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RESUMEN

El plastico es mundialmente uno de materiales mas utilizados y persistentes en los
ecosistemas. La gran mayoria son derivados de la industria petroquimica, alcanzando
una demanda mundial del 12% como producto procedente del petréleo. Gracias al
bajo costo y plasticidad, el plastico se ha globalizado durante décadas para muchas
aplicaciones industriales provocando un importante problema ambiental en la gestion
como residuo. Es por ello que la comunidad cientifica e industrial estan
promocionando la busqueda de alternativas renovables y ecoldgicas, como los
bioplasticos, para paliar los efectos provocados por la contaminacion de dichos
polimeros de origen petroquimico. La produccion microbiana de bioplasticos,
derivados del poli-B-hidroxibutirico, PHB, ha proporcionado una alternativa
prometedora frente a la contaminacion plastica. Son pocos los microorganismos
conocidos para la sintesis de dichos compuestos, particularmente de origen
bacteriano. En las Marismas de Odiel (Huelva) existe una gran diversidad de especies
debido a sus condiciones ambientales donde confluyen masas de agua dulce y
saladas que permiten la existencia incluso de microorganismos extremafilos, como los
hal6fitos. Estas son especies que crecen con alta salinidad, entre 1-4 M NacCl.
Halorubrum sp. es una arquea haldfita que ha sido aislada de este entorno por la
Unidad de Biotecnologia de Microalgas (UBM) de la Universidad de Huelva. El objetivo
principal de este trabajo de fin de Master fue evaluar el efecto de las condiciones
nutricionales, particularmente la limitacién de nitrogeno, en la capacidad de sintesis
de PHB. Para ello, la haloarquea fue cultivada por duplicado en una camara de cultivo
con temperatura, gaseo e irradiancia constante. EI medio nutricional fue el mismo para
todos los ensayos, a excepcion de la concentracion de nitrégeno. Halorubrum sp.
mostro no solo la presencia de PHB mediante técnicas analiticas de cromatografia de
gases (GC-FID) y espectrometria de masas (GC-MS), sino que, ademas, bajo
condiciones limitantes de nitr6geno los cultivos mostraron un aumento en la
productividad de PHB. Se pudieron observar diferencias significativas de
concentracion de PHB durante todo el periodo de cultivo de los tratamientos,
destacando el dia 3 de cultivo. Los valores de productividad indican que Halorubrum
sp. se encuentra dentro de valores similares de otras especies del mismo género con
valores que varian desde 13 a 28 mg/L-d. Finalmente, la especie aislada por el grupo
UBM, es capaz de producir PHB de cadena corta (poli-B-hidroxibutirico) asi como
otros acidos grasos de interés, por lo que se proporciona con este trabajo informacion
novedosa para proponer a esta especie de Halorubrum sp. para otras aplicaciones,
ademas de la sintesis de PHB.






ABSTRACT

Plastic is one of the most widely used and persistent materials in ecosystems
worldwide. The majority are derived from the petrochemical industry, reaching a global
demand of 12% as a product derived from petroleum. Thanks to its low cost and
plasticity, plastic has been globalized for decades for many industrial applications,
causing a major environmental problem in waste management. For these reasons, the
scientific and industrial community promotes the search for renewable and ecological
changes, such as bioplastics, to ease the effects caused by the contamination of these
polymers of petrochemical origin. The production of bioplastics from microorganisms,
derived from poly-B-hydroxybutyric acid, PHB, has provided a promising alternative to
plastic pollution. Few microorganisms are known for the synthesis of these
compounds, particularly those of bacterial origin. At “Marismas del Odiel” (Huelva) a
great diversity of species can be found due to its environmental conditions where fresh
and saltwater masses converge, allowing the existence of extremophiles, such as
halophytes. They are species that grow in high salinity, between 1-4 M NacCl.
Halorubrum sp. is a halophyte archaeon that has been isolated from this environment
by the Microalgal Biotechnology Unit (UBM) of the University of Huelva. The main
objective of this Master's thesis was to evaluate the effect of nutritional conditions,
particularly nitrogen limitation, on the capacity to synthesize PHB. To do so, the
haloarchaea was cultured in duplicate in a culture chamber with constant temperature,
gasification and irradiance. The nutritional medium was the same for all assays, except
for the nitrogen concentration. Halorubrum sp. showed not only the presence of PHB
using analytical techniques such as gas chromatography (GC-FID) and mass
spectrometry (GC-MS), but also the cultures showed an increase in the PHB
productivity under nitrogen-limiting conditions. Significant differences in PHB
concentration were also observed during the cultivation period, especially on day 3 of
cultivation. Productivity values indicate that Halorubrum sp. is within similar values of
other species of the same genus with values ranging from 0.013 to 0.028 g/L d. Finally,
the species isolated by the UBM group is capable of producing short-chain PHB (poly-
B-hydroxybutyric acid) and other fatty acid compounds, so this work provides novel
information to propose this species of Halorubrum sp. for other applications, in addition
to PHB synthesis.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. El problema del plastico

El plastico es uno de materiales mas utilizados y persistentes en los
ecosistemas a nivel mundial. Estos provienen de origen fosil, los llamados en inglés
conventional plastic (Bioplastics, 2022). Se definen como la combinacion de
polimero(s) y aditivos, lo que se aplica tanto a los plasticos fosiles como a los de origen
bioldgico descritos mas adelante (Lackner et al., 2023).

En la actualidad, la gran mayoria de los plasticos que percibimos son derivados
de la industria petroquimica, alcanzando una demanda mundial del 12% como
producto procedente del petréleo (McAdam et al., 2020). Su uso se ha globalizado
durante décadas para muchas aplicaciones industriales, desde productos béasicos
hasta manufacturados, debido a su bajo costo y plasticidad (Jams et al., 2020). Es por
ello, que, el elevado consumo de este material ha provocado que la gestion del plastico
como residuo sea un problema de alto impacto medioambiental. Tal como se muestra
en la Figura 1.1, cada afio son vertidas una media de 8 millones de toneladas de
plastico en los océanos segun lo describe la Fundacion de Ecologia y Desarrollo,
ECODES (ECODES, 2023), una organizacién espafiola sin animo de lucro cuyos
objetivos se alinean con la Agenda 2030 y los Objetivos de Desarrollo Sostenible y
MacArthur (2017).

La composicion quimica del plastico tiene un comportamiento no biodegradable
debido a su alto peso y conformacion molecular, lo que hace este material persistente
y resistente a la accion degradadora de los microorganismos. Es por ello que termina
acumulandose en grandes cantidades, ademas de provocar toxicidad en el medio y
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desestabilizar, por consiguiente, el flujo natural de los ecosistemas (Khanna &
Srivastava, 2005; Wendlandt et al., 2005).

En los diferentes habitats y ecosistemas de nuestro planeta, los plasticos
pueden ser clasificados segun su tamafio como mega-plasticos (>1 m),
macroplasticos (< 1m), mesoplasticos (<2.5 cm).

Los microplasticos son, dentro de la clasificacion de plasticos, los mas
abundantes en estuarios y otros sistemas marinos, y su distribucion en ambientes
pelagicos y benténicos depende de su densidad (Browne et al., 2010; Thushari &
Senevirathna, 2020). La siguiente Tabla 1.1 describe la composicion quimica principal
de los microplasticos presentes en los ambientes marinos. Polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloruro de vinilo (PVC), poliamida (PA) y
tereftalato de polietileno (PET) son los polimeros mas abundantes (Andrady, 2017;
Hidalgo-Ruz et al., 2012). Los cambios en densidad implican que, por ejemplo, el
polipropileno y el polietileno floten en agua (baja densidad), mientras que el
poliestireno, el PVC, la poliamida y el PET, son mayoritariamente mas densos y
decantan a través de la columna de agua, llegando a estar presentes en los ambientes
bentonicos (Guo & Wang, 2019).

Tabla 1.1. Composicién y propiedades fisicoquimicas de los microplasticos presentes
en los océanos. Fuente (Crawford & Quinn, 2016)

: L Formula Grado de Densidad
Microplasticos o 3
molecular cristalinidad (g/cm?)

PE (C2Ha)n semicristalino 0.92-0.97

semicristalino (isotatico, sindiotactico),

PP (CsHe)n ( - ) 0.88-1.23

amorfo (atactico)

PS (CgHg)n amorfo 1.04-1.50
PAG* (CsH11NO), semicristalino 1.12-1.14
PA66* (C12H22N202)n 1.13-1.38
PVC (C2H3 Cl)n amorfo 1.15-1.70
PET (C10HgOa)n semicristalino 1.30-1.50

* Poliamida 6 o Poliamida 66 (plasticos con diferentes resistencias a la temperatura y ductilidad)

La presencia de estos microplasticos en ambientes acuaticos es un problema
de relevancia mundial. Un ejemplo de esta problematica lo encontramos en la especie
Mitylus edulis, comunmente conocida como mejillén. Esta especie convive en su ciclo
de vida larval o bentonica con diferentes tipos de microplasticos como el polietileno,
polipropileno y el PVC. Al ser un organismo que se alimenta por filtracion esto hace
gue durante su ciclo de vida se acumulen pequefios microplasticos en su organismo
(Browne et al., 2008).

Otro tipo de clasificacién de los plasticos se realiza en base a como ingresan
en el medio natural, en los océanos, siendo denominados como plasticos primarios y
secundarios (Eerkes-Medrano et al.,, 2015; Thushari & Senevirathna, 2020). Los

16



plasticos primarios son principalmente la materia prima usada en la fabricacion
industrial de productos de cuidado personal, de aditivos y productos de limpieza,
pudiendo encontrarse como granulos, perlas, fibras, pellets y polvos plasticos (Eerkes-
Medrano et al., 2015). Los plasticos secundarios son desechos procedentes de la
rotura y/o descomposicion de macroplasticos en los ambientes terrestres y marinos,
siendo ejemplos de ellos los procedentes de bolsas o botellas (Thompson et al., 2004).
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Figura 1.2. Cambios en las propiedades de los microplasticos después de la degradacién
ambiental. Fuente (Guo & Wang, 2019)

La degradacion ambiental del plastico se define, tal y como muestra la Figura
1.2, como una serie de reacciones quimicas que afectan a la composicion estructural
de los polimeros, ya sea por diferentes factores de exposicidon y envejecimiento, y/o
factores mecanicos, fisicos, quimicos y biolégicos propios de la zona litoral-oceénica
de vertido (Guo & Wang, 2019). Y el cambios de estado fisico de los macroplasticos
a microplasticos pueden ser debido a efectos como la fotodegradacion, donde la
radiacion ultravioleta emitida por la luz solar incidente rompe la estructura de los
plasticos debido a la abrasion fisica de la ondas y a su efecto oxidativo sobre los
polimeros (Thushari & Senevirathna, 2020). La exposicién a altas temperaturas y/o
los cambios meteoroldgicos igualmente contribuyen a la fotoxidacion y/o
termoxidacion de los plasticos, provocando cambios en su cristalizacion, densidad y
color, lo que da lugar a la rotura de la estructura por la entrada de oxigeno en los
polimeros, reduciendo asi su tamafo y generando el problema ambiental de los
microplasticos (De La Orden et al., 2015; Guo & Wang, 2019; Rouillon et al., 2016).

Los microplasticos, ademas de estar presentes en océanos y en el ecosistema
terrestre, pueden terminar introduciéndose en la cadena alimentaria, generalmente
mediante la ingesta de microplasticos contaminados por organismos marinos. Esto
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supone riesgos directos para la salud humana, por lo que urge tomar medidas para la
descontaminacion de los ecosistemas y para Su sustitucion por recursos
biodegradables. Por consiguiente, no sélo la comunidad cientifica, sino también
sectores politicos, estan enfatizando la necesidad de buscar alternativas que permitan
el uso y la produccion de plasticos biodegradables siguiendo procedimientos
amigables con el medio ambiente.

1.2. Bioplasticos

Una alternativa a la problematica del plastico no biodegradable son los llamados
bioplasticos (Lackner et al., 2023; Onen Cinar et al., 2020). En la naturaleza
encontramos varios tipos de polimeros como, por ejemplo, almidén, celulosa,
lignocelulosa o proteinas (los llamados biopolimeros o polimeros naturales) (Onen
Cinar et al., 2020). Un bioplastico se puede definir de manera similar al plastico, pero
en su formulacion quimica encontramos un biopolimero. Como ejemplo encontramos
el almidon de origen vegetal, o producido por microorganismos (polihidroxialcanoato,
PHA), junto a otros aditivos y/o rellenos (Lackner et al., 2023). Asi, los bioplasticos
pueden considerarse plasticos derivados de fuentes de biomasa renovables (Simé-
Cabrera et al., 2021).

Segun la OCDE (Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico),
los “plasticos sostenibles” pueden definirse como “plasticos utilizados en productos
gue brindan beneficios sociales al tiempo que mejoran la salud y la seguridad humana
y ambiental a lo largo de todo el ciclo de vida del producto” (DIN, 2018). Aunque
existen datos de incremento en la produccion de bioplasticos (principalmente desde
materia prima vegetal — almidén y &cido lactico- ), que van desde 0,7 millones de
toneladas en el 2010, hasta 1,7 millones de toneladas en el 2015 (Soroudi &
Jakubowicz, 2013), esto solo representa alrededor del 1% de la produccién anual de
plastico (Bioplastics, 2024). Se estima que en el que en el 2025 la produccién anual
de bioplasticos sea de 3 millones de toneladas (Guzman-Lagunes et al., 2023)

1.2.1. Tipos de bioplasticos
La familia de los bioplasticos se puede dividir en tres grupos principales segun Lackner
et al. (2023) y Bioplastics (2022):

a. Plasticos de origen bioldgico, o al menos parcialmente (bio-based), y no
biodegradables, como el polietileno (PE) de origen biologico, el polipropileno
(PP) de origen bioldgico o el tereftalato de polietileno (PET) de origen biolégico
(los llamados drop-ins). También polimeros de rendimiento técnico, como
numerosas poliamidas (PA) de origen biologico, tereftalato de politrimetileno
(PTT), o polimeros totalmente nuevos como el furanoato de polietileno (PEF)
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b. Plasticos que son ala vez de origen biolégico y biodegradables, como el
acido polilactico (PLA), los polihidroxialcanoatos (PHA y PHAS), el succinato de
polibutileno (PBS), o diferentes mezclas de almidén.

c. Plasticos que se basan en recursos fosiles pero que son biodegradables,
como el tereftalato de adipato de polibutiieno (PBAT), que bien podria
producirse, al menos en parte, a partir de materia prima de origen bioldgico en
el futuro, aunque en algunos casos ya se estan produciendo.

El concepto “de origen biolégico -bio-based-" significa que el material o
producto deriva (al menos en parte) de biomasa (origen vegetal —plantas— o
microorganismos). La biomasa utilizada para los bioplasticos proviene, por ejemplo,
del maiz, la cafia de azucar, la madera, o de microorganismos eucariotas, bacterias y
arqueas (Lackner et al., 2023; Simé-Cabrera et al., 2021).

El término “biodegradable” hace referencia a la respuesta de un proceso
bioguimico en el que los microorganismos que se encuentran en un entorno
determinado convierten los materiales en agua, didxido de carbono y biomasa. El
proceso de biodegradacién depende de las condiciones ambientales circundantes (por
ejemplo: temperatura, inéculo, humedad) y del material. Por lo tanto, el concepto bio-
based no tiene por qué ser biodegradable, tal y como se explica en la clasificacion
anterior (a). En la Figura 1.3, pueden diferenciarse las categorias de los plasticos,
desde el punto de vista de su degradabilidad o materia prima.
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Figura 1.3. Categorias de plasticos biodegradables y no biodegradables. Fuentes
(Bioplastics, 2022; Lackner et al., 2023)
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1.2.2. Poli-B-hidroxibutirato (PHB)

Hoy en dia, los bioplasticos mas empleados derivan principalmente de cultivos
terrestres como el maiz y la patata y, por lo tanto, compiten con el suministro de
alimentos (Rahman & Miller, 2017). Ademas, la produccion de bioplasticos a partir de
cultivos agricolas utiliza grandes areas de tierra, agua y nutrientes, lo que desde el
punto de vista ambiental y econdmico no es lo mas favorable a largo plazo (Bioplastics,
2023; Onen Cinar et al., 2020). Es por esto que existe la necesidad de buscar nuevos
recursos sostenibles de produccidn de bioplasticos a partir de otras materias primas,
como los microorganismos.

Particularmente, el poli-B-hidroxibutirato (PHB, ver Figura 1.4) es un poliéster
de origen biolégico (biopoliéster) y biodegradable (Simé-Cabrera et al., 2021). Esta
incluido en el grupo de los polihidroxialcanoatos (PHAS) y fue el primero en ser
identificado y estudiado por la comunidad cientifica (Getachew & Woldesenbet, 2016).
Es producido por microorganismos bajo condiciones de cultivos especificas o
inestables para el crecimiento. Por ejemplo, cuando hay disponibilidad de sustratos
en exceso (fuente de carbono), o en condiciones de limitacién de oxigeno, nitrégeno,
fésforo o pH, entre otras (Kumar et al., 2020). En general, estos biopoliésteres (PHAS)
estan compuestos por acidos grasos alifaticos, como los PHBs u otros que contienen
acidos grasos aromaticos -poli(3-hidroxi-5-fenilvalerato), PHPV- o ambos grupos
funcionales, como en los “heterobiopolimeros”. El grupo R de los PHB es CHs y se
forma por la condensacion del grupo carboxilo de un mondmero (acido
hidroxialcanoico) con el grupo hidroxilo del siguiente, dando lugar asi a un enlace éster
y recibiendo por ello el nombre de “poliésteres” (Khanna & Srivastava, 2005).

CH; O
H.

n
Figura 1.4. Estructura de poli-B-hidroxibutirato (PHB).

Las propiedades fisicas y quimicas de los biopolimeros de PHA difieren entre
si en la composicion quimica y estructural de su unidad monomérica (Kumar et al.,
2020). En el caso del PHB, este se comporta de manera similar al polipropileno (PP),
siendo util para el atrapamiento de gases y con elevada resistencia a la humedad
(Getachew & Woldesenbet, 2016). Su mondémero (acido 3-hidroxibutirico) tiene un alto
grado de cristalinidad, lo que le da una naturaleza rigida y quebradiza. Puede tener
ciertas ventajas ambientales y sostenibles a pesar de su mezcla con matrices
poliméricas de base petroquimica, mostrando bajos valores de degradacion debido a
Sus caracteristicas mecanicas. La cantidad de PHB en las mezclas puede dar lugar a
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variaciones de sus caracteristicas, como hidrofobicidad, cristalinidad o flexibilidad
(Luzi et al., 2019; Simo-Cabrera et al., 2021).

En general, las caracteristicas de los PHAs como la biodegradabilidad, las
propiedades termoplasticas y la biocompatibilidad hacen que estos materiales sean
adecuados para diversas aplicaciones en la industria del embalaje, la medicina, la
farmacia, la agricultura y la industria alimentaria. Pero también como materias primas
para la sintesis de productos quimicos enantioméricamente puros y la produccién de
pinturas (Anderson et al., 1990). De ahi el interés de encontrar nuevas especies de
microorganismos que puedan maximizar su productividad para un uso industrial y asi
paliar la problematica global de los plasticos tradicionales.

1.2.3. Microorganismos que producen bioplasticos

Es relativamente reciente encontrar numerosas revisiones bibliogréaficas sobre
el potencial de ciertos microorganismos “como factorias de bioplasticos”. Estos
pueden clasificarse, a grandes rasgos, como bacterias, eucariotas y arqueas (Onen
Cinar et al., 2020; Rahman & Miller, 2017).

a. Bacterias. En la literatura destacan géneros como Pseudomonas, Bacillus,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella y Escherichia (Arshad et al., 2007) como
sintetizadoras de PHA y PHB. Especies Gram positivas y Gram negativas
también han sido descritas por estar asociadas con la acumulacién de PHB
(Arshad et al., 2007; Hassan et al., 1997). También es conocida la produccién
de PHB en especies bacterianas fijadoras de nitrégeno, como el género
Rhizobium o Azotobacter (Stockdale et al., 1968; Tombolini & Nuti, 1989). Y en
el caso de especies haldfitas, la familia Halomonadaceae, es conocida por
acumular PHA. Estas especies crecen en condiciones moderadas de sal (3-
15% NaCl). Otras especies requieren de fuentes de carbono como el glicerol
para maximizar la sintesis de PHB como Halomonas sp. KM-1, la cual produce
PHB utilizando glicerol como unica fuente de carbono (Kawata & Aiba, 2010).

b. Eucariotas. Son muy recientes los trabajos de prospeccion de PHA/PHB en
microalgas (Rahman & Miller, 2017) y no hay demasiado descrito respecto a la
sintesis de estos compuestos. Las especies mas conocidas hasta el momento
son Chlorella y Spirulina (Wang, 2014). Otras especies como Chlorella fritschii
y Phaeodactylum tricornutum han sido descritas por obtener niveles de PHB
gue van del 10,6% al 17% en base de la biomasa seca (Hempel et al., 2011;
Johnsson & Steuer, 2018; Wang, 2014). Particularmente condiciones de
cultivos con heterotrofia (fuente de carbono organica como acetato), y
variaciones nutricionales y de irradiancia han sido efectivas en la sintesis de
estos compuestos (Monshupanee et al., 2016). Scenedesmus almeriensis y
Neochloris oleobundans también han sido estudiadas como productoras de
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biopolimeros, ya que son especies ricas en almidon o PHA (Hempel et al., 2011;
Johnsson & Steuer, 2018).

c. Arqueas. Este dominio esta constituido por microorganismos procariotas y se
caracterizan por ser extremofilos -capaces de crecer Optimamente en
condiciones medioambientales muy hostiles gracias a sus adaptaciones
metabdlicas (Espinosa, 2022; Pikuta et al., 2007). Dentro de ellas destacan los
microorganismos pertenecientes al grupo de los haléfilos, los cuales crecen a
alta salinidad (1 - 4 M de NaCl) (Espinosa, 2022) y se definen como
haloarqueas (Haloarchaea). Este grupo son los mas descritos por producir PHA
tales como el poli-B-hidroxibutirato (PHB) y el poli-hidroxivalerato (PHV). La
Figura 1.5, muestra una de las especies pertenecientes al género Haloferax, H.
mediterranei, una de las mas estudiadas como productora de bioplasticos
(Longo et al., 2024). Como se observa en la Figura 1.5. estos biopoliésteres
se depositan como inclusiones citoplasmaticas de tamafio nanométrico
insolubles en agua en los microorganismos y su principal empleo es funcionar
como reservas intracelulares de carbono y energia, representando en algunos
casos, hasta el 80% de la biomasa seca (Keshavarz & Roy, 2010; Simo-
Cabrera et al., 2021).

Figura 1.5. Micrografia electrénica de los granulos de PHB en el interior de la célula
de la haloarquea Haloferax mediterranei. Imagen obtenida de la Universidad de
Alicante (Espinosa, 2022)

1.2.4. Ruta metabdlica del PHB

Como ya se ha mencionado anteriormente, los PHB estan dentro de la familia
de los PHA, y se componen de acidos grasos alifaticos de cadena corta (de 3 a 5
atomos de carbono). La biosintesis de estos ha sido estudiada con detalle en la
bacteria Ralstonia eutropha y en levaduras como Saccharomyces cerevisiae. Como
se muestra en la Figura 1.6 descrita por Sandstrom et al. (2015) y mas detallada por
Rehm (2007), el proceso de biosintesis se inicia por la condensacion de dos moléculas

22



de acetil-CoA (CoA, coenzima A) a acetoacetil-CoA por accion de la acetiltransferasa
(PhaA). A continuacion, la acetoacetil-CoA se convierte en 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-
CoA) por accion de la acetoacetil-CoA reductasa (PhaB1l) dependiente de NADPH.
Finalmente, los mondmeros de 3HB-CoA se combinan en largas cadenas de PHB por
accion de la PHA sintasa (PhaC1).

Glucose
KNAD
l NADH
Pyruvate

Acetaldehyde
NADP
ﬁ NADPH
Acetate
ATP

AMP
Acetylzﬂ

CoA
Acetoacetyl-CoA

PhaB1 [ NVAPPH

NADP

3-Hydroxybutyryl-CoA -

CoA

Poly(hydroxybutyrate)
(PHB)

Figura 1.6. Ruta metabdlica de la biosintesis de poliéster (PHB). Fuente
modificada desde Rehm (2007) y Sandstrom et al. (2015)

Como se observa en la Figura 1.6, el ciclo de biosintesis de PHB comienza con
la asimilacion de la glucosa hasta piruvato, lo cual conlleva que sea una de las fuentes
de carbono organico mas utilizadas en la sintesis de este biopoliéster, y es una de las
condiciones de cultivo mas utilizadas para estimular la sintesis de PHB. Otras fuentes
organicas de carbono como glicerol, sacarosa, fructosa, ribosa, xilosa, maltosa,
arabinosa, manitol, etc. han sido también empleadas en otros trabajados con
haloarqueas y/o bacterias para conocer el efecto en el contenido final de PHB
(Romano et al., 2007; Yuksekdag et al., 2004). En el presente estudio se decide
trabajar con glucosa como fuente principal de carbono.
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1.3. Halorubrum sp.

Las haloarqueas son una rama evolutiva del dominio archaea y por lo general
constituyen la mayoria de la poblacion procariota en ambientes hipersalinos (Oren,
2002). Ademas, pertenecen al phylum Euryarchaeota y segin Gupta et al. (2015) y se
agrupan en dos grandes familias: Halobacteriaceae y Haloferacaceae. En su mayoria,
estas arqueas son extremadamente haldfilas y aerdbicas, y generalmente
pigmentadas de rojo por la presencia de carotenoides (Naziri et al., 2014). Como se
ha mencionado en apartados anteriores, Haloferax sp. es uno de los géneros mas
estudiados para la produccion de compuestos de interés, especialmente
bacterioruberina (carotenoide mayoritario presente en haloarqueas) y PHAS, pero
existen otros géneros menos estudiados como Halorubrum (ver Figura 1.7).
Particularmente, el presente estudio se ha centrado en evaluar el potencial para la
produccién de PHB de una especie de Halorubrum.

Figura 1.7. (A) Imagen de cultivos de Halorubrum sp. estudiados en este trabajo;
(B) micrografias de células de Halorubrum litoreum publicadas en Sakina et al.
(2018). Escala de la barra 10 pm.

El género Halorubrum, perteneciente a la familia Halobacteriaceae, son
microorganismos predominantes en ambientes extremos (hipersalinos) y juegan un
importante rol en la dinamica y ecologia de los mismos, asi como en los ciclos
biogeoquimicos o en el balance de nutrientes y de gases atmosféricos emitidos y
fijados (Adam et al., 2017). Como muestra la Figura 1.7A, su coloracion tipica, que va
del rosa al rojo, pasando por el naranja, se debe a la presencia de carotenoides como
la bacterioruberina. En este sentido, muchos autores han estudiado su potencial en la
produccion de bacterioruberina ya que son un recurso alternativo de carotenoides (Ma
et al., 2023; Naziri et al., 2014). Pero en este trabajo se pretende validar la posibilidad
de que la haloarquea Halorubrum sp., aislada de las Marismas del Odiel (Huelva) por
la Unidad de Biotecnologia de Microalgas (UBM) de la Universidad de Huelva, sea
una prometedora candidata para la produccion de PHB, considerandose como otra
alternativa biol6gica que podria contribuir a paliar la problematica ambiental del
plastico.
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1.4. ¢Por qué elegir Haloarqueas como productoras de bioplasticos?

La principal ventaja que presenta cultivar haloarqueas desde escala de
laboratorio a escala industrial es que no necesitan condiciones estériles estrictas,
como otros microorganismos, ya que crecen a altas concentraciones de sal
(aproximadamente en el rango de 1-4 M de NaCl, ver Figura 1.8). Esto impone una
gran limitaciéon a la contaminacion y/o poblacion por parte de otros huéspedes que
puedan terminar desplazandolas biologicamente. Gracias a esta peculiaridad, los
cultivos son mas faciles y convenientes de crecer en comparacion con otros
eucariotas. Ademas, este privilegio de crecer a alta salinidad puede dar lugar al uso
de materias primas como salmueras para preparar medios de cultivos, minimizando
los costos de produccion y contribuyendo a los procesos de economia circular
(Manikandan et al., 2009; Wendlandt et al., 2005).

A

Figura 1.8. (A) Salar Chott El Djerid, (Tunez) (B) Marismas del Odiel (Huelva,
Espafia). Ejemplos de ambientes extremos hipersalinos ricos en haloarqueas como
Halorubrum sp. Fuentes: (Andalucia, 2024; Karray et al., 2021)

Por otro lado, la pared celular de las haloarqueas es fragil y, por tanto, facil de
romper. Asi, la ausencia de sal en el medio (choque osmatico) facilita dicha rotura y
contribuye a minimizar gastos en el proceso de downstream. Obteniéndose, en este
caso, los compuestos de interés sintetizados en granulos de PHA, PHB y PHBV (Lillo
& Rodriguez-Valera, 1990a; Simé6-Cabrera et al., 2021).

Otra ventaja de estos microorganismos haléfitos es que crecen con fuentes de
carbono organica como almidén, glucosa y glicerol, que pueden obtenerse como
subproductos industriales. Esto nuevamente minimiza los costos de produccion y
favorece la economia circular (Zhao et al., 2015). Ademas, hay que recordar que los
bioplasticos obtenidos a partir de microorganismos versus materia prima vegetal
tienen como ventaja el no necesitar de grandes extensiones de tierras y recursos
hidricos, lo cual no generar competencia con la produccion de alimentos y tiene un



menor impacto en la disponibilidad de agua, entre otros problemas (Bioplastics, 2023;
Onen Cinar et al., 2020).

Finalmente, los contenidos de PHA son prometedores en haloarqueas,
habiéndose descrito valores que van del 19.9 al 70% de PHA respecto a biomasa
seca, en especies como Haloferax mediterranei DSM 1411 (Bhattacharyya et al.,
2012; Ferre-Guell & Winterburn, 2018; Karray et al., 2021).

1.5. Objetivos
Los objetivos del presente trabajo se dividen en tres:

1. Evaluar el efecto de la limitacion de la fuente de nitrégeno en el
crecimiento de la haloarquea Halorubrum sp.

2. Evaluar el efecto de la limitacion de la fuente de nitrégeno en el contenido
de poli-B-hidroxibutirato (PHB) de la haloarquea Halorubrum sp.

3. Anélisis de la presencia de otros compuestos de interés en el extracto
metilado de la haloarquea Halorubrum sp.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo de estudio, Halorubrum sp.

La haloarquea utilizada en este trabajo de fin de Master (TFM), fue Halorubrum
sp. Este microorganismo fue cedido por la Unidad de Biotecnologia de Microalgas
(UBM) de la Facultad de Ciencias Experimentales (Universidad de Huelva) adscrita a
RENSMA y ubicada en CIDERTA. Previamente, la especie fue aislada de las
Marismas del Odiel, Huelva por parte de integrantes de la unidad de investigacion.
Como muestra la Figura 2.1, las Marismas del Odiel, son parte del Paraje Natural,
declarado el 25 de Octubre de 1984, que esta situado al sur de la provincia de Huelva,
en la confluencia de las desembocaduras de los rios Tinto y Odiel. Por su ubicacion
es una zona de encuentro entre las aguas dulces y saladas, dando lugar a un complejo
de marismas influenciadas por las mareas y ricas en microorganismos y plantas
resistentes a alta salinidad (hal6fitos). Un ejemplo de ellas es la salicornia o la
espartina, auténtica estructuradora de la ecologia y el paisaje de amplias areas de
marismas (Andalucia, 2024).

Figura 2.1. Vista aérea de las Marismas del Odiel (Huelva). Fuente (Andalucia,
2024)

2.2. Cultivo de Halorubrum sp.

El medio de cultivo control utilizado para crecer Halorubrum sp. fue modificado
a partir del empleado previamente por la UBM. Especialmente la concentracién de sal
utilizada por el grupo fue 2,7 My en el presente TFM se adaptd a 4,2 M de NaCl tal y
como lo describe Karray et al. (2021) para la mejora de produccion de PHB. Por otro
lado, los demés nutrientes del medio se basaron en el mismo trabajo realizado por
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Karray et al. (2021) con modificaciones. La composicion final es: 250 g/L de NaCl,
10g/ L de MgCL2 - 6H20, 15g/L de S04Mg - 7H20, 4g/L de KClI, 0,5g/L de NaHCO3,1g/L
CaClz. 2H20. La fuente de carbono es glucosa (10g/L) y la fuente de nitrogeno (5g/L)
es extracto de levadura.

Como muestra la Figura 2.2, los cultivos de Halorubrum sp. fueron cultivados
en botellas cilindricas transparentes de borosilicato con un volumen maximo de
in6culo de 60% respecto al volumen total (1L), lo cual otorga una adecuada columna
de aire, mejora su crecimiento y evita la evaporacion de los mismos. El pH de los
cultivos fue estable a 7. La temperatura se control6 en todos los ensayos
experimentales a 37 + 0,1°C en un bafio maria, controlado por una sonda NTC de
temperatura (sensor DC RINGDER) y recirculando el agua del bafio gracias a un
circuito cerrado con bomba sumergible y termostato (JP Selecta — Termotronic Ill).
Los cultivos fueron homogeneizados mediante aireacion constante sin adicion de COz,
y en cada linea se afiadi6 un sistema de filtros de membrana PTFE de 0,2 um para
evitar contaminacion del medio. Los cultivos fueron iluminados gracias a luces LEDs
acaléricas con una irradiancia aproximada de 150 pmol fotones/m-s?. Todos los
cultivos fueron ademas agitados de manera constante mediante 4 agitadores
magneéticos — uno por botella - (Plug&Play Thermo Scientific™ RT Basic) a velocidad
media, para evitar precipitacion de sales y mejorar el acceso a los nutrientes.

Figura 2.2. Fotografia de parte del disefio experimental utilizado para el cultivo de
Halorubrum sp en este TFM.
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Ademas, se afadié un sistema de pesas para evitar que las botellas flotaran y
mantener su estabilidad. Todas las condiciones de cultivo ensayadas se incubaron
por duplicado (replicados biologicos).

2.3. Disefo experimental. Adaptacion de Halorubrum sp.

El disefio experimental se basé en cultivar la especie de Halorubrum sp. bajo
tres condiciones (por duplicado). Como muestra la Figura 2.3, el cultivo control crecio
con el medio nutricional descrito en el apartado anterior (5 g/L de extracto de levadura,
C). Se probaron ademas dos condiciones de estrés, variandose la cantidad de
nitrogeno en el medio: 3g/L (E3) y 1 g/L (E1) de extracto de levadura. La fuente de
glucosa se mantuvo igual en todas las condiciones (10 g/L).

Para favorecer la aclimatacion a los diferentes medios de cultivo se realizaron
bafos repetidos, incorporando el nuevo medio cada 48hrs hasta obtener un cultivo
con un 90% de su volumen “refrescado” y, por tanto, adaptado a las nuevas
condiciones.

La toma de muestra se realizd por duplicado (a y b, ver Figura 3.3) cada 24h
desde el dia cero (tiempo inicial de in6culo) y hasta 5 dias (96 h) para estudiar
variables de crecimiento, y durante los tres primeros dias (72 h) para las variables
dependientes de PHB.

[
Control n n
(n=2)

Figura 2.3. Condiciones de cultivo experimental de Halorubrum sp. control (5g/L de
extracto de levadura), E1 (estrés 1, 1g/L extracto de levadura) y E3 (estrés 3 g/L de
extracto de levadura) y toma de muestra (a y b). Cada botella (condicion de cultivo)
y toma de muestra se realizaron por duplicado (n finai =4).

2.4. Variables de crecimiento
La densidad o6ptica fue una de las variables utilizadas para conocer la
evolucion de crecimiento de Halorubrum sp. Fue analizado diariamente mediante el
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control por turbidez de los cultivos por espectrofotometria de UV-Vis a una longitud de
onda de 600 nm, y utilizando un equipo de espectrofotometria de UV-Vis modelo
Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific, USA). Con este valor, se pudo determinar la
cinética de crecimiento tanto en los cultivos control, como de estrés y de
mantenimiento y/o adaptacion.

Ademas de ello, en este TFM se optimizé un protocolo de determinacion de
peso seco. La alta cantidad de sal en el medio en organismos halofilos (NaCl = 250
g/L) es un problema para determinar esta variable de forma tradicional, dando valores
sobredimensionados. Ademas, como muestra la Figura 2.4, la centrifugacion de la
biomasa fue también un desafio. Al ser células muy pequefias hubo problemas de
rotura por la velocidad de giro seleccionada y/o la no decantacion de las células
(pellet).

Figura 2.4. Ejemplo de la optimizacion de la centrifugacion de Halorubrum sp. Vial
izquierdo, muestra correctamente centrifugada. Vial derecho, otras pruebas de
centrifugacion, donde el sobrenadante contintia con color rojizo tras la rotura celular.

Asi, se optimiz0, tras numerosas pruebas, que el volumen a centrifugar fuera
de 8 mL (V muestra) por duplicado a una velocidad de 3480 g por 30 min a 4°C
(OHAUS, Frontier 5816R, Parsippany, NJ, USA). Posteriormente, desechando el
sobrenadante para calcular el peso seco de cada muestra, los pellets fueron
trasladados a crisoles previamente pesados (C) y colocado en un desecador de
alimentos (CECOTEQ, VitaDry Pro, Espafia) durante 48h a 37°C para determinar el
peso seco inicial (biomasa + sales = BS). Luego, las mismas muestras, tras estar
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secas (peso constante), fueron incineradas en un horno mufla (Hobersal, HD 430
PAD, Espafa) a 550°C durante 24 h para determinar el peso seco de cenizas (sales
= S). Finalmente se determind el peso seco de la biomasa mediante la siguiente
férmula (Ec.1)

Peso seco (g/L) = (=570 (Ec. 1)

muestra

2.5. Extraccion de Poli-B-hidroxibutirato (PHB) desde Halorubrum
sp.

Las muestras fueron derivatizadas y/o metiladas segun lo descrito por Brandl
et al. (1988) con modificaciones. Para la metilacion se utilizaron 8 mL de cultivo de
Halorubrum sp. centrifugadas a 3480 g por 30 min a 4°C. Posteriormente, se elimind
el sobrenadante y el pellet fue suspendido en 2 mL de cloroformo y 2 mL de solucion
acida de metanol con acido sulfarico (15% v/iv de H2S0s4) como agente
transesterificante. Luego, las muestras fueron homogeneizadas mediante vortex
durante 1 min, para ser incubadas durante 1 hora y media a 100°C en un bafio seco.
Finalmente, las muestras se dejaron enfriar a T° ambiente y se afiadido 1 mL de agua
Milli-Q. Nuevamente se homogeneizaron las muestras y fueron centrifugadas a 690 g
durante 5 minutos para recoger la fase organica (inferior) y reservar en viales ambar
de vidrio para su posterior analisis por cromatografia de gases (GC-FID) y masas (GC-
MS).

2.6. PHB mediante Cromatografia de Gases (GC-FID)

Los extractos metilados, asi como un patrén de &cido butirico (Figura 2.5 A) en
representacion del mondmero que compone el PHB, fueron analizados mediante
cromatografia de gases (Agilent 6890N, Alemania) con detector idnico de llama (FID)
como muestra la Figura 2.5 B.

La inyeccién de la muestra fue de 1 pL en modo split de 1:100 y fue separado
a través de una columna capilar RESTEK 5MS de 30m x 0,25 mm DI x 0,25 pum de
espesor. El programa de temperatura comenz6 a 80 °C (mantenido durante 5 min) y
aumento a 350 °C a una velocidad de 5 °C/min (mantenido durante 10 min). La
temperatura del inyector fue de 270 °C, el gas portador fue helio y la velocidad de flujo
fue de 5 mL/min en modo Split 1:100.

La identificacion del monémero identificado como PHB, fue a través del tiempo
de retencién y su cuantificacion mediante la comparativa entre areas obtenidas en los
experimentos y patron junto con la cantidad (mg) de patrén metilado (~5 mg) Esto se
defini6 como concentracién de PHB (mg PHB/mI). Ademas, el contenido de PHB
(mg pHB/ g biomasa seca) fue calculado como la siguiente Ecuacién 2 y expresado
como % p/p.
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Contenido PHB (% ;) = (mg de PHB) * ( ml(CLCH3) ) * ( ml ) *100 (Ec.2)

ml ml decultivo g de biomasa seca

La productividad de PHB se calcul6 como se define como la siguiente

Ecuacion 3 (Ec. 3).

%de bioma seca

Productividad de PHB (-£) = « Contenido de PHB (Ec. 3)

tiempo de cultivo

Figura 2.5. (A) Patron usado en este TFM, Poli-B-hidroxibutirato (PHB) — Sigma-
Aldrich, (B) Cromatografo de gases Agilent 6890N con detector FID ubicado en
CIDERTA, Universidad de Huelva

2.7. PHB y otras moléculas de interés mediante Espectrometria de

Masas (GC-MS)

Las mismas muestras metiladas y analizadas por GC_FID fueron analizadas
mediante un servicio externo de analisis (CITIUS, Universidad de Sevilla Figura 2.6 A)
para corroborar la presencia de PHB, asi como para obtener informacion de otras
biomoléculas de interés que pudieran estar presentes en los extractos.

Todas las muestras fueron analizadas mediante espectrometro de masas
Thermo Scientific Q Exactive™ GC Orbitrap™ (Figura 2.6 B) equipado con una
columna DB 5MS (30 m x 0,25 mm de didmetro interior x 0,25 um de espesor de
pelicula) (Agilent, Alemania). El programa de temperatura comenzé a 80 °C
(mantenido durante 5 min) y aumenté a 350 °C a una velocidad de 5 °C/min
(mantenido durante 10 min). La temperatura del inyector fue de 270 °C, el gas portador
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fue helio y la velocidad de flujo fue de 5 mL/min en modo Split 1:100. La identificacién
de los compuestos, incluido PHB y otros acidos grasos se logré6 comparando los

espectros de masas con la NIST Mass Spectrometry Data Center (version de software
MS 2.3).

Figura 2.6. (A) Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad

de Sevilla (CITIUS), (B) QExactive-GC, Espectrémetro de Masas Hibrido
Cuadrupolo-Orbitrap usado en este TFM

2.8. Estadistica

El software Statgraphics Centurion XVIII Statistics (StatPoint Technologies,
Inc., Warrenton, VA, EE. UU.) fue empleado para el analisis estadistico y la
elaboracion de datos usando un nivel de significancia establecido en 95%. El andlisis
de varianza unidireccional (ANOVA), junto con la prueba estadistica de Tuckey, se
empled para conocer diferencias estadisticamente significativas entre los cultivos y
condiciones estudiadas para la variable concentracion de PHB.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evolucion del crecimiento de Halorubrum sp. bajo limitacion

de nitrégeno

El efecto de la limitacién de nitrégeno fue evaluado en el crecimiento de la
haloarquea Halorubrum sp. La Figura 3.1. muestra la evolucion de turbidez de los
cultivos de la haloarquea, definida como densidad 6ptica a 600nm (DO e00) respecto a
los 5 dias de ensayo de las tres condiciones propuestas para Halorubrum sp. Las
condiciones fueron: control (5g/L de extracto de levadura) y cultivos estresados E1 y
E3 (1y 3 g/L de extracto de levadura en el medio respectivamente). Como se observa
en la figura, el cultivo control llega a presentar en el dia 4 de cultivo el doble de DO
(2,1), respecto a los cultivos estresados E3 (1,3) y E1 (1,2). En el inicio del cultivo, no
obstante, no se encontraron grandes diferencias entre las tres condiciones. La
limitacién de nutrientes, en particular el nitrégeno, tiene de manera general en los
microrganismos un efecto de ralentizacién del crecimiento (Breuer et al., 2012), lo cual
explicaria la menor densidad de cultivo alcanzada en los cultivos estresados. Al final
de la experimentacion, el cultivo control muestra una resefable caida en la densidad
celular, posiblemente relacionada con el agotamiento de nutrientes esenciales como
consecuencia del sobrecrecimiento experimentado hasta el dia 4. Dicha condicion no
parece alcanzarse en los cultivos estresados debido al menor crecimiento
experimentado.

—e— CONTROL
El
E3

2.4 -

o

0 1 2 3 4 5
Tiempo (dias)

Figura 3.1. Efecto de la limitacion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno
en el crecimiento, medido como densidad o6ptica (DOeoo), de la haloarquea
Halorubrum sp. Los cultivos y toma de muestra fueron realizados por duplicado.
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La siguiente Figura 3.2 muestra la evolucion del peso seco de Halorubrum sp.
bajo las mismas condiciones estudiadas como control, E1 y E3, respectivamente.
Como es esperable, la tendencia obtenida es similar a la observada anteriormente.
Durante los tres primeros dias de crecimiento no hay diferencias entre las condiciones
ensayadas, sin embargo, el dia 4 el cultivo control duplica el peso seco en
comparacion con los cultivos con limitacion de nitrégeno (N). Pero nuevamente se
observa la importante caida en el peso seco experimentada en el dia 5 como
consecuencia del sobrecrecimiento, agotamiento de nutrientes esenciales y posible
acumulacion de sustancias de desecho toxicas para la propia biomasa. El crecimiento
celular de los cultivos estresados muestra, por el contrario, un crecimiento mas
moderado, alcanzando los maximos de peso seco en los dias 2 y 4 para las
condiciones E1 y E3. Los valores de biomasa maximos alcanzados se situan en el
entorno de 1,9y 2,4 g/L, segun la concentracion de extracto de levadura utilizada (E1
y E3, respectivamente). Hasta el momento, hay poco estudiado sobre la carencia de
N en haloarqueas y sus efectos fisiol6gicos. Sin embargo, en bacterias la limitacién o
carencia nutricional (N, fésforo, carbono, etc.) son condiciones muy usadas para
favorecer rutas metabdlicas de sintesis de moléculas de interés como los PHAs
(Anderson & Dawes, 1990; Lee, 1996).

——CONTROL
—o—E1

——[E3

Peso seco (g/L)

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Tiempo (dias)

Figura 3.2. Efecto de la limitacion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno
en el crecimiento, medido como peso seco, de la haloarquea Halorubrum sp. Los
cultivos y toma de muestra fueron realizados por duplicado.
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3.2 Efectos en el contenido de PHB de Halorubrum sp. bajo

limitacion de nitrégeno

En este apartado se presenta el efecto de la limitacion de nitrégeno en la
concentracion (mg PHB/mL, Ec. 2.) y en el contenido de PHB (% p/p, Ec. 3) de la
especie Halorubrum sp. Para realizar los calculos de ambas variables fue necesario
identificar y cuantificar el compuesto (monémero) que conforma el PHB mediante el
patrén poli-B-hidroxibutirato (PHB) de Sigma-Aldrich. La separacion se realiz6 gracias
a las técnicas de cromatografia de gases (GC-FID) y espectrometria de masas (GC-
MS), descritas en Materiales y Métodos.

De este modo, la Figura 3.3 muestra la concentracion volumétrica de PHB en
los tres primeros dias de cultivo en las condiciones definidas como control, E1 y E3.
Se observa que la limitacion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno
estimula la sintesis de PHB en Halorubrum sp. Particularmente, el tratamiento E3 fue
hasta 3,3 veces mayor que la concentracion de PHB en el control. Y el tratamiento E1
también supero en hasta 1,5 veces la concentracion de PHB control en el dia tres de
cultivo.

ECONTROL mE1 mE3
0,48 b b

b
0,40 1
0,32 a ol

0,24

PHB (mg/mL)

0,16

0,08

0,00

Tiempo (dias)

Figura 3.3. Concentracion de PHB en los cultivos control, E1 y E3. Las letras a-c
muestran la existencia de diferencias significativas utilizando la prueba ANOVAYy la
prueba HSD de Tuckey. Unidad = mg PHB/ mL extracto metilado

Estos resultados muestran cierta controversia con lo descrito para Haloferax
mediterranei, donde la utilizacion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno
no parece generar una estimulacion significativa en la produccion de PHB de cadena
corta (Lillo & Rodriguez-Valera, 1990b). Sin embargo, las diferencias existentes entre
los metabolismos de diferentes géneros y especies de haloarqueas podrian justificar
dichas diferencias. Ademas, el resto de las condiciones de cultivo empleadas también
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afectan a la sintesis de PHB, pudiendo la fuente de carbono jugar un papel importante,
ademas de la fuente de nitrégeno. Han et al. (2007)) identificaron dos genes
adyacentes, phaEHm y phaCHm, que codifican dos subunidades de la PHA sintasa
(clase 1), y los cuales son necesarios para la sintesis de PHB en Haloarcula
marismortui. Esta es un tipo de haloarquea extremadamente halofila y bajo
condiciones anaerobias, con glucosa al 2% y 2 g/L de extracto de levadura, llega a
alcanzar hasta un 21% p/p de PHB con respecto a su peso seco ( Han et al. (2007)).

Para conocer la evolucién del contenido de PHB en Halorubrum sp. versus el
crecimiento celular (DOsoo) y bajo las diferentes condiciones de cultivo, se presenta la
Figura 3.4. Dicha figura describe tanto en el cultivo control (Figura 3.4 A), E1 (Figura
3.4 B) y E3 (Figura 3.4 C) la variacion en el tiempo de la variable de crecimiento y
sintesis de PHB.

En las tres formas de cultivar, se observa la misma tendencia. Mientras hay un
crecimiento celular (turbidez) en aumento, el contenido en PHB respecto biomasa
seca disminuye. Este modelo de cinética es contraria a la descrita por Han et al. (2007)
en la especie Haloarcula hispanica, también perteneciente a la familia de las
Halobactericiae. Sin embargo, podriamos justificar nuestros resultados en base a que
Halorubrum sp. podria estar utilizando el contenido de PHB como reserva de energia
y fuente de carbono, tal y como otros autores si han descrito (Shrivastava et al., 2021;
Simo-Cabrera et al., 2021).

A
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Figura 3.4. Evolucion del contenido de PHB (% p/p) respecto a la densidad oOptica
(OD 600nm) durante los tres primeros dias de cultivos en los experimentos (A)
control (B) E1y (C) E3.

Por otro lado, como se ha descrito en Introduccion, muchos tipos de
microorganismos son capaces de sintetizar PHA de forma natural en forma de
granulos intracelulares con similares caracteristicas a los polimeros petroquimicos
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(Shrivastava et al., 2021). Este almacenamiento es considerado una de las principales
estrategias como respuesta ante el estrés que puede proporcionar dichos ambientes
extremos y, por consiguiente, un meétodo de adaptacion a las condiciones
medioambientales. De modo que, por ejemplo, una relacién de exceso de sustrato de
carbono y/o limitacién de nutrientes como el nitrégeno y el fosforo, se convierten en
condiciones de estrés que inducen la sintesis de PHA (Don et al., 2006).

En la siguiente Tabla 3.1. se realiza una comparativa del contenido de PHB,
calculado como % p/p y productividad de PHB, como principal poliéster sintetizado por
Halorubrum sp. versus otras especies descritas en literatura y crecidas bajo diferentes
fuentes de carbono. Ademas, se muestra el dato de peso seco (g/L) obtenido en cada
especie.

Tabla 3.1. Comparativa del contenido y productividad de PHB y peso seco entre cepas
de haloarqueas.

. Peso .
Especie Fuerge e T(Ig QS)O ?ge/CL(; (;leﬁ) (mg?L-d) TFI>?40Adse

CEJ-34-14 6 0,22 9,25 0,39

CEJ-5-14 Almidén 7 0,56 7,11 5,6 PHB

CEJ-48-10 5 0,55 1,42 15

H. argentinensis CGMCC1.7094 3,3 6,5 53 PHBV

H. literium Glucosa 4 2,5 2,1 13 PHB

H.trapanicumCGMCC1.2201 19 12,7 60 PHBV

Este estudio - Halorubrum sp.

Control 2,6 1,6 13

E1l Glucosa 3 3,6 24 28 PHB

E3 1,6 5,3 28

Abreviaturas: H. (Halorubrum); P (productividad de PHB). Datos obtenidos a partir de los trabajos de
Karray et al. (2021), Han et al. (2010) y el presente estudio.

Como se observa en la tabla, las especies estudiadas en el Salar Chott El Jerid,
descritas como CEJ34-14, CEJ5-14 y CEJ48-10 presentaron un contenido de PHB de
9,25;7,11;y 1,42% p/p con respecto a su biomasa seca entre los dias 5y 7 de cultivo,
respectivamente. La fuente de carbono que usaron fue almidén soluble (Karray et al.,
2021). La mayoria de las haloarqueas pueden utilizar glucosa como fuente de
carbono, siendo una de las mayores fuentes de material de reserva en eubacterias
(Fernandez-Castillo et al., 1986). Es importante destacar que el medio de cultivo
utilizado en este TFM para Halorubrum sp. se baso6 en lo descrito por Karray et al.
(2021) pero con la modificacion de la fuente carbono, pasando de almidén a glucosa
gracias a la optimizacién previa realizada en el grupo de investigacion UBM. Segun
los resultados obtenidos al tercer dia de cultivo, el contenido de PHB en Halorubrum
sp. fue de 1,6; 2,4 y 5,3% p/p para el cultivo control, E1 y E3, respectivamente. Estos
valores estan dentro del rango publicado por otros autores como Han et al. (2010) que
trabajaron con especies pertenecientes al género Halorubrum. Por tanto, la especie
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estudiada en este TFM, aislada de las Marismas del Odiel, podria ser una potencial
candidata para la produccion de PHB de cadena corta.

En la Tabla 3.1, también se muestra otra variable relevante, la productividad de
PHB. Esta se describe en Materiales y Métodos, y da informacion relevante pues tiene
en cuenta el peso seco y el tiempo de cultivo, ademas del contenido de PHB
alcanzado. Teniendo en cuenta la productividad, los valores logrados en este estudio
son mas elevados que los descritos para otras especies de interés (Karray et al., 2021)
aungue también existen otras cepas de Halorubrum sp. (Han et al., 2010) que han
mostrado valores dentro del rango de los obtenidos en este trabajo. Por otro lado, en
los cultivos estresados, E1 y E2, no se encontraron diferencias en el valor de
productividad, pero si fueron el doble de lo alcanzado en el cultivo control. Por lo que
la condicion de cultivo bajo limitacion de nitrégeno si favorecio significativamente la
productividad de PHB.

3.3 PHB y otras moléculas de interés presentes en Halorubrum sp.

El andlisis por espectrometria de masas de los extractos obtenidos en este TFM
permite evaluar el potencial de Halorubrum sp. para la produccién de dicho poliéster,
asi como la identificacién de otros posibles compuestos de interés que también
pudieran ser producidos por la haloarquea. La Figura 3.5 muestra el perfil de
compuestos presentes en las muestras control metiladas a partir de la biomasa de
Halorubrum sp.
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Figura 3.5. Cromatograma de las moléculas presentes en el extracto metilado de
Halorubrum sp. del cultivo control mediante espectrometria de masas. Se observa
la presencia del mondmero representativo de PHB (1) y otros compuestos de interés
(2-5).
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La presencia del monémero de PHB (acido 3-hidroxi-metilbutirico, etiquetado
como 1 en la Figura), no solo fue ratificada mediante cromatografia de gases con
detector FID, sino también mediante el servicio externo de espectrometria de masas,
proporcionado por la Universidad de Sevilla (CITIUS). En este servicio se pudo
separar e identificar los extractos mediante el uso de un Espectrometro de Masas
Hibrido Cuadrupolo-Orbitrap, QExactive-GC. Ademas, la cuantificacion de PHB se
llevé a cabo mediante el patron poli(R)-3-hidroxibutirico de Sigma-Aldrich descrito en
Materiales y Métodos junto con el software “NIST Mass Spectrometry Data Center”
(version de software MS 2.3). El analisis de datos fue realizado de manera remota en
CIDERTA, tras formacion del software por parte de los técnicos especialistas en
CITIUIS.

Como muestra la Figura 3.5, en el minuto 2,87 se separa el monomero
caracteristico de PHB, siendo con diferencia el pico mas elevado del cromatograma,
posiblemente debido a que el proceso de derivatizacion de las muestras fue afin a la
metilacion de PHB y no tanto a otros acidos grasos (Brandl et al., 1988). Las muestras
metiladas de Halorubrum sp. (particularmente del dia 3, donde hubo mayor contenido
de PHB) fueron analizadas por esta técnica tanto en cultivo control, E1 y E3. A modo
de ejemplo se muestra el cromatograma control, por ser representativo de las otras
dos condiciones.
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Figura 3.6. Espectro de masas del patron PHB (arriba) y muestra control (abajo)
donde se ratifica la presencia de PHB en la haloarquea mediante GC-MS.

La Figura 3.6 muestra los espectros de masas del monomero de PHB obtenidos
por el software NIST. Arriba, el espectro del patron y abajo, la molécula metilada 3-
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hidroxibutirato, del cultivo control de Halorubrum sp. Este compuesto también fue
encontrado en las muestras de estrés E1 y E3 (aportadas en anexos) con mayor
intensidad, corroborando los resultados del apartado 4.2.

La espectrometria de masas (GC-MS), tiene una mayor resolucion y precision
de masas. Es una técnica mas exhaustiva que el detector FID y confirma, nuevamente,
la presencia de PHB en Halorubrum sp. EI método de separacion fue el usado en el
GC-FID, pero su alta precision de masa -por debajo de ppm- con una alta velocidad
de adquisicion, da lugar a una calidad espectral sin igual.

Por otro lado, como se observa en la Figura 3.5, ademés de la presencia de
PHB se pudo separar otros compuestos de interés desde la especie Halorubrum sp.
La siguiente Tabla 3.2 resume los compuestos més relevantes identificados mediante
GC-MS y con mayor porcentaje de acierto segun la NIST. Estos compuestos
estuvieron presentes tanto en los cultivos control como E1 y E3, no habiendo
presencia de otras moléculas segun las condiciones de cultivos seleccionadas.

El compuesto identificado como acido levulinico (2) tiene muchas aplicaciones
industriales, tales como la cosmética, farmaceéutica y como aditivos para combustibles.
También ha sido descrita su actividad como fungicida y pesticida (Alonso et al., 2010;
Garcia-Ortiz et al., 2020). EI compuesto (3) de la Tabla 3.2, trimetil citrato, es derivado
del acido citrico, y ofrece la novedosa ventaja de tener la propiedad ser
“‘demulsionante”, es decir, permite la separacion de fracciones agua-aceite. En la
industria por ejemplo del combustible, segun reporta Shen et al. (2024), tiene alta
rentabilidad y amplia aplicabilidad en etapas descritas en dicha area. También, la
presencia del acido palmitico (C16:0) y estearico (C18:0) definidos como 4y 5 en la
Figura 4.6 y Tabla 4.1, estan presentes en la fraccion metilada de Halorubrum sp.
Estos son dos &acidos grasos saturados muy abundantes en semillas y plantas
oleaginosas (Kenar et al., 2017).

En las dltimas décadas, el palmitico tiene muchas aplicaciones, particularmente
en la industria alimentaria debido a la textura y estabilidad que ofrece en el procesado
de productos (Mancini et al., 2015). También ha sido descrito su papel en la fabricacion
de detergentes, emulsionantes, agentes humectantes, estabilizadores, resinas,
lubricantes, plastificantes, ademas de ser parte de alimentos para animales (Verhe et
al., 2004). Segun Chen et al. (2020), el éster metilico del acido estearico proporciona
neuroproteccion y mejora los resultados funcionales después de un paro cardiaco, lo
gue proporciona un papel Unico y desconocido de estos acidos grasos saturados en
la salud cerebral de los humanos.

En haloarqueas, en general, no hay mucho descrito sobre la presencia de
acidos grasos, ya que esta familia de moléculas no es muy abundante, por ejemplo,
en la membrana de las arqueas. Pero si se han detectado pequefias cantidades de
acidos grasos (C14, C16, C18) en las proteinas de la membrana de Halobacterium
salinarum (Pugh & Kates, 1994), por lo que es probable que otras especies de
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haloarqueas posean constituyentes de membrana similares porque tienen el mismo
conjunto de genes para la sintesis de novo de isoprenoides. Sin embargo, es poco lo
gue hay descrito.

Tabla 3.2. PHB y otras moléculas de interés identificadas en la fraccidbn metilada desde la
haloarquea Halorubrum sp.

. Compuesto S . Tr (M/Z) Aplicaciones y/o
Pico tentativo Sinonimo Formula (min)  M*  Propiedades Bioactivas
Acido butanoico, 3 B- o
1 hidroxi-metil éster hidroxibutirico ~ M09 287 118 - PHB - bioplasticos
2 Acido penta_cho, Ac@q CeH10s 5,16 130 Farm_a_cos, c_ombusu_ble y
4-0xo0-, metil éster Levulinico aditivos alimentarios
3 Acidocitrico, timetil ¢ o citrato  CoHO7 18,98 234 Tratamientos de
éster desorden metabdlico
Acido Acido egﬁjtlzgc?;;?:s
4 hexadecanoico, o Ci17H3402 29,48 270 " :
g Palmitico estabilizantes y/o pienso
metil éster i
en animales
5 Metil estearato ACi,d 0 CioH3802 33,30 298 Neuroprotector
Estearico '

Tr = tiempo de retencion
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

1. La condicion de cultivo bajo la limitacion de nitrégeno y la utilizacion de glucosa
como fuente de carbono favorece la sintesis PHB de cadena corta,
obteniéndose los mejores resultados en el tratamiento con mayor
concentracion de extracto de levadora (E3).

2. El PHB parece ser utilizado por Halorubrum sp. como fuente de carbono vy
energia. Es necesario, por tanto, optimizar las condiciones y medio de cultivo
con el objeto de maximizar los valores de productividad de PHB.

3. Gracias a la espectrometria de masas (GC-MS) Halorubrum sp. present6 en
su fraccibn metilada la presencia de otros compuestos de interés como los
acidos grasos palmitico (C16:0) y estearico (C18:0).

Por consiguiente, como conclusion general, los resultados aportados en este
TFM proporcionan informacién novedosa para proponer a la especie
Halorubrum sp., aislada de las Marismas del Odiel, como productora
natural de PHB y otros compuestos de interés.

PROYECCIONES FUTURAS

1. Estudiar otras variables fisico-quimicas para la acumulacién de PHB y acidos
grasos tales como limitacién de oxigeno, variabilidad en la irradiancia, y otras
fuentes de carbono determinantes para la sintesis de estos compuestos en
Halorubrum sp.

2. Optimizacion y analisis de variables que induzcan la sintesis de otros
compuestos antioxidantes como la bacterioruberina (carotenoides C50)
presente en haloarqueas.

3. Conocimiento de la prote6mica involucrada en la sintesis de PHB de
Halorubrum sp.

4. Potencial escalado de Halorubrum sp. enriquecida en PHB u otros compuestos
para una vision piloto y/o industrial
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ANEXOS

PRUEBA ANOVA Y PRUEBA HSD DE TUCKEYZ

Dia O

ANOVA Table for DIA 0 by CULTIVOS

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Between groups |0.007818 2 10.003909 25.89 0.0011
Within groups 0.000906 6 [0.000151

Total (Corr.) 0.008724 8

Method: 95.0 percent Tukey HSD

CULTIVOS |[Count |Mean |Homogeneous Groups

C 3 0.322 |X

El 3 0.377 | X

E3 3 0.39 [X

Contrast |Sig. |Difference |[+/- Limits

C-E1l *  1-0.055 0.0307851

C-E3 * 1-0.068 0.0307851

E1-E3 -0.013 0.0307851

* denotes a statistically significant difference.

Dia 1

ANOVA Table for DIA 1 by CULTIVOS

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Between groups [0.025382 2 10.012691 94.01 ]0.0000
Within groups 0.00081 6 |0.000135

Total (Corr.) 0.026192 8

Method: 95.0 percent Tukey HSD

CULTIVOS |[Count |Mean |Homogeneous Groups
C 3 0.301 |X

El 3 0.406 | X

E3 3 042 | X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

C-El1 *1-0.105 0.0291084

C-ES3 * 1-0.119 0.0291084

E1-E3 -0.014 0.0291084

* denotes a statistically significant difference.

Dia 2

ANOVA Table for DIA2 by CULTIVOS
|Source |Sum of Squares  |Df |Mean Square

|F-Ratio |P-Value |
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Between groups |0.022454 2 10.011227 886.34 [0.0000
Within groups 0.000076 6 [0.0000126667

Total (Corr.) 0.02253 8

Method: 95.0 percent Tukey HSD

CULTIVOS |[Count |Mean |Homogeneous Groups

C 3 0.263 |X

E1l 3 0.332 | X

E3 3 0.385 | X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

C-E1 *1-0.069 0.00891627

C-E3 * 1-0.122 0.00891627

E1-E3 [* [-0.053 0.00891627

* denotes a statistically significant difference.

Dia 3

ANOVA Table for DIA3 by CULTIVOS

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups |0.059864 2 10.029932 29932.00 |0.0000
Within groups 0.000006 6 |0.000001

Total (Corr.) 0.05987 8

Method: 95.0 percent Tukey HSD

CULTIVOS |Count |Mean |Homogeneous Groups
C 3 0.166 (X

E3 3 0.338 | X

El 3 034 [ X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

C-E1 *  1-0.174 0.00250525

C-E3 *  1-0.172 0.00250525

E1-E3 0.002 0.00250525

* denotes a statistically significant difference.
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ESPECTROS DE MASAS
PATRON PHB
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Hit 1 : Butanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester
CEHEH1003; MF: 833; RMF: 345; Prob 43.7%; CAS: 1487-48-8; Lib: mainlib; 1D: 10006.

100 43
0. -~ LOH
74 - T
50
o
] 57
o 103
i O
117
04 I“Jl I'"IIII'I'I:I'II'I'"I.:"!r"‘t""I""I""I'"'I""I""I""I""I
40 B0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 280 280

Hit 2 : Butanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester
CAH1003; MF: 832; RMF: 838; Prob 43.7%; CAS: 1487-48-8; Lib: replib; 1D: 2345.
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Hit 1 : Butanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester
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Hit 2 : Butanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester, (S5)-
CHH1003; MF: 742; RMF: 837; Prob 34.8%; CAS: 53582-86-0; Lib: replib; ID: 3218.
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Unknown; InLib=-186
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(Text File) 240416_DB_S5MS_C3_ZA_FS#1092-180 RT: 2.87-2.90 AV: 8 5B: 1 33.19 [in-scurce]

u_

Mame: 240416_DB_SMS_C3_2A_FS5#182-199 RT: 2.87-2.80 AV:85B: 1 3318
MW : MNIA ID#E: 234 DB: Text File
Comment T: FTMS + p El Full ms [30.0000-850_0000]
Spectrum type: in-source
10 largest peaks:
43 gD 00| T4 216.00| 45 212.00| 103 148.00| 71 104.00 |
61 682.00| &Y 5500 42 5400 &85 4500| 44 31.00|
80 miz Walues and Intensities:
31 13.00] 32 i00] 33 1600| 34 200]| 37 1.00 |
3 200|] 32 1500 40 200 41 26.00| 42 54.00]|
43 o000 44 3100| 45 21200| 46 G600 48 4.00 |
49 1.00] &0 200 55 1.00] 58 ion] &7 2.00|
5% 5.00| 5o B.OD| &1 62.00| &2 1.00] 64 1.00 |
B5 100 68 600) &8 200| &8 1500| 7O 1.00 |
711400 72 80D V3 400 T4 21600 T5 1500|
TG 1.00] 7T i00] 78 200| T8 300| 82 200)|
B3 200| &5 4500 86 200| &7 5500 88 2.00 |
E@ 1.00] 85 180O0| @9& 200| &7 100 &5 14.00]
100 11.00] 101 200 103 14600 104 GOD| 1D5 1.00 |
117 11.00] 118 1.00] 119 100 133 200]| 135 1.00 |
147 3.00] 148 200| 151 1.00] 177 ioo] 181 2.00 |
183 2.00] 204 1.00| 207 B.OD| 208 i00] 208  2.00|
217 1.00] 221 2.00] 225 1.00| 265 100] 2687 1.00 |
281 2.00] 283 1.00] 327 1.00] 341 100] 355 1.00 |
Synocnyms:
na SYNonyms.
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Hit 1 : Butanoic acid. 3-hydroxy-, methyl ester, (S}

CEHH1003; MF: 807; RMF: 240; Prob 32.6%; CAS: 53562-86-0; Lib: replib; ID: 3218,
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(replib) Butanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester, (5)-
OH o]
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