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SCREENING, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THERMOPHILIC ANAEROBIC
BACTERIA AS ETHANOL PRODUCERS

ABSTRACT

Thermophilic anaerobic bacteria are able to produce ethanol as the main fermentation product from all
utilizable hexoses, di- and polysaccharides, as well as from various pentoses. They also have some
process advantages due to high growth temperatures, such as easier product recovery, minimized
contamination risk, lower costs of pumping and stirring and no aeration and cooling problems. However,
there are few efficient thermophilic anaerobic strains. Even though this process is a hope to face up the
energy crisis all over the world.

The aim of this research was to screen, isolate and identify thermophilic anaerobic microorganisms as
ethanol producers from agro-industrial residues and simple substrates. From 27 consortia, the consortium
B was selected as the best ethanol producer. The culture conditions were optimized through factorial
designs determining nitrogen source and concentration (1 g/L urea) and Carbon: Nitrogen ratio (12.8 g:

19).

Due to the low ethanol production by the consortium B, bacterial strains were isolated from it. Eight
strains were recovered and strain 45B was the best ethanol producer. Mass balances, Kinetics and yields
were determined based on products formation and substrate consumption. Ethanol was the major respect
to other by-products with a yield of 0,38 g/ g a-D xylose consumed. The ethanol yield enhanced when
other substrates were fermented, being comparable with conventional processes of ethanol production
using yeast and other bacterial strains. Strain 45B was characterized and identified by sequencing the 16S
rDNA gene.

The strain 45B has a homology of 99.1% with Caloramator viterbiensis. Due to its morphologic and
biochemical features, it is proposed as a novel strain able to produce ethanol from a wide spectrum of
substrates under thermophilic anaerobic conditions.

Keywords: Ethanol, anaerobic thermophilic bacteria, Caloramator spp.



SELECCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
ANAEROBIOS TERMOFILOS PRODUCTORES DE ETANOL

RESUMEN

Las bacterias termdfilas anaerobias son capaces de producir etanol como principal producto de
fermentacion a partir de un amplio espectro de substratos, como hexosas, di- y polisacaridos y varias
pentosas. Existen muchas ventajas de llevar a cabo fermentaciones a elevadas temperaturas sin necesidad
de aereacién y enfriamiento, entre ellas, la remocién constante de etanol y el bajo riesgo de
contaminacién. Sin embargo, son muy pocas las bacterias termdfilas anaerobias eficientes, aun asi este
proceso es una esperanza ante la crisis mundial de energia.

El objetivo de esta investigacién fue seleccionar, aislar e identificar microorganismos termdfilos
anaerobios productores de etanol partiendo de la utilizacion de residuos agroindustriales y substratos
simples. A partir de 27 consorcios, se selecciond el consorcio B por su rendimiento en la produccién de
etanol. Se optimizaron condiciones de cultivo mediante disefios factoriales, determinando, fuente y
concentracién de nitrégeno (1 g/L urea) y proporcion Carbono: Nitrogeno (12.8g: 19).

Debido a la baja produccion de etanol del consorcio B, se aislaron cepas bacterianas del mismo. Ocho
cepas fueron recuperadas, siendo la cepa 45B la mejor productora de etanol. Se establecieron balances de
masas, cinéticas y rendimientos en funcion a la formacién de productos y consumo de substrato. Etanol
fue el producto mayoritario respecto a otros (&cidos organicos, etc) con un rendimiento de 0.38 g / g de a-
D xilosa consumida. El rendimiento de la produccién de etanol mejord cuando otros substratos fueron
fermentados, siendo comparable al obtenido por vias convencionales con levaduras y bacterias. La cepa
45B fue caracterizada e identificada mediante la secuenciacion del gen 16S ADNT.

La cepa 45B tuvo 99.1% de homologia con Caloramator viterbiensis, por sus caracteristicas morfologicas
y bioguimicas se la propone como una nueva especie, con potencial de producir etanol, bajo condiciones
anaerobias termofilas, a partir de un amplio espectro de substratos.

Palabras clave: Etanol, bacterias anaerobias terméfilas, Caloramator spp.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El incremento en el costo del petrdleo junto al aumento en la dependencia de la importacién del mismo,
proporciona una oportunidad a la biotecnologia para la produccion de biocombustibles y productos
quimicos de valor agregado, haciendo de ésta econémicamente competitiva y factible debido al desarrollo
de nuevas tecnologias que permiten el reemplazo de los combustibles de automotores basados en el
petréleo y los petroquimicos, y el abastecimiento de energia a partir de recursos sostenibles y renovables
como las plantas, los materiales derivados de plantas y los residuos de las mismas (Jarboe L.R., et al.
2007).

Alrededor de todo el mundo, numerosos simposios y convenciones son llevados a cabo, con el propoésito
fundamental de discutir la llamada “Crisis de energia” donde muchas nuevas ideas Yy conceptos para
mejorar los procesos de conversion de energia son discutidos. Alternativas al uso de combustibles
derivados del petr6leo son requeridas para reducir la dependencia mundial en el uso de estos recursos no
renovables. El etanol, a partir de biomasa con alto contenido de celulosa y hemicelulosa muestra una
especial atencion como posible substituto del petréleo y sus derivados (Naotaka K. et al., 1986).

El bioetanol es uno de los mas importantes combustibles renovables que contribuye a la reduccién del
impacto ambiental negativo generado a traves de la utilizacion mundial del petréleo como combustible.
Aunque la produccién de etanol se lleva a cabo por un proceso complicado, la transformacién de recursos
biolégicos como los cultivos energéticos (cafia de azlcar, maiz y otros) o el material lignocelulésico
requiere el acondicionamiento o pretratamiento de la materia prima para su conversion a etanol con el uso
de los microorganismos fermentativos (Cardona C., et al. 2007).

La produccion de etanol a partir de los residuos agricolas y forestales, residuos sélidos municipales,
cultivos energéticos y otras formas de material lignoceluldsico, puede sostener la produccién de energia,
reducir los déficits de produccion, disminuir la contaminacion urbana del aire contribuyendo a reducir la
red de acumulacion de dioxido de carbono en la atmosfera (Wyman, C., et al. 1994).

Debido a la alta productividad y tolerancia al etanol, algunas levaduras y bacterias tales como Zymomonas
sp., son los microorganismos comunmente usados en la produccion industrial de etanol. Sin embargo,
estos microorganismos fermentan un reducido ndmero de substratos. Recientemente, bacterias
etanologénicas de caracteristica extremdfila son estudiadas como una alternativa al uso de levaduras. La
elevada temperatura empleada para su crecimiento ofrece muchas ventajas al proceso, tales como la
facilidad con la que se recupera el producto, el amplio espectro respecto al consumo de substratos que
permite la utilizacion de fuentes de carbono baratas disponibles en la agricultura, residuos forestales y
municipales (Wyman, C., et al. 1994).

Como la produccion industrial de etanol es dependiente de la actividad microbiana, particularmente de las
levaduras, reacciones metabolicas exotérmicas son producidas, conduciendo de esta manera al incremento
en la temperatura del proceso y reduciendo a su vez la productividad de etanol. Otra principal desventaja
del proceso de fermentacion etandlica con el uso de levaduras, es su necesidad de aireacion, que a su vez
conduce al incremento de biomasa y decremento en la productividad de etanol (Sree, K. et al. 2000).

Carla Fabiana Crespo Melgar



Instituto de Investigaciones Fdrmaco Bioquimicas

En este sentido y por las grandes desventajas de los sistemas de produccion de etanol, mencionadas
anteriormente, recibe considerable atencion el uso potencial de bacterias anaerobias terméfilas como
sistemas de produccidon de etanol y su aplicacion tiene la principal ventaja de llevar a cabo la
fermentacion etandlica de diversos substratos, sin necesidad de aireacién a elevadas temperaturas, lo cual,
permite la remocion constante del producto disminuyendo asi los costos de produccion. Sin embargo, es
dificil hallar bacterias anaerobias termofilas apropiadas, las cuales produzcan etanol eficientemente. En el
presente trabajo se describe la seleccion, el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de bacterias
anaerobias termofilas con potencial uso en la produccion de etanol, aunque estos sistemas son nuevas
alternativas de produccion, el conocimiento de los mismos es todavia reducido, aun asi este proceso es
una esperanza para resolver la crisis de energia en el futuro.

Carla Fabiana Crespo Melgar
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CAPITULO II. ANTECEDENTES

La conversion de glucosa a etanol ha sido muy bien estudiada, el proceso de fermentacion etandlica
realizada por el hombre es una de las méas antiguas y simples aplicaciones de los microorganismos
(Génesis 1: 21), pero la demanda de industrializacion es creciente, el incremento en el uso de recursos
energéticos y las consideraciones econdmicas a las que conllevan, reflejan problemas en la produccion
industrial de grandes cantidades de etanol (Ahring B., et al. 1999).

La utilizacion de lignocelulosa a partir de biomasa vegetal, representa un importante recurso disponible
para la produccion de energia y diversos compuestos quimicos de valor agregado (Coughlan, M.P., et al.
1992). La conversion de materiales vegetales crudos (plantas, productos derivados de plantas y residuos)
en etanol como biocombustible, es una atractiva alternativa para el abastecimiento de combustibles. Hoy
en dia, la conversion de la fraccion celuldsica del material lignocelulésico a etanol, produce pocos
problemas técnicos y microbiolégicos, contrariamente a lo establecido con la conversion de
hemicelulosas (Hahn-Hagerdal, B., et al. 1991 y 1993).

Aunque numerosos estudios han sido realizados, la mayoria de ellos involucran una produccién de etanol
a partir de la fermentacion de recursos bioldgicos, en los que pocas especies entre las cuales, levaduras,
hongos y bacterias convierten material lignocelulésico en etanol, con un satisfactorio rendimiento y
productividad. Cultivos enriquecidos de bacterias terméfilas anaerobias fueron estudiados en cuanto a su
capacidad productora de etanol, y muchas bacterias noveles fueron aisladas con este fin (Ahring B., et al.
1999).

Las bacterias anaerobias termofilas estudiadas por su potencial en la produccién de etanol (Cook, G.M., et
al. 1994) han sido clasificadas, y fueron identificadas especies bacterianas tales como:
Thermoanaerobacter ethanolicus (Wiegel, J., et al. 1981 y Kannan, V., et al. 1985). Clostridium
thermocellum (Viljoen, J.A., et al. 1926; McBee, R.H.1954; Ng, T.K., Ben-Bassat, A. et al. 1981),
Clostridium thermohydrosulfuricum (Wiegel, J., et al. 1979; Donmez, S., et al. 1992) (reclasificado como
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus) (Lee, Y., et al. 1993), Thermoanaerobium brockii ( Zeikus,
J.G., etal. 1979; Ben-Bassat, A., et al. 1981) (reclasificado como Thermoanaerobacter brockii) (Lee, Y.,
et al. 1993), Clostridium thermosaccharolyticum (McClung, L.S. 1935; Mistry, F., et al. 1989)
(reclasificado como Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum) (Collins, M.D., et al. 1994) y
Thermoanaerobacterium saccharolyticum B6A (Weimer, P.J. 1985; Lee, Y., et al. 1993). La mayor
ventaja del uso de los microorganismos mencionados anteriormente en la produccion de etanol es su
habilidad de convertir una variedad de carbohidratos propios del material lignocelulésico a etanol
(Sommer P., et al. 2004).
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CAPITULO IIL. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

111.1.  Justificacion

Con la inevitable deplecion del abastecimiento de energia mundial, es creciente el interés por la blsqueda
de nuevas fuentes alternativas de energia (Zaldivar, J. et al. 2001). El etanol es un importante quimico
industrial con un emergente potencial como biocombustible de reemplazo a los combustibles fosiles
(Avci, A., et al. 2006). Adicionalmente, el etanol posee baja reactividad fotoquimica en la atmdsfera,
reduciendo su impacto en la formacién de ozono, tiene menor efecto contaminante y su impacto
ambiental no es significativo, comparado al combustible fésil (Stephanopoulus, G., et al. 1991).
Actualmente, el etanol es el Gnico combustible renovable que es producido en cantidades comerciales,
pero su demanda se incrementa cada vez mas, debido al interés econémico y ambiental (Bruce, W.,
2008). Por esta razon, se ha incrementado la necesidad de utilizar materiales crudos alternativos, en
adicion al maiz y la cafia de azlcar, los cuales hoy en dia, son el recurso primario para la produccién de
etanol (Avci, A., et al. 2006).

Asi mismo, los elementos dominantes en el costo de produccion de etanol son: la disponibilidad de
substratos, y la tecnologia de procesamiento de los mismos. La produccién de etanol a partir de residuos
forestales y agricolas, residuos organicos municipales sélidos, cultivos energéticos y otras de formas de
material lignoceluldsico, podria contribuir al abastecimiento de energia, reducir déficits de produccidn, y
disminuir la contaminacion ambiental, evitando la acumulacién de didxido de carbono en la atmdsfera
(Wyman, C., et al. 1994).

Las fermentaciones microbianas ofrecen una atractiva alternativa para la produccion sostenible de
energia. Durante la fermentacion se pueden utilizar varios tipos de material lignocelulésico o residuos
organicos para producir compuestos energéticos, tales como etanol, metano, butanol e hidrdgeno
(Claassen et al. 1999; Zeikus, 1980).

La completa utilizacion del substrato es uno de los prerequisitos, para demostrar que el proceso de
produccion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos, es economicamente competitivo (Galbe, M.y
Zacchi, G., 2002). Esto significa que todos los tipos de carbohidratos de la celulosa y hemicelulosas,
deben ser convertidos a etanol, y que los microorganismos utilizados lleven a cabo esta conversion
eficientemente.

Historicamente, el microorganismo mas utilizado en el proceso convencional de fermentacion etandlica es
Saccharomyces cerevisiae, sin embargo, muchas bacterias, levaduras y hongos han sido reportados por su
potencial de producir etanol (Lin, Y., 2006). Las bacterias anaerobias terméfilas han sido sugeridas como
microorganismos alternativos para la produccion de etanol a partir de materiales lignoceluldsicos, debido
a su habilidad de metabolizar naturalmente ambos carbohidratos (hexosas y pentosas), encontrados en el
material lignocelulésico (Lynd, L., 1989).
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El uso de estos microorganismos tiene ventajas potenciales asociadas con la produccién de etanol a
temperaturas elevadas, incluyendo altas velocidades de bioconversion, conduciendo a la reduccién en
tiempos de fermentacion. A elevadas temperaturas la solubilidad de oxigeno y otros gases decrece,
favoreciendo el mantenimiento de condiciones anaerobias a largo plazo. Existe una mejor disponibilidad
de substrato debido al incremento de su solubilidad por efecto de la temperatura. La viscosidad del medio
de fermentacion decrece a elevadas temperaturas, por tanto, la energia requerida para su agitacion seria
minimizada. Ademas, existe bajo riesgo de contaminacion y recuperacion facilitada de producto a
elevadas temperaturas (Wiegel, 1980 y Lynd, 1989).

En el proceso convencional de fermentacion etandlica, comunmente se producen reacciones metabdlicas
exotérmicas, que conducen al incremento en la temperatura del proceso, reduciendo la productividad del
mismo; con el uso de microorganismos anaerobios termoéfilos se puede aprovechar este incremento de
temperatura, para minimizar el uso de energia adicional requerida en el proceso, esto llevado a cabo sin
afectar el rendimiento en la produccion de etanol (Wiegel, 1980).

Existen muchas ventajas que demuestran el potencial de las bacterias anaerobias terméfilas para la
produccidn de etanol, pero estos microorganismos tambien poseen grandes desventajas, y una de ellas es
la formacion de multiples productos finales en adicion al etanol, como otros alcoholes, acidos orgéanicos y
una mezcla de gases. Sin embargo, muchos estudios confirman la disposicién de éstos microorganismos y
su amplia distribucion en fuentes naturales. Debido a esto, éste tipo de microorganismos son sujetos a un
exhaustivo trabajo de seleccién por via natural o ingenieria genética y son una alternativa para la solucion
a la crisis mundial de energia (Lin, Y., 2006).

Por las anteriormente explicadas, el presente proyecto de investigacion pretende contribuir al proceso de
biorremediacién a través de la fermentacion etandlica de residuos agroindustriales, mediante el empleo de
microorganismos termoéfilos anaerobios, propios de zonas geotérmicas del altiplano boliviano. La
finalidad fundamental es la seleccién, aislamiento e identificacion de bacterias potenciales en la
produccidn de etanol, para posteriormente establecer un sistema eficaz de produccién del mismo.

En este sentido, se estudiaron bacterias termofilas anaerobias capaces de crecer, metabolizar residuos
agroindustriales y producir etanol a una temperatura extrema de 60 °C. Dichas bacterias fueron estudiadas
mediante técnicas de adaptacion, seleccion y aislamiento a condiciones extremas de temperatura, en
sistemas de cultivo batch. De igual manera, se estudié el potencial de consorcios microbianos productores
de etanol y se identifico el microorganismo responsable de la produccién de etanol, mediante la
aplicacion de técnicas de biologia molecular, contribuyendo asi a la identificacion de la diversidad
microbiana de Bolivia.
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Objetivos de la investigacion

111.2.1. Objetivo general

Seleccionar, aislar e identificar microorganismos anaerobios terméfilos productores de etanal,
realizando fermentaciones con residuos agroindustriales y substratos definidos presentes en el
material lignocelulésico.

111.2.2. Objetivos especificos

Realizar una seleccion primaria y secundaria de microorganismos anaerobios termofilos
productores de etanol, mediante la fermentacion de residuos agroindustriales y substratos
definidos.

Determinar un balance de masas de los diferentes productos del metabolismo fermentativo
considerando el rendimiento en la produccion de los mismos, por el consorcio microbiano con
mejor capacidad productora de etanol.

Optimizar la produccién de etanol del consorcio B mediante la aplicacién de disefios factoriales,
estableciendo condiciones adecuadas de cultivo como son: tipo de fuente de nitrgeno,
concentracién de nitrogeno y proporcién Carbono : Nitrégeno.

Seleccionar y aislar cepas bacterianas productoras de etanol, utilizando técnicas de anaerobiosis
de roll-tube y cultivo bifasico a partir del consorcio microbiano B.

Optimizar la produccion de etanol mediante la privacion de fuente de nitrégeno, determinando el
balance de masas, las cinéticas de crecimiento y produccion, y rendimientos de la produccion de
etanol en funcion a la formacién de biomasa y el consumo de substrato, en cultivos batch de la
cepa 45B.

Determinar el incremento en la produccion de etanol respecto al consumo de diferentes
substratos, estableciendo el balance de masas, las cinéticas de crecimiento y produccion, y
rendimientos de la produccion de etanol en funcion a la formacién de biomasa y el consumo de
substrato en cultivos batch.

Identificar la cepa 45B productora de etanol, a través de la secuenciacion del gen 16S ADNr y
comparar el grado de homologia mediante el alineamiento del gen con secuencias homologas de
cepas tipificadas.

Caracterizar mediante pruebas bioquimicas y estudios de morfologia macro y microscépica la
cepa 45B.
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CAPITULO IV. EXTREMOFILOS
1V.1. Extremofilos en los limites de la vida

Los extremdfilos procariotas fueron los primeros representantes de la vida en la tierra y son los
responsables de la génesis de estructuras geoldgicas durante la evolucién y la creacion de todos los
ecosistemas actualmente conocidos, ya que la vida microbiana no se halla limitada a ambientes
especificos (Van den Burg, B., 2003).

Las comunidades microbianas se encuentran en las condiciones mas diversas, incluyendo ambientes
extremos de temperatura, presion, salinidad y pH. La flexibilidad de su genoma permiti6é probablemente
que la vida se adaptara a una amplia gama de ambientes extremos. Consecuentemente, la diversidad
procariética moderna clasificada en base a factores fisicoquimicos que establecen condiciones de
crecimiento agrupan especies microbianas como: termdfilas, psicrofilas, acidofilas, alkalofilas, haldfilas,
bardfilas y radioresistentes. Esta sistematica artificial no puede reflejar las acciones multiples de diversos
factores ambientales puesto que un microorganismo podria reunir caracteristicas de varios extremo-
grupos (Gomes, J., et al. 2004).

Hoy en dia se espera que los extremofilos desempefien un papel predominante en la industria en el futuro
cercano. La biotecnologia de extreméfilos todavia no se halla muy establecida pero su desarrollo rapido
asegura implicaciones que alcanzan importantes aplicaciones. La tabla 1, resume algunos usos y
productos importantes de la biotecnologia, derivados de los extreméfilos.
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Tabla 1. Aplicaciones biotecnolégicas del los extreméfilos (Schiraldi, Ch., et al. 2002)

Microorganismos

Enzimas y compuestos endégenos

Aplicaciones y productos

Termofilos
(50-110°C)

Psicrofilos
(5-20°C)

Acidofilos (pH<2)

Alkaléfilos (pH>9)

Halofilos
(3-20% de sal)

Carla Fabiana Crespo Melgar

Amilasas

Xilanasas

Proteasas

Celulasas
ADN-polimerasas
Proteasas neutrales

Amilasas

Lipasas

Acidos grasos poli-insaturados

Ice-proteina
Oxidacion del azufre
Proteasas
Amilasas
Lipasas
Ciclodextrinas
Antibidticos
Caroteno
Glicerol
Solutos compatibles

Membranas

Glucosa y fructosa como edulcorantes

Blanqueamiento del papel

Produccion de aminoacidos, procesamiento

de alimentos, industria de bebidas y
detergentes, etc.

Glucosa para la produccion de etanol

Ingenieria genética

Maduracién del queso y productos lacteos

Detergentes
Industria farmacéutica
Nieve artificial

Biorremediacién

Detergentes
Estabilizacion de substancias volatiles
Industria farmacéutica
Industria alimenticia
Industria farmacéutica
Industria farmacéutica

Surfactantes
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IV.2. Ecologiay hébitats de los extremofilos

El crecimiento y la supervivencia de todos los organismos vivos son controlados por una variedad de
factores fisicos y quimicos, bidticos y abidticos. Los microorganismos extreméfilos son aquellos capaces
de crecer y cumplir todas sus funciones metabélicas en ambientes extremos. Para definir un ambiente
extremo, se debe definir el ambiente no-extremo o normal. No hay definiciones determinantes de un
ambiente normal, pero se puede asumir que hay un consenso general sobre algunos de los factores fisicos
y quimicos mas importantes. En este sentido, un ambiente normal se halla en rangos de temperatura de 4 a
40°C, pH 5 a 8.5 y tiene una salinidad promedio del 0.9% (Gomes, J., et al. 2004).

Un microorganismo extremofilo es aquel que vive fuera de un ambiente normal, sin embargo, esta
definicion no es muy adecuada, debido a que existen muchos microorganismos que pueden sobrevivir
fuera de un ambiente normal aunque sus condiciones 6ptimas de crecimiento se hallen dentro de éste. Un
extremofilo, por lo tanto, es considerado como un organismo cuyas condiciones dptimas de crecimiento
se encuentran fuera de aquellas que constituyen un ambiente normal, mas alld de ambientes normales
existe una diversidad de especies que soportan la tension ambiental (Gomes J., et al. 2004).

Existen varios factores bidticos que determinan el crecimiento de extremdfilos, pero los mas importantes
son probablemente las fuentes alimenticias y de energia que el organismo puede utilizar, la disponibilidad
de estas fuentes y los mecanismos bioquimicos que los extremoéfilos poseen (Schiraldi, Ch., et al. 2002).

1V.3. Efecto de la temperatura en el crecimiento

La temperatura es el factor ambiental mas importante que afecta el crecimiento y la sobrevivencia de los
microorganismos. Los microorganismos son incapaces de crecer a temperaturas demasiado elevadas o
bajas, pero los valores absolutos maximos o minimos de temperatura varian enormemente entre diversos
géneros y especies de microorganismos, y son usualmente un reflejo del rango y el promedio de
temperatura de sus habitats (Madigan, M., et al. 2000).

La temperatura afecta organismos vivientes de dos maneras diferentes: cuando la temperatura se
incrementa, se producen reacciones quimicas y enzimaticas a mayor velocidad y, por tanto, el crecimiento
se incrementa rapidamente. Sin embargo, por encima de cierta temperatura, proteinas, acidos nucleicos y
otros componentes celulares pueden ser afectados irreversiblemente. Es asi que, cuando la temperatura se
incrementa en un rango dado, el crecimiento y la funcion metabdlica son incrementados tambien, hasta
cierto punto en el que se producen reacciones de inactivacion y la funcion celular cae drasticamente a
cero. Por tanto, para cada microorganismo existe una temperatura minima, por debajo de la cual no se
produce crecimiento. Una temperatura dptima, a la cual el crecimiento es mas rapido y una temperatura
maxima, sobre la cual el crecimiento no es posible. La temperatura 6ptima es siempre mas cercana a la
temperatura maxima que a la minima. Estas tres temperaturas son llamadas temperaturas cardinales
(Figura 1) y generalmente son caracteristicas de cada tipo de microorganismo, pero no son
completamente definidas, debido a que pueden ser modificadas por otros factores ambientales, en
particular la composicién del medio de cultivo (Madigan, M., et al. 2000).
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Figura 1. Efecto de la temperatura en la velocidad de crecimiento y consecuencias
moleculares para la célula (Madigan, M., et al. 2000).

La temperatura de crecimiento maxima de un microorganismo dado, a menudo refleja la inactivacién de
una 0 mas proteinas claves en la célula. Sin embargo, los factores que controlan la temperatura minima de
crecimiento de un microorganismo no estan claros en la actualidad. La membrana citoplasmética debe
hallarse en un estado fluido para su funcionamiento apropiado, probablemente a una temperatura
demasiado baja se produce un congelamiento de la membrana citoplasmaética y las funciones de transporte
de nutrientes o formacién del gradiente de protones no son llevadas a cabo apropiadamente. Esta
explicacion es soportada por experimentos en los cuales la temperatura minima para un microorganismo
es alterada en cierto grado por ajustes en la composicion lipidica de la membrana (Konings, W., 2006).
Esto es observado también en las temperaturas cardinales de diferentes microorganismos que difieren
ampliamente, algunos microorganismos tienen una temperatura optima tan baja como 4 °C y otros tan alta
como 100 °C (Madigan, M., et al. 2000).

El rango de temperatura en el cual ocurre el crecimiento es incluso mucho méas amplio que el mencionado
anteriormente, y varia desde temperaturas menores al punto de congelacion del agua hasta temperaturas
mayores al punto de ebullicién del agua. Sin embargo ningn microorganismo puede crecer en todos los
rangos de temperatura, y el rango usual para un microorganismo dado se halla alrededor de 30 °C, aunque
algunos tienen un rango mas amplio que otros (Madigan, M., et al., 2000).
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1V.3.1. Clasificacion de microorganismos de acuerdo a su temperatura 6ptima de crecimiento

Aunque existe una gran variedad de microorganismos, desde aquellos con muy baja temperatura 6ptima,
hasta aquellos con una temperatura 6ptima muy elevada, es posible clasificarlos en cuatro grandes grupos
en base a su temperatura dptima de crecimiento (Figura 2):

Psicrofilos, con temperatura 6ptima baja (4°C a 10°C),

Mesofilos, con temperaturas éptimas en el rango medio (10°C a 45°C),
Termofilos con temperatura 6ptima alta (50°C a 65°C),
Hipertermdfilos con temperatura dptima muy elevada (>70°C).

Los mesofilos se encuentran en animales de sangre caliente, en ambientes acuaticos y terrestres a
diferentes latitudes; los psicrofilos y termdéfilos son encontrados en ambientes inusualmente frios o
calientes, respectivamente; los hiperterméfilos son encontrados en ambientes extremadamente calientes,
tales como lagunas termales, géiseres y agujeros profundos hidrotermales (Madigan, M., et al., 2000).

Thermophile .| "
Example: Hyperthermophile REYPISUIHER
Bacillus stearothermophilus Example: Example: :
Mesophile Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
Example: 60° .
o Escherichia coli 88’ / 106"
©
£ 39
g
<]
O
Psychrophile
Example:
Polaromonas vacuolata
&
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120
Temperature (°C)
Figura 2. Relacion entre la temperatura y la velocidad de crecimiento de un tipico psicréfilo,

mesofilo, termofilo e hipertermdfilo (Extractado de Madigan, M., et al., 2000).
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1V.3.2. Diversidad microbiana a elevadas temperaturas

La diversidad de especies que existen en un determinado habitat es una consecuencia de la relacién entre
los organismos y el ambiente. Actualmente existe un gran interés por el estudio de la biodiversidad de los
ambientes extremos, con el fin de determinar cudles son las caracteristicas peculiares que permiten a estos
microorganismos sobrevivir y qué papel tienen en los ciclos de la naturaleza (Schiraldi, Ch., et al. 2002).

El estudio de los microorganismos del agua comenzé en el siglo XIX, siendo su principal objeto las
bacterias patdgenas, con el fin de controlar las enfermedades trasmitidas por este medio. En los Gltimos
afios se han descrito varios tipos de comunidades microbianas en diferentes manantiales calientes (Ward,
D., et al. 1998) y se han aislado un gran nimero de nuevas bacterias terméfilas (Stetter, K., et al. 1996).
Estos aspectos generales se han incrementado con estudios sobre la aplicacion de estos microorganismos
en la biotecnologia, un ejemplo de ello es la resistencia al calor de enzimas provenientes de térmofilos
como la polimerasa utilizada en la técnica PCR obtenida de una bacteria termoéfila, Thermus aquaticus
(De laRosa, M., et al. 2000).

Una hipotesis muy sugestiva es que sean posibles antecesores del ser humano, ya que se considera que las
primeras formas de vida de la Tierra hace 3 500 millones de afios, fueron los microorganismos
hiperterméfilos anaerobios (Arqueas) (Miller, S., et al. 1995; Madigan, M., et al. 2000).

1VV.4. Ambientes termales

La vida microbiana se desarrolla en ambientes con elevada temperatura e incluso a temperaturas
superiores al punto de ebullicion del agua. Sobre los 45 °C de temperatura solo sobreviven formas de vida
procariota, pero incluso a este nivel, existe una gran diversidad de bacterias y arqueas. Por consiguiente,
las temperaturas debajo de este limite extremo, son comunes en la naturaleza y los microorganismos que
alcanzan su crecimiento éptimo debajo de este rango son también muy comunes; tales organismos pueden
ser aislados sin gran dificultad (Schiraldi, Ch., et al. 2002).

En el presente trabajo se estudiaron los ambientes termo-bidticos que se hallan en el rango termdfilo de
45 a 60 °C, seguln la clasificacion realizada por Madigan, M., et al. 2000. Temperaturas tan altas como
estas son encontradas en la naturaleza solo en ciertas areas, por ejemplo, los suelos son sujetos al
calentamiento solar por largos periodos de tiempo, éstos son a menudo calentados a una temperatura
superior a los 50 °C a medio dia, y algunos suelos pueden incluso ser calentados a una temperatura de 70
°C; aungue pocos centimetros debajo de la superficie la temperatura es mucha mas baja. Es asi que este
tipo de ambiente termal favorece el crecimiento dptimo de microorganismos termdfilos aerobios.
Materiales fermentados tales como el compost usualmente alcanzan temperaturas entre 60 a 65 °C; sin
embargo, los ambientes generalmente extremos respecto a su temperatura son encontrados en la
naturaleza en asociacion con fendémenos volcénicos y son denominados areas geotérmicas (Madigan, M.,
et al. 2000).
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Las areas geotérmicas del mundo son lugares permanentemente calientes y son los habitats naturales
principales de los termdfilos (Madigan, M., et al. 2000), dichas areas se caracterizan por tener energia
térmica acumulada bajo la superficie de la tierra.

IV.4.1. Areas geotérmicas

Existen dos tipos fundamentales de &reas geotérmicas: hidrotérmicas, que contienen agua a alta presion y
temperatura, almacenada bajo la corteza de la tierra en una roca permeable cercana a una fuente de calor;
y sistemas de roca caliente, formados por capas de roca impermeable que recubren un foco calorifico
(Schiraldi, Ch., et al. 2002).

IV.4.1.1. Areas hidrotérmicas
1IV.4.1.1.1. Géiseres

Un géiser es un tipo de fuente termal que emana periddicamente, expulsando una columna de agua
caliente y vapor al aire. La palabra géiser viene de Geysir, nombre de una terma en Haukadalur, Islandia;
el nombre, sucesivamente, proviene del verbo islandés gjdsa, "emanar". La formacion de géiseres requiere
una hidrogeologia favorable que existe solo en algunas partes del planeta, por lo que son un fenémeno
bastante extrafio. Existen cerca de 1000 alrededor del planeta, de los cuales un 50% se halla en el Parque
Nacional Yellow Stone en USA (Lechetalier, M. 1952).

Los géiseres son bastante raros, debido a que requieren una combinacion de agua, calor y fortuitas
cafierias. Esta combinacidn existe en pocos lugares de la Tierra. Los campos de géiseres mas grandes del
mundo son los siguientes: Parque Nacional Yellowstone, Wyoming, Estados Unidos; Dolina Geiserov;
Peninsula de Kamchatka, Rusia; El Tatio, Chile; Zona volcanica Taupo, Nueva Zelanda. Hay otros
géiseres individuales alrededor del mundo en California, Per(, Bolivia, México, Republica Dominicana,
Azores, Kenia y Japon, pero no mas agrupaciones de ellos (Lechetalier, M. 1952).

La actividad de erupcidn de los géiseres puede cambiar o cesar debido a la deposicidn de minerales dentro
de los conductos internos o tuberias del géiser, intercambio de funciones con fuentes termales cercanas,
influencia de terremotos e intervencién humana (Bryan, T. et al. 1972).

1IV.4.1.1.2. Agua termales

Se denomina aguas termales a las aguas minerales que salen del suelo con 5°C mas que la temperatura
superficial. Estas aguas proceden de capas subterraneas de la Tierra que se encuentran a mayor
temperatura, las cuales son ricas en diferentes componentes minerales. Se clasifican de acuerdo a su
temperatura:

e Aguas frias (menos de 20 °C)

» Aguas hipotermales (21-35 °C)

*  Aguas mesotermales (35-45 °C)
» Aguas hipertermales (45-100 °C)
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Practicamente cualquier pais puede presentar en sus limites aguas termales. Algunas localizaciones
importantes pueden ser zonas volcanicas como Nueva Zelanda, México, Islandia, Japon, Colombia,
Bolivia, Pert, Uruguay y Estados Unidos (Lechetalier, M. 1952).

1V.5. Termoéfilos

Los microorganismos termofilos han Ilamado de gran manera el interés y han sido los microorganismos
maés estudiados de entre los extremdfilos, con mayor atencion en sus enzimas, la mayoria de las cuales
exhiben actividad Optima alrededor de la temperatura de crecimiento 6ptimo del microorganismo. En
adicion a la aplicabilidad de sus enzimas, los termdéfilos tienen propiedades bioldgicas que los hacen
sujetos interesantes de estudio (Cava, F., et al. 2009).

Muchos terméfilos (temperatura éptima de crecimiento entre 50 a 70 °C), se hallan presentes en aguas y
otros ambientes termales, tales como sedimentos, lodos, rocas y en asociacion a otros organismos como
algas, plantas y animales. En las aguas termales donde el agua hirviente fluye, gradualmente se enfria
estableciendo de esta manera un gradiente térmico. A lo largo de este gradiente crecen muchos
organismos. Examinando las aguas termales y otros habitats termales, asi como la distribucidn de especies
a lo largo de este gradiente térmico, es posible determinar los rangos de temperatura para cada tipo de
organismo. En la Tabla 2 se presentan los limites de temperatura.

Tabla 2. Limites de temperatura conocidos en la actualidad para el crecimiento de diferentes
organismos vivientes (Madigan, M., et al., 2000).

Limite de
Grupo temperatura (°C)
Animales
Peces y otros vertebrados acuaticos 38
Insectos 45-50
Crustaceos 49-50
Plantas
Plantas vasculares 45
Musgos 50
Microorganismos eucariotas
Protozoarios 56
Algas 55-60
Hongos 60-62
Procariotas
Bacterias
Cianobacterias 70-74
Fototrofos anoxicos 70-73
Bacterias 05
quimiorgandtrofos/quimiolitotrofos
Arqueas
quimiorganétrofos/quimolitétrofos 113

14
Carla Fabiana Crespo Melgar



Instituto de Investigaciones Fdrmaco Bioquimicas

Con esta informacion se concluye que los microorganismos procariotas en general son capaces de crecer a
temperaturas mas elevadas comparados con los organismos eucariotas. La mayoria de los terméfilos son
ciertas especies de Arqueas y microorganismos no fototroficos los cuales son capaces de crecer a
temperaturas mas elevadas comparados con los microorganismos fototroficos (Madigan, M., et al., 2000).

IV.5.1. Adaptaciones moleculares a la termofilia

Los microorganismos termdfilos e hipertermdéfilos pueden crecer a temperaturas elevadas, debido a sus
enzimas y otras proteinas que son estables al calor y sus macromoléculas funcionan 6ptimamente a
elevadas temperaturas.

Estudios realizados acerca de la estabilidad al calor de este tipo de microorganismos, muestran que
muchas de sus enzimas termoestables difieren muy poco de la secuencia de aminoacidos de enzimas de
microorganismos mesofilos que catalizan las mismas reacciones. Esto permite deducir que la sustitucion
de un aminoéacido critico en una o pocas localizaciones, permite un plegado adecuado proporcionando
estabilidad al calor. Muchas estructuras tridimensionales han sido estudiadas y comparadas con aquellas
analogas de mesofilos, con el objetivo principal de elucidar los mecanismos que involucran a la
termoestabilidad (Sterner, R., et al. 2001 y Kumar, S., et al. 2001) y un gran nimero de secuencias y
factores estructurales fueron descubiertos por su funcién de proporcionar una elevada estabilidad térmica
intrinseca de las proteinas.

Los termdfilos producen proteinas especiales denominadas chaperoninas, las cuales son termoestables y
resistentes a la desnaturalizacion y proteo6lisis. Las proteinas de termofilos desnaturalizadas a elevadas
temperaturas, son re-plegadas por las chaperoninas, restaurando asi su formay funcién nativa (Kumar, S.,
et al 2001). Se determiné también que la estabilidad al calor es el resultado de un nimero incrementado
de puentes salinos (enlaces ionicos entre cargas positivas y negativas de los aminoacidos) presentes en
regiones internas de proteinas, las cuales se hallan altamente condensadas en regiones hidrofébicas, es asi
gue naturalmente resisten a su despliegue (Madigan, M., et al. 2000). Ademas, las proteinas de
microorganismos terméfilos al tener su superficie cargada y sus aminoacidos termolabiles menos
expuestos, poseen mas interacciones ionicas y puentes de hidrdgeno, incrementando su hidrofobicidad y
decreciendo su flexibilidad (Sterner, R., et al. 2001).

Las enzimas y otras proteinas en la célula, la maquinaria sintetizadora de proteinas de los termdfilos e
hipertermdéfilos, como también otras estructuras, tales como la membrana citoplasmética deben ser
estables al calor. Respecto a las membranas, por ejemplo, los microorganismos psicréfilos poseen una
membrana lipidica rica en &cidos grasos insaturados, de esta manera se conserva la fluidez y
funcionalidad de la membrana a bajas temperaturas. Contrariamente, los microorganismos terméfilos
poseen una membrana lipidica rica en &cidos grasos saturados, conservando de esta manera su estabilidad
y funcionalidad a altas temperaturas. Los acidos grasos saturados conforman un ambiente hidrofobico
mucho mas fuerte, el cual favorece la rigidez y estabilidad de la membrana (Sterner, R., et al. 2001 y
Madigan, M., et al. 2000).
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La mayoria de los hiperterméfilos son arqueas, y estos no contienen acidos grasos en su membrana, en su
lugar poseen cadenas hidrocarbonadas C40 compuestas por unidades repetidas de un pentamero
denominado fitano, unido por enlaces éter al glicerol fosfato. Ademas, la mayoria de estas membranas
estan constituidas por una monocapa Yy su estructura es mucho mas resistente que una bicapa lipidica de
bacteria o eucariota (Madigan, M., et al. 2000).

IVV.5.2. Perspectivas del uso de microorganismos termofilos

El aumento constante en el nimero de microorganismos termoéfilos e hipertermoéfilos recientemente
aislados y el descubrimiento relacionado a sus enzimas, documentan el potencial enorme dentro de este
campo cientifico. Aunque los avances mas importantes se han hecho en la década pasada, nuestro
conocimiento de la fisiologia, metabolismo, enzimologia y genética de este fascinante grupo de
microorganismos todavia es limitado (Adams, W., et al. 1995).

No hay duda de que los extremodfilos proveeran los catalizadores noveles de caracteristicas Unicas.
Ademas, las técnicas modernas como mutagénesis y el silenciamiento de genes conduciran a las enzimas
adaptadas a condiciones in vitro a ser altamente especificas para incontables usos industriales. La
informacidn profunda sobre las caracteristicas moleculares de sus genes y enzimas debe ser obtenida para
analizar la estructura y la funcion de las proteinas que son cataliticamente activas alrededor del punto de
ebullicion del agua.

De todas las enzimas, las enzimas de origen terméfilo son las que mas atrajeron la atencion durante las
pasadas cuatro decadas (Adams, W., et al. 1995). Estas enzimas son de gran interés industrial y
biotecnoldgico, debido a que pueden adaptarse a condiciones industriales drasticas. Existen muchas
ventajas de llevar a cabo procesos industriales a temperaturas elevadas, como el incremento en la
solubilidad de muchos substratos poliméricos resultando en un decremento de la viscosidad, incremento
de la biodisponibilidad, velocidades de reaccion mucho mas rapidas y un decremento en el riesgo de
contaminacién microbiana.

Varios tipos de enzimas termoestables son requeridas por la industria, y los principales usuarios de
enzimas son las industrias de detergentes, alimentos, almidén, textiles, cueros, papel y la industria
farmacéutica (Adams, M., et al. 1995).

Ademas del potencial de los microorganismos termoéfilos para la produccion de enzimas termoestables, se
ha sugerido a las bacterias anaerobias termdfilas como microorganismos alternativos para la produccion
de etanol, compuestos organicos tales como acidos organicos (acidos grasos volatiles) y otros alcoholes
(isopropanol, butanol, propanodiol). Por ejemplo, existe un gran nimero de ventajas asociadas con la
produccién de etanol a elevadas temperaturas, incluyendo altas tasas de bioconversion, bajo riesgo de
contaminacién y factibilidad en la recuperacion del producto (Lynd, L., et al. 1989).
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CAPITULO V. BIOMASA COMO RECURSO RENOVABLE DE ENERGIA
V.1. Biomasa

Biomasa es un término utilizado para todo aquel material orgdnico que proviene de las plantas
(incluyendo algas, arboles y cultivos energéticos). La biomasa es producida por plantas verdes
convirtiendo la energia solar en material vegetal a través de la fotosintesis e incluye todos los tipos de
vegetacion, como también los residuos orgénicos. La biomasa, como recurso, es considerada como
materia organica, en la cual la energia proveniente del sol es almacenada en enlaces quimicos. Cuando los
enlaces entre moléculas adyacentes de carbono, hidrdgeno y oxigeno son rotos por digestion, combustion
y descomposicion, estas sustancias liberan su energia quimica almacenada. La biomasa ha sido siempre
considerada como la principal fuente de energia para el hombre y en la actualidad se estima que
contribuira del 10 al 14% en el abastecimiento mundial de energia (McKendry, P., et al. 2002).

V.1.1. Caracteristicas y utilizaciéon de biomasa vegetal

La biomasa es todo aquel material proveniente de las plantas y derivado de la reaccion entre el didxido
de carbono del aire, el agua y la luz solar (via fotosintesis), para producir carbohidratos que forman los
bloques estructurales de la biomasa. Tipicamente, la fotosintesis convierte menos del 1% de la luz solar
disponible en energia quimica. La energia solar a través de la fotosintesis es almacenada en los enlaces
quimicos de los componentes estructurales de la biomasa. Si la biomasa es procesada eficientemente
quimica o biolégicamente, mediante la extraccién de la energia acumulada en los enlaces quimicos y la
subsecuente energia como producto al combinarse con oxigeno, el carbono es oxidado para producir
diéxido de carbono y agua. Este proceso es ciclico porque luego el diéxido de carbono se halla disponible
para producir nueva biomasa (McKendry, P., et al. 2002).

El valor de un tipo particular de biomasa depende de la propiedades fisicas y quimicas de las moléculas
de las cuales esta hecha. EI hombre por milenios ha explotado la energia almacenada en estos enlaces
quimicos, quemando la biomasa como combustible y comiendo plantas por su contenido nutricional de
azUcares y almidon. Recientemente, la biomasa fosilizada ha sido explotada como carbdn y aceite. A
pesar de que la biomasa tarda en convertirse en combustible fosil millones de afios, éste es un recurso no
renovable que el hombre utiliza. Al quemar combustible fésil se usa la biomasa “vieja” y se la convierte
en “nuevo” dioxido de carbono, el cual contribuye al efecto invernadero y disminuye los recursos no
renovables. Al quemar “nueva” biomasa no se contribuye a la formacion de “nuevo” dioxido de carbono
en la atmosfera, debido a que replantando y cosechando biomasa se asegura que el didxido de carbono se
absorbe y retorna a un ciclo nuevo (McKendry, P., et al. 2002).

Un factor importante que a menudo se halla oculto en la consideracion del uso de biomasa que ayuda a
aliviar el calentamiento global, es el tiempo que transcurre entre la liberacion instantanea de didxido de
carbono cuando se queman combustibles fosiles y su eventual absorcién como biomasa, la cual puede
tomar muchisimos afios. En los pasados 10 afios, hubo un interés mundial renovado, en la biomasa como
fuente de energia. Existen diversas razones para este hecho (McKendry, P., et al. 2002):
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Primeramente, el desarrollo tecnoldgico relacionado a la conversion, produccion de cultivos, etc.,
promete la utilizacion de biomasa a bajo costo y con alta eficiencia de conversion. Por ejemplo, los
residuos de biomasa de bajo costo son usados como combustible, debido a que el costo de la electricidad
es competitivo a menudo con el costo de los combustibles fosiles. Opciones méas avanzadas para producir
electricidad son atractivas en la actualidad, una de ellas es el uso de los cultivos energéticos con costo
efectivo, por ejemplo, la produccion de metanol e hidrégeno por diferentes procesos (gasificacion,
digestién anaerobia, etc) (McKendry, P., et al. 2002).

El segundo principal estimulo proviene del sector agroindustrial, en el cual se produce alimentos
en exceso. Esta situacidn condujo al desarrollo de politicas en las cuales la tierra es dejada sin cultivo con
el proposito de reducir estos excesos. Problemas relacionados a esto, como la reduccion poblacional en
areas rurales y el pago de subsidios para mantener la tierra fértil, favorecen la alternativa de la
introduccion de cultivos energéticos los cuales no estan destinados a la alimentacion. La demanda por
energia proporcionard un mercado casi infinito para los cultivos energéticos crecidos en dicho exceso de
tierra (McKendry, P., et al. 2002).

Y tercero, la amenaza potencial del cambio climatico, debido a los altos niveles de emisién de
gases con efecto invernadero (siendo el més importante el diéxido de carbono), se ha vuelto el principal
estimulo para el uso de fuentes renovables de energia. EIl uso de biomasa es un proceso sostenible, lo que
significa que, la biomasa emite aproximadamente la misma cantidad de carbono durante su conversion y
su crecimiento. Es asi que, el uso de biomasa no contribuye al incremento del diéxido de carbono en la
atmosfera (McKendry, P., et al. 2002).

Estas tres principales razones no son el Unico estimulo para utilizar biomasa, debido a que, la biomasa es
también una fuente de energia autoctona, disponible en la mayoria de los paises y su aplicacidn puede
diversificar el abastecimiento de combustibles en muchas situaciones, las cuales aseguran el
abastecimiento de energia.

La conversion de biomasa a energia es llevada a cabo utilizando dos principales procesos tecnoldgicos: el
proceso termo-quimico y el bioquimico. Existe una tercera tecnologia de conversion de biomasa en
energia, ésta es la extraccion mecanica (con esterificacion) para la produccion de bio-diesel (Ghosh, P., et
al. 1993).

V.2. Material lignoceluldsico

El material lignoceluldsico representa un recurso renovable importante que puede ser directa o
indirectamente utilizado en la produccién de biomoléculas y quimicos de valor agregado. Sin embargo, la
mayoria de estas aplicaciones son limitadas, debido a la asociacion cercana que existe entre los
principales componentes de la pared celular de las plantas: Celulosa, hemicelulosas y lignina. (Parisi, F.,
et al. 1989; Lynd, L., et al. 1991 y Ghosh, P., et al. 1993). En este sentido, es s6lo a través del
entendimiento de su quimica, que se puede identificar las razones del porque el material lignoceluldsico
es muy resistente a su degradacion por procesos bioldgicos, como la hidrélisis enzimética y fermentacion
(Pereira, L., 2003). La estructura béasica de toda biomasa lignoceluldsica consiste en tres polimeros:
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Celulosa (C6H1005)x,
Hemicelulosas como xilano (C5H804)m,
Lignina [C9H1003:(OCH3)0.9-1.7]n,

La celulosa es un homopolisacarido lineal, constituido por unidades de glucosa (D-glucopiranosa) unidas
por enlaces glicosidicos B-(1-4) formando la matriz del B-D-glucano. Este polimero estd ampliamente
distribuido en la naturaleza, presente en plantas primitivas y en plantas altamente evolucionadas. El
tamafio de la molécula de celulosa estd normalmente dada por su grado de polimerizacion (GP). Por
ejemplo, el nimero de unidades de glucosa anhidra presentes en una cadena. Sin embargo, el analisis
conformacional de la celulosa indica que la celobiosa (4-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosa) mas
que la glucosa forma la unidad basica estructural (Fengel, D., et al, 1989).

Muchos modelos han sido propuestos para explicar la estructura interna de la celulosa en la pared celular
vegetal. La estructura de la celulosa es lineal de cadenas adyacentes, formando una red, insoluble en agua,
de agregados de diferente longitud y espesor (Figura 3). Estas fibrillas elementales contienen regiones
altamente ordenadas (celulosa cristalina) y regiones irregulares (celulosa amorfa) (Fengel, D., et al,
1989). Las fuerzas responsables del mantenimiento de las regiones cristalinas provienen de un extensivo
enlace inter e intramolecular de puentes de hidrégeno. De acuerdo a Fengel, D., et al (1989), muchas
fibrillas elementales con un espesor aproximado de 3.5nm se pueden asociar con otras del mismo espesor,
para formar cristales de celulosa. Cuatro de estos agregados cristalinos basicos juntos forman una
monocapa de celulosa (Pereira, L., 2003).

Figura 3. Asociacion quimica de la pared celular vegetal: (1) la estructura de celulosa, con una
indicacidn de la longitud de su unidad bésica estructural, celobiosa; (2) acoplamiento de cadenas de
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celulosa en la fibrilla elemental; (3) cristales de celulosa y (4) microfibrilla, mostrando las moléculas
de celulosa embebida en una matriz de hemicelulosa y lignina (Extractado de Pereira, L., 2003).

Las fibras de celulosa proporcionan resistencia y dureza al material lignocelul6sico y constituyen el 45 —
50 % en peso del mismo, aproximadamente.

Las hemicelulosas son heteropolisacaridos de plantas, cuya naturaleza quimica varia de acuerdo al tipo de
tejido y al tipo de especie. Estos polisacaridos estan formados por una variedad de blogques estructurales
incluyendo pentosas (xilosa, ramnosa y arabinosa), hexosas (glucosa, manosa y galactosa) y acidos
urénicos (acido 4-O metil-glucurédnico y acido galacturénico) (Fengel, D., et al, 1989). Generalmente las
hemicelulosas son clasificadas en cuatro clases: (a) cadenas no ramificadas como xilanos 0 mananos con
uniones 1-4; (b) cadenas helicoidales como xilanos con uniones 1-3; (c) cadenas ramificadas como
galactaturomananos con uniones 1-4 y (d) sustancias pecticas como poliramnogalacturomananos. Algunas
hemicelulosas, particularmente heteroxilanos, tambien muestran un grado considerable de acetilacion
(Pereira, L., 2003).

Las hemicelulosas estan estructuralmente mé&s relacionadas a la celulosa que a la lignina y son
depositadas en la pared celular en una etapa temprana de la biosintesis.
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Figura 4. Hidrdlisis del 4-O-metilglucuronoxilano y celulosa como resultado de un tratamiento
fisico quimico. (1) Arabinosa; (2) xilosa; (3) xilooligomeros acetilados (GP de 3); (4) xilooligomeros
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de alta masa molecular; (5) oligosacaridos acidicos, ramificados; (6) glucosa; (7) celobiosa; (8)
celooligomeros; (9) furfural; (10) hidroximetilfurfural; (11) acido levulinico; (12) furano; y (13)
acido 2-furoico. La formacién de acido formico, acético tambien es indicada (Extractado de Pereira,
L., 2003).

La variedad de hemicelulosas usualmente constituye del 25 — 35% en peso del material lignoceluldsico.
La xilosa es el azucar predominante derivado de las hemicelulosas, pero la arabinosa puede constituir una
cantidad significante, especialmente en cultivos herbaceos (switchgrass), los cuales son considerados
como cultivos energeéticos.

En tejidos vegetales, las hemicelulosas estan generalmente combinadas con lignina. La lignina es una
macromolécula que esta primariamente formada por la polimerizacion de radicales libres de unidades de
alcohol p-hidroxi cinnamyl con variaciones del contenido de metoxilos. La estructura quimica de lignina
es muy complicada y estd compuesta por tres precursores monomeéricos: alcohol coniferyl, sinapyl y p-
coumaryl. La proporcién de estos mondomeros varia entre especies. Dependiendo del grado de
metoxilacion, el grupo aromético es p-hidroxibenzil (derivado del alcohol p-coumaryl), guaiacyl
(derivado del alcohol coumaryl) o syringyl (derivado del alcohol sinapyl). La propiedad fisica mas
importante de esta macromdlecula es su rigidez proporcionando fuerza al tejido vegetal.

El contenido de lignina en el material lignoceluldsico generalmente corresponde al 10 — 40% en peso de
varias especies herbaceas, como bagaso, maiz, mani, arroz y paja (IRGC's bioenergy Project, 2007).
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Figura 5. Patron de degradacion de lignina como resultado del tratamiento fisicoquimico. Los
grupos hidroxifendélicos son generados por hidrdlisis acida (A) p-O-4-subestructuras de la cuales se
forman quinonas (B). Este procedimiento facilita la ruptura homolitica del enlace pB-O-4 (C),
generando radicales que conducen a la desproporcion y acoplamiento de radicales (condensacion)
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en una variedad de productos incluyendo fenoles, acido carboxilico y oligolignoles (Extractado de
Pereira, L., 2003).

La estructura del material lignocelulésico es muy compleja, debido a la fuerte interaccion de las
moleculas descritas anteriormente, lo cual hace que sea resistente a la conversion por sistemas
microbianos y agentes quimicos (Pereira, L., 2003).

De la gran variedad de fuentes lignocelulésicas disponibles en la naturaleza, la madera es el material mas
utilizado a escala mundial, especialmente a causa de su utilizacion en la fabricacion de pastas papeleras,
pastas de disolucioén, industria mobiliaria, industria de la construccion y combustibles (Pereira, L., 2003).

Recientemente, el interés por encontrar nuevos usos para el material lignocelulésico procedente del
cultivo agricola ha aumentado, debido a la sobreproduccién de los residuos agricolas. Para la conversion
de celulosa, componente mayoritario de los materiales lignoceluldsicos, en derivados quimicos de
importancia comercial, son necesarias una serie de etapas previas encaminadas a despolimerizar el
substrato lignocelulésico, para conseguir la méaxima separacion y purificacién de la fraccion celulésica
(Carrasco, C., et al. 2008).

V.3.  Conversion bioquimica de la biomasa

Los dos principales procesos utilizados para la conversion bioquimica de la biomasa son la digestion
anaerobia y la fermentacion, junto a procesos menos usados, basados en la conversion mecanica y/o
quimica (Viikari, L., et al. 2007).

V.3.1. Biodegradacion y modificacion de material lignoceluldsico

El material lignocelulésico es un ejemplo importante de material crudo abundante, producido en grandes
cantidades debido a la explotacién forestal, dejando una significativa fraccion de productos de desecho.
Uno de los desechos agricolas predominantes en nuestro pais es la paja de los diferentes cereales que
constituyen la base de nuestra alimentacién, entre ellos la quinua, el trigo, arroz, avena y otros, de los
cuales se halla en estudio sus propiedades pero se sabe que poseen un contenido significante de
lignocelulosa (Carrasco, C., et al. 2008).

Las enzimas (incluyendo las enzimas comercialmente disponibles) que hidrolizan lignocelulosa
polimérica en intermediarios mas metabolizables, o que reducen la viscosidad de este polisacarido en los
cereales alimenticios (por ejemplo la cebada, el centeno, la avena) pueden usarse para mejorar la
utilizacion del fragmento de polisacéridos del material lignocelulésico. En el tratamiento de material
lignocelulésico a menudo se realizan procesos térmicos para facilitar su degradacion, pero con este
procedimiento son generados productos secundarios toxicos. Debido a este hecho, en la actualidad se
prefiere el uso de enzimas termoestables catalizadoras de reacciones especificas mostrando asi una
ventaja clara respecto al tratamiento térmico, como el proceso normalmente se realiza a altas
temperaturas, el estudio de enzimas robustas ha sido indispensable (Viikari, L., et al. 2007).

Muchas enzimas se hallan involucradas en la degradacién del material lignocelulésico, las cuales a
menudo estan constituidas por modulos discretos (los mas comunes son los médulos catalizadores o los
fijadores a hidrato de carbono), los cuales se hallan unidos por enlaces peptidicos. Estos sistemas
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enzimaticos maltiples realizan la degradacion eficaz de los materiales lignocelulésicos. Ademas, varios
microorganismos producen enzimas individuales multiples que actuan sinérgicamente (Viikari, L., et al.
2007). En la figura 6, se observa una apreciacion global de algunos polimeros presentes en la
lignocelulosa, y los sitios de ataque de varias enzimas que act(ian en estos substratos.
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Figura 6. Estructuras simplificadas y sitios de ataque enzimatico a polimeros de lignocelulosa.

A. Fragmento de celulosa en cadena (A) con fragmentos hipotéticos de hemicelulosas (B),
glucomananos (C) y pectina (D). Los sitios de ataque de algunas de las principales enzimas sobre el
respectivo material son indicados por flechas. El tipo de union glicosidica de la cadena principal se
halla indicada entre corchetes a la derechas de cada fragmento polimérico. Los carbohidratos se
hallan indicados por circulos. Blanco=glucosa, verde=xilosa, amarillo=acido glucorodnico,
rojo=arabinosa, celeste=manosa, azul= galactosa, gris=acido galacturénico, y rosado= otros
residuos de azucares. Los grupos acetato se hallan mostrados como triangulos, los grupos fenolicos
como diagonales y los grupos metilo como rombos (Extractado de Roehr, M., et al. 2001).
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El desarrollo de sistemas biotecnolégicos econdmicos y robustos para la produccion de compuestos
organicos de alto valor, constituidos por microorganismos capaces de degradar y utilizar materiales
crudos, constituyen una atractiva alternativa en el proceso de biorremediacion y produccion de
compuestos de valor agregado, este es un ejemplo clasico del concepto de biorefineria (Ohara, H., 2003).

V.3.2. Digestion anaerdbia

La digestion anaer6bia es un proceso microbiano complejo en ausencia de oxigeno, que da lugar a una
mezcla de gases (principalmente metano, diéxido de carbono y otros), conocida como biogas, y una
suspensién acuosa o lodo que contiene los componentes dificiles de degradar y los minerales presentes en
la biomasa en un inicio. El proceso anaerobio ocurre de forma espontanea en la naturaleza cuando se
degrada la materia organica, produciendo, por ejemplo, el gas de los pantanos, el gas natural de
yacimientos subterraneos e incluso el gas metabdlico producido en el estdmago de los rumiantes (Ghosh,
S. et al. 1988).

La materia prima preferentemente utilizable para este tratamiento es la biomasa residual, con alto
contenido en humedad, especialmente los residuos organicos municipales, agricolas, industriales y
ganaderos.

Aunque la digestién anaerdbia es un proceso ampliamente conocido, en la actualidad se posee
informacidon muy limitada sobre su quimica y microbiologia. Sin embargo, se puede afirmar, en lineas
generales, que la digestion anaerdbia se desarrolla en cuatro etapas, durante las cuéles la biomasa se
descompone en moléculas mas pequefias para formar biogas como producto final, por la accién de
diferentes tipos de microorganismos. La conversién bioldgica del sustrato complejo, en el que se
encuentra materia orgénica en suspension o disuelta, se realiza a través de una serie de reacciones
bioquimicas que transcurren tanto consecutiva como simultdneamente y cuyo proceso se puede dividir en
cuatro etapas: hidrdlisis, fermentacion acidogénica, acetogénica, y finalmente, la metanogénica
(Pavlostathis y Giraldo-Gdmez, 1991).

V.3.2.1. Proceso microbioldgico y bioquimico de la digestion anaerobia

Los modelos tradicionales de digestion anaerdbia, dividen las reacciones que ocurren durante el proceso
de mineralizacién de la materia organica en varias fases, llevadas a cabo por diferentes grupos de
microorganismos relacionados entre ellos. De hecho, muchas de estas reacciones ocurren
simultdneamente sin una separacion clara de fases (Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).

La primera fase es la hidrélisis de particulas y moléculas complejas, que son degradadas por enzimas
extracelulares producidas por los microorganismos fermentativos. Como resultado de este proceso, se
producen compuestos solubles, que son metabolizados por las bacterias anaerobias. Los compuestos
solubles, basicamente son diferentes tipos de oligosacaridos, alcoholes, aminoacidos y &cidos grasos;
éstos son fermentados por los microorganismos acidogénicos que producen, principalmente, acidos grasos
de cadena corta, alcoholes, diéxido de carbono e hidrégeno. Los acidos grasos volatiles de cadena corta
(AGVs) son transformados posteriormente en: acido acético, hidrégeno y didxido de carbono, mediante la
accion de los microorganismos acetogénicos (Pavlostathis y Giraldo-Gémez, 1991).
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Figura 7. Esquema de reacciones de la digestién anaerdbia de materiales poliméricos. (Extractado
de Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991). 1: Bacterias hidroliticas acidogenas, 2: Bacterias
homoacetdgenas, 3: Bacterias acetdgenas, 4: Metandgenos, 5: Metandgenos acetoclasticos.
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CAPITULO VL. PRODUCCION DE ETANOL

El etanol es un importante quimico industrial con un potencial emergente como biocombustible para el
reemplazo de los combustibles fésiles. Adicionalmente, éste no tiene efectos significantes de impacto
ambiental como combustible y tiene menor efecto en la contaminacién ambiental y baja reactividad
fotoquimica reduciendo asi su impacto en la formacion de ozono (Stephanopoulus, G., et al. 1991).

En los recientes afios, la atencién creciente ha sido puesta en la conversion de biomasa lignocelulésica en
etanol como combustible. Avances muy significativos han sido desarrollados respecto a la tecnologia de
la fermentacidn etandlica (Lin, Y., et al. 2006). A continuacién, se describe la produccién de etanol en el
tiempo, incluyendo la biomasa lignoceluldsica como recurso, los microorganismos etanologénicos y su
tecnologia.

La fermentacion etandlica es un proceso bioldgico, en el cual el material organico es convertido por
microorganismos a compuestos mas simples como azlcares. Estos compuestos son posteriormente
fermentados por microorganismos para producir etanol y diéxido de carbono (Lin, Y., et al. 2006).

La sintesis de etanol via microbiana convencionalmente es llevada a cabo por levaduras como
Saccharomyces cerevisiae y bacterias del género Zymomonas spp.; pero existen otros microorganismos
etanologénicos alternativos. Un tema de gran impacto es el estudio de las bacterias termdfilas anaerobias
etanologénicas. Hoy en dia, este sistema puede ser una solucion para la actual demanda mundial de
combustibles derivados del petréleo (Wiegel y Ljungdahl, 1981).

Muchos estudios confirman la disposicién de microorganismos con potencial para producir etanol y su
amplia distribucion en fuentes naturales. Este tipo de microorganismos son sujetos a un exhaustivo
trabajo de seleccion por via natural o ingenieria genética y son una alternativa para la solucién a la crisis
mundial de energéticos (Lin, Y., et al. 2006).

VI.1. Produccion de etanol en el tiempo

La fermentacién de azlcares y su conversion a etanol es un arte muy antiguo. En Babilonia y Samaria
6000 afios A.C., ya se conocia que las levaduras producian etanol. En el siglo XIV D.C., en China y el
Medio Oriente se elaboraban bebidas alcohdlicas de granos fermentados. Cagniard de la Tour en Francia,
Schwann y Kutsing en Alemania, antes de Pasteur, plantearon que los productos de la fermentacion: el
etanol y diéxido de carbono provenian de la actividad de seres microscopicos. Pasteur en 1891 investigd
que la enfermedad de los vinos era causada por bacterias anaerdbias y progresé el conocimiento de la
fermentacion de frutos y granos vegetales. En 1891 Barrer y Hillier, aislaron bacterias del género
Zymomonas spp. como responsables de la baja acidez de la sidra. Entre 1923-1924, Lindner en México
estudié la fermentacién del aguamiel o jugo azucarado de agave durante la fabricacion del pulque, una
bebida alcohdlica con un 4 a 6 % de contenido etandlico, de la cual se aislo una bacteria denominada
Termobacterium mobile (Lin, Y., et al. 2006).

En 1937 Shimwell aisl6 Zymomonas spp. durante la primera etapa de la fermentacion de la cebada al
elaborar cerveza, asi como en los suelos de la cerveceria, en los cepillos de lavado de las cubas de
fermentacion, y le di6 el nombre provisional de Achromobacter anaerobium. En 1950, se sugiri6 el
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nombre de Saccharomonas spp, mas tarde fue denominada Zymomonas anaerobia. En 1956 ya se habia
reportado como: A. anaerobium y T. mobile, ésta Gltima fermenta la sacarosa y produce un levano,
polimero de fructosa de diversos usos en la industria.

Historicamente, los microorganismos mas usados en la fermentacion etandlica han sido las levaduras, y
entre ellas Saccharomyces cerevisiae, la cual puede producir concentraciones tan elevadas de etanol como
del 18% en un caldo de fermentacion. Por este motivo, Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo
de eleccidn en procesos industriales de produccion de etanol. Esta levadura puede crecer en azlcares
simples, como glucosa y en el disacarido sacarosa. Saccharomyces cerevisiae es tambien reconocida
como segura (GRAS, Generally Regarding As Safe), como aditivo en alimentos para el consumo humano.
Es asi, que se considera como el microorganismo ideal para la produccién de bebidas alcohdlicas y la
produccidn de pan (Lin, Y., et al. 2006).

VI1.2. Microbiologia y bioguimica de la formacion de etanol
V1.2.1. Microorganismos relacionados a la fermentacion de etanol

La fermentacion etandlica es un proceso bioldgico, en el cual el material organico es convertido por
microorganismos en compuestos mas simples, como los azlcares. Estos posteriormente son fermentados
para producir etanol, didxido de carbono, y otros compuestos tales como hidrégeno y acidos organicos;
dependiendo del tipo de microorganismo y la ruta metabdlica de conversion. Durante todo el proceso de
conversién de biomasa lignocelulésica en etanol, existen principalmente dos tipos de microorganismos,
los que convierten azucares fermentables en etanol y los que producen enzimas para catalizar reacciones
de hidrolisis del material lignocelulésico complejo (Lin, Y., et al. 2006).

Los microorganismos utilizados en la industria para la produccién de etanol, son seleccionados para
proporcionar la mejor combinacion posible de caracteristicas para el proceso y equipo usado. Las
caracteristicas deseadas en el proceso industrial de produccién de etanol dependen del microorganismo
usado en la fermentacion (Lin, Y., et al. 2006). El microorganismo debe poseer:

Alto rendimiento de producto por unidad de substrato asimilado,
Alta capacidad fermentativa

Substancial tolerancia al etanol

Habilidad para permanecer viable a elevadas temperaturas
Estabilidad a las condiciones de fermentacion

© 0 s~ w Db

Tolerancia a bajos pH

Muchos reportes y revisiones han sido publicados en la produccion de etanol por microorganismos
fermentativos, y muchas bacterias, levaduras y hongos han sido reportados por su capacidad de producir
etanol como principal producto de la fermentacion (Tabla 3).
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Tabla 3. Especies bacterianas y fingicas productoras de etanol como principal producto de la
fermentacion (Lin, Y., et al. 2006)

Microorganismos mesofilos mmol etanol/mmol glucosa Referencia
Clostridium sporogenes 4.15 Miyamoto 1997
Clostridium indolis 1.96 Miyamoto 1997
Clostridium sphenoides 1.8 Miyamoto 1997
Clostridium sordelli 1.7 Miyamoto 1997
Zymomonas mobilis 1.9 Miyamoto 1997
Zymomonas mobilis subsp. pomaceas 1.7 Miyamoto 1997
Spirochaeta aurantia 1.5(0.8) Miyamoto 1997
Spirochaeta stenostrepta 0.84 (1.46) Miyamoto 1997
Spirochaeta litoralis 1.1(1.4) Miyamoto 1997
Erwinia amylovora 1.2 Miyamoto 1997
Escherichia coli KO11 0.7-0.1 Dien et al. 2003
Escherichia coli LY01 40-50 g etanol/L Dien et al. 2003
Leuconostoc mesenteroides 1.1 Miyamoto 1997
Streptococcus lactis 1.0 Miyamoto 1997
Klebsiella oxytoca 0.94-0.98 Matthew et al. 2005
Klebsiella aerogenes 24 g etanol/L Ingram et al. 1998
27817-Saccharomyces cerevisiae 5.1-91.8 g etanol/L Vallet et al. 1996
L-041-S accharomyces cerevisiae 25-50 g etanol/L Leticia et al. 1997

En la actualidad, la investigacion més exitosa esta enfocada en el desarrollo de nuevos biocatalizadores,
que fermentan eficientemente mezclas de azlcares. Con un interés particular, se estudia el aislamiento de
nuevos microorganismos que fermentan xilosa, Escherichia coli y otras bacterias gram negativas
genéticamente modificadas para la produccion de etanol, Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis
genéticamente modificadas para la produccion de etanol en base a la conversidn de pentosas (Roehr, et al.
2001).

V1.2.1.1. Fermentacidn etandlica realizada por levaduras

La fermentacién de azlcares a etanol realizada por levaduras tiene una importante posicion entre
diferentes procesos industriales. Las levaduras de interés industrial son: Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum (carlsbergensis), Schizosaccharomyces pombe, y especies de Kluyveromyces. La
conversién Optima de azlcares a etanol requiere que la levadura sea capaz de tolerar altas concentraciones
de etanol, debido a que el etanol inhibe el crecimiento y la fermentacion (Del Castillo Agudo, 1985).

CeH12,06 =2 2C,HsOH +2 CO,
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Las levaduras son capaces de utilizar una diversidad de substratos, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae
puede utilizar glucosa, maltosa, maltotriosa, trehalosa, galactosa, manosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y
deoxiribosa (Roehr, et al. 2001). En general, son capaces de crecer y fermentar eficientemente etanol a
pH de 3.5 - 6 y temperaturas de 28 — 35 °C. Aunque la tasa de produccién de etanol es mayor a elevadas
temperaturas (40°C), la productividad general de la fermentacion decrece debido a la inhibicién por
producto (Jones, et al. 1981).

Las levaduras, en condiciones anaerobias, metabolizan glucosa a etanol, primariamente por la ruta
metabolica de Embden-Meyerhof. La reaccion en general involucra la produccién de 2 moles de etanal,
diéxido de carbono por mol de glucosa fermentada. Es asi que cada gramo de glucosa puede teéricamente
producir 0.51g de etanol. Sin embargo, el rendimiento de etanol en la préctica no excede el 90 — 95% del
valor teérico, esto debido al requerimeinto de nutrientes para la sintesis de biomasa y otras reacciones de
mantenimiento celular. Reacciones secundarias tambien ocurren en la fermentacion, conduciendo a la
produccién de glicerol y succinato (Oura, E., 1977). Mas adelante se ilustrard con un esquema
simplificado el catabolismo de Saccharomyces cerevisiae, mediante la ruta metabdlica de Embden-
Meyerhof.

V1.2.1.2. Fermentacién etandlica realizada por bacterias meséfilas

Un gran nimero de bacterias son capaces de formar etanol, sin embargo, muchos de estos
microorganismos generan multiples productos finales en adicidn al etanol. Estos incluyen otros alcoholes
como butanol, isopropanol y 2,3-butanodiol; &cidos organicos como acetato, butirato, formiato y lactato;
polioles como arabitol, glicerol y xilitol; cetonas como la acetona; o varios gases como metano, didxido
de carbono e hidrégeno. Estos microorganismos son capaces de producir etanol como producto
mayoritario (por ejemplo, a una concentracion minima de 1mol de etanol por mol de de glucosa utilizada,
como se puede observar en la tabla 3) (Roehr, et al. 2001).

Muchas bacterias (por ejemplo, Enterobacteriaceae, Spirochaeta, Bacteroides, etc.) como las levaduras
metabolizan glucosa por la ruta metabdlica de Embden-Meyerhof. Sin embargo, muchas bacterias utilizan
la ruta metabélica de Entner-Doudoroff como alternativa, para el consumo de glucosa y la produccién de
etanol (Roehr, et al. 2001). La bioquimica de la ruta metabdlica de Entner-Doudoroff serd detallada méas
adelante.

Mdltiples productos finales pueden ser producidos por microorganismos los cuales conducen
fermentaciones mixtas de acidos, como el grupo entérico de bacterias facultativas anaerobias. Las
posibles rutas metabolicas son complejas, el fosfoenolpiruvato producido en la ruta metabdlica de
Embden-Meyerhof puede ser posteriormente convertido en diversos productos como etanol, formiato,
acetato, succinato, lactato y 2,3-butanodiol, estas rutas metabdlicas seran descritas méas adelante (Roehr,
et al. 2001).

Como se observa en la tabla 3, un gran nimero de bacterias puede producir relativamente elevadas
concentraciones de etanol, aunque algunas cepas mesofilas de Clostridium son capaces de producir
mayores concentraciones de etanol, s6lo Zymomonas mobilis puede ser reconocida como un estricto
productor de etanol (Roehr, et al. 2001).
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Zymomonas mobilis ha demostrado producir una elevada concentracion de etanol, sin inhibicién por
producto (Maiorella, et al. 1981). En adicién, la produccién de etanol en aerobiosis es tambien posible ya
que Zymomonas mobilis no es afectada por el efecto Pasteur. Sin embargo, el tipo de substrato tiene un
efecto limitante en la produccion de etanol. Aunque todas las cepas baterianas pueden utilizar glucosa,
s6lo el 50% de ellas puede convertir sacarosa en glucosa. Esta es una desventaja, debido a que el uso de
sacarosa causa excesivas cantidades de productos no deseados durante la fermentacion. La produccién de
acidos organicos (acetato, lactato, etc.) causa problemas durante la destilacion de etanol (Roehr, et al.
2001).

Los valores 6ptimos de temperatura y pH para este microorganismo son 30 — 40 °C y 4 — 5 unidades de
pH, respectivamente. Zymomonas mobilis posee una ruta metabdlica homofermentativa de etanol y tolera
concentraciones superiores a los 120 g/L de etanol, y tiene una mayor productividad especifica de etanol
2.5 veces mayor a Saccharomyces cerevisiae (Sprenger, et al. 1996). Zymomonas mobilis es un
microorganismo GRAS (generalmente reconocido como seguro) y tiene necesidades nutricionales
simples. A pesar de su capacidad como etanoldgenico, su mayor desventaja es no poder convertir una
variedad de substratos en etanol (Lin, Y., et al. 2006).

Escherichia coli genéticamente modificada es otra bacteria muy valuable en la produccién de etanol. La
construccion de cepas recombinantes de E. coli, tiene muchas ventajas como biocatalizador en la
produccidn selectiva de etanol (Millichip y Doelle, 1989), ésta fue una de las aplicaciones mas exitosas de
la ingenieria metabdlica. E. coli tiene muchas ventajas, incluyendo su capacidad de fermentar un amplio
espectro de substratos, no requiere factores de crecimiento complejos y su previo uso industrial (por
ejemplo, la produccidn de proteina recombinante). La mayor desventaja del uso de E. coli es su estrecho
rango de pH de 6 — 8 (Lin, Y., et al. 2006).

V1.2.1.2. Fermentacién etandlica realizada por bacterias terméfilas

Las cepas seleccionadas normalmente operan mejor a pH de 4.5 y 28 — 30°C, y presentan una
inactivacion drastica a temperaturas elevadas (Keim, C., 1983). Incluso, el substrato debe ser enfriado
debido a que la fermentacion es exotérmica. Las ventajas del uso de microorganismos terméfilos en la
produccidn de etanol son numerosas, ya que la produccion de etanol con levaduras a 50 °C no ha sido
posible ain. De acuerdo a Wiegel (1980) algunas de las ventajas de la fermentacion etandlica a elevadas
temperaturas son las siguientes:

1. Los termofilos exhiben elevada actividad catabdlica a temperaturas éptimas de crecimiento.
Esto resulta en tiempos de fermentacion mas cortos, elevadas productividades y sobretodo
un incremento en la eficiencia de la fermentacion.

2. La solubilidad de oxigeno y otros gases en el medio de fermentacién decrecen con el
incremento de temperatura. Este fenémeno soporta el establecimiento y el mantenimiento de
condiciones anaerobias. La temperatura 6ptima de los termdfilos extremos es de 66 — 69 °C
y a esta temperatura la solubilidad de oxigeno en el medio es 80 % menor que a 30 °C.

3. Los substratos con baja solubilidad a temperatura ambiente podrian exhibir mayor
solubilidad a la temperatura 6ptima de fermentacién, conduciendo a que la disponbilidad del
substrato no sea el factor limitante del proceso.
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4. La viscosidad del medio de fermentacidn decrece con el incremento de temperatura. Es asi
que la energia requerida para mantener la agitacion apropiada del medio de cultivo puede
ser reducida.

5. La recuperacién de etanol es incrementada a temperaturas elevadas. Este hecho puede ser
utilizado en combinacion al proceso de remocion continua de etanol (por ejemplo, la
vacufermentacion, o fermentacidon al vacio). El incremento de etanol en fase gaseosa
decrece el requerimiento de succion para una eficiente recuperacion de producto.

6. La actividad metabdlica de los microorganismos y los efectos de la friccion por la agitacion
generan grandes cantidades de calor. Es asi que los requerimientos de energia adicional para
mantener los fermentadores a temperaturas deseadas asi como el requerimiento de
enfriamiento después de la esterilizacién son minimizados.

7. Comparados a bacterias meséfilas, las condiciones de esterilidad no son tan esenciales en un
proceso termdfilo. Actualmente no se conocen patégenos termofilos anaerobios. Sin
embargo, la contaminacion con hongos terméfilos y otras bacterias es posible.

Un significativo interés ha sido puesto en el microorganismo anaerobio termofilo extremo,
Thermoanaerobacter ethanolicus (Wiegel y Ljungdahl, 1981). En adicion a su naturaleza terméfila
extrema (temperatura 6ptima de 69°C), este microorganismo tiene dos principales ventajas sobre otros
organismos:

(1) Exhibe un amplio rango de pH 6ptimo de 5.5 — 8.5 (y su crecimiento ocurre a pH 4.5 — 9.5).

(2) Fermenta carbohidratos con muy alto rendimiento. Thermoanaerobacter ethanolicus es capaz
de utilizar un amplio espectro de substratos para producir etanol. Estos incluyen, almiddn, celobiosa,
lactosa y varias pentosas.

La conversion de celulosa a etanol puede ser llevada a cabo por varias bacterias anaerobias termofilas
anaerobias, como Clostridium thermocellum (Ingram, et al. 1987), también por algunos hongos
filamentosos como Monilia sp. (Saddler y Chan, 1982), Neurospora crassa (Gong et al. 1981),
Neurospora sp. (Yamauchi et al. 1989), Zygosaccharomyces rouxii (Pastore et al. 1994), Aspergillus sp.
(Sugawara et al. 1994), Trichoderma viride (Ito et al. 1990) y Paecilomyces sp. (Gervais y Sarrette 1990).

Sin embargo, estudios en el proceso de fermentacion utilizando estos microorganismos han demostrado
que el proceso es muy lento (3 — 12 dias) y con un rendimiento muy bajo (0.8-60 g/L de etanol), lo cual
se debe probablemente a la baja tolerancia de los microorganismos a elevadas concentraciones de etanol.
Otra desventaja del proceso, particularmente de la fermentacion bacteriana, es la produccion de varios
compuestos, tales como acetato y lactato (Herrero y Gomez 1980; Wu et al. 1986).

V1.2.2. Rutas metabolicas de produccién de etanol

En microorganismos procariotas existen 3 rutas metabdlicas para la desasimilacion de azucares: la clésica
ruta metabdlica de Embden-Meyerhof (EM), la cual es también usada por la mayoria de los eucariotas,
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incluyendo las levaduras, como Saccharomyces cerevisiae; la ruta metabolica heterolactica o de la
fosfocetolasa y la ruta metabdlica de Entner-Doudoroff.

V1.2.2.1. Ruta metabdlica de Emdden-Meyerhof (EM)

Esta es la ruta metabdlica de la glicélisis (Figura 8), esta ruta metabdlica es operada por Saccharomyces
cerevisiae para producir etanol y diéxido de carbono, también es operada por otras bacterias para producir
una variedad de acidos grasos (AGVs), alcoholes y gases. Muchos de los productos finales de esta ruta
metabolica son componentes esenciales en alimentos y bebidas, y algunos son importantes en la industria
de solventes (Madigan et al. 2000).

STAGE 1: PREPARATORY
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AT P ADP ATUP

Glucose <« Glucose-6- P <=> Fructose-6- P = P Fructose-1,6- P
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STAGE II: MAKING ATP > Glyceraldéhydes- P
AND PYRUVATE | Glyceraldehyde-3-P
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2 P —4 = Electrons — 2 NAD*

2 P 1,3-Bisphosphoglycerate” P 2 NADH - To
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| glycerokinase
2 3-Phosphoglycerate™ P 2AT P
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FERMENTATION PRODUCTS | kinase
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Lactate” Acetaldehyde + CO, | ::'IIT:;:nlyase
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dehydrogenase |\
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Figura 8. Ruta metabolica de Embden-Meyerhof y principales productos de la fermentacion
(Extractado de Madigan et al. 2000).

En las primeras tres etapas de esta ruta metabolica se llevan a cabo reacciones preparatorias: fosforilacién
y rearreglo de la hexosa para el clivaje en 2 triosas. Cada triosa es oxidada y fosforilada seguida de dos
fosforilaciones a nivel de substrato. Las levaduras reducen piruvato a etanol y didéxido de carbono
(Madigan et al. 2000).

La fermentacion que ocurren a través de la ruta metabdlica de Embden-Meyerhof llevada a cabo por

bacterias, puede conducir a un amplio espectro de productos finales, dependiendo de la ruta metabdlica
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en los pasos reductivos despues de la formacion de piruvato. A continuacion se describe algunas de las
rutas metabolicas procedientes del piruvato (Figura 9). Usualmente las fermentaciones bacterianas son
distinguidas por sus productos finales en uno de los siguientes grupos:

Fermentacion homolactica: En éste tipo de fermentacién el acido lactico es el Unico producto
final, siendo esta la ruta metabolica de las bacterias homofermentativas (Madigan et al. 2000).

Fermentacion de &cidos mixtos: Esta es la ruta metab6lica principal de las enterobacterias. Los
productos finales son una mezcla de lactato, acetato, formiato, succinato y etanol con la posible formacion
de una mezcla de gases como dioxido de carbono e hidrogeno (si la bacteria posee la enzima formato
dehidrogenasa, la cual cliva el formiato a gases) (Madigan et al. 2000).

Fermentacion de butanediol: En éste tipo de fermentacion se forman acidos mixtos, pero ademas
se forma 2,3 butanediol por la condensacion de dos moleculas de piruvato. A través de esta ruta se
disminuye la formacion de acidos, debido a que el butanediol es neutral, pero se puede producir la
formacion de acetoina como intermediario (Madigan et al. 2000).

Fermentacion de acido butirico: Al igual que la fermentacién butanol acetona, ésta es llevada a
cabo por bacterias del género Clostridia. En adicién al acido butirico se forman acetato, diéxido de
carbono e hidrogeno a partir de la fermentacion de azucares. Minimas cantidades de etanol e isopropanol
pueden también ser formadas (Madigan et al. 2000).

Fermentacion de butanol-acetona: El butanol y la acetona fueron descubiertos como los
principales productos finales de la fermentacion por Clostridium acetobutylicum, durante la primera
guerra mundial (Madigan et al. 2000).

Fermentacion de acido propi6nico: Aunque los azlcares pueden ser convertidos directamente a
acido propidnico, las bacterias productoras de acido propidnico fermentan lactato a acetato, didxido de
carbono y propionato. La formacion de propionato es un proceso complejo e indirecto e involucra 5 0 6
reacciones (Madigan et al. 2000).
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Figura 9. Fermentaciones bacterianas que proceden de la ruta metabdlica de Embden Meyerhof
(EM) (Extractado de Roehr, et al. 2001).

V1.2.2.2. Ruta metabolica heterolactica (Fosfocetolasa)

Esta ruta metabdlica presenta como enzima clave la fosfocetolasa, la cual cliva las pentosas fosfato en
gliceraldehido-3-fosfato y acetil fosfato. Las bacterias heterofermentativas utilizan esta ruta metaboélica de
fermentacion donde la glucosa fosfato es oxidada a 6-fosfogluconato, el cual es oxidado y decarboxilado
para formar fosfato (Roehr, et al. 2001).

A diferencia de la ruta metabdlica EM, las oxidaciones mediadas por NAD se llevan a cabo antes del
clivaje del sustrato. La pentosa fosfato es subsecuentemente clivada a gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y
acetil fosfato. EI G3P es convertido en acido lactico por las mismas enzimas de la ruta EM. Esta rama de
la ruta metabdlica contiene una oxidacion acoplada a una reduccién. 2 ATPs son producidos por la
fosforilacién a nivel de substrato . El acetil fosfato es reducido en dos etapas a etanol, el cual equilibra las
dos oxidaciones antes del clivaje, pero no rinde ATP. La reaccion general es: Glucosa = 1 lactato + 1
etanol + 1 didxido de carbono con una ganancia de 1 ATP. La eficiencia de esta ruta es la mitad de de la
ruta metabdlica de EM (Madigan et al. 2000).
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Figura 10. Ruta metabdlica heterolactica (Fosfocetolasa) (Extractado de Roehr, et al. 2001).
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V1.2.2.3. Ruta metabolica de Entner-Doudoroff (ED)

Solo pocas bacterias y entre ellas la mas notable Zymomonas spp. emplean esta ruta metabdlica de
fermentacion. Sin embargo, muchas bacterias, especialmente aquellas pertenecientes al género
Pseudomonaceae utilizan esta ruta metabolica para degradar carbohidratos durante el metabolismo
respiratorio. La ruta metabdlica de ED produce 2 piruvatos a partir de glucosa (igual a la ruta de EM) pero
al igual que la ruta metabdlica de la fosfocetolasa, la oxidacion ocurre antes del clivaje, y el rendimiento
de la red de energia es un mol de ATP (Matthew, et al. 2005).
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Figura 10. Ruta metabdlica heterolactica (Fosfocetolasa) (Extractado de Roehr, et al. 2001).

En la ruta metabdlica de ED, la glucosa fosfato es oxidada a 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato, el cual es
clivado a piruvato y GAP, éste Gltimo es oxidado a piruvato por enzimas propias de la ruta metabdlica de
EM, 2 ATPs y son producidos por fosforilacion a nivel de substrato. El piruvato de cada una de las rutas
es reducido a etanol y dioxido de carbono, de la misma manera que las levaduras. Es asi que la reaccion
general es: Glucosa - 2 etanol + 2 didxido de carbono y una ganancia de 1 ATP en la red de energia
(Matthew, et al. 2005).

En la produccion tradicional de etanol Saccharomyces cerevisiae metaboliza glucosa por la ruta
metabolica de Embden-Meyerhof (EM). Ademaés de esta ruta, la ruta metabdlica de Entner-Doudoroff
(ED) es una via adicional para el consumo de glucosa por muchas bacterias, como Zymomonas spp. El
elevado rendimiento y productividad de etanol observados en Zymomonas spp., son la consecuencia de su
Unica fisiologia. Zymomonas spp. es el Unico microorganismo que metaboliza glucosa anaer6bicamente
usando la ruta de ED opuestamente a la ruta de EM o glicdlisis (Matthew, et al. 2005).

En la ruta metabdlica de ED se produce s6lo la mitad de ATP por mol de glucosa, de lo que se produce en
la ruta metabdlica de EM. Como consecuencia de esto, Zymomonas spp., produce menos biomasa que las
levaduras, y mas carbono es dirigido a la formacién de productos. También, como consecuencia del bajo
rendimiento de ATP, Zymomonas spp., mantiene un alto flujo de glucosa a través de la ruta metabdlica de
ED. Todas las enzimas involucradas en la fermentacidn son expresadas constitutivamente y las enzimas
que realizan la fermentacion forman el 50% de las proteinas totales en la célula (Sprenger, 1996).
Zymomonas spp. tiene potenciales ventajas sobre las levaduras, en la industria de la produccién de etanol

36
Carla Fabiana Crespo Melgar



Instituto de Investigaciones Fdrmaco Bioquimicas

Las bacterias anaerobias termdfilas pertenientes al género Clostridium, Thermoanaerbacter vy
Thermoanaerbacterium son conocidas por su capacidad de producir elevadas concentraciones de etanol a
partir de carbohidratos (Ng et al., 1981; Weimer, 1985; Wiegel y Ljungdahl, 1981). Estas bacterias
utilizan la ruta metabélica de Entner-Doudoroff (fosforoclastica) para la oxidacion de substratos, la cual
resulta en la produccion de etanol e hidrégeno junto con acidos organicos (por ejemplo, acetato, butirato y
lactato; Zeikus, 1980). Se considera que la produccion de hidrégeno a partir de carbohidratos ocurre junto
con la produccion de acetato (ecuacion 1) o butirato (ecuacién 2), mientras que la produccién de solo
etanol no va acompafiada de la produccion de hidrégeno (ecuacion 3) (Thauer, et al. 1977; Wiegel, 1980).

CeH10s +4H,0 > 2CH,COOH + 4H,+ 2HCO; +4H" (1)
CeH0s +2H,0 > CHZCH,CH,COOH + 2H, + 2HCO; +3H*  (2)
CeH1,05 = 2CH;CH,OH + 2CO, 3)

Esto implica que cuando la produccion de hidrégeno es optimizada (produccidn de acetato), la produccién
de etanol disminuye y viceversa. Dependiendo del microorganismo, el rendimiento de etanol (e
hidrogeno) varia substancialmente desde trazas hasta concentraciones significantes (Wiegel, 1980;
Zeikus, 1980). La ecuacidn 3 proveniente de la ruta metabdlica de ED, resulta en casi una completa
conversion de glucosa a etanol, pero es rara entre bacterias y sélo fue reportada en Zymomonas mobilis
(Wiegel, 1980; Zeikus, 1980).

Aunque las tasas de tolerancia al etanol y la conversion de hexosas por bacterias anaerobias termofilas
son menores a aquellas de levaduras como Saccharomyces cerevisiae o la bacteria meséfila Zymomonas
mobilis, la ventaja de estas bacterias es su diversidad metabdlica, con capacidad de degradar una gran
variedad de carbohidratos de origen lignoceluldsico (Sommer, P., et al. 2004).

V1.3. Procesos de produccién de etanol

Los materiales crudos que contienen azUcares 0 materiales que se transforman en azlcares, pueden
utilizarse como substratos de la fermentacion etanolica. Los materiales crudos fermentables pueden
agruparse como los materiales directamente fermentables, los materiales de contenido lignocelulésico y
los residuos urbano-industriales. La fermentacion directa de la cafia de azucar, remolacha y melazas para
la produccién de etanol también ha sido reportada (Bryan, 1990; Ganesh, et al. 1995; Ravi, et al. 1997).

Residuos que contienen azlcares que pueden transformarse en glucosa, se usan como substratos de
fermentacion bajo condiciones aerobias y anaerobias.

La glucosa se convierte a etanol y didxido de carbono (Ingram et al. 1998). La estequiometria de este
proceso es detallada por las siguientes ecuaciones:

(C5H1005) n+n Hzo — N C6H1205 (1)

CeH1,0¢ — 2C,Hs0H + 2CO, + energia (almacenada como ATP) (2)
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Tedricamente, 100 g de glucosa producirian 51.4 g de etanol y 48.8 g de dioxido de carbono. Sin
embargo, en la préactica, los microorganismos usan glucosa para su crecimiento y el rendimiento real es
menor al 100%. Las cepas seleccionadas deben tener tolerancia a concentraciones altas de azucar y de
etanol producido. En un proceso de fermentacion etandlica, se seleccionan microorganismos capaces de
mantener las mejores caracteristicas en el proceso y equipo a usarse (Ingram et al. 1998).

V1.3.1. Alcance de la produccion del etanol a partir de materiales alternativos

El proceso de fermentacion a partir de cualquier substrato que contenga azucares puede derivar en etanol.
La variedad de substratos utilizados en la produccion de etanol a través de la fermentacion es clasificada
en tres tipos principales: azucares, almidones y materiales lignoceluldsicos (Lee, J. 1997).

Los azucares (a partir de cafia de azlcar, remolacha, melazas y frutas) pueden ser convertidos a etanol
directamente. Los almidones (provenientes del maiz, yuca, papa y otros tubérculos) deben ser primero
hidrolizados, por la accion de enzimas a azucares fermentables. Un aumento dramatico actual en la
tecnologia de produccion de etanol basada en el almidén de maiz, puede no ser préctico porque la
produccién de maiz para la produccion etanol podria competir con la produccidn agricola, limitando su
cultivo como alimento (Lin, Y., et al. 2006).

El material lignocelulésico (a partir de madera, cultivos energéticos, residuos de la agricultura y residuos
de la industria del papel) deben ser convertidos en azucares, esto se lleva a cabo generalmente por
métodos fisicoquimicos. Una vez que los azucares simples son liberados, los microorganismos pueden
fermentarlos rapidamente (Lin, Y., et al. 2006).

Hoy en dia, el elemento dominante en el costo de la produccion de etanol es el substrato, por ejemplo, el
almidén, algunos almidones fermentables y la sacarosa son facilmente obtenidos a partir de productos de
la agricultura como la paja de trigo, los residuos del maiz y el bagaso de cafia, respectivamente. La
expansion de este proceso de fermentacién hacia la utilizacion de substratos de menor costo, como la
lignocelulosa, ofrece un gran potencial para la reduccion en los costos de produccion (Lee, J. 1997).

V1.3.2. Tecnologia basada en la produccién de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos

Investigacion extensa se lleva a cabo para la conversién de materiales lignocelulésicos a etanol (Yanase,
et al. 2005). Esta conversion incluye dos procesos:

1. hidrdlisis de celulosa de los materiales lignoceluldsicos a azUcares reducidos fermentables
2. fermentacién de los azUcares a etanol.

La hidroélisis normalmente es catalizada por enzimas celuloliticas y la fermentacion se lleva a cabo por
levaduras o bacterias. Los factores identificados que afectan la hidrélisis de la celulosa incluyen: la
porosidad, es decir, la superficie accesible de las fibras, su cristalinidad, otros productos tales como la
lignina y las hemicelulosas (McMillan, 1994). La presencia de lignina y hemicelulosas restringen el
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acceso de las enzimas celuloliticas a la celulosa, reduciendo asi la eficacia de la hidrélisis. El contenido
de celulosa, hemicelulosa y lignina en los residuos agricolas son presentados en la tabla 4.

Tabla 4. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos agricolas comunes y
diferentes desechos

Residuo Celulosa (%0) Hemicelulosa (%) Lignina (%0)
Madera dura 40 -50 24 — 40 18 - 25
Madera suave 45 -50 25-35 25-35
Cascara de nuez 25-30 25-30 30-40
Césped 25-40 35-50 10-30
Paja de trigo 33-40 20 - 25 15-20
Cascarillade arroz 40 18 55
Hojas 15-20 80 -85 0
Estiércol 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
Residuos solidos 8-15 NA 24 - 29
primarios

Papel 85-99 0 0-15
Papel periddico 40-55 25-40 18 -30

Extractado de McMillan, 1994.

La remocion de lignina y hemicelulosas conduce a la reducciéon de cristalinidad y al aumento de
porosidad, pero esto sdlo es logrado mediante procesos de pretratamiento fisicoquimico del material
lignocelulésico, mejorando asi la hidrélisis enzimética significativamente (McMillan, 1994). El
pretratamiento debe poseer las siguientes caracteristicas:

(1) mejorar la degradacion de azucares o la habilidad, como consecuencia de ésto, de ser
hidrolizados por enzimas;

(2) evitar la pérdida de hidratos de carbono;
(3) evitar la formacién de subproductos inhibitorios de la hidrélisis subsecuente o del proceso de

fermentacion;
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(4) costo reducido (Sun, Y., et al. 2002).

La factibilidad econémica de la produccion de etanol a partir de materiales lignocelulésicos, requiere una
eficiente conversidn de todos los carbohidratos constituyentes de este material complejo a etanol (Galbe y
Zacchi, 2002; Ingram et al., 1998; Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996).

Muchos microorganismos termofilos anaerobios, capaces de utilizar una variedad de carbohidratos
constituyentes del material lignocelulésico, producen etanol e hidrégeno, otro biocombustible valuable
(Koskinen et al. 2008; Mistry y Cooney, 1989). En la coproduccién de etanol e hidrégeno, substanciales
cantidades de ambos biocombustibles pueden ser obtenidos (Wu et al., 2007).

La principal limitacion de obtener etanol a partir material lignocelulésico es, que la mayoria de los
azlcares no son aptos para la fermentacién con bacterias u otros microorganismos directamente. Los
azUcares se hallan formando la matriz de celulosa, el material fibroso que representa el 75 o 85% de la
planta. Sin embargo, con la ayuda de enzimas se puede descomponer la celulosa en sus sub-unidades, que
son fermentadas por microorganismos, convirtiendolas en etanol. Este proceso se ha denominado como
produccion de ‘oro verde’ que podria reemplazar al ‘oro negro’ crudo, importado. Esto potencializa la
reduccion del consumo de combustibles fosiles de manera sostenible (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1996).

V1.3.3. Aspectos prometedores de la utilizacion de materiales lignocelulésicos

V1.3.3.1. Hidrdlisis enziméatica de celulosa

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa se lleva a cabo por enzimas celuloliticas, que son favorablemente
especificas (Beguin y Aubert, 1994). Las celulasas normalmente son una mezcla de varias enzimas, al
menos tres grupos del complejo de celulasas estan involucradas en el proceso del hidrdlisis:

(1) Las endoglucanasas (EG, endo-1,4- B-D-glucanohidrolasa o EC. 3.2.1.4.), que atacan las
regiones de baja cristalinidad de la fibra de celulosa, creando los extremos de cadenas libres;

(2) Exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH, 1,4-B-D-glucano celobiodehidrolasa o EC.
3.2.1.91.), que degradan mas la molécula removiendo las unidades de celobiosa de los extremos de las
cadenas libres;

(3) p-glucosidasas (EC. 3.2.1.21.), que hidrolizan las moléculas de celobiosa produciendo de esta
manera moléculas de glucosa disponibles para la fermentacién (Coughlan y Ljungdahl, 1988).

Ademas de estos tres grupos del complejo de enzimas celuloliticas, existe también un nimero de enzimas
auxiliares que atacan la hemicelulosa, como las glucuronidasas, las acetilesterasas, las xilanasas, f-
xylosidasas, galactomananasas y glucomananasas (Duff y Murray, 1996).

Todas las reacciones de hidrolisis, en las cuales se emplean enzimas suman un costo total mucho menor
comparado al costo de los métodos fisicoquimicos, debido a que la hidrélisis enzimatica normalmente es
llevada a cabo en condiciones normales (pH 4.8 y temperatura 45 - 50°C), ademas no se liberan productos
contaminantes no deseados (Duff y Murray, 1996).
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Microorganismos como los hongos y las bacterias producen celulasas que se utilizan en la hidroélisis de
materiales lignocelulésicos; estos microorganismos son aerdbios o anaerébios, meséfilos o termofilos
(Wu et al., 2007).

En la actualidad las bacterias termoéfilas reciben una especial atencion, debido a su capacidad de producir
complejos celuloliticos, con enzimas altamente activas y a su vez realizan el proceso de fermentacion
etanodlica. Estas dos caracteristicas realzan el potencial de estos sistemas bioldgicos, simplificando de esta
manera, el proceso de produccion de etanol. Sin embargo, durante esta conversion se producen cantidades
bajas de etanol y significantes de otros sub-productos tales como el acido acético (Panagiotou et al.,
2005).

Las especies microbianas como Neurospora, Monilia, Paecilomyces, poseen la habilidad de fermentar
celulosa directamente a etanol (Singh et al. 1992). Bacterias pertenecientes al género Clostridium,
Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio,
Microbispora y Streptomyces son productoras de celulasas (Bisaria, 1991). Aungque muchas bacterias
productoras de enzimas celuloliticas han sido estudiadas, particularmente, las bacterias anaerobias tales
como Clostridium thermocellum y Bacteroides cellulosolvens producen celulasas con actividad especifica
elevada, pero no producen cantidades grandes de enzima. Esto debido a que los anaerobios tienen una
velocidad de crecimiento muy lenta, caracteristica que condiciona su aplicacion a gran escala (Wiegel et
al. 1983).

V1.3.2. Tecnologia fermentativa de la conversion de xilosa en etanol

Los principales azUcares fermentables a partir de la hidrélisis de material lignocelulésico son glucosa y
xilosa. La fermentacion de glucosa a etanol puede ser llevada a cabo eficentemente por Saccharomyces
cerevisiae. En contraste, la fermentacién de xilosa es un reto, debido a que s6lo pocos microorganismos
tradicionales pueden fermentar xilosa a etanol, aunque muchos microorganismos utilizan xilosa como
fuente de carbono. Muchos esfuerzos han sido puestos en la optimizacién de la conversién de xilosa a
etanol (Jeffries y Shi 1999; Ho et al. 1999; Ingram et al. 1987; Zhang et al. 1995). Sin embargo, bajos
rendimientos de etanol, formacion de otros productos, pH neutral como requerimiento de crecimiento e
intolerancia a elevadas concentraciones de etanol y xilosa, son las desventajas del uso de
microorganismos en fermentaciones a mayor escala (Bothast et al. 1997). Actualmente, la conversion
bacteriana de xilosa a etanol, es establecida con microorganismos genéticamente modificados; pero otra
desventaja de éstos es su actividad a pH neutro, debido a que el control de invasién por otros
microorganismos complica el proceso (Palmqgvist y Hahn-Hagerdal 2000).

Aunque existe un significativo progreso en esta tecnologia, todavia existen muchos problemas, uno de
ellos es la inhibicién por producto. La inhibicién por etanol ha recibido mucha atencion en la conversion
microbiana de xilosa en etanol (Ghasem et al. 2004; Jeewon 1997; Palmqvist y Hahn-Hagerdal 2000).
Las levaduras fermentadoras de xilosa no crecen en condiciones anoxicas y no fermentan cuando las
condiciones son totalmente aerobias. En este sentido, el desarrollo de eficiente fermentacién de glucosa y
xilosa es requerida para la aplicacién a escala industrial (Lin, Y., et al. 2006).

Las bacterias anaerobias termdfilas extremas son capaces de formar etanol como principal producto de
fermentacion a partir de todas las hexosas utilizables, di- y polisacaridos, como también a partir de varias
pentosas como ribosa y xilosa (Wiegel et al. 1983).
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CAPITULO VIL. MATERIALES Y METODOS

VII.1. Medio de cultivo

Todos los experimentos fueron realizados en viales de 100 mL conteniendo 80 mL de medio mineral
anaerdbico y nitrégeno como atmoésfera gaseosa. EI medio mineral anaerdbico utilizado fue descrito
previamente por Angelidaki et al.,1990; pero se realizaron las siguientes modificaciones: se omitié el uso
de cisteina y en su lugar sulfuro de sodio fue utilizado com agente reductor a una concentracion de 0.5
g/L. La solucién de vitaminas fue preparada de acuerdo al stock de vitaminas DSM-141 (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures) pero no se utilizé acido lipoico como parte de esta
solucién (la composicién general del medio se halla detallada en anexos).

Posteriormente el medio de cultivo fue suplementado con la respectiva fuente de carbono como substrato.
La solucion de vitaminas, fuente de carbono y el agente reductor fueron esterilizados por filtracion y
posteriormente adicionados al medio de cultivo después de que éste fue esterilizado por autoclave (121
°C, 20 min). Se utiliz6 agua calidad milipore y los reactivos quimicos fueron de grado analitico.

VI1.2. Material biolégico

VI1.2.1. Coleccion y seleccién de muestras termofilas

Muestras de material en descomposicion, sedimentos y aguas, fueron colectados anaerébicamente en
frascos plasticos de 100 mL de capacidad, los cuales fueron llenados, sellados y mantenidos a temperatura
ambiente hasta su procesamiento.

Las muestras biolégicas para la seleccién de consorcios con capacidad hidrolitica y productora de etanol

fueron recolectadas de zonas propias del altiplano boliviano con elevada actividad geotérmica, cuyas
caracteristicas se hallan detalladas en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas de las muestras colectadas

Nro | Codigo  Substrato Localidad Coordenadas Altitud Tempoeratu ra pH Caracteristicas
(msnm) (°C)
. o . Aguas termales con contenido de
1 C Meclgég de era_:‘_laor;es;Pzeblo 3\/135317956353 3408 58 6.73 algas y materia organica en
pay ' descomposicion
. Aguas termales con contenido de
Melaza de Miraflores/Pueblo S19°27.969', : .
2 D cafia Tarapaya W65°47 523" 3408 58 6.73 algas y materia organica en
descomposicion
Melaza de . S17°14.575', Aguas termales con contenido de
3. G cania Obrajes W66°59 410 3806 68 7.42 algas
Melaza de . S17°14.575', Aguas termales con contenido de
4. H cania Obrajes W66°59 410 3806 68 7.42 algas
Melaza de S17°53.483',
5. K caia Capachos W67°02.668 3736 52 7.16 Lodo
Melaza de S$18°22.792', .
6. L caia Pueblo Poopo W66°57 530 3790 60 6.86 Lodo con contenido de algas
Melaza de S17°53.483',
7. FT8 caia Capachos W67°02.668 3736 52 7.16 Lodo
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Melaza de

8. FT12 cania Urmiri de Pazna ND ND 60 6.79 Lodo negro

9. 4F Me(!:?]: de Caranavi ND ND 25 4.21 Planta procesadora de café
10. I Me(!:?]: de Caranavi ND ND 25 4.21 Planta procesadora de café
11. DD Meclgég de Elinge-Suecia ND ND ND ND Planta de tratamiento de aguas
12. | 381 Mec':rz]: de Challviri 3\/265273:8 ND 45 ND Laguna termal

13. | E1 Mec':rf]g de Lakajahuira S19°11', WET7°4 ND ND ND Lodo de rio

O I Checpi wesaas0r 372 © 655 ucaipto on descomposicon
s e THE o ST om e ess e
16. E Pfrjizge Chaqui 3\/13;337443?32 3721 62 ND Lodo con contenido de algas
17. F Pfrjizge Chaqui \?\/16?;"337443?092 3721 62 ND Lodo con contenido de algas
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

BX

FT8

FT12

4F

DD

38-1

El

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Paja de
trigo

Sajama

Sajama

Palos Blancos

Capachos

Urmiri de Pazfia

Caranavi

Caranavi

Elinge/Suecia

Challviri

Lakajahuira

ND. Caracteristica no determinada
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S18°05.860',
W69°01.729'

S18°05.860',
W69°01.729'

ND

S17°53.483',
W67°02.668'

ND

ND

ND

ND

S22°32,
W67°38'

S19°11', W67°4'

4410

4410

ND

3736

ND

ND

ND

ND

ND

ND

85

85

25

52

ND

25

25

ND

45

ND

7.6

7.6

ND

7.16

6.79

421

421

ND

ND

ND

Geiser con algas naranjas

Geiser con algas naranjas

ND

Lodo

Lodo negro

Planta procesadora de café

Planta procesadora de café

Planta de tratamiento de aguas

Laguna termal

Lodo de rio
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VI11.2.2. Material agroindustrial

El material agroindustrial fue paja de trigo y melaza de cafia, utilizados como substratos. Ambos fueron
esterilizados por autoclave a 121 °C, durante 1h, evitando de esta manera toda posible contaminacion por
esporas. La cantidad utilizada de material lignocelul6sico fue determinada de acuerdo a su contenido
tedrico de celulosa y hemicelulosa, ambas ajustadas a una concentracion final de 5 g/L en el medio de
cultivo (ver anexos).

VI11.3. Determinaciones analiticas
VI11.3.1. Determinacidon de la velocidad de crecimiento

El crecimiento en los diferentes substratos fue determinado por la medicién de la densidad éptica de los
cultivos, utilizando un espectrofotémetro a 620 nm de longitud de onda. La velocidad de crecimiento
durante la fase exponencial fue determinada graficando el logaritmo neperiano de la densidad dptica
versus el tiempo de incubacion en horas. Debido a la presencia de turbidez del material lignoceluldsico
utilizado como substrato, el crecimiento fue monitoreado indirectamente por la presencia de gas
producido.

VI11.3.2. Cuantificacion de etanol en fase gaseosa

La evolucion en la produccién de gases durante el proceso de fermentacion, fue determinada por
cromatografia de gases (GC1000, Perkin Elmer) cuando una muestra de aproximadamente 400 uL de fase
gaseosa recolectada durante fermentacion, fue inyectada a 250 °C en el cromatdgrafo de gases equipado
con una columna Elite-5 (Perkin Elmer) a 50 °C. La fase movil utilizada fue hidrdgeno a un flujo de 50
PSI, aproximadamente. Las concentraciones de etanol y metano fueron cuantificadas mediante un
detector de ionizacién de Ilama a 200 °C.

La curva de calibracion para la determinacion de etanol en fase gaseosa fue preparada con estandares a
diferentes concentraciones de etanol en fase liquida, en viales de dimensiones similares a los utilizados
para el proceso de fermentacion cerrados herméticamente. Dichos estandares fueron incubados por al
menos 4 h a 60 °C, para asegurar la distribucidn de etanol entre las fases gaseosa y liquida, manteniendo
un equilibrio entre ambas. La cantidad detectada de etanol correspondi6 a la concentracion total de etanol
cuando éste se halla en un sistema en equilibrio entre las fases gaseosa y liquida.

V11.3.3. Cuantificacion de etanol, sub-productos y consumo de substratos en fase liquida

La cuantificacion de los diferentes substratos y productos finales de fermentacién (etanol, lactato y acidos
grasos volatiles: acido acético, propidnico y butirico) fue determinada por HPLC equipado con una
columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 55 °C. La fase mdvil utilizada fue 5 mM de H,SO,4a un flujo de
0.6 ml/min, con un detector de indice de refraccion. Antes del andlisis por HPLC, las muestras fueron
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enfriadas a 4 °C por al menos 4 h y posteriormente 1 mL de las muestras fue acidificado con 10 uL de
H,SO, al 20 % (p/v) y filtrado a través de una membrana de 0.45 um de poro.

VI1.3.4. Analisis de gases como producto de la fermentacion

El anélisis de dioxido de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y metano fue realizado con un
cromatografo de gases (Varian 4000) equipado con un detector de conductividad térmica, este andlisis fue
descrito previamente por Parawira W., et al. (2004).

VI1.4. Activacion y seleccion de consorcios

Los productos finales de la fermentacion, asi como los substratos fueron cuantificados antes, durante y
después de la incubacion. La proporcion 2% (v/v) fue utilizada como concentracién de in6culo inicial en
medio liquido y en roll-tubes para aislamiento. El indculo para cada experimento fue tomado de la fase
temprana estacionaria de un cultivo previo. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

VI11.4.1. Condiciones de cultivo en batch

Para la activacién y seleccidn de consorcios hidroliticos de residuos agroindustriales y productores de
etanol, se establecieron cultivos en batch, mediante la técnica de Hungate modificada para el cultivo de
anaerobios estrictos (Hungate et al. 1969).

Todos los ensayos fueron desarrollados bajo condiciones de cultivo a una temperatura de 60°C, sin
agitacion y anaerobias (creando una atmoésfera saturada de Ny).

VI1.4.2. Seleccion primaria de consorcios anaerobios termdfilos en base a la produccién de etanol
a partir de la utilizacion de material agroindustrial: paja de trigo y melaza de cafia

La seleccidn de consorcios fue llevada a cabo cultivando las muestras colectadas en viales conteniendo
medio complejo, constituido por medio mineral anaerébico y paja de trigo o melaza de cafia. La cantidad
de estos substratos en el medio fue determinada de acuerdo a su contenido teérico de celulosa y
hemicelulosas ajustadas a una concentracién final de 5 g/L de glucosa y xilosa. Este medio de
enriguecimiento no estuvo constituido de otras fuentes de carbono alternativas (ver anexos).

Los cultivos enriquecidos fueron inoculados e incubados a 60°C y pH neutro por 48 h. Los consorcios
fueron seleccionados en base al criterio de sintesis de etanol como producto mayoritario.

V11.4.3. Seleccion secundaria de consorcios anaerobios termoéfilos en base a la fermentacién de D-
xilosa 0 D-glucosa para la produccién de etanol

Los consorcios previamente enriquecidos en cultivos con material agroindustrial, fueron inoculados en
medio mineral anaerébico definido a pH neutro, conteniendo D-xilosa 0 D-glucosa a una concentracion
de 5 g/L e incubados a 60°C, con el fin de establecer un balance de masas mediante el monitoreo de la
cinética produccion de etanol y otros productos del metabolismo.
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VI1.5. Optimizacion de la produccion de etanol mediante la aplicacion de disefios factoriales
VI11.5.1 Influencia de la concentracidn de nitrégeno en la produccion de etanol

El medio de cultivo mineral anaeroébico tiene en su composicion D-xilosa 4 g/L y cloruro de amonio 3 g/L
(como fuente Gnica de nitrdgeno), manteniendo una relacion equivalente g: g de Carbono:Nitrégeno de 1:
0.5, respectivamente.

Un disefio experimental fue establecido para determinar la influencia de la concentracién de nitrégeno en
el proceso, y de esta manera optimizar la produccion de etanol. De tal forma, tres relaciones equivalentes
(9: g Carbono: Nitrogeno) fueron estudiadas: 1: 0.32, 1: 0.5 (condicién inicial) y 1: 0.65. La
productividad de etanol fue comparada cuando el cultivo alcanzé su fase estacionaria.

VI11.5.2 Influencia del tipo de fuente de nitrégeno en la produccién de etanol

Para seleccionar el mejor consorcio productor de etanol se utilizé cloruro de amonio como fuente de
nitrégeno, presente en el medio mineral anaerébico (Angelidaki et al. 1990). Se planted la utilizacion de
urea como fuente de nitrégeno alternativa y se comparé la produccion de etanol cuando el cultivo alcanz6
su fase estacionaria.

VI11.5.3. Disefio factorial basado en la modificacion de las concentraciones de xilosa y urea en el
medio de cultivo y su efecto en la produccién de etanol

Se realiz6 un disefio factorial completo 3% por triplicado, donde se estudiaron variaciones en las
concentraciones de D-Xilosa y Urea (Tabla 6). Para este disefio, se prepararon viales con medio mineral
anaerobico mediante la técnica de Hungate (1969) y la produccion de etanol y sub-productos, velocidades
de crecimiento y consumo de substrato fueron monitoreadas hasta que el consorcio alcanzé su fase
estacionaria temprana de crecimiento.

Todos los datos fueron procesados mediante el empleo del programa estadistico: Statistica 6.0 (version
Windows).
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Tabla 6. Esquema del disefio factorial 3% Variables independientes Urea (g/L) y Xilosa (g/L),
variable dependiente, Etanol (g/L)

NUdmero de Niveles
experimentos -
Urea Xilosa
1 1 1
2 1 0
3 1 -1
4 0 1
5 0 0
6 0 -1
7 -1 1
8 -1 0
9 -1 -1
Niveles Concentracion Concentracion
(9/L) (9/L)
-1 1 5
0 3 10
1 5 15

VI1.6. Aislamiento, seleccion y caracterizacion de cepas aisladas del consorcio B
VI1.6.1. Aislamiento y seleccidn de cepas termofilas anaerobias

Cepas bacterianas fueron aisladas a 60°C y pH neutro, utilizando técnicas anaerobias tradicionales como:
Técnica de roll-tube (Hungate, R.E., 1969 y Bryant, M.P., 1972) y cultivo bifésico.

Para dicho aislamiento se utilizé medio mineral anaerdbico solidificado con agar-agar al 3%, 5 g/L de D-
xilosa como substrato y 1 g/L de extracto de levadura como co-substrato. Las diferentes colonias fueron
colectadas con agujas estériles y cultivadas en el mismo medio carente de agar-agar, este procedimiento
fue repetido hasta observar un solo tipo de colonias.

Las cepas aisladas fueron cultivadas en medio mineral anaerébico y se determind la produccién de etanol
de cada una de ellas. Este fue el pardmetro utilizado para seleccionar una sola cepa y realizar
posteriormente su caracterizacion.
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VI1.7. Influencia de la privacion de fuente de nitrégeno en la produccién de etanol por la cepa 45B

Debido a los resultados obtenidos en el Gltimo disefio factorial, se establecio un disefio experimental en el
que se disminuy6 la concentracion de la fuente de nitrégeno, para determinar su influencia en la
produccidn de etanol con una cepa pura y a su vez, establecer la concentracion dptima de urea en el medio
de cultivo.

VI1.8. Produccién de etanol por la cepa 45B, a partir de la utilizacion de otros substratos: a-D
glucosa, a-D xilosa, D-celobiosa y D-sacarosa

La cepa 45B fue cultivada en otras fuentes de carbono y energia, tales como D-sacarosa, D-celobiosa, con
el fin de comparar las productividades de etanol, respecto a los otros substratos cominmente utilizados
(D-xilosa o D-glucosa). La cinética de produccion de etanol y otros productos del metabolismo fue
monitoreada, para posteriormente establecer el balance de masas respecto a la produccion de etanol y
determinar la eficiencia del proceso.

VI11.9 Caracterizacion de la cepa 45B
VI11.9.1. Caracterizacién microscépica

VI11.9.1.1. Microscopia 6ptica

El método de Hucker (Claus, D. 1992) fue aplicado para realizar tincién Gram y las bacterias fueron
observadas con microscopio Optico (Nikon BH-2). Se tomaron microfotografias de cada etapa de
crecimiento de la cepa 45B.

VI11.9.1.2. Microscopia electronica
VI1.9.1.2.1. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Micrografias electrénicas de toda la célula fueron tomadas en cultivos puros de la cepa 45B, crecidos
durante 12 h a 60 °C en medio mineral anaerébico. El método usado para preparar las células observadas
por microscopia electrdnica fue descrito previamente por Patel et al. (1985). Las células fueron fijadas a
un cubreobjetos con glutaraldehido al 2.5 % (en buffer 0.1 M de cacodilato de sodio) durante 2 min y
posteriormente sometidas a una tincidn negativa con acetato de uranilo por 5 min.

VI11.9.1.2.2, Microscopia electrdnica de escaneo (SEM)

Micrografias electrénicas de las células fueron tomadas en cultivos puros de la cepa aislada, crecidos
durante 12 h a 60 °C en medio mineral anaerébico. El método usado para preparar las células para la
observacion por microscopia electronica fue descrito previamente por Reynolds, E. et al. (1963).
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V11.9.2. Efecto de la temperatura en el crecimiento de la cepa 45B

El perfil de temperaturas para el crecimiento de la cepa 45B fue determinado en medio mineral
anaerdbico conteniendo 5 g/L de celobiosa. La velocidad de crecimiento durante la fase exponencial a
diferentes temperaturas fue determinada graficando el logaritmo neperiano de la densidad dptica versus el
tiempo en horas, para cada rango de temperatura.

VI11.9.3. Perfil metabdlico de carbohidratos de la cepa 45B

El metabolismo de carbohidratos de la cepa 45B fue determinado empleando el test APl 20A. Este test
consistio de 20 micro-tubos, utilizados para estudiar la fermentacion de 20 substratos que pertenecieron a
la familia de los carbohidratos, aminoacidos y otros.

La suspensidn bacteriana de la cepa 45B de ODgp= 0.5 (£ 0.01), equivalente al tubo nimero 3 de la
Escala de Mc Farland (900 x 10° UFC), fue utilizada como indculo en el test APl 20A. Esta suspension
bacteriana fue posteriormente inoculada en cada uno de los micro-tubos. El test fue incubado a 60 °C
durante 48 h en un ambiente anaerdbico y la reaccion de acidificacion fue observada a las 18, 24 y 48 h.
El test fue repetido tres veces para confirmar los resultados obtenidos. Los resultados de utilizacion de
carbohidratos contribuyeron a la caracterizacion del metabolismo bacteriano de la cepa 45B.

VI11.9.4. lIdentificacién de la cepa 45B por secuenciacion del gen 16S ADNr

La identificacién de la cepa 45B se llevo a cabo mediante la amplificacion y secuenciacidn del gen 16S
ADNIrr. Se realiz6 una comparacion con secuencias homélogas de cepas tipificadas mediante la opcion
avanzada BLAST, para clasificar y otorgar una posicién taxonémica a la cepa aislada 45B.

V11.9.4.1. Extraccién de ADN

El ADN gendmico fue extraido de la cepa 45B, después de 12 h de incubacién a 60 °C, el procedimiento
de extraccion es detallado a continuacion:

1.5 mL de cultivo bacteriano fue centrifugado por 3 min a 13000 rpm, y el pellet fue re-suspendido en
700 pL de buffer 0.01 M TEC-SDS Tris-HCI pH 8.0 y mezclado vigorosamente para disolver todos los
agregados celulares. 2 pl de RNAsa (20 mg/ml) (Sigma) y 2 pl lisozima (20 mg/ml) (Sigma) fueron
adicionados, y se incubd esta mezcla a 37 °C por 20 min. Posteriormente, 1 pl proteinasa K (20 mg/ml)
(International Biotechnologies, Inc.) fue adicionado, se incubé la mezcla a 55 °C por 30 min. La mezcla
fue agitada gentilmente por inversién cada 5 min. Luego fue adicionado 1 volumen (700 uL aprox.) de
una mezcla fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (25: 24: 1) saturada con 10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM
EDTA (Sigma).

La mezcla fue agitada por 30 seg., e incubada a temperatura ambiente por 10 min., luego centrifugada a
13000 rpm durante 10 min en una micro-centrifuga (Bideuge 13; Heraeus Sepatech).

Posteriormente, la fase acuosa fue transferida a un tubo eppendorf nuevo, entonces 1 volumen (600 uL
aprox.) de la mezcla cloroformo : alcohol isoamilico (24: 1) (Sigma) fue adicionada; la mezcla fue agitada
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por 30 seg, y centrifugada a 13000 rpm, durante 10 min. Luego, la fase acuosa fue transferida a un tubo
eppendorf nuevo.

El ADN en fase acuosa fue precipitado con 1 volumen (600 uL aprox.) de isopropanol frio e incubado por
15 min a -20 °C (Merck; Alemania), posteriormente fue centrifugado a 13000 rpm, por 15 min, y el
sobrenadante fue descartado.

El pellet de ADN fue enjuagado con 70 % (v/v) de etanol (500 uL aprox.) y re-suspendido gentilmente.
Posteriormente en pellet de ADN fue secado al aire permitiendo la evaporacion de todo el etanol, luego
fue re-suspendido en 50 pL de agua Milli-Q, y el ADN fue disuelto a 4 °C por 18 horas. Este fue
guardado a -20 °C hasta su procesamiento.

V11.9.4.2. Amplificacion del gen 16S ADNr por PCR

La amplificacion del gen 16S ADNr fue llevada a cabo con primers universales (Thermo) disefiados para
alinear a regiones conservadas del gen bacteriano 16S ADNr. Las caracteristicas de estos primers se
detallan a continuacion:

Tabla 7. Primers utilizados en el PCR 16S rDNA (Tm y GC% fueron determinados usando el
calculador Finnzymes disponible en www.finnzymes.com/tm_determination.html).

Primer  Secuencia del Primer5’- 3’ Tamafio Tm GC
del Primer (°C) %

8-27 F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ 20 61.5 50.0

1492 R 5-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3’ 19 53.7 421

La reaccién del PCR contenia 10 pL de buffer 5x Phusion™ GC (con 7.5 mM de MgCl,, el cual
proporciona 1.5 mM de MgCl, a la reaccidon final) (Finnzymes, Finlandia), 0.5 puL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (participa en la denaturaciéon de la plantilla de ADN con alto contenido de GC) (Finnzymes,
Finlandia), 5 pL de 2 mM de una mezcla de desoxiribonucleotidos trifosfato (BioLabs, U.K)
(proporcionando 0.2 mM de cada desoxiribonucleotido trifosfato en la reaccion final), 0.25 pL de cada
primer (0.5 uM de cada uno en la reaccién final), 0.5 pL de Phusion™ DNA polymerase (0.02 U/pL)
(Finnzymes, Finlandia), y 2 pL de la plantilla de ADN a una concentracion final de entre 17-33 ng en un
volumen total de reaccion de 50 pL.

La amplificacion fue llevada a cabo con un termociclador (Whatman Biometra, Alemania). La reaccion
de PCR para lograr la denaturacion inicial del ADN fue de 98 °C durante 4 min, seguida por 30 ciclos con
el siguiente perfil: 98 °C por 30 seg para la denaturacion, 53 °C por 30 seg para el alineamiento y 72 °C
por 1 min, para la extension. La extension final fue llevada a cabo a 72 °C durante 10 min después de la
reaccion de amplificacion.
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V11.9.4.3. Deteccién de los productos del PCR

Los productos del PCR, coloreados con 6x colorante naranja (Fermentas), fueron corridos por
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (p/v) (Saveen Werner, Suecia), en buffer 1X TAE con bromuro
de etidio (Mercury, U.S.A). 10 uL de marcador de ADN de 1kb (O'gene ruler; Fermentas) fue cargado
para detectar la banda del 16S, la cual, fue posteriormente visualizada por transiluminacién con luz UV.
(Los geles fueron fotografiados usando una cadmara digital Kodak EDAS 290). Las bandas de 16S fueron
cortadas y guardadas a -20 °C para su posterior amplificacion.

VI11.9.4.4. Purificacidn de los productos del PCR

Los productos del PCR fueron purificados usando el kit de extraccion de geles QIAEX®II (150)
(QIAGEN). Posteriormente se midi6 la concentracién de ADN purificado usando el método de Nanodrop
(Nanodrop Technologies, INC.Wilmington, U.S.A, NanoDrop® ND-1000; full-spectrum U.V/ris
spectrophotometer). Una concentracion de 20 ng/100 bases (300 ng del ADN 16S de 1.5kb) es requerido
para su secuenciacion.

V11.9.4.5. Secuenciacion

Las muestras purificadas de ADN fueron etiquetadas y mantenidas a 4 °C hasta su envio para
secuenciacioén. La secuenciacion fue llevada a cabo por MWG Biotech AG, Martinsried, Alemania con el
método de dideoxy (Sanger et al., 1981). La secuenciacién fue conducida en una sola direccién usando el
primer forward (8-27 F) utilizado en el PCR.

V11.9.4.6. Andlisis de secuenciacién e identificacion

La secuencia del ADNr 16S fue buscada en el GenBank (National Centre for Biotechnology Information;
NCBI) usando la opcion de BLAST avanzado para lograr una busqueda répida, alineamiento y
comparacion con secuencias altamente similares (Megablast).
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CAPITULO VIII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VIIL.1. Crecimiento y produccion de etanol a partir de la utilizacion de residuos agroindustriales:
paja de trigo y melaza de cafia

Las técnicas mas exitosas reportadas hasta la fecha, involucran el aislamiento y la seleccion de
microorganismos propios de la naturaleza, los cuales exhiben la capacidad de crecer a elevadas
temperaturas y a su vez producir etanol. La produccion de etanol a partir de material lignoceluldsico
(residuos agroindustriales) es un importante criterio de seleccion, cuando se considera su aplicacién en la
vida real (Hahn-Hégerdal, et al. 1993; Zacchi, G., 1988 y Hinman, N.D., 1989).

En este sentido, muestras de diferentes ambientes geotérmicos naturales fueron utilizadas para establecer
cultivos anaerobios termdfilos enriquecidos, en los cuales los diferentes consorcios fueron estudiados en
cuanto a su capacidad de utilizar residuos agroindustriales (paja de trigo y melaza de cafia), como
substratos y a su vez producir etanol como producto principal después de un tiempo de fermentacion de
aproximadamente 48 h.

Un total de 27 consorcios fueron cultivados en medio mineral anaerébico complejo (debido a la adicion
de material agroindustrial) a pH neutro y 60°C de temperatura. Como se observa en la tabla 5, la mayoria
de las muestras produjeron cantidades significantes de etanol, pero también de metano, ambos como
productos finales de fermentacién. Slo pocos cultivos enriquecidos produjeron etanol y no asi metano.

A continuacién, se seleccionaron todos aquellos consorcios capaces de producir etanol a una
concentracién igual o mayor a 0.25 g/L, es decir, 12 consorcios que posteriormente fueron cultivados en
medio mineral anaerébico, suplementado con glucosa o xilosa a 5 g/L de concentracion, para realizar la
seleccion secundaria basada en la fermentacion de estos substratos simples.
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Tabla 8. Formacion de etanol y metano por el crecimiento de consorcios cultivados en
melaza de cafa y paja de trigo como substratos

18 hrs 24hrs 48hrs

Nro | Codigo Substrato Crecimiento Etanol Metano Etanol Metano
(9/L) (%) (g9/L) (%)
1. *C Melaza de cafia + 0.59 0.00 0.89 0.00
2. D Melaza de cafia + 0.02 0.00 0.02 0.00
3. *G Melaza de cafia +++ 0.37 0.09 0.58 0.05
4, *H Melaza de cafia +++ 0.71 0.02 0.56 0.02
5. *K Melaza de cafia + 0.27 0.19 0.77 0.04
6. *L Melaza de cafia + 0.17 0.14 0.76 0.00
7. FT8 Melaza de cafia + 0.10 0.04 0.00 0.10
8. FT12 Melaza de cafia + 0.09 0.04 0.07 0.07
9. 4F Melaza de cafia + 0.09 0.02 0.07 0.03
10. I Melaza de cafia + 0.07 0.04 0.00 0.27
11. DD Melaza de cafia + 0.09 0.08 0.05 0.16
12. 38-1 Melaza de cafia + 0.07 0.04 0.06 0.13
13. *E1 Melaza de cafia + 0.40 0.00 0.12 0.19
14, *A Paja de trigo ++ 0.43 0.00 0.17 0.02
15. *B Paja de trigo ++ 0.59 0.00 0.51 0.00
16. *E Paja de trigo +++ 0.97 0.07 0.74 0.11
17. *F Paja de trigo +++ 0.21 0.17 1.52 0.58
18. *| Paja de trigo + 0.29 0.19 1.75 0.00
19. *J Paja de trigo + 0.26 0.00 0.54 0.27
20. BX Paja de trigo + 0.10 0.00 0.11 0.09
21. FT8 Paja de trigo + 0.10 0.00 0.08 0.09
22. FT12 Paja de trigo + 0.11 0.08 0.04 0.13
23. 4F Paja de trigo + 0.10 0.00 0.05 0.01
24, I Paja de trigo + 0.13 0.01 0.07 0.02
25. DD Paja de trigo + 0.14 0.05 0.06 0.26
26. 38-1 Paja de trigo + 0.11 0.13 0.10 0.22
27. El Paja de trigo + 0.08 0.07 0.08 0.10

*Cultivos seleccionados para el proximo analisis
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En el test de seleccion de consorcios basado en la utilizacién de substratos crudos y sin la adicion de
enzimas ni fuentes de carbono alternativas, 12 consorcios fueron seleccionados (C, G, H, K, L, E1, A, B,
E, F, 1 y J) como los mejores productores de etanol entre todos los estudiados. La fermentacion de los
substratos crudos por los microorganismos resulté en la produccion de etanol en un rango de 0.40 -
38.11mM. Estas concentraciones de etanol producido superan a aquellas obtenidas en otros estudios con
el uso de cepas puras, en condiciones terméfilas anaerobias similares, las cuales alcanzaron una
produccién de etanol en el rango de 9.8 — 25.7mM utilizando substratos crudos (Sommer, P., et al. 2004).
Sin embargo, el consumo de substrato no es considerado en este estudio, debido a que no se realizd una
caracterizacion previa del mismo.

Las diferencias en cuanto a la formacion de productos finales fue evidente para cada consorcio, en cada
substrato. Cada substrato (paja de trigo y melaza de cafia) tiene una Gnica compaosicion, particularmente
respecto a las fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina. Las diferencias en cuanto a la composicién
de los residuos agroindustriales influencian la disponibilidad de los carbohidratos utilizados en la
fermentacion. Relacionado a esto, la cristalinidad y el grado de polimerizacion afecta el nimero de sitios
accesibles al ataque enzimatico y por tanto la hidrolisis bacteriana del substrato (Schwarz, W., 2001). La
estructura del substrato influencia el posicionamiento de las enzimas asi como la actividad enzimatica y la
formacion de productos. La distribucion de las enzimas producidas por los microorganismos
constituyentes de los consorcios en el metabolismo de los residuos industriales no ha sido estudiada, sin
embargo, en muchos estudios se concluy6 que la fuente de carbono afecta el tipo de enzimas producidas
(Linder, M., et al. 1997; Panda, T., et al. 2005 y Lesage-Meessen, L., et al. 2002).

La mayor concentracion de etanol fue 38.11 mM, producida por el consorcio |, cuyo material biol6gico
fue recolectado en las aguas termales neutras a 60 °C y pH 7 (Localidad Poopd). La habilidad de los
consorcios de crecer y degradar material crudo y subsecuentemente convertir xilosa y glucosa a etanol
indica la presencia de enzimas celuloliticas, xilanoliticas y glucoliticas activas en los 12 consorcios
seleccionados.

VII11.2. Seleccion secundaria de consorcios anaerobios termdéfilos basada en la fermentacion de D-
xilosa 0 D-glucosa para la produccién de etanol

Un total de 12 consorcios seleccionados como productores de etanol a concentraciones iguales o
superiores a 0.25 g/L fueron cultivados en medio mineral anaerébico, suplementado con a-D glucosa 0 a-
D-xilosa a una concentracion de 5 g/L. Rendimientos en cuanto a la produccidn de etanol respecto al
consumo de substrato (Y etanol producido/ substrato consumido) fueron determinados (Tabla 9). En este
sentido, 4 consorcios fueron seleccionados en base a su rendimiento mayor o igual a 0.10 g de etanol
producido/ g de substrato consumido.
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Tabla 9. Ensayo de produccion de etanol a partir de la fermentacion de D-xilosa y D-glucosa

48 horas de incubacién

Nro Cddigo Xilosa Etanol Rendimiento Glucosa Etanol Rendimiento
consumida  producido Yp/s (9/g) consumida producido Yp/s (g/g)
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)

1. C 0.13+0.00 0.00+0.00 0.00 0.20+0.04 0.00+0.00 0.00

2. G 430+0.10 0.40+0.01 0.09 3.40+0.11 0.08+0.03 0.02

3. H 3.88+0.02 0.09+0.12 0.02 418+0.20 0.07+0.11 0.02

4, K 3.92+0.23 0.03+0.07 0.01 4.00+0.10 0.03+0.07 0.01

5. L 0.13+0.00 0.00+0.00 0.00 0.25+0.01 0.00+0.00 0.00

6. El 434+030 0.14+0.06 0.03 3.32+0.15 0.27+0.13 0.08

7. **A 4.05+0.10 0.41+0.07 0.10 5.00+0.01 0.04 +0.02 0.01

8. *B 246 +0.13 0.96 +0.00 0.39 0.74+0.00 0.13+0.04 0.18

9. **E 0.60+0.30 0.16 +0.12 0.27 0.75+0.09 0.05+0.07 0.07
10. F 2.20+0.11 0.06 +0.09 0.03 432+0.10 0.08+0.10 0.02
11. I 3.36+0.22 0.11+0.03 0.03 433+0.12 0.10+0.02 0.02
12 **] 0.12+0.02 0.00+0.00 0.00 0.54+0.03 0.16 +0.12 0.30

* Consorcio seleccionado para futuros estudios
** Consorcios productores de metano y etanol

De los consorcios seleccionados, A, B, E y J, el consorcio B fue utilizado en préximos experimentos,
debido a su capacidad de crecer y utilizar ambos substratos y producir los rendimientos mas altos en
cuanto a la produccion de etanol. Cuando o-D xilosa fue utilizada por el consorcio B, como fuente de
carbono, se alcanz6 un rendimiento de 0.4 g de etanol producido /g de xilosa consumida. En otros
estudios el mayor rendimiento en cuanto a la produccién de etanol con cepas aisladas de las mismas
carateristicas anaerobias terméfilas, fue de 0.18 g de etanol producido /g de xilosa consumida (cepa
aislada A10, estudiada por Sommer, P., et al. 2004).

En cuanto a la utilizacién de a-D glucosa por el consorcio B, se registré un rendimiento de 0.2 g de etanol
producido/ g de glucosa consumida. Estudios en los que se utilizd este mismo substrato para la
produccién de etanol por Clostridium thermohydrosulfuricum, bajo las mismas condiciones de cultivo,
demostraron un rendimiento en la produccién de etanol de 0.3 g de etanol producido/g de glucosa
consumida (Cook G., et al. 1994). Esto demuestra que el consorcio B posee afinidad por a-D xilosa como
substrato.

Debido a que la xilosa es una de las pentosas mas abundantes en el material lignocelulésico (Franzén et
al. 1994), la fermentacion de xilosa por diferentes microorganismos ha sido extensamente estudiada en la
pasada decada (Skoog y Hahn-Hégerdal, 1998). La bioconversion de xilosa a etanol a gran escala es de
enorme interés econémico. Solo un limitado nimero de microorganismos fermentadores de pentosas ha
sido descrito en la literatura y las herramientas de ingenieria genética han sido limitadas a la introduccion
de rutas metabolicas de utilizacion de xilosa y arabinosa. Avances en el desarrollo de cepas
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recombinantes han sido alcanzados a través de estrategias de adaptacion, incluyendo mutagénesis al azar
(Wahlbom et al. 2003), ingenieria evolutiva (Sonderegger et al. 2004b), etc. El consorcio B estudiado
tiene un potencial considerable de ser un candidato nuevo para la bioconversion de material
lignocelulésico (paja de trigo) en etanol, el estudio que se reporta en el presente trabajo demuestra que el
aprovechamiento de este consorcio microbiano es viable.

Los consorcios A, E y J no se utilizaron en futuros experimentos debido a que no sélo produjeron etanol,
metano fue tambien producido durante la fermentacion de los substratos. Un gran nimero de
microorganismos son capaces de formar etanol, sin embargo, muchos de estos microorganismos generan
multiples productos en adicion a éste. Estos incluyen otros alcoholes como butanol, isopropanol y 2,3-
butanodiol; acidos organicos como acetato, butirato, formiato y lactato; polioles como arabitol, glicerol y
xilitol; cetonas como la acetona; o varios gases como metano, diéxido de carbono e hidrégeno (Roehr, et
al. 2001).

VIIl.2.1. Cinética de crecimiento del consorcio seleccionado

La cinética de crecimiento microbiano y otras caracteristicas del metabolismo fermentativo anaerobio
fueron establecidas para el consorcio B seleccionado, para lo cual, se utiliz6 el in6culo de un cultivo
previo cuando éste alcanzd su fase estacionaria temprana. Los pardmetros metabdlicos determinados
cuando el consorcio B es cultivado en medio mineral anaerébico suplementado con D-xilosa como Unica
fuente de carbono, a pH neutro y 60°C de temperatura son detallados en la figura 11 y la tabla 10.

Para establecer la cinética de crecimiento microbiano, se consideré a todos los componentes del consorcio
microbiano como un solo tipo de microorganismo, con reacciones metabdlicas especificas para éste. Se
hizo esta consideracion con el fin de conocer la factibilidad del sistema de produccion de etanol cuando
consorcios microbianos son usados.
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Figura11l. Crecimiento del consorcio B en 5 g/L de a-D xilosa a pH 7 y 60°C en cultivo batch

58
Carla Fabiana Crespo Melgar



Instituto de Investigaciones Fdrmaco Bioquimicas

Tabla 10. Pardmetros metabolicos determinados cuando el consorcio B es cultivado en medio
mineral anaerdébico suplementado con D-xilosa como Unica fuente de carbono, a pH neutro y 60 °C
de temperatura.

Caracteristicas

Velocidad de crecimiento (h™) 0.081
Tiempo de generacion (h) 8.55
Xilosa consumida (g/L) 3.15
Etanol producido (g/L) 0.57
Dioxido de carbono (mL/mL gas total) 0.57
Rendimiento (g etanol / g xilosa 0.18
consumida)

Una de las principales desventajas del sistema propuesto, es el metabolismo excesivamente lento del
consorcio B, el tiempo de generacién microbiano es largo, este hecho afectaria la productividad
volumétrica de etanol si se propusiera su aplicacién como sistema continuo de produccion. Sin embargo,
en la actualidad existen aplicaciones practicas, como la técnica de inmovilizacidn microbiana, la
recuperacion de células, la recirculacion de células y/o el control de crecimiento, para incrementar la
densidad celular, y de esta forma establecer poblaciones robustas y activas en cuanto a la formacion de
productos metabdlicos deseados (Nufiez, et al. 1987).

VI11.3. Optimizacion del proceso de produccion de etanol por el consorcio microbiano B a través de
la aplicacion de disefios factoriales

VI11.3.1. Influencia de la concentracion de nitrégeno en la produccion de etanol

El consorcio B seleccionado fue cultivado en medio mineral anaerébico constituido por 3 g/L de cloruro
de amonio como Unica fuente de nitrégeno (Angelidaki et al.,1990) y 4 g/L D-xilosa como fuente de
carbono, manteniendo de esta manera una proporcion equivalente (g: g) de 1 Carbono: 0.5 Nitrégeno.

Mediante este disefio experimental se determiné la influencia de la concentracion de nitrégeno en el
proceso fermentativo, las proporciones equivalentes (g: g) que se aplicaron son detalladas a continuacion
(Tabla 11):

Tabla 11. Parametros utilizados para determinar la influencia de la concentracion de nitrégeno
en la produccion de etanol

Condicion Xilosa NH,CI Proporcion C: N (g: g)
(9/L) (9/L)
A 4 2 1:0.32
B (condiciones iniciales) 4 3 1:0.5
C 4 4 1: 0.65
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La comparacion en cuanto a rendimientos en la produccion de etanol, bajo las tres condiciones fue llevada
a cabo, cuando el cultivo alcanzé su fase tardia estacionaria y un sumario de los pardmetros finales de
fermentacion es detallado en la tabla 12 y la figura 12.

Tabla 12. Sumario de parametros: productos finales de fermentacion y sus proporciones,
crecimiento microbiano, rendimientos producidos por el consorcio B cuando es cultivado en 4 g/L
de a- D xilosa como Unico substrato

Pardmetro medido A B C
Velocidad de crecimiento (h™) 0.04 0.03 0.02
Tiempo de generacion (h) 18.24 20.39 33.00
Xilosa consumida (g/L) 3.42 3.63 3.92
Etanol producido (g/L) 1.07 0.95 0.90
Acetato (g/L) 0.49 0.24 0.45
Lactato (g/L) 1.83 1.02 1.90
Acidos grasos totales (g/L) 2.52 1.31 2.36
Dioxido de carbon (mL/mL Gas total) 0.55 0.54 0.57
Yb/s (g/g) 0.07 0.05 0.06
Yp/s (9/9) 0.31 0.24 0.25
Yp/b (9/9) 4.47 4.42 4.17
Proporcion Etanol: Acetato 2.18 3.96 2
Proporcion Etanol: Acidos grasos 0.42 0.72 0.38
volatiles totales

Muchas estudios han revelado que la habilidad de los microorganismos de producir elevados niveles de
etanol, depende de las condiciones nutricionales y las funciones protectivas que algunos de estos
nutrientes pueden proporcionar. La fuente de nitrégeno asimilable es uno de los componentes mas
importantes en el medio de fermentacion y ha sido reportado como un nutriente limitante en la
fermentacion etandlica (Thomas e Ingledew, 1990). El objetivo de este experimento fue evaluar la
influencia de la concentracién de nitrégeno en la velocidad de crecimiento del consorcio B, asumiendo
gue este se trataba de un solo tipo de microorganismo con reacciones especificas. En este sentido, se pudo
conocer que a bajas concentraciones de nitrogeno se favorece el incremento en la velocidad de
crecimiento (u). Esto nos lleva a pensar que es posible que el nitrégeno a concentraciones moderadas
afecte el desarrollo de los microorganismos y consecuentemente la produccion de etanol.
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Figura 12. Crecimiento del consorcio B bajo tres condiciones de cultivo diferentes (dichas
condiciones se detallan en la tabla 8). (m) Produccion de etanol (g/L), (#) Consumo de xilosa (g/L),
() Produccion de acidos grasos totales, AGT (g/L), (A) Densidad éptica, OD a 620 nm de longitud
de onda, (x) Produccion de diéxido de carbono (mL/mL gas total).

El monitoreo de este experimento también nos permitié conocer el perfil de sub-productos generados
durante la fermentacion, y determinar las proporciones de los diferentes sub-productos respecto al etanol,
estableciendo de ésta manera un balance de masas (no mostrado), en el cual el etanol no es el principal
producto de la fermentacion cuando es utilizado el consorcio B.

Aungue el rendimiento en cuanto a la produccion de etanol fue incrementado en casi un 50 % mediante la
aplicacidn de éste disefio. El experimento permitio determinar otros parametros que hacen de éste sistema
de produccién de etanol poco confiable, esto debido a:

1) La mayor produccion de sub-productos respecto a la produccion de etanol.

2) El tiempo de generacion demasiado extenso, el cual afecta la fiabilidad del sistema si se refiere a
términos de productividad volumétrica.

3) EIl consumo incompleto del substrato, que puede definirse como baja afinidad del consorcio por
este substrato.

4) La elevada produccion de dioxido de carbono como sub-producto mayoritario, hay que recordar
que éste es el principal causante del calentamiento global (Andress, D., 2002).

Debido a estas razones el sistema de produccién de etanol que se propone en el presente trabajo de
investigacion, necesité de muchas otras optimizaciones posteriores, tratando de ésta manera corregir las
grandes desventajas reflejadas por éste experimento.

VII.3.2. Influencia del tipo de fuente de nitrégeno en la produccion de etanol

Debido a que el nitrégeno asimilable es uno de los componentes mas importantes en el medio de
fermentacion reportado como un nutriente limitante en la fermentacion etandlica (Thomas e Ingledew,
1990). El excesivo costo en la produccion etandlica a escala industrial con la utilizacion de extracto de
levadura como fuente de nitrégeno imposibilita su uso, debido a su excesivo costo. En la actualidad se
busca otro tipo de suplementos alternativos y se ha demostrado que la urea es una de las mejores
alternativas por su costo econdmico, su rapida asimilacion, su elevada solubilidad y su disponibilidad
(Jones e Ingledew, 1990).

Después de la optimizacién realizada con el fin de hallar la concentracion ideal de fuente de nitrégeno en
el medio de cultivo y debido a los resultados obtenidos en el anterior experimento, se planted la
posibilidad de utilizar urea como fuente alternativa de nitrégeno, con el objetivo fundamental de reducir
los costos de produccion e incrementar la eficiencia del proceso. En este sentido, un estudio de
comparacion fue realizado, utilizando las dos fuentes de nitrdgeno propuestas a la concentracion ideal
revelada por el experimento anterior.

Una concentracion de 4 g/L de a-D xilosa fue utilizada como Unica fuente de carbono en medio mineral
anaerdbico para medir el incremento de la densidad Optica como factor indicador de crecimiento, la
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produccidn inicial y final de etanol y dioxido de carbono. Las caracteristicas de éste experimento se
detallan en la tabla 13.

Tabla 13. Parametros metabdlicos determinados cuando el consorcio B es cultivado en medio
mineral anaerdbico suplementado con D-xilosa como fuente de carbono y cloruro de amonio o urea
como fuente de nitrégeno a pH neutro y 60°C de temperatura.

Caracteristicas NHA4CI (2 g/L) Urea (1.1 g/L)

Proporcion C :N (g :9) 1C: 0.32N 1C: 0.32N
Velocidad de crecimiento (h™) 0.042 0.037
Tiempo de generacion (h) 16.50 18.73
Etanol producido (g/L) 0.54 0.84
Turbidez del medio Alta Baja
Dioxido de carbono (mL/mL 0.57 0.47

gas total)

Estudios con la utilizacion de cepas puras anaerobias productoras de etanol confirman el bajo incremento
de la densidad celular en el tiempo (Larsen , L., et al. 1997), esto confirma los valores de densidad dptica

menores a 1, mostrados en la figura 13.

ConsorcioB

OD 620nm
Etanol (g/L)

0 50 100 150
Tiempo (horas)

--4---0D - Urea —— OD - NH4Cl ---x---Etanol - Urea —/x— Etanol - NH4Cl

Figura 13. Incremento de la densidad éptica en el tiempo y produccién de etanol del consorcio
B cuando cloruro de amonio y urea son utilizados como fuente de nitrégeno

Como se observa en la tabla y figura anteriores, la utilizacién de urea como fuente de nitrégeno favorece
la produccién de etanol y limita la produccion de didxido de carbono y biomasa.
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VIIL3.2.1. Balance de masas de los productos de fermentacion

Con las condiciones de cultivo hasta ahora establecidas, se procedid a realizar un balance de masas
respecto a los sub-productos de la fermentacion cuando o-D xilosa es utilizada como substrato.

La figura 14 muestra el comportamiento en cuanto a formacion de productos, consumo de substrato y
crecimiento del consorcio B, la cual aporta valiosos datos para realizar el balance de masas.
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Figura 14.  Crecimiento del consorcio B. (e) Produccion de etanol (g/L), (A) Consumo de xilosa
(9/L), (o) Produccion de acidos grasos totales, AGT (g/L), (¢) Densidad éptica, OD a 620 nm, (o)
Produccion de didxido de carbono (mL/mL gas total)

Todos los productos de fermentacidon fueron determinados asi como los parametros de crecimiento,
rendimientos y calculos de proporciones de etanol producido respecto a los otros subproductos, dichos
datos se hallan resumidos en la tabla 14:
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Tabla 14. Sumario de parametros: productos finales de fermentacion y sus proporciones,
crecimiento microbiano, rendimientos producidos por el consorcio B cuando es cultivado en 4g/L de
a- D xilosa como Unico substrato.

Parametro Fuente de carbono : 4 g/L de xilosa

Fuente de nitrégeno: 1.1 g/L de urea
Velocidad de crecimiento (h™) 0.024
Tiempo de generacion (h) 28.8

Xilosa consumida (g/L) 1.7
Etanol producido (g/L) 0.82
Acetato (g/L) 0.46
Lactato (g/L) 1.71
Acidos grasos totales (g/L) 2.33
CO;, (mL/mL gas total) 0.36
Y p/s (g/9) 0.48
Y b/s (g/g) 0.08
Proporcion Etanol: Acetato 1.78
Proporcion Etanol: Lactato 0.48
Proporcion Etanol: Acidos grasos 0.35
totales '

El balance de masas de la fermentacion anaerdbica fue calculado cuando 11.3 mM a-D xilosa fueron
consumidos por el consorcio, hasta que éste alcanzo su fase estacionaria de crecimiento. Este balance es
descrito a continuacion (en cantidades molares):

CsH0s + H,0 > 1.57 C;HsOH + 0.0076 CH;COOH + 0.019 CH;CHOHCOOH + 1.60 CO, +
0.7 H, (1)

En estudios previos realizados, el balance de masas con el uso de cepas anaerobias terméfilas puras, tales
como Thermoanaerobacter mathranni (Larsen, L., et al. 1997), se obtuvo el siguiente balance de masas
cuando 13.3 mM a-D xilosa fueron consumidos por esta bacteria (resultados en cantidades molares):

CsH1005 + H,O0 — 1.1 C;Hs0H + 0.4 CH3;COOH +0.06 CH;CHOHCOOH + 1.81 CO, + 0.9 H, (2)

Como se observa el rendimiento (Y mol de etanol producido/mol de xilosa consumida) en la reaccion (1)
con el uso del consorcio B, es mayor comparado al de la reaccién (2) producida por Thermoanaerobacter
mathranni (Larsen L., et al. 1997). Esto confirmaria la posibilidad de utilizar un sistema de produccion de
etanol en el que se utilicen cultivos mixtos. En los cultivos mixtos existen relaciones complejas de
simbibsis que favorecen la estabilidad del mismo, debido a la formacién de granulos y fléculos que
combaten efectos toxicos del medio y el ambiente en el que se encuentran. Sin embargo, existe tambien la
posibilidad de competencia por un determinado substrato y variacion en cuanto a la formacion de
productos (van Lier, et al. 1993).
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VI11.3.3. Disefio factorial basado en la modificacién de las concentraciones de xilosa y urea en el
medio de cultivo y su efecto en la produccién de etanol

El disefio factorial introduce al analisis multivariante que permite encontrar la relacion matematica que
explica el comportamiento de la variable dependiente (Produccién de etanol) a partir de la modificacion
de dos variables independientes (Concentracion de xilosa y urea).

Para la optimizaciéon de las condiciones de cultivo para la produccién de etanol se realizaron 9
experimentos (disefio factorial 3%) y se analiz6 el efecto de las variables independientes (fuente de
nitrégeno y fuente de carbono) en la concentracion de etanol (variable dependiente). Los experimentos
fueron realizados por triplicado.

En éste disefio se evalud el efecto individual de cada una de las variables, asi como el efecto de la
interaccién de ambas variables en la produccion de etanol. Las caracteristicas de los 9 experimentos
realizados se detallan en la tabla 15.

Tabla 15. Esquema del disefio factorial: Variables independientes (Urea g/L) y (Xilosa g/L),
variable dependiente (Etanol g/L)

NuUmero de Niveles
experimentos Urea Xilosa Proporcion (g/g)
C:N
1 1 1 26:1
2 1 1.7:1
3 1 -1 09:1
4 0 1 43:1
5 0 29:1
6 0 -1 14:1
7 -1 1 128:1
8 -1 0 85:1
9 -1 -1 42:1
Niveles Concentracion Concentracion
(9/L) (9/L)
-1 1 5
0 3 10
1 5 15

En los 9 experimentos de éste disefio factorial se monitorearon: velocidades de crecimiento, produccion
de sub-productos, consumo de substratos, rendimientos de etanol respecto al substrato consumido (Yp/s),
formacion de biomasa respecto al substrato consumido (Y b/s) y etanol respecto a la produccion de
biomasa (Yp/b); proporciones de etanol respecto a los otros sub-productos también fueron determinados,
todos estos parametros se hallan detallados en la tabla 16:
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Tabla 16. Sumario de parametros: productos finales de fermentacion y sus proporciones, crecimiento microbiano, rendimientos

producidos por el consorcio B en cada uno de los experimentos del disefio factorial

Numero de experimento

Parametros 1 2 3 4 5 6 7 8 9
medidos
Velocidad No No No 0.06 0.02 No 0.07 0.06 0.1
crecimiento (h™)
Tiempo de
> No No No 10.66 34.66 No 9.37 11.36 6.93
generacion (h)
Xilosa consumida ___ 0.16 0.41 0.14 5.70 5.94 0.16 5.05 4.76 3.85
(/L) *007)  (+0.09)  (x007)  (+032)  (x0.73)  (+0.11)  (+0.62)  (+012)  (£0.35)
Etanol producido 0 0 0 0.50 0.60 0 0.75 0.67 0.57
(g/L) (£005)  (+0.01) (+001)  (£001)  (+0.02)
0.37 0.40 0.54 0.50 0.33
Acetato (/L) 0 0 0 (£0.04)  (£0.02) 0 (£003)  (£006)  (+0.03)
2.00 4.06 2.56 2.74 2.60
Lactato (g/L) 0 0 0 *001)  (+0.08) 0 (£032)  (£001)  (£0.12)
CO2 (mL/mL . . . 0.47 0.16 . 0.44 0.44 0.40
Total gas) (£003)  (+0.25) (+001)  (£001)  (£0.02)
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Proporcion
Etanol : 0 0 0 1.35 1.5 1.39 1.34 1.73
Acetato
Proporcion
Etanol: 0 0 0 0.12 0.15 0.29 0.24 0.22
Lactato
Yp/s (9/9) 0 0 0 0.09 0.10 0.15 0.14 0.15
Yb/s (g/g) 0 0 0 0.03 0.01 0.04 0.04 0.04
Yp/b (9/9) 0 0 0 2.94 2.37 3.33 3.49 3.68

Carla Fabiana Crespo Melgar
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En el figura 15 se observa la superficie de respuesta en cuanto a la produccion de etanol, la cual muestra
las mejores condiciones de cultivo para optimizar la produccién de etanol en el sistema. El experimento
namero 7, es el que sefiala la tendencia para superar el rendimiento en cuanto a la produccién de etanol.

Superficie de respuesta 3D - Disefio factorial - Produccion de etanal
Etanol (g/L) = 0.4467-0.3317"x+0.1133%y-0.035%"%-0.045%y-0.12%y*y

oG
(104
o2
O

Figura 15. Superficie de respuesta del disefio factorial, variables independientes: xilosa (g/L) y urea
(g/L), variable dependiente: Etanol (g/L)

El tratamiento estadistico de los datos fue establecido mediante calculos de promedios (medias) y sus
respectivos desvios estandar. Se realiz6 un &nalisis por regresion lineal maltiple.

VI11.3.3.1. Anélisis de regresion multiple
Variable dependiente: Etanol (g/L) Regresion multiple =0.91 F = 14.91 (coeficiente de fisher)
R2= 0.83 (coeficiente de correlacion) gl= 2,6 (grados de libertad)
NUmero de casos: 9 ajuste de R?= 0.78 p = 0.004
Error estdndar estimado: 0.16
Intercepto: 0.34 Std.Error: 0.05 t (6) =6.55 p = 0.0006

Urea beta= -0.86 Xilosa beta= 0.29
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El anélisis de regresion multiple de ambas variables muestra que la variable altamente significativa y que
afecta la produccion de etanol es la concentracion de urea (p< 0.004).

N=9 Beta |Std.Err.| B |Std.Err. t(6) p-level
Intercepto 0.34 | 0.05 6.55 |0.0006
Urea -0.86/ 0.17 [-0.33| 0.06 -5.17 0.0020

Xilosa |0.29 ' 0.17 |0.11 | 0.06 |1.76 0.1279

De los 9 experimentos, 7, 8y 9, fueron los que permitieron establecer un balance de masas debido a que
se registraron valores significantes de consumo de substrato y formacién de producto, dichos balances son
detallados a continuacion:

Experimento 7. 100mM de D- xilosa adicionados al medio de cultivo y 33.67 mM consumidos

CsH100s + H,O - 0.48 C;HsOH + 0.27 CH;COOH + 0.84 CH;CHOHCOOH + 1.2C0O, + 0.7
H.

Experimento 8. 66.67mM de D- xilosa adicionados al medio de cultivo y 31.76 mM consumidos
CsH105 + H,O - 0.46 C;HsOH + 0.26 CH;COOH + 0.96 CH;CHOHCOOH + 1.3CO, + 0.5H,
Experimento 9. 33.33mM de D- xilosa adicionados al medio de cultivo y 25.68 mM consumidos
CsH1005 + H,O - 0.48 C,HsOH + 0.21 CH3COOH + 1.12 CH;CHOHCOOH + 1.1 CO, + 0.6 H,

La mejor condicion que combina las variables independientes para la optimizacion de la produccién de
etanol estuvo dada por el experimento nimero 7. Sin embargo, el rendimiento en cuanto a la produccion
de etanol decreci6 significativamente (comparado a los otros experimentos de optimizacion mencionados
anteriormente). Esto es explicado por el hecho de trabajar con cultivos mixtos o consorcios que por la
caracteristica de estar compuestos por un nimero desconocido de géneros y/o especies bacterianas, la
produccidn de diferentes compuestos varia enormemente de un cultivo a otro. Los resultados obtenidos en
este Ultimo disefio factorial muestran que el sistema de produccion de etanol propuesto carece adn de
factibilidad para su desarrollo.

Por esta gran desventaja, se planted el uso de cepas aisladas, en lugar de consorcios microbianos puesto
que la respuesta de estos es influenciada por la carga bacteriana de los mismos. Es asi que se procedid al
aislamiento de las especies bacterianas que conforman el consorcio B.

Otra hipoétesis es que probablemente el medio de cultivo no es el adecuado, ya que no sustenta el

crecimiento bacteriano cuando repetidas transferencias son efectuadas. La mayor imposibilidad del uso de
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consorcios bacterianos es el efecto de la variabilidad genética de la carga bacteriana que presentan
(Ahring, B., et al. 1999).

VII1.4. Aislamiento, seleccion y caracterizacion de cepas aisladas del consorcio B
VII1.4.1. Aislamiento y seleccion de cepas termofilas anaerobias

El consorcio B fue sometido a aislamiento, las cepas bacterianas componentes del mismo fueron aisladas
a 60 °C y pH neutro, utilizando las técnicas anaerobias tradicionales de aislamiento como la técnica de
roll-tube (Hungate, R.E., 1989 y Bryant, M.P., 1972), cultivo bifasico y placas petri en ambiente
anaerobio.

Las cepas aisladas fueron cultivadas en medio mineral anaerébico y se determind la produccién de etanol
de cada una de ellas. Este fue el parametro utilizado para seleccionar una sola cepa y realizar
posteriormente su caracterizacion.

Dos inbculos del mismo consorcio B cultivados durante los experimentos de optimizacion (urea como
fuente de nitrégeno y el experimento 7 del disefio factorial realizado) fueron sometidos a aislamiento.
Ocho cepas aisladas fueron recuperadas a partir de las técnicas de aislamiento de Roll-tube (Hungate et
al., 1989) y cultivo bifasico. La técnica de aislamiento en placas petri en ambiente anaerobio no permitid
recuperar ninguna cepa aislada, por lo que fue descartada.

Las morfologias macro y microscopicas ademas de la habilidad de producir etanol de cada una de las
cepas aisladas son detalladas a en la tabla 17.
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Tabla 17. Caracteristicas de las cepas aisladas provenientes del consorcio B.

o Morfologia Morfologia N
Cepas Técnica de L ) . Tincién
. . . macroscopica de microscopica Etanol (g/L)
aisladas | aislamiento . . Gram
las colonias bacteriana
. Redondeada pero de .
Cultivo . Bacilos, algunos
1C .u, I.V bordes irregulares, . g + 0.15 (+ 0.02)
bifésico unidos en los polos
color crema
Cultivo Forma irregular,
23B es s cremosa, brillosa y Bacilos + 0.14 (+ 0.00)
bifésico
de color blanco
Cultivo Forma redonda, Bacilos largos en fase
45B s convexa, mucoide y g . Variable 0.16 (+ 0.10)
bifasico exponencial
de color blanco
F . .
u2-1 Hungate orma redon(?la, de Bacilos Variable 0.10 (+ 0.02)
color amarillo
F rell . .
u2-3 Hungate orma estrellada, de Coco bacilares Variable 0.09 (+ 0.03)
color blanco
F i | . .
uz2-4 Hungate O”TTa \rregulare Bacilos Variable 0.11 (+ 0.02)
incolora
F i | . .
U2-5 Hungate orma irreguiar e Bacilos Variable 0.1 (+ 0.01)
incolora
F . .
u2c Hungate orma redonda e Bacilos Variable 0.12 (+ 0.06)

incolora

De las 8 cepas aisladas la mejor productora de etanol fue seleccionada. La cepa 45B fue capaz de producir
0.16 g/L of etanol. Las otras cepas aisladas produjeron etanol en una rango de 0.09 - 0.15 g/L.

La recuperacion de la cepa aislada fue dificultosa debido a que el cultivo previo estuvo constituido por
medio mineral anaer6bico complejo con a-D Xxilosa como substrato y extracto de levadura como co-
substrato. Las siguientes fotografias resumen las caracteristicas detalladas en la tabla anterior:

Carla Fabiana Crespo Melgar
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Figura 16. Morfologia macroscépica de las colonias de la cepa aislada 45B, y morfologia
microscépica de la misma a diferentes etapas de crecimiento.

Variable a la tincion de GRAM

Morfologia macroscopica de la
colonia Fase exponencial de Fase estacionaria de
crecimiento crecimiento

VI11.4.2. Influencia de la privacidn de fuente de nitrégeno en la produccion de etanol de la cepa 45B

En el dltimo disefio factorial se demostr6 una influencia positiva de la menor concentracion de nitrégeno
en el medio. Sin embargo, los rendimientos obtenidos en cuanto a la produccién de etanol, decrecieron
respecto a anteriores experimentos. En base a esto, se realizd un disefio experimental en el que se redujo
la concentracion de urea en el medio, pero con respecto a la concentracion utilizada en el experimento en
el que se estudio la influencia del tipo de fuente de carbono en la produccion de etanol, debido a que con
este experimento se alcanz6 un rendimento mayor de produccion de etanol. Es importante mencionar que
el disefio factorial y el estudio de la influencia de tipo de fuente de nitrégeno descritos con anterioridad
fueron basados en la utilizacién de consorcios microbianos. Sin embargo esta comparacién es un
parametro Util para el experimento de privacién de nitrégeno con la cepa aislada 45B (Tabla 18, 19 y
Figura 17).

Tabla 18. Disefio experimental de privacion de nitrogeno cuando la cepa 45B es cultivada en xilosa
como fuente de carbono

Condicion Urea (g/L) Xilosa (g/L)
-1 0.5 5
0 1 5
+1 15 5

Los resultados obtenidos a partir de este disefio experimental son detallados en la tabla 19.
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Tabla 19. Sumario de los parametros metabdlicos de la cepa 45B, productos de fermentacién,
velocidades de crecimiento, proporciones de etanol respecto a otros sub-productos.

Parémetros -1 0 1
Velocidad de crecimiento (h-1) 0.009 0.005 0.008
Tiempo de generacion (h) 77 138.6 86.6
Yp/s (9/9) 0.24 0.38 0.22
Yb/s (g/g) 0.095 0.093 0.067
Yp/b (9/9) 2.54 4.05 3.33
Xilosa consumida (g/L) 0.7 0.4 0.9
Etanol (g/L) 0.18 0.15 0.20
Lactato (g/L) 0.027 0.021 0.062
Acetato (g/L) 0.075 0.0004 0.13
Propionato (g/L) 0.022 0.052 0.06
Didxido de carbono (mL/mL Total 0.063 0.043 0.063
gas)
Proporcion Etanol: Lactato 6.7 7.1 3.2
Proporcion Etanol: Acetato 24 375.0 15
Proporcion Etanol: Propionato 8.2 2.9 3.3
Proporcion Etanol: Acidos grasos 15 50 0.8
totales

La concentracidn de etanol se increment6 en comparacion a la concentracion de etanol producida cuando
la cepa 45B fue recuperada en medio complejo (5 g/L de xilosa como fuente de carbono y 1 g/L de
extracto de levadura como inductor), su incremento fue de 0.16 g/L a 0.2 g/L (condicion +1), finalmente
la concentracion de otros sub-productos decrecio, ésto en comparacién a los ensayos realizados con el
consorcio B, entonces el etanol fue el producto mayoritario de fermentacion.

Se establecié el balance de masas cuando la cepa aislada 45B fue cultivada en medio mineral anaerébico
suplementado con 5 g/L de a-D xilosa como fuente de carbono.

El balance de masas obtenido por el cultivo de la cepa 45B es detallado a continuacion.
Condicion -1. Xilosa fue consumida en una concentracion de 4 mM

CsH1005 + H,O - 0.8 C,HsOH + 0.25 CH3;COOH + 0.06 CH;CHOHCOOH + 0.046 CH3CH,COOH
+ 05C0O,+ 0.7 H,

Condicion 0. Xilosa fue consumida en una concentracion de 2.67 mM

CsH100s + H,O - 1.22 C;HsOH + 0.003 CH;COOH + 0.086 CH;CHOHCOOH + 0.26
CH;CH,COOH + 0.36 CO,+ 0.3 H,
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Condicion +1. Xilosa fue consumida en una concentracion de 6 mM

CsH100s + H,O - 0.72 C;HsOH + 0.36 CH;COOH + 0.115 CH;CHOHCOOH + 0.135
CH;CH,COOH + 0.43CO,+ 0.9 H,

La concentracion apropiada de nitrdgeno fue encontrada en este experimento, sin embargo, sélo el 14%
de o-D xilosa fue consumida en el medio de cultivo, esto demuestra que la afinidad de la cepa 45B por el
substrato es baja y probablemente la tasa de consumo de substrato cuando el consorcio fue cultivado se
debid a la presencia de otros microorganismos diferentes de la cepa 45B; por esta razon se propuso el
cultivo de la cepa 45B con otros substratos diferentes a a-D xilosa, para determinar de esta manera si la
productividad de etanol podria ser incrementada.

La cinética de crecimiento bacteriano y la cinética de produccion se detallan en figura 17.
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Figura 17. Crecimiento de la cepa 45B, de la condicion +1 del experimento de privacién de

nitrégeno (dichas condiciones se detallan en la tabla 15). (m) Produccién de etanol (g/L), (0)
Consumo de xilosa (g/L), (A) Produccidn de lactato (g/L), (x) Produccién de propionato (g/L) y (o)
Densidad 6ptica, OD a 620 nm.

VI111.4.3. Produccion de etanol por la cepa aislada 45B a partir de la utilizacion de otros substratos:
a-D glucosa, a-D xilosa, D-celobiosa y D-sacarosa

La cepa 45B fue cultivada en otras fuentes de carbono alternativas, tales como a-D glucosa, D-sacarosa,
D-celobiosa, con el fin de comparar las productividades de etanol, respecto al substrato cominmente
utilizados (o-D xilosa). La cinética de produccion de etanol y otros productos del metabolismo fue
monitoreada (Tabla 20), para posteriormente establecer el balance de masas respecto a la produccion de
etanol y determinar la eficiencia del proceso puesto a consideracion.
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Tabla 20. Sumario de los parametros metabdlicos de la cepa 45B cuando fue cultivada en
diferentes substratos: productos de la fermentacién, velocidades de crecimiento, proporciones de

etanol respecto a los sub-productos.

Parametros D-Sacarosa D-Celobiosa  a-D glucosa a-D xilosa
Velocidad de crecimiento 0.3 0.3 0.6 0.008
(h-1)
Tiempo de generacion 24 2.4 1.2 86.6
(h)
Yp/s (9/g) 0.44 0.45 0.32 0.71
Yb/s (g/g) 0.10 0.08 0.10 0.35
Yp/b (g/g) 4.56 5.44 3.08 2.06
Substrato consumido 4.27 4.02 5.09 0.11
(9/L)
Etanol (g/L) 1.88 1.81 1.62 0.08
Lactato (g/L) 0 0.02 0.01 0.01
Acetato (g/L) 0.72 0.64 0.61 0.06
Propionato (g/L) 0 0.08 0.00 0.01
Di6xido de carbono 0.49 0.49 0.48 0.05
(mL/mL Total gas)
Proporcion Etanol: 98.32 262.00 6.49
Lactato
Proporcion Etanol: 2.62 2.83 2.64 1.23
Acetato
Proporcion Etanol: 22.12 7.46
Propionate
Proporcion 2.62 2.45 2.62 0.91
Etanol:Acidos grasos
totales

El balance de masas cuando la cepa 45B asimilé 12.47 mM de D (+)Sacarosa y alcanzd la fase
estacionaria de crecimiento es descrito a continuacion (en cantidades molares):

CioH201; + H,O0 - 3.27 C,HsOH + 0.96 CH;COOH + 0CH;CHOHCOOH + 0 CH3;CH,COOH +

El balance de masas cuando la cepa 45B asimil6 11.74 mM de D(+)Celobiosa:

C12H2011 +H,O0 - 3.34 C,HsOH + 0.90 CH;COOH + 0.02 CH;CHOHCOOH + 0.09

CH;CH,COOH + 1.0 CO,

El balance de masas cuando la cepa 45B asimil6 28.27 mM de a-D Glucosa:
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CeH1206 + H,O -> 1.25C;HsOH + 0.36 CH;COOH + 0 CH;CHOHCOOH + 0 CH3;CH,COOH +
0.8 CO,

El balance de masas cuando la cepa 45B asimil6 0.37 mM D(+)Xilosa:

CsH1005 + H,O - 2.33 C;HsOH + 1.45 CH;COOH + 0.18 CH;CHOHCOOH + 0.19 CH;CH,COOH
+0.006 CO,

En todos los experimentos con la cepa 45B, etanol fue el principal producto final de fermentacién cuando
sacarosa, celobiosa, glucosa y xilosa fueron utilizados como substratos por la bacteria, con este
experimento se demostr6 la capacidad de la cepa 45B de fermentar un amplio espectro de substratos.

Estudios previos realizados con cepas puras termofilas anaerobias, reportaron un rendimiento tedrico de
aproximadamente 1.67 mol de etanol/mol de xilosa consumida (0.51 g de etanol/ g de xilosa) (Sommer,
P., et al. 1999, Hinman, et al. 1989, Chung et al. 1985). Sin embargo, estos rendimiento fueron
alcanzados cuando concentraciones de xilosa superiores a los 10 g/L fueron utilizadas. En este sentido, en
el presente estudio rendimientos superiores, tales como 3.27 mol de etanol/mol de sacarosa consumida,
3.34 mol de etanol/mol de celobiosa consumida, 1.25 mol de etanol/ mol de glucosa consumida y 2.33
mol de etanol/ mol de xilosa consumida (0.44, 0.45, 0.32 y 0.71 g de etanol / g de substrato,
respectivamente) fueron alcanzados en el ensayo de consumo de substratos cuando 5 g/L de los diferentes
substratos fueron suplementados en el medio de cultivo. Muchos microorganismos termdéfilos anaerobios,
capaces de utilizar una variedad de carbohidratos constituyentes del material lignocelulésico producen
etanol e hidrogeno (Koskinen et al. 2008; Mistry y Cooney, 1989). En la coproduccion de etanol e
hidrégeno, substanciales cantidades de ambos biocombustibles pueden ser obtenidos (Wu et al. 2007).

Cuando la concentracién de o-D xilosa como substrato excedi6 los 10 g/L, el rendimiento en cuanto a
produccidén de etanol decrecid (Lynd, et al. 1990), esto podria ser probablemente explicado por la baja
tolerancia de substrato y/o producto (Sommer, P., et al., 2004). Es asi que esta caracteristica debe ser
considerada en futuros estudios de caracterizacion de la cepa 45B.

Cuando o-D xilosa fue utilizada como Unico substrato no fue consumida completamente y solo un 2% del
total de xilosa adicionada al medio fue consumida por la cepa 45B. La velocidad de crecimiento fue muy
baja, pero aun asi, el etanol fue el principal producto de la fermentacion, esta caracteristica podria ser
ventajosa dependiendo del sistema de produccion de etanol utilizado, debido a que generalmente los
microorganismos anaerobios tienen un crecimiento celular muy lento pero en sistemas mejor elaborados
tales como el cultivo continuo con células inmovilizadas se podria corregir este inconveniente (Gil, G., et
al. 1991).
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VII1.4.4. Caracterizacion de la cepa 45B por microscopia electronica

VI11.4.4.1. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Micrografias electronicas de toda la célula fueron tomadas a partir
de cultivos puros de la cepa 45B, cultivada durante 12 horas a 60
°C en medio mineral anaerébico suplementado con celobiosa como
fuente de carbono. El método usado para preparar las células para
la examinacién por microscopia electronica fue descrito
previamente por Patel et al., 1985.

Las micrografias mostradas a continuacién resumen las
caracteristicas morfoldgicas de la cepa 45B.

Figura 18. Morfologia microscopica de la cepa 45B mediante
TEM.

A. La cepa 45B esté constituido por bacterias de

un tamafo aproximado de 2.5 x 0.5 um, de
- forma bacilar y por el grosor de la membrana,
Se asume que son microorganismos positivos a
la tincion Gram. También se observé cimulos
i de bacterias, embebida en una matriz
Ry extracelular, posiblemente secretadas por ellas
mismas, para protegerse de las condiciones
desfavorables después del proceso
fermentativo o durante la fermentacion a
temperatura  extrema (60 °C). Otra
caracteristica importante fue la posible
presencia de cuerpos de inclusion.

B. Entre otras caracteristicas, la microscopia
electrénica nos permitié visualizar la presencia
de apéndices, algunas de las bacterias poseen
flagelos mondtricos que superan los 5 um de
longitud.

C. y D. Se pudo apreciar tambien la presencia de
otros cuerpos, probablemente esporas. El
Obstaculo de esta hipdtesis es la dimension
variable de las mismas (desde 0.2 a 1 um,

“ aproximadamente).

02w
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VIIlL.4.4.2. Microscopia electrdnica de escaneo (SEM)

Micrografias electronicas de las células de la cepa 45B fueron observadas cuando el cultivo alcanz6 su
fase tardia estacionaria. Algunas caracteristicas interesantes encontradas durante la observacion de las
muestras son descritas a continuacion:

Figura 19. Morfologia microscépica de la cepa 45B
mediante SEM.

A. Mediante la microscopia electrénica de escaneo se
confirman las dimensiones de la célula bacteriana
descritas por el andlisis de TEM (25 x 0.5 um,
aproximadamente). En la primera micrografia se
observa la morfologia bacteriana de caracteristica
bacilar. También se observa una refringencia en los
polos celulares, esta es una caracteristica de
formacion de esporas, ya que estas son refringentes
por efecto de la luz.

B. Durante la observacién microscépica también se
determind la presencia de cimulos celulares, y en
algunos casos células que alcanzan aproximadamente
una longitud de 3 veces su tamafio normal, esto pudo
deberse a que se hallaban en proceso de divisién
celular polar.

C. Una caracteristica importante de estos cimulos
celulares es la presencia de una matriz en la cual las
células se hallan embebidas, conservando de esta
manera agrupaciones estables. Se observé también la
presencia de largos flagelos como apéndices
celulares.

D. A mayor resolucién se pudo observar que las células
agrupadas presentaron poros y/o perforaciones
multiples en toda la superficie celular. Probablemente
dichas perforaciones son el resultado del tratamiento
agresivo de las células para su observacion por
microscopia electronica. Sin embargo ésta es solo
una hipdtesis, debido a que no todas las células
presentan esta caracteristica sélo aquellas que se
hallan agrupadas.
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VI1I1.4.5. Efecto de la temperatura en el crecimiento de la cepa 45B

Se establecio un perfil de temperaturas durante el crecimiento de la cepa 45B, cuando ésta fue cultivada
en medio mineral anaer6bico suplementado con 5 g/L de celobiosa. La velocidad de crecimiento durante
la fase exponencial a diferentes temperaturas fue determinada y es descrita en la tabla 21 y figura 20.

Tabla 21. Perfil de temperaturas empleadas durante el crecimiento de la cepa 45B.

Velocidad Tiempo de
Temperatura de enerzcién
(°C) crecimiento 9
() ")

45 0.079 8.77
50 0.311 2.23
55 0.452 1.53
60 0.491 1.41
65 0.011 63.01
70 0.005 138.63
75 0.005 138.63
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Figura 20. Perfil de temperaturas empleadas durante el crecimiento de la cepa 45B
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La cepa 45B alcanzd su velocidad maxima de crecimiento a 60 °C de temperatura, por lo que se la
clasificd como una bacteria terméfila moderada.

VI11.4.6. Perfil metabdlico de la cepa 45B

El metabolismo fermentativo de la cepa 45B fue examinado empleando el test APl 20A (BioMérieux,
Francia). El test consistio de 20 micro-tubos usados para estudiar la fermentacion de 20 substratos
diferentes. Los resultados de utilizacion de substratos coadyuvaron a la caracterizacion del metabolismo
bacteriano de la cepa 45B. Con este test se demostr6 una vez mas la capacidad de la cepa 45B de
fermentar un amplio espectro de substratos. El perfil de substratos utilizados es detallado en la tabla 22.

Tabla 22. Perfil metabdlico de la cepa 45B

Nro. Substrato  Reaccidn
1 Indol -
2 Urea +
3 D-Glucosa +
4 D-Manitol +
5 D-Lactosa +
6 D-Sacarosa +
7 D-Maltosa +
8 Salicina +
9 D-Xilosa +
10 L-Arabinosa +
11 Gelatina +
12 Esculina +
13 Glicerol +
14 D-Celobiosa +
15 D-Manosa +
16 | D-Melizitiosa +
17 D-Rafinosa +
18 D-Sorbitol +
19 L-Ramnosa +
20 D-Trehalosa +
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VI11.4.7. Identificacion de la cepa 45B

La identificacion de la cepa se llevd a cabo mediante la amplificacidn y secuenciacion del gen del 16S
ADNIrr. La secuencia del ADN ribosémico 16S (1437bases) fue buscada en el GenBank (National Centre
for Biotechnology Information; NCBI) usando la opciéon de BLAST avanzado para lograr una rapida
comparacion y alineamiento con secuencias homologas de cepas tipificadas (Megablast).

La cepa aislada guarda un 99.1 % de homologia con la bacteria identificada como Caloramator
viterbiensis (Seyfried, M., et al. 2002). La posicidn de la cepa 45B en el arbol filogenético y su relacion
con otras cepas homélogas tipificadas se muestra en la figura 21.

205
0.0

_l' Caloramator spp. cepa 458
Caloramator viterbiensis
Caloramator sp. PPf50E1

Caloramator coolhaasii

Uncultured bacterium

Caloramator uzoniensis
Clostridium fervidus

'Anaerobacter polyendosporus

l Thermoanaerobacter mathranii

Morella glycerini

Figura 21. Arbol filogenético que determina la distancia filogenética de la cepa 45B con secuencias
de cepas relacionadas.

Para determinar que Caloramator spp. cepa 45B es una especie nueva, es necesario realizar un analisis de
hibridacion de ADN entre el ADN total de la cepa 45B y la especie méas cercana en cuanto a homologia
(Caloramator viterbiensis), ademas es necesario determinar el contenido G+C del material genético de la
cepa 45B.

Las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de la colonias y microscdpicas de la bacteria, asi como las
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas difieren de Caloramator viterbiensis. En este sentido, es posible
que la bacteria en estudio Caloramator spp. cepa 45B sea una especie nueva, no reportada hasta el
momento.

82
Carla Fabiana Crespo Melgar



Instituto de Investigaciones Fdrmaco Bioquimicas

CAPITULO IX. CONCLUSIONES

Un total de 27 consorcios fueron cultivados para determinar su potencial como productores de etanol a
partir de residuos agroindustriales, como paja de trigo y melaza de cafia utilizados como substratos, en
condiciones anaerobias termdfilas a 60 °C de temperatura.

De los 27 consorcios, 12 fueron seleccionados por su capacidad de producir etanol a concentraciones
iguales o superiores a 0.25 g/L. De los 12 consorcios seleccionados, cinco consorcios A, B, E,Jy B
fueron los que demostraron tener los rendimientos mas altos en cuanto a la producciéon de etanol,
utilizando a-D xilosa y a-D glucosa como substratos. En este sentido, el consorcio B fue seleccionado por
su capacidad de producir etanol con un rendimiento de 0.4 g de etanol producido/ g de xilosa consumida.
El consorcio B fue propuesto como sistema productor de etanol, sin embargo su metabolismo carecié de
estabilidad en cultivos subsecuentes, por lo cual se optimizaron condiciones de cultivo para favorecer la
produccidn estable de etanol.

La cinética de crecimiento microbiano y otras caracteristicas del metabolismo fermentativo anaerobio,
fueron establecidas para el consorcio B, cuando la condicién A (4 g/L de xilosa y 2 g/L cloruro de
amonio) permitié la optimizacion del proceso. Por lo que se concluye que una proporcién 1 Carbono: 0.32
Nitrdgeno favorece la produccion de etanol.

Después de la optimizacion realizada para encontrar la concentracion ideal de fuente de nitrégeno en el
medio de cultivo, se planted la posibilidad de utilizar urea como fuente alternativa de nitrégeno, por lo
que se concluye un favorecimiento de la produccion de etanol cuando Urea es utilizada en comparacion a
la utilizacién de cloruro de amonio.

Otra optimizacion fue llevada a cabo mediante la aplicacion de un disefio factorial (3%) y se analiz6 el
efecto de las variables independientes (Fuente de nitrdgeno y carbono) en la concentracién de etanol
(variable dependiente), se determinaron las concentraciones de carbono y nitrogeno, adecuadas para
optimizar el proceso, y el mayor rendimiento en cuanto a produccion de etanol estuvo dado por la
condicion nimero 7 (Proporcion 12.8g C : 1g N). Ademaés el analisis de regresion multiple demostr6 que
la variable altamente significativa y que afecta la produccion de etanol es la concentracidn de urea (p<
0.004). Sin embargo, se comprobd una vez mas la inestabilidad metabodlica del consorcio microbiano B,
por lo cual se buscé la cepa bacteriana productora de etanol.

El consorcio B fue sometido a aislamiento y 8 cepas fueron recuperadas, se seleccioné la mejor cepa
productora de etanol. La cepa 45B fue capaz de producir 0.16 g/L de etanol. Debido a los resultados
obtenidos en el Ultimo disefio factorial, que mostré la influencia positiva de la menor concentracion de
nitrégeno en el medio, se realiz6 un disefio experimental de privacion de nitrégeno. La concentracion de
etanol se incrementd en un 25% en comparacién a la concentracion de etanol producida cuando la cepa
45B fue recuperada (condicion +1), pero el mejor rendimiento fue dado con la condicion 0 (1g urea y 5g
xilosa).
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La cepa 45B fue cultivada en otras fuentes de carbono alternativas, tales como D-sacarosa, D-celobiosa,
a-D glucosa y a-D xilosa y los rendimientos alcanzaron niveles superiores, como 3.27 mol de etanol/ mol
de sacarosa consumida, 3.34 mol de etanol/ mol de celobiosa consumida, 1.25 mol de etanol/ mol de
glucosa consumida y 2.33 mol de etanol/ mol de xilosa consumida (0.44, 0.45, 0.32 y 0.71 g de etanol/g
de substrato, respectivamente). Por lo cual se concluye que la cepa 45B ademas de poseer un amplio
espectro de substratos, produce etanol con rendimiento elevado, similar a aquellos sistemas industriales y
convencionales de produccién de etanol.

La cepa 45B fue caracterizada por su perfil metabdlico de carbohidratos, microscopia electronica (TEM y
SEM) y perfil de temperaturas durante el crecimiento.

La identificacion de la cepa 45B se llevd a cabo mediante la amplificacion y secuenciacion del gen del
16S ADNr y se determiné que la cepa aislada guarda un 99.1 % de homologia con una bacteria
caracterizada como Caloramator viterbiensis (Seyfried, M., et al., 2002). Para una identificacion
completa del microorganismo es necesario realizar el analisis de hibridacion de ADN entre el ADN total
de la cepa 45B y la especie mas cercana en cuanto a homologia (Caloramator viterbiensis). Sin embargo,
la identificacion mediante la amplificacion del gen 16S ADNr permitié determinar el género del
microorganismo.

Por las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de las colonias y microscopicas de las bacterias,
ademas de su fisiologia y bioquimica, se plantea la hipétesis de que la bacteria en estudio Caloramator
spp. cepa 45B, sea una especie nueva no reportada, con potenciales caracteristicas fisiolégicas de
produccién de etanol a partir de la utilizacion de un amplio espectro de substratos en condiciones
anaerobias termdfilas.
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ANEXOS

Composicion de medios de cultivo:

Medio mineral anaerdbico (Angelidaki et al., 1990)

10mL, Solucién A : NH4CI, 300g/L; NaCl, 10g/L; MgC1,.6H,0, 10g/L; CaCl,.H,0, 5g/L
2mL, Solucion B : K;HPO4.3H,0, 200g/L

ImL, Solucion 2 : FeCl,.4H,0, 1.5¢/L; H3BO3, 60mg/L; HCI 25%, 6.5mL; CoCl,.6H,0,
120mg/L; MnCl,.4H,0, 100mg/L; Na,Mo00,4.2H,0, 25mg/L; NiCl,.6H,O, 25mg/L; ZnCl,,
70mg/L; CuCl,.2H,0, 15mg/L

ImL, Solucién3 : Na,SeOs, 3mg/L; NaOH, 0.5g/L

30mL, Soluciéon 4 : NaHCOg, 85g/L

5mL, Solucidén de agente reductor : Na,S.9H,0, 25g/L (Esterilizacion por filtracion)

ImL, Solucion de vitaminas DSM-141 (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures) : Biotina, 2.0mg/L; Acido fdlico, 2.0mg/L; Piridoxina-HCI, 10.0mg/L; TiaminaHCI.2
H,0, 5.0mg/L; Riboflavina, 5.0mg/L; Acido Nicotinico, 5.0mg/L; D-Ca-pantotenato, 5.0mg/L;
Vitamina Bi,, 0.1mg/L; Acido p-Amino benzoico, 5.0mg/L (Esterilizacion por filtracion)

H,0 destilada csp 1000mL

Material lignoceluldsico

El material lignocelul6sico utilizado como substrato fue paja de trigo y melaza de cafia. Ambos fueron
esterilizados por autoclave a 121°C, durante 1hora evitando de esta manera toda posible contaminacion
por esporas. La cantidad utilizada de material lignocelulésico fue determinada de acuerdo a su contenido
tedrico de celulosa y hemicelulosa, ambas ajustadas a una concentracion final de 5g/L en el medio de

cultivo

Composicién teérica del material lignocelulésico (McMillan, 1994):

Residuo Celulosa Hemicelulosa Lignina

(%) (%) (%)
Paja de trigo 33-40 20 - 25 15-20
Melaza de cafia 41.80 % de Azucares totales

Para preparar el medio de cultivo con una concentracién aproximada:

5¢/L de celulosa: 13.7g de paja de trigo deben ser pesados y suspendidos en 1L de medio mineral
anaerobico.

5¢/L de hemicelulosas: 22.2g de paja de trigo deben ser pesados y suspendidos en 1L de medio mineral
anaerobico.

5¢g/L de Azucares totales: 11.9g de melaza de cana deben ser pesados y suspendidos en 1L de medio
mineral anaerébico.



	Binder1.pdf
	2 .pdf
	3.pdf
	4.pdf
	5.pdf
	6.pdf


