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Introducción 

Los Polihidroxialcanoatos (PHAs), son poliésteres 

biodegradables que se acumulan a manera de inclusiones 

citoplasmáticas (carbonosomas) en una amplia variedad de 

géneros bacterianos1. Debido a sus propiedades físico-químicas, 

este biomaterial presenta distintas aplicaciones en áreas como 

medicina, industria y agricultura2. 

 El interés biotecnológico de los PHAs ha dado lugar a la 

bioprospección y selección de cepas bacterianas con el potencial 

de acumular estas inclusiones bajo diversos sustratos como 

fuentes de carbono3. Actualmente se ha considerado a la 

microscopia confocal como una técnica novedosa para la 

observación de la síntesis de PHAs4, así como el potencial de 

esta técnica para dilucidar el número y estructura de los gránulos 

sintetizados5.  

 El objetivo del presente proyecto fue evaluar la producción de 

PHAs producido por una cepa bacteriana del género Bacillus 

mediante una tinción lipofílica y microscopía confocal.  

 

Metodología 

 
 100 µL (108 UFC/mL) de una suspensión de esporas de 

Bacillus sp. fueron inoculados en un medio de cultivo 

modificado con un exceso de fuente de carbono, dicho inoculo se 

incubo a 30º C, con una agitación de 150 rpm durante 24, 48 y 72 

horas. Posteriormente se realizaron fijaciones en calor en un 

portaobjetos, dicha fijación se sometió a una tinción con azul de 

Nilo 1% y se añadió agarosa al 2% como medio de montaje.  

 Las observaciones se llevaron a cabo en un microscopio 

confocal de barrido invertido SP8 DMI8 (Leica) con emisión de 

570 nm, ganancia de 780. Las imágenes fueron tomadas en corte 

xyz, resolución de 8192 x 8192. 

 

Resultados y discusión 

 
 Bacillus sp. presento acumulaciones internas a los diferentes 

tiempos de incubación, siendo las 48 horas donde se encuentra 

una mayor presencia. Estos carbonosomas fueron observados 

como una coloración rojiza debido a la excitación del colorante 

azul de Nilo bajo el láser del microscopio confocal (Fig. 1). 

 Debido a la estructura química de tipo ácido graso de los 

PHAs, estos pueden ser observados cuando se tiñen con 

colorantes lipofílicos como el azul o rojo de Nilo bajo 

microscopía confocal. Esta microscopía es considerada como una 

herramienta novedosa para la selección de bacterias con 

capacidad de acumular carbonosomas y la edad del cultivo a la 

que estos se presentan en mayor medida4.  

 

 
 

Fig. 1. Micrografía confocal (100 x) del polímero acumulado por 

Bacillus sp. a 48 horas de incubación. 

 

Conclusiones 

 
 Las tinciones con colorantes lipofílicos y la microscopía 

confocal son herramientas útiles en la selección de cepas 

bacterianas con capacidad de acumular Polihidroxialcanoatos y 

la edad del cultivo a la que estas inclusiones tienen mayor 

presencia en la célula bacteriana. 
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