suelo y desde 0,88 g L' hasta 5,24 g
L-' en muestras provenientes de ambientes acuaticos
(Laguna de la Cocha y rio Pasto). Asi mismo, los ana-
lisis por cromatografia de gases indican que el 83% de
las muestras evaluadas forman un pico con tiempo de
retencion similar al éster de metilo 3-hidroxibutirato y
el 17% de las muestras forman dos picos con tiempo
de retencion similares a los éster de metilo 3-hidroxi-
butirato: 3-hidroxivalerato. (Figuralay 1b).

Posteriormente, mediante analisis de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-
MS) se identifico que los PHA's sintetizados por los
aislamientos evaluados son: 3 metil hidroxibutirato y
el copolimero 3 metilhidroxibutirato — co- 3 metil hi-
droxivalerato (Figura 1c y 1d). Por lo tanto, se selec-
cionaron el aislamiento FBL2 como mejor productor
del copolimero P(3HB-co-3HV) y elaislamiento ETM10
RP como mejor productor del homopolimero P(3HB).
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Figura 1. Cromatogramas a) éster de metilo 3- hidroxibutirato.
b) estandar del copolimero P (3HB-co-HV) utilizado como
patron. c) espectro de masas de éster metilico del &cido
3-hidroxibutirico. d) espectro de masas del éster metilico del
acido 3-hidroxivalérico.
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El aislamiento FBL2 obtenido a partir de muestras de
suelo, mediante el perfil bioquimico generado con
pruebas APl 50CHB se caracterizd como Bacillus
mycoides FBL2 (%ID = 98,3y T= 0,67); esta cepa al-
canzo una produccion del copolimero P(3HB-co-3HV)
de 0,3 g L. Por otra parte, el aislamiento E1M10RP
obtenido del rio Pasto alcanzd una roduccion de 5,24
g L' del homopolimero P(3HB); este aislamiento se
caracterizd mediante el gen rRNA 16S, al comparar
la secuencia parcial final obtenida con la base del
GenBank se encontro que tiene un 96% de identidad
con Bacillus subtilis. Por lo tanto, se concluye que el
aislamiento bacteriano EIM10 RP corresponde a una
bacteria del genero Bacillus y tiene un 96% de proba-
bilidad que pertenezca a la especie Bacillus subtilis.

Entre los microorganismos productores de PHA's las
bacterias del genero Bacilluscomo: Bacillus sp. JMad
[9], B. mycoides RLJ B-017 [10], B. amyloliquefaciens
DSM7, B. laterosporus, B. licheniformis, B. macerans,
coagulans, B. brevis, B. sphaericus ATCC 14577 [12],

B. cereus, B. circulans, B. firmus G2, B. sphaeri-
cus X3, B. megaterium Y6 [11], B. B. thuringiensis
[13], entre otros, se han caracterizado por sintetizar
diferentes homo y copolimeros tales como P(3HB),
P(3HB-c0-3HV), P(3HB-co-3HHx), P(3HB-co-4HB-
c0-3HHx), P(3HB-c0-6HHx-c0-3HHX).

B. mycoides se ha reportado como una bacteria cuyo
habitat natural es el suelo y se ha reconocido como
promotora del crecimiento de las plantas especialmen-
te asociada a raices de coniferas[32]forma filamentos
radiales con giro levogiro o dexirogiro y su habilidad
de formar esporas le confiere alta resistencia al estrés
ambiental [33].

La particularidad de B. mycoides FBL2 es queacumu-
lade manera natural y en un medio suplementado con
glucosa el copolimero P (3HB-co0-3HV) en una propor-
cion 95:5, sin embargo, cuando al medio se le adicio-
na propionato la proporcion de la fraccion valerato se
incrementa en un 76%[20].

Con respecto a B. subtilis 1a informacioén acerca este
microorganismo como productor de PHA's adn es es-
casa [34, 35], en suelos de diferentes pastizales de
Ankara en Turquia identificaron 8 cepas de B. subtilis
que produjeron hasta 0,204 g L' de PHB en un me-
dio con caldo nutritivo. Por su parte, Bello y Brandl
[36], reportaron una produccion de 3,337 g L' de PHB
por la cepa B. subtilis 2344 en dos medios diferen-
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tes compuestos por sacarosa y glucosa. Porwal ef
al., [37], reportaron la produccion 0,19 g L' de PHB
por B. subtilis en un medio suplementado con glucosa
como fuente de carbono, y Tamdogan y Sidal, [38],
determinaron que B. subtilis ATCC 6633 produjo 0,01
g L' con manitol como fuente de carbono. B. subtilis
E1M10RP caracterizado en este estudio produce 5,24
g L' de P(3HB) a partir de glucosa; teniendo en cuenta
los trabajos citados anteriormente la bacteria obtenida
en este estudio alcanzo uno de los rendimientos mas
altos en produccion del homopolimero P(3HB) y es
posible que optimizando las condiciones de cultivo, el
sistema de fermentacion y los regimenes de alimen-
tacion se mejore significativamente la produccion de
este biopolimero.

En este sentido, ya que B. subtilis EIM10 RP alcanzo
una buena produccion de PHB y es una bacteria aisla-
da del rio Pasto se utilizo como indculo para evaluar la
produccion de PHA's a partir de las aguas residuales
que se vierten al rio Pasto. Para esto se utilizo un bio-
reactor de flujo ascendente operado bajo un sistema
de fermentacion continua, el tiempo de retencion fue
de 9h con un caudal de 222ml h™'. Después de aplicar
el protocolo de extraccion de PHA's se obtuvo 0,111
g L de polimero, al realizar los analisis por cromato-
grafia de gases se detectaron picos con tiempos de
retencion similares al del éster de metilo 3 hidroxibu-
tirato observado en el patron (4,850 minutos) (Figura
2). Por lo tanto, se puede concluir que en este trabajo
fue posible recuperar P(3HB) a partir de las aguas re-
siduales vertidas al rio Pasto.

Cabe aclarar que en esta investigacion se utilizo agua
residual sin esterilizar y aun hace falta optimizar las

Figura 2. Cromatograma del éster de metilo 3- hidroxibutirato (pico
5, tiempo de retencion 4,850 minutos) obtenido a partir de las aguas
residuales vertidas al rio Pasto.

condiciones de fermentacion, por lo tanto, es posible
mejorar los rendimientos, ya que, bajo las condiciones
del experimento realizado y teniendo en cuenta que el
caudal de las aguas residuales que se vierten al rio
Pasto en promedio es de 3195 L s se podrian ob-
tener hasta 1,2 toneladas de polimero en 9 horas de
tratamiento.

De esta manera, los datos aportados en esta investi-
gacion se convierten en la base para adelantar otros
procesos que permitan el tratamiento de las aguas
residuales en el departamento de Narifio y recuperar
un biopolimero con potencial industrial ya que, se ha
establecido que los costos de obtencion de los PHA's
se pueden reducir mas de la mitad si se utilizan sub-
productos o sustancias de desecho como sustrato para
los microorganismos productores [39, 40, 41, 42, 43].

CONCLUSIONES

A partir de la microbiota silvestre presente en diferen-
tes ambientes del Departamento de Narifio se logro
obtener biopolimeros de interés industrial como el
poli-3-hidroxibutirato (hasta 5,24 g L") y el copolime-
ro poli-3-hidroxibutirato : poli-3-hidroxivalerato (hasta
0,3gL").

Algunas de las bacterias silvestres productoras de
PHA's del departamento de Narifio fueronBacillus
mycoides FLB 2y Bacillus subtilis EIM10 RP repor-
tadas como microorganismos potencial en la produc-
cion industrial de este biopolimero.

Es posible obtener polihidroxibutirato a partir de aguas
residuales y utilizando bacterias silvestres del departa-
mento de Narino.
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