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RESUMEN

El incremento de la demanda energética por parte, sobre todo, del Primer Mundo
es una realidad ineludible. Ante esta situacion hay otra preocupacién que esta en
boga en todo el planeta: el cambio climético. Sin embargo, al dia de hoy, las
energias no renovables contindan siendo las mas utilizadas para generar tanto

electricidad como en transporte. (Garcia, C. 2008).

En el mundo se llevan gran cantidad de estudios para desarrollar la produccion de
alcohol a partir de biomasa lignocelul@sica, tales como, papel reciclado, residuos
de la industria papelera, bagazo de cafia, desechos agricolas (hierba, fruta, etc.)
asi como residuos sdlidos urbanos (Cardona, C. et al. 2005).

El principal reto en la produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica es
el pretratamiento e hidrdlisis de la materia prima. El complejo lignocelulésico esta
compuesto principalmente de una matriz de carbohidratos compuesta de celulosa
y lignina enlazada por cadenas de hemicelulosa. El pretratamiento tiene como
objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la celulosa reduzca de grado de
cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la mas adecuada para el
posterior ataque enzimético. (Cardona, C. et al. 2005).

No obstante, durante largo tiempo se han estudiado cierto tipo de bacterias que
juegan un papel importante en la degradacién de macromoléculas insolubles, tales
como, proteina, celulosa, almidén, peptidoglicanos, lipidos y acidos nucleicos y
aun poseen una gran bateria de enzimas hidroliticas. (Reichenbach, H. 2006).

Las mixobacterias y citofagas pertenecen al grupo de bacterias deslizantes y
fructificantes de los suelos que generalmente se les detecta por la formacion de
cuerpos fructiferos sobre sustratos sélidos y se ha encontrado que son capaces de
secretar enzimas y degradar macromoléculas organicas. (Wolfgang, D. 2000.)
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El objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de este grupo de bacterias
como posibles productoras de bioetanol, encontrar nuevas alternativas para dicha
produccion, ya que el microorganismo mas utilizado para esta producciéon son las
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) y éstas, no poseen los enzimas necesarios
para la degradacién de carbohidratos complejos (como celulosa y/o almidén). Para
la producciéon de bioetanol a partir de materias ricas en estos materiales se tiene
gue dar un tratamiento previo, lo cual, puede provocar degradacion de los hidratos
de carbono.

Lo que se intenta es determinar si las bacterias deslizantes obtenidas de muestras
ambientales, y que posean una maquinaria enzimatica que sea capaz de degradar
hidratos de carbono complejos son posibles productoras de bioetanal,
primeramente utilizando carbohidratos facilmente fermentables (glucosa) vy
posteriormente determinar si pueden lograr producir etanol utilizando como
fuentes de carbono fermentables, desechos de frutas. El cultivo in vitro de estos
microorganismos podria servir como una fuente productora de bioetanol, llevando
a cabo inicialmente la degradacion de los polimeros, manteniendo presente que
posean actividad celulolitica. El uso de sustratos complejos permitird observar la
posible capacidad degradativa de los polisacaridos presentes en la pared celular
vegetal y posteriormente determinar si a partir de ellos pueden producir bioetanol.

Las mixobacterias y citofagas utilizadas en este trabajo fueron aisladas
previamente en el laboratorio con base a su probable degradacion de celulosa.
Las cepas aisladas fueron clasificadas de acuerdo a criterios morfologicos. De las
cepas seleccionadas seis corresponden al orden de las Cytophagales y nueve al
orden de las Myxobacteriales.

Se determiné el crecimiento variando las concentraciones de sustrato, glucosa (1,
2, 3, 10 y 15%) para poder determinar las mejores condiciones de crecimiento y/o

produccién de bioetanol in vitro.
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Posteriormente se evalu6 si estas cepas eran capaces de crecer en

carboximetilcelulosa y almidén como Unica fuente de carbono.

Por ultimo, con el fin de dar un tratamiento a los residuos generados por la
industria alimentaria, se analizd el crecimiento, utilizando bagazo de manzana,
pera y piel o cascara de papa, como unica fuente de carbono y posteriormente

evaluando si habia produccion de bioetanol.

Con los bagazos de manzana, pera y papa) se modificaron las condiciones de
aireacion, pH y temperatura de fermentacion, con la finalidad de determinar en qué

condiciones se ve favorecida la produccion de etanol.
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GENERALIDADES

Anualmente, millones de toneladas de cereales y frutos son dafiados por el clima,
durante su transporte, durante su almacenaje o bien durante su procesado, lo que
ocasiona que se conviertan en material de desecho no aceptable para su consumo
0 proceso directo (Godon, 1993). Sin embargo. Todo este desperdicio agricola
constituye una fuente potencial de energia renovable en alta abundancia y de muy
bajo costo (Dominguez E.R.M., Wang R., Pacheco C.J.D. 2002).

Més de cinco millones de toneladas de residuos sdlidos, gran parte de los cuales
tienen su origen urbano, son anualmente aprovechados por la industria y la
agricultura espafiolas gracias a una actividad recuperadora y recicladora que
alcanza muchas veces su maxima eficacia cuando es llevada a cabo por los

sectores mas marginados de nuestra sociedad (del Val, Alfonso. 1996).

En la mayoria de las regiones de nuestro pais, el desarrollo industrial y de las
ciudades, trae consigo la generacion de enormes volimenes de desperdicios de
calidad y composicion muy variada, los cuales al ser mezclados, o por su
descomposicién, poseen un potencial de contaminacién. Segun el origen de la
basura o residuos estos pueden ser calificados como residuos industriales o

domiciliarios (Berent, Mario R. - Vedoya, Daniel E. 2005).

En Espafia la cantidad de RSU generada por habitante y dia es de alrededor de 1
kilogramo en las ciudades grandes y medianas, y algo menor en ciudades

pequefas y pueblos (Dominguez E.R.M., Wang R., Pacheco C.J.D. 2002).

Con relacion a los residuos industriales en México, el mayor volumen se genera en
las zonas industriales de Celaya, Salamanca, Irapuato y Ledn. Se estima que en
todo el estado se genera un volumen de 260,000 toneladas anuales, que
corresponde al 3.25% del total nacional (Soto C. Ricardo. 2005).

11
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2.1 Residuos Organicos, tratamiento y aplicaciones.

Residuos Sdlido Urbano (RSU) es todo material que sea desechado por la
poblacién, pudiendo ser este de origen domestico, comercial, industrial, desechos
de la via publica, y que no sea considerado peligroso. (Berent, Mario R. - Vedoya,
Daniel E. 2005).

Dentro de la industria alimentaria los residuos se clasifican en peligrosos o inertes
atendiendo a su composicion fisica. Los parametros que definen la composicién y
la importancia del residuo son, entre otros: (Mundo Alimentario, 2009).

Es posible producir diferentes productos quimicos de interés industrial en
cantidades significativas a través de la biodegradacion de productos y desechos
agricolas. Anualmente, millones de toneladas de cereales y frutos son dafiados
por el clima y durante su procesado, o que ocasiona que se conviertan en material
de desecho no aceptable para su consumo 0 proceso directo. Los cereales, sus
derivados y los efluentes provenientes de su industrializacion son considerados
especialmente atractivos como materia adecuada para las biorrefinerias debido a
su alto contenido energético, su abundancia y la disponibilidad de estos
materiales todo el afio (Dominguez E.R.M., Wang R., Pacheco C.J.D. 2002).

Los desechos organicos se componen principalmente de los residuos del
procesamiento de frutas y vegetales. Los problemas del tratamiento de desechos
son altos en la lista de problemas ambientales de la sociedad (Altadill C.R., Andrés
P.A.M., 2009). Una posible respuesta seria el uso de microorganismos efectivos
para detoxificar la tierra, descontaminar el ambiente y promover métodos

altamente sustentables de tratamiento de desechos (Freitag David G. 2000).

Los materiales que en la actualidad pueden recuperarse para el reciclaje o
reutilizacién son: materia organica (alimentos, poda y jardin), plasticos, metales,

papel y cartén, etc. (Berent, Mario R. - Vedoya, Daniel E. 2005).

12
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Los subproductos lignocelulésicos agricolas son una buena y barata opcidn para
las fibras de celulosa. Asi mismo las biofribras también pueden utilizarse para
producir combustible y productos quimicos. Las fibras procedentes de fuentes
lignocelulésicas se utilizan en varias aplicaciones tales como materiales de
construccion, alimentacién humana y animal. Productos quimicos como metanol,
etanol, carbdon vegetal, acido acético, por mencionar algunos, son también
producidos a partir de la hidrdlisis y fermentacién de lignocelulosa (Reddy, N.,
Yang, Y. 2005).

2.2 Polisacéridos de residuos organicos

Los polisacaridos son polimeros de monosacaridos. Estan compuestos de

unidades glicosilicas en disposicion lineal o ramificada (Fennema, O. 2000).

Se dividen principalmente en los siguientes grupos: celulosa, almidon, pectina. Los
polisacaridos constituyen del 80 al 90% de lo polimeros estructurales de la pared
celular de plantas, los cuales son los componentes organicos mas abundantes
encontrados en la naturaleza y por consiguiente se encuentran en diferentes tipos
de desechos principalmente generados por el procesamiento de frutas y verduras.
(Alvarez V., Vazquez, A. 2003).

2.2.1 Celulosa

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la Tierra, y por tanto el
carbohidrato mas abundante. La razon para ello es que es el componente
mayoritario de las paredes celulares de las plantas superiores.

La celulosa es un homopolimero de alto peso molecular, lineal, insoluble, de

unidades B-D-glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos. Debido a su

13
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linearidad y a su naturaleza estereorregular, las moléculas de celulosa se asocian
entre si a lo largo de grandes regiones, formando haces de fibras policristalinos.
Es una hexosana que por hidrdlisis da glucosa. Es una larga cadena polimérica de
peso molecular variable, con férmula empirica (CsH100s)n, con un valor minimo de
n= 200.

Figura 1. Estructura de la celulosa y las fibras que formas en los vegetales

Matriz cristalina

de las moléculas Microfibrillas de : i
de una micela celulosa /%/ w /%, w
T = HO -----

Moléculas individuales ‘

de celulosa OH

Polisacaridos

,__," s ) “HO C
Y , Moléculas (distintos ala J 4 a
- de celulosa celulosa) - O\ ge--HO_  QH" O . HO OH
‘;‘0 (_)(_}( R{Nj o OWD%O\%
*ooe@ wo” OH-g " 3

2.2.1.1 Carboximetilcelulosa

La carboximetilcelulosa (CMC) es utilizada en la industria alimentaria en
grandes cantidades y es una gran variedad de aplicaciones. Las moléculas de
CMC son largas y bastantes rigidas, con carga negativa debido a los humerosos

grupos carboxilicos ionizados que contienen (Fennema, O. 2000).

La CMC es utilizada en alimentos como agente auxiliar en el batido de
helados, cremas y natas, como auxiliar para formar geles en gelatinas y pudines,
como espesante en aderezos y rellenos, como agente suspensor en jugos de
frutas, como coloide protector en emulsiones y mayonesas, como agente protector
para cubrir la superficie de las frutas y estabilizador en productos listos para
hornear. Debido a que la CMC no es metabolizada por el cuerpo humano ha sido

aprobada su utilizacion en alimentos bajos en calorias (cita electronica).

14
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2.2.2 Almidén

El almidon es el principal polisacarido de reserva de los vegetales, se encuentra,
principalmente, en semillas, frutos, legumbres, tubérculos y cereales. Esta
compuesto por la mezcla de dos polimeros: un polisacarido esencialmente lineal
denominado amilosa y otro muy ramificado llamado amilopectina (Fennema, O.
2000).

Es un polimero de elevado peso molecular formado por una sucesién de
moléculas de a-D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,4 y que se ramifica

en determinados puntos de la cadena mediante enlaces a-1,6 (Latorre, L. 2008).

Figura 2. Estructura de la amilosa, polimero lineal de a-D-glucosa unidos por
enlaces a-1,4.

[
CH,OH

En la mayoria de las aplicaciones, el almidon debe ser hidrolizado a glucosa,
maltosa o maltodextrinas. Tradicionalmente, el almidén era procesado mediante
hidrdlisis acida, pero este método presentaba numerosas desventajas (problemas
de corrosién de los equipos, formacién de numerosos subproductos por ser una
hidrélisis no especifica, procesos de purificacibn mas complejos, etc.) que
provocaban aumentos en los costes de elaboracion. En la actualidad, debido al
desarrollo biotecnoldgico, el procesado industrial del almidon a gran escala se
basa totalmente en la utilizacién de enzimas (Van der Maarel et al., 2002, Crabb y
Shetty, 1999).

15
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2.2.3 Pectina

Las sustancias pécticas son polisacaridos de alto peso molecular, cargadas
negativamente y acidas. La cadena principal la componen residuos de acido a-D-

galacturénico unido por enlaces 1,4 (Fennema, O. 2000).

Las pectinas nativas que se encuentran en las paredes celulares y en los espacios
intercelulares de todas las plantas terrestres son moléculas mas complejas, que se
convierten en los productos comerciales por extraccién con acidos. La pectina
comercial se obtiene de las peladuras de los citricos y de las manzanas (Ranveer
Singh Jayani, et al. 2005).

2.3 Enzimas hidroliticas de polisacaridos.

Los polisacaridos son mas susceptibles a hidrdlisis que las proteinas, y pueden
por tanto en ocasiones sufrir despolimerizacion durante el procesado y/o
almacenamiento de los alimentos. La hidrdlisis de los enlaces glicosidicos que
unen las unidades de monosacéarido (glicosil) en los oligo- y polisacaridos puede
ser catalizada tanto por acidos (H*) como por enzimas (Cardona Carlos, 2005). El
grado de despolimerizacion, que tiene el efecto de reducir la viscosidad, viene
determinado por la fuerza del acido, el tiempo, la temperatura y la estructura del
polisacarido. Los polisacaridos también estan sujetos a la hidrdlisis catalizada por
enzimas. La velocidad y los productos de este proceso son controlados por la
especificidad del enzima, el pH, el tiempo y la temperatura (Sanchez Oscar J.y
Cardona Carlos A., 2005).

2.3.1 Celulasas

La investigacion activa de celulasas y polisacaridasas comenz6 en la década de
1950, debido a su enorme potencial para convertir la lignocelulosa en una fuente

16
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mas abundante y renovable, obteniendo glucosa y azucares solubles (Bhat, M.
2000). Las celulasas tienen una amplia gama de aplicaciones potenciales en la
biotecnologia alimentaria. Al hidrolizarse la molécula de celulosa quedan
disponibles las moléculas de glucosa que pueden emplearse como fuente de
energia (M.K. Bhat, 2000).

Las enzimas que actlan sobre la celulosa y sobre los intermediarios de su

degradacion pueden dividirse en cuatro grupos (Fennema, O. 2000):

Las endoglucanasas, hidrolizan las regiones amorfas de los sustratos.
Hidrdlisis al azar de enlaces B-glucosidicos, provocando rapida disminucion
de la viscosidad.

e Las celobiohidrolasas, son enzimas del tipo exo, degradan la celulosa
amorfa por eliminacién cuantitativa de celobiosa de los extremos no
reductores de la celulosa.

e Las exoglucohidrolasas, hidroliza consecutivamente unidades de glucosa
del extremo no reductor de las celodextrinas.

e [-glucosidasas, escinden la celobiosa hasta glucosa y eliminan la glucosa

del extremo no reductor (Fennema, O. 2000).

2.3.2 Amilasas

El surgimiento de plantas de alcohol carburante de primera generacion a partir de
almidoén, implica la transformacién de la materia prima por procesos de hidrélisis
mediante la accién de un complejo de amilasas capaces de degradarlo en
azucares (Ballesteros, M. 2008).

Las enzimas aminoliticas pueden clasificarse de diversas formas, por ejemplo,
segun el tipo de substrato y el producto que originan se dividen en a-amilasas, B-

amilasas, glucoamilasas, pululanasas, isoamilasas, a-glucosidasas Yy

17
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ciclodextringlicosiltransferasas (Keni Vidilaseris et al.,2009). Las endoamilasas
degradan los enlaces glicosidicos a-1,4 que se encuentran en el interior de la
molécula de amilosa y amilopectina, en este grupo destacan las a-amilasas que
degradan el almidon de forma aleatoria generando oligosacéaridos de longitud
variable (Keni Vidilaseris et al.,2009). Las exoamilasas hidrolizan enlaces a-1,4
desde el extremo no reductor de la molécula, generando productos de bajo peso
molecular, en este grupo se incluyen las B-amilasas que generan disacaridos de
glucosa (maltosa), las a-glucosidasas y las glucoamilasas que generan residuos
de glucosa. Las enzimas desramificantes, que engloban a pululanasas e
isoamilasas, son enzimas que hidrolizan exclusivamente los enlaces a-1,6 (Okada
S., Yokobayashi K., Sakano Y. y Kitahata S., 1988).

Las pululanasas, degradan los enlaces a-1,6 de glucdgeno, amilopectina y
pululano. Las isoamilasas degradan completamente el glucogeno y se distinguen
de las pululanasas en que no tienen capacidad para degradar el pululano. Por
altimo, las ciclodextringlicosiltransferasas degradan enlaces a-1,4 y son capaces
de formar nuevos enlaces glicosidicos generando ciclodextrinas (Van der Maarel
et al., 2002).

Las a-amilasas son proteinas multidominio que consisten en tres ambitos
principales, el dominio A, B y C. Unas pocas a-amilasas contienen el dominio
adicional nombrado dominio de unién a almidén (SBD), que tiene la funcién de
ligar a los granulos de almidén. Las a-amilasas SBD se encuentran en bacterias y
hongos (Keni Vidilaseris et al.,2009). Este dominio se localiza generalmente en el
extremo C-terminal de las enzimas. Por otra parte, cabe sefalar que hay pocas
enzimas aminoliticas capaces de unirse y degradar el almidon en bruto sin un
dominio funcional especializado. Las propiedades de las a-amilasas varian y
reflejan el ambiente de crecimiento del organismo productor (Keni Vidilaseris et
al.,2009).

18
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2.4. Aplicaciones biotecnolégicas de las enzimas.

La produccion de frutas y hortalizas requiere de métodos de extraccion,
clarificacion y estabilizacion. Durante la década de 1930, cuando las industrias de
frutas comenzaron a producir jugo, los rendimientos fueron bajos, y muchos
encontraron dificultades en la filtracién de los jugos de una claridad aceptable.
Posteriormente, gracias a la investigacion industrial sobre pectinasas, celulasas y
hemicelulasas se obtuvieron enzimas de grado alimenticio de microorganismos
tales como Aspergillus niger y Trichoderma sp., lo cual ayudé a superar estas
dificultades. (M. K. Bhat, M. 2000).

2.4.1 Produccién de vino

En este proceso biotecnoldgico tanto las células de levadura como las enzimas
desempenan un papel clave. Tres enzimas exdgenas son utilizadas en la
produccién de vino: pectinasas, p-glucanasas y hemicelulasas. Lo anterior trae
como beneficios, mejorar la maceracion y extraccién de color, facil clarificacion y
filtracion, asi como mejorar la calidad del vino. (M. K. Bhat, M. 2000).

El proceso de fermentacion es llevado a cabo por medio de las levaduras cuando
estan vivas sin aire, son las responsables de descomponer el azlicar de la uva en
alcohol y gas carbdnico. Asi pues las levaduras son los agentes de la
fermentacion y existe una gran cantidad de especies que se diferencian por su
aspecto, propiedades y por la forma en que transforman el azlcar. Las especies
mas extendidas que se encuentran en casi todos los mostos son Saccharomyces
ellipsoideus, Kloeckera apiculata y Hanseniaspora uvarum, las cuales representan
por si solas el 90% de las levaduras utilizadas para la fermentacion del vino. Van
adheridas al hollejo del grano de uva, las levaduras naturales (llamadas
indigenas), hoy en bodega se agregan cepas de levaduras seleccionadas, para
asegurar la fermentacion optima. Una vez que las levaduras han degradado el
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azucar y lo han transformado en alcohol y demas sustancias, mueren y forman un

sedimento en el fondo (Hidalgo T. José, 2003).

2.4.2 Textiles y lavanderia

Las celulasas han logrado su éxito a nivel mundial en productos textiles y ropa,
debido a su capacidad de modificar las fibras de celulosa en una forma controlada
y deseada, a fin de mejorar la calidad de los tejidos. Se introdujeron hace apenas
una década y ahora se han convertido en el tercer grupo mas grande de enzimas
utilizadas en estas aplicaciones. Eliminan pequeias fibras y dan mejor apariencia
de brillo y color. (M. K. Bhat, M. 2000).

2.5 Bagazos.

Los materias primas para la produccion de etanol fueron residuos organicos
generados en el procesamiento de la elaboracion de jugos de frutas, asi como
desechos de frutas a los cuales no se les da otra utilidad. Los bagazos utilizados

fueron:

2.5.1 Manzana (Malus pumila)

Es el fruto del manzano, arbol de las rosaceas. Varios tipos de manzanos crecen
en todo el mundo, pero se concentran principalmente en el hemisferio norte. La
manzana es el fruto mas ampliamente cultivado en EEUU. Las especies de Malus
pumila las cuales desarrollaron las manzanas modernas, fueron originadas en el
suroeste de Asia. Actualmente el principal proceso que se lleva a cabo con los
cultivos de manzana, es la produccion de sidra. (Root, W.H., 2005).

La produccion anual de manzanas fue de alrededor de 45 millones de toneladas
entre 2002-2003. Los paises del hemisferio norte, particularmente China, EEUU,
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Turquia y Polonia dominan el mercado de manzanas en el mundo. Las manzanas
para entrar a procesamiento, deben de ser sanas, maduras, de tamafio razonable,
y forma uniforme durante el pelado. Estas manzanas peladas son transformadas
en trozos de manzana (cubos) en conserva, congelados y deshidratados, ademas
de varios estilos de salsas de manzana (Root, W.H., 2005).

Existen mas de mil variedades de manzanas en todo el mundo. La composicion
guimica de la manzana es aproximadamente: 85% agua, 10.5% carbohidratos,
2.3% fibra, 0.3% proteinas, 0.4% grasa y 0.2% cenizas (Root, W.H., 2005).

2.5.2 Pera (Pyrus)

La variedad mas popular es la Bartlett. Poseen una buena textura y sabor, con un
color brillante y una forma y tamafo uniformes. Se permite que los frutos lleguen a
un buen tamafio pero mientras aun tienen una coloracion verde y, posteriormente,
se da la maduracién en las cajas con un almacenaje con buena ventilacién
(Arthey, D.; Ashurst, P. 1998).

Las peras son clasificadas mecanicamente y antes de entrar al enlatado los trozos
son sumergidos en una salmuera al 1.5% para prevenir oscurecimiento enzimatico
y posteriormente se debe aplicar un buen lavado para retirar el exceso de sal. Las
peras contienen de 13-16°Brix y tienen un pH de 3.9 - 4.0 (Laszlo P. Somogyi,
1996).

Grados Brix: Es el por ciento de sélidos disueltos en un producto derivado de las
frutas o de un liquido azucarado (NMX-F-103-1982. Alimentos. Frutas y Derivados.

Determinacion de Grados Brix).

Los grados Brix miden la cantidad de soélidos solubles presentes en un jugo o
pulpa expresados en porcentaje de sacarosa. Los soélidos solubles estan

compuestos por los azucares, acidos, sales y demas compuestos solubles en
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agua presentes en los jugos de las células de una fruta. Se determinan empleando
un refractometro calibrado y a 20 °C (cita electronica).

2.5.3 Papa (Solanum tuberosum)

Perteneciente a la familia Solanaceae, cuyo nombre cientifico es Solanum
tuberosum. Hoy en dia la papa constituye un alimento fundamental en la dieta del
hombre, ademas se emplea como planta forrajera e industrial suministradora de
alimento para el ganado y de materia prima para la industria del almidén y del
alcohol (Informacién agropecuaria 2010-cita electrénica).

La papa es una de las muchas fuentes para producir etanol. El problema, a nivel
mundial, es que las materias primas que se usan como biocombustibles no son las

ideales (Colegio de Ingenieros Agrénomos de Chile, 2010 - cita electrdnica).

Los tubérculos de la papa, son ricos en almidon, el cual es el responsable de la
mayor parte de la ingesta caldrica de las personas. La papa tiene dentro de su
composicién sales minerales, se destacan el potasio, el sodio, magnesio y calcio,
los cuales se encuentran en una proporcion de 300, 5, 20 y 10 mg, por cada 100
gramos de tubérculo respectivamente, tiene fibra dentro de sus componentes,
estas sustancias se encuentran entre el 1% y 3% (Colegio de Ingenieros
Agronomos de Chile, 2011).

2.6 Biocombustibles

El interés por el uso de materiales lignocelulésicos como materia prima en
procesos de transformacién por microorganismos es importante desde hace ya
varias décadas (Hernandez Nodarse M.T. 2001)

La alternativa de emplear residuos lignoceluldsicos en la produccion de etanol,
constituye hoy dia una posibilidad altamente prometedora por su amplia
disponibilidad en el mundo. En este grupo de materias primas se ubica el bagazo
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como residuo agroindustrial. La idea de producir etanol a partir de esta via data de
las décadas de 1940 y 1950 (Hernandez M.T. 2007; Garcia Camus, Garcia
Loborda, 2006).

Los biocarburantes son combustibles que pueden aplicarse a los motores de
combustién interna utilizados por lo vehiculos actuales. Proceden de materias
primas vegetales, razon por la que se les considera una energia renovable

(Agroenergética-Vida Rural, 2006).

La biotecnologia ofrece diversas opciones para la generacion de energias
renovables. Una de ella es el bioetanol, producto de fermentacién alcohdlica de
diversos materiales organicos a través de la accion de microorganismos, esta
siendo de nuevo seriamente considerada luego de la elevacion de los precios del
petréleo (Hernandez M.T. 2007).

Una de las fuentes de energia que poco se menciona en los proyectos nacionales
y que ha demostrado su factibilidad en otras regiones del mundo, es la produccion
de etanol. Desde el punto de vista industrial, trabajar en la produccion de dicho
producto es fundamental, pues el etanol no sélo es una fuente de energia sino una
materia prima importante en la industria quimica, farmacéutica, agroalimentaria,
etc. (H.J. Vazquez y O. Dacosta 2007).

El etanol ademas de poder mezclarse directamente con la gasolina o ser utilizado
como combustible de automocién en estado puro, también puede incorporarse
(como mejorador del indice de octano) a la gasolina tras haber sido transformado
en ETBE (metil ter-butil éter, producto oxigenante con el que se reformulan las
gasolinas en México desde 1989, y que ha permitido reducir las emisiones de
CO,, asi como permitir la reduccion de compuestos aroméaticos como benceno,
tolueno, etilbencenos y xilenos (Sanchez O.J., Cardona C.A. 2005.)) mediante su
sintesis con el isobutileno (subproducto de la destilaciébn del petréleo). La
producciéon mundial de etanol como combustible fue, en el 2006, de cerca de
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40.000 millones de litros. De esa cantidad, casi el 90% fue producido en Brasil y
en Estados Unidos. (Ballesteros M.T. 2008; H.J. Vazquez y O. Dacosta 2007).

2.6.1 Perspectiva de los biocombustibles

Parece haber acuerdo entre los especialistas de que el actual modelo energético
de nuestro mundo, basado en el uso de combustibles fésiles, tendra que ser
transformado en profundidad y en que el salto hacia fuentes energéticas menos
contaminantes y descentralizadas va a exigir una gran movilizacion tecnoldgica y
empresarial (Calcedo O.V. 2006).

La produccion de bioetanol perdidé importancia a finales de la primera mitad del
siglo XX, al ser sustituida por la produccién de etanol por via sintética, a partir de
derivados del petréleo, que resulta mas barata, pero no puede ser utilizado en la
preparacion de alimentos, bebidas alcohdlicas, ni medicamentos. La via
fermentativa de producciéon de etanol, es hoy competitiva porque es sostenible y
se trabaja fundamentalmente en la busqueda de materias primas baratas, que
sustituyan a las tradicionales materias azucaradas, como melazas, productos
intermedios de la produccion de azucar y jugos de frutas. El costo de produccion
del etanol esta intimamente relacionado y es dependiente del costo de la materia
prima puesta en fabrica, del volumen y de la composicion de la misma
(Herndndez, M.T. 2007).

2.6.2 Fermentacioén

La fermentacion alcohdlica es una reaccién que permite degradar azucares en

alcohol y diéxido de carbono. La conversion se representa mediante la ecuacion:
CsH1206 ——» 2C,HsOH +2CO;

A pesar de parecer, a nivel estequiométrico, una transformacién simple, la

secuencia de transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de
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alcohol y dos moléculas de biéxido de carbono es un proceso muy complejo, pues
por ejemplo la levadura al mismo tiempo utiliza la glucosa y nutrientes adicionales
para reproducirse. Los rendimientos en la industria varian entre 87 y 93% del
rendimiento tedrico (H.J. Vazquez y O. Dacosta 2007).

Principales productos de la fermentacion (Hernandez M.T. 2007):

e Alcoholes: etanol, metanol, alcoholes alifaticos con mas de 2 atomos de C,
y alcoholes superiores (isobutanol, alcohol isoamilico, amilico, llamados
genéricamente aceite de fusel).

e Aldehidos: primordialmente acetaldehido, ésteres, acetato de isobutilo y
acetato de isoamilo.

e Acidos orgéanicos: Acidos volatiles, férmico, acético, propiénico, butirico y
lactico y trazas de otros acidos grasos. Acidos tartarico y malico.

e Di6xido de Carbono.

2.6.3 Sustratos mas utilizados en la produccién de etanol

El bioetanol puede producirse a partir de cualquier materia prima organica que
contenga cantidades significativas de azucares (cafia de azucar y remolacha) o
compuestos que puedan ser transformados en azucares como el almidén

(cereales) o la celulosa (Hernandez M.T. 2007).

Una de las opciones para producir etanol es por fermentacion a partir de materias
primas ricas en carbohidratos (azlcar, almidén, celulosa, etcétera). Por tal razon,
es comun designar al etanol obtenido por esta via “bioetanol’. Entre estas
materias primas se encuentran las frutas y vegetales como la cafia de azucar y la
remolacha, los cereales (trigo, maiz, sorgo), los tubérculos (papas, yuca) y en
general, materias provenientes de lignocelulosas o de residuos organicos (H.J.
Véazquez y O. Dacosta 2007).
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Se definen 3 tipos de materias primas para la produccion de etanol (Hernandez,
M.T. 2007):
a) Materiales portadores de azucares simples (como jugo de cafia de azUlcar,
melazas, sorgo dulce, etc.)
b) Materiales amilaceos (como la yuca, maiz, papa, etc.)
c) Materiales celulésicos (como el bagazo, la madera, residuos de industrias
agricolas y agroalimentarias, como elaboracion de frutos secos o industria

vinicola).

2.6.5 Tratamientos previos a la fermentacion

Los materiales que mas se han investigado como fuentes lignocelulésicas son
madera, residuos forestales, papel reciclado, residuos de la industria papelera,
bagazo de cafia, desechos agricolas (hierbas, frutas y paja), etc. Lo anterior hace
a esta materia prima muy atractiva. No obstante, el principal reto en la produccién
de etanol a partir de biomasa lignocelulésica es el pretratamiento e hidrdlisis de la
materia prima (Sanchez 0.J., Cardona C.A. 2005). Tiene como objetivo
desintegrar la matriz formada por celulosa, hemicelulosa y lignina. Se han
propuesto varias formas de pretratamiento, sin embargo, ninguno de los métodos
se puede aplicar en formas genéricas a las diferentes materias primas. Durante el
pretratamiento e hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica se forman, junto con los
azucares fermentables, gran cantidad de compuestos que pueden inhibir la
fermentacion subsiguiente (Ballesteros M., 2008). Las sustancias inhibitorias se
originan como resultado de la hidrdlisis de los diferentes componentes, de los
acidos organicos esterificados a la hemicelulosa, y de los derivados fendlicos
solubilizados de la lignina. Asi mismo, los inhibidores se forman a partir de
productos de degradacién de los azucares solubles y de la lignina, por lo cual,
dependiendo del tipo de pretratamiento e hidrolisis utilizado, es necesario llevar a
cabo la destoxificacion de las corrientes que van a ser sometidas a fermentacion
(Sanchez 0.J., Cardona C.A. 2005).
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2.7 Microbiologia del suelo e importancia de bacterias productoras de enzimas.

La microbiologia del suelo tradicionalmente ha estudiado los microorganismos y
procesos en el suelo y de la interaccion de los organismos con su entorno y la
ecologia del suelo. La bioquimica del suelo se refiere a las caracteristicas y la
dindmica de la materia orgénica y las transformaciones bioquimicas provocadas

por las enzimas y microorganismos presentes en el suelo (Eldor A.P. 2007).

El suelo representa un complejo ecosistema en el cual las relaciones y las
interacciones entre los microorganismos también son complejas. La diversidad
microbiana es critica para el funcionamiento del ecosistema debido a la diversidad
de procesos como la descomposicién, los ciclos de nutrientes, agregaciones en el
suelo y la patogenicidad (Dubey, K.S. et al. 2006).

La materia organica en el suelo es reconocida como crucial para la calidad del
suelo y para la regulacion de muchas funciones. Existen tres clases de
mecanismos que son considerados para estabilizar la materia organica del suelo:
1) la degradacion de macromoléculas organicas especificas por microorganismos
y enzimas, 2) estabilizacion quimica debido a varias interacciones de moléculas
orgénicas, 3) proteccion fisica de sustratos organicos en contra del acceso de
agentes degradadores (Ekscmitt, K. et al. 2005).

Los microorganismos necesitan producir exoenzimas que conviertan compuestos
poliméricos, como la celulosa, lignina, pectina y hemicelulosa, en pequefias
moléculas que pueden ser asimiladas. Las enzimas mas relevantes son las que

rompen fibras de las plantas como celulasas, hemicelulasas, etc.

En varios grupos de bacterias se ha observado un quérum de deteccion (quérum
sensing) que es un mecanismo de comunicacion célula-célula en las bacterias y
se refiere a que ciertos rasgos que solo son expresados cuando las bacterias se
encuentran juntas (Von Bodman, S.B., et al 2003).
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Un grupo de bacterias heterotroficas del suelo son las bacterias deslizantes como
las mixobacterias y las citofagas; las mixobacterias, a diferencia de las citofagas,
se distinguen por la formacién de cuerpos fructiferos que pueden ser observados a
simple vista; la formacion de dichos cuerpos la llevan a cabo bajo estados de
inanicion para poder sobrevivir a condiciones extremas del ambiente
(Reichenbach, H. 2001).

2.7.1 Bacterias deslizantes: Mixobacterias y Citofagas.

Las bacterias deslizantes son un grupo filogenéticamente heterogéneo, la
caracteristica que las define es que su movilidad es por deslizamiento.
Principalmente existen dos tipos de bacterias deslizantes: el orden de los
Myxobacteriales y el orden de las Cytophagales, compartiendo ciertas
caracteristicas (Reichenbach, H., Dworkin, M. 1981).

Para el caso de las mixobacterias es importante la comunicacion entre ellas en
momentos de estrés (hambruna o peligro por la presencia de otros
microorganismos), al mantenerse comunicadas forman el quorum sensing, en el
cual censan cuantas células deslizantes se encuentran para entonces empezar a
sefalizarse, formando el swarm y swarming para finalizar en la formacion del
cuerpo fructifero. Esto es de vital importancia, pues al encontrar cuerpos
fructiferos las células que los forman poseen una gran maquinaria enzimatica que

posteriormente nos puede ser Util en el presente trabajo.

2.7.2 Myxobacteriales

Las mixobacterias son bacterias Gram-negativas, que viven en el suelo y son
famosas por tres capacidades: i) movimiento por deslizamiento, formando una
pelicula denominada enjambre o “swarm”; ii) tienen un sistema sofisticado de
comunicacion intercelular y alto desarrollo de vida social; iii) presentan una

morfogénesis cooperativa inducida por condiciones de hambruna y también
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pueden producir cuerpos fructiferos (Wolfgang Dawid, 2000). Durante la
maduraciéon del cuerpo fructifero, las células vegetativas se convierten en
mixosporas como forma de resistencia a la desecacion. También presentan largos
genomas (9500-10000 kpb) y su DNA contiene aproximadamente 66-73 mol% de
G+C (Reichenbach, H. 1999).

Los principales habitats de las mixobacterias son: suelo, estiércol, plantas en
descomposicién y corteza de arboles vivos y muertos. Las mixobacterias durante
mucho tiempo han desempefiado un papel importante en la degradacion de
macromoléculas insolubles, tales como, proteinas, celulosa, peptidoglicano, lipidos
y &cidos nucleicos, esto lo realizan mediante la excrecion de una potente bateria
de enzimas hidroliticas. Las mixobacterias producen una asombrosa cantidad de
sustancias bioactivas, celulolitica, etc. (Shimkets L., Dworkin M. and Reichenbach,
H. 2006).

El rango de pH de crecimiento es muy amplio, de 6.5-8.5. Solamente las
mixobacterias celuloliticas pueden crecer a pH’s < 5.0. La temperatura 6ptima es
entre 32 y 37° C. El tiempo de generacion se encuentran entre las 4 y 12 horas
(Shimkets, L. 1990; Wolfgang, D. 2000).

Mixobacteria ha sido dividida en dos diferentes grupos basados en una
exanimacion morfolégica de las células, esporas y colonias. En los miembros de
las familias Myxococcaceae, Archangiaceae y Cystobacteraceae, sus células
vegetativas son alargadas, delgadas y con los extremos afilados que cambian de
forma durante la formacion de las mixosporas; sus colonias absorben el colorante
rojo Congo. Los miembros de la familia Sorangiaceae, también llamados
Polyangiaceae son bacilos cortos, con extremos romos Yy la diferencia es minima
con respecto a sus mixosporas; los miembros de esta familia no absorben el rojo
Congo (Shimkets, L. 1990).
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2.7.2.1 Comunicacién y sefializacion (Quorum sensign).

Existen diferentes formas de comunicacion entre bacterias, basicamente estas se
agrupan en dos: una es la comunicacién via péptidos y la otra es la comunicacién
a través de acil homoserina lactonas, lenguajes usados por bacterias
Grampositivas y proteobacterias respectivamente (Lazazzera y Grossman, 1998),
ambas moléculas son llamadas autoinductores.

En 1994, Fuqua y colaboradores usaron el término “quorum sensing” para
describir un fendmeno dependiente de densidad celular. Este proceso esta basado
en la produccion de moléculas que sirven como sefiales cuya concentraciéon
depende de la densidad del organismo que la produce (Waters C.M. and Bassler
B.L. 2005). El quorum-sensing es producido por las bacterias liberando moléculas
de sefalizacién quimica, llamadas autoinductores, que son pequefias moléculas
secretadas por las bacterias y que son utilizadas para medir la densidad de
poblacién (Dale Kaiser, 2004). Las bacterias detectan una minima concentracion
de dichos autoinductores y como respuesta al uso de estos sistemas de
sefializacion, las bacterias sincronizan su comportamiento particular para generar
la funcién de organismos multicelulares. Ahora puede empezar a entenderse que
las bacterias se someten a complejos programas para generar un desarrollo
analogo a los aspectos de los organismos eucariotas (Waters C.M. and Bassler
B.L. 2005).

Existen al menos 5 sefales de intercambio extracelulares denominadas ASG,
BSG, CSG, DSG, y ESG, dos de estas sefales, ASG y CSG, han sido
guimicamente caracterizadas y se ha demostrado que desempefian un papel
importante en la agregaciéon de fructificacion temprana y en la morfogénesis del
cuerpo (Dworkin, M. 1996). La sefial A, parece ser la primera de las cinco sefales
gue se ponen en juego, se produce en respuesta a una baja de nutrientes y luego
funciona como monitor para difundir la densidad celular. La serie de eventos
subsiguientes estardn permitidos sélo si se logra la densidad celular necesaria
(Shimkets L., Dworkin M. and Reichenbach H., 2006).
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Después de un periodo de hambruna, el comportamiento de “swarming” de las
células vegetativas se ve limitado, y las células comienzan a congregarse en los
centros de agregaciéon. La agregacion culmina 24 horas después del inicio de la
inanicién, con la formacion del pajar en forma de cuerpos fructiferos multicelulares
(Jelsbak L. and Sggaard-Andersen L., 1999).

El “swarm” a menudo presenta venas visibles, anillos, crestas o depresiones.
Estos patrones pueden ser caracteristicas para determinados grupos taxonémicos.
El borde del swarm puede consistir en una sola capa de células, pero como regla
general se compone de muchas capas que se acumulan rapidamente. El swarm
de Myxococcus Yy Corallococcus se desarrolla tipicamente como venas
serpenteantes, y generalmente permanece suave Yy viscoso (Shimkets L., Dworkin
M. and Reichenbach H., 2006).

Un rasgo caracteristico de las colonias mixobacteriales es su conducta de
agregacion, esto es, una difusién multicelular de mixobacterias en una zona no
ocupada. Esta difusion se conoce como swarming y a la colonia se le llama
swarm. La tasa de difusién depende del deslizamiento de las células; la motilidad
de las mixobacterias estd determinada por la temperatura, concentracion de
nutrientes y la densidad de células originales (Wolfgang D., 2000).

Estas bacterias se desplazan en la superficie sin tener flagelos, a dicha capacidad
se le conoce como, gliding. La velocidad de deslizamiento de las células varia en
funcién del sustrato y la temperatura, normalmente es entre 3 y 13 mm/min a
32°C. Las células de Myxococcus xanthus se deslizan sobre superficies sélidas a
un ritmo de 1-2 mm/min (Shimkets L., Dworkin M. and Reichenbach H.,2006).
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2.7.2.2 Formacion de cuerpo fructifero

El cuerpo fructifero mixobacterial es la culminacion del desarrollo de una serie de
acontecimientos desencadenados por el cambio de nutricion y el medio ambiente
fisico (Dworkin, M. 1996). Los cuerpos de fructificacibn mixobacteriales incluyen
varias formas, tales como, monticulos, esferas, cilindros, y sus combinaciones
(Dale Kaiser, 2004).

Figura 3. Morfogénesis celular en mixobacterias, tomando como ejemplo Stigmatella
aurantiaca. (L. J. Shimkets, M. Dworkin and H. Reichenbach, 2006).
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La morfogénesis del cuerpo fructifero es iniciada por la privaciéon de nutrientes, y
decenas de miles de células moviéndose directamente hacia una agregacién
discreta, donde se apilan una sobre otra hasta formar un monticulo (Shimkets L.J.
1990).

Para la formacién del cuerpo fructifero se requieren aproximadamente 10° células
y la superficie de dicho cuerpo es sodlida. Ya en el cuerpo fructifero, las células
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toman forma de esporas como forma de resistencia al medio y son
metabodlicamente inactivas. Para la formacién de cuerpo fructifero se requiere
sefalizacion quimica extracelular entre célula-célula (Garza A.G., Pollack J.S.,
Harris B.Z.,1998).

Figura 4. Ejemplificacion de cuerpos fructiferos (foto 2: Mx. stipitatus;
foto 4: Mx. xanthus; foto 27: Sg. Aurantiaca; foto 28: Cm. Apiculatus).
(Wolfgang Dawid, 2000)

Dentro del cuerpo fructifero, se lleva a cabo una morfogénesis celular, donde los
bacilos seran mas cortos hasta formar esferas pequefas, denominadas
mixosporas. Y estas se encuentran rodeadas por una capsula, alrededor del 75%
de la capsula es un polisacarido que consiste enteramente de galactosamina y
glucosa, no obstante la pared celular se mantiene intacta durante la esporulacién
(Dworkin M., 2006). La funcibn de las mixosporas es la resistencia a la
desecacion, temperaturas extremas, a la luz UV, permiten al organismo resistir
condiciones ambientales extremas y persistir durante largos periodos en

condiciones que pueden no ser optimos para el crecimiento (Shimkets, L. 2006).

Se ha observado que algunas especies como las células vegetativas de M.
xanthus contienen trehalosa, un carbohidrato de almacenamiento, que desempefa
un papel importante en la resistencia al calor y la desecacion. La trehalosa se
metaboliza rapidamente en la germinacion de la mixospora y por lo tanto puede
servir a uno o ambos de dos funciones-como un protector del estrés en las

esporas o como fuente de energia durante la germinacion (Wolfgang D., 2000).
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2.7.3 Cytophagales

Son bacterias deslizantes, unicelulares, Gram-negativas, aerobias, caracterizadas
por una extrema flexibilidad; a diferencia de las mixobacterias, no llevan a cabo la
formacion de cuerpos fructiferos (Reichenbach H., Dworkin M. 1981). EIl
movimiento caracteristico de este tipo de células sobre las superficies sin la ayuda
de flagelos, es un rasgo compartido por un gran namero de bacterias que
pertenecen a diferentes ramas del arbol filogenético (Mcbride M. J. and Kempf
M.J, 1996). No hay formacién de esporas (Stanier, R. 1940).

Winogradsky en 1929, en una amplia investigacion de la descomposicion aerébica
de celulosa en el suelo, aislé y estudié una serie de organismos que se asemejan
morfoldégicamente a las células vegetativas de Spirochaeta cytophaga (Stanier, R.
1940).

El primero en demostrar la descomposicion aerdbica de la celulosa por las
bacterias fue Van Iterson en 1904 (Stainer, R. 1940). Las Cytophagas se han
clasificado en tres ordenes: Spirochaetales (Hutchinson y Clayton),

Actinomycetales (Bokor) y Myxobacteriales (Krzemieniewska) (Stainer, R. 1940).

El tipo de movimiento es completamente diferente a la motilidad por flagelos en los
Eubaceriales. Se trata de un proceso lento, incluso de deslizamiento en una
direccion. La tasa de movimiento varia considerablemente (Lapidust I.R. and
Howard C. B., 1982).

Un punto interesante es la coordinacién aparente entre las diferentes células
durante el movimiento, aunque no hay conexion fisica entre las células es
evidente, la direccién y velocidad del movimiento. La ausencia de cuerpos
fructiferos no se puede considerar un motivo suficiente para la exclusiéon de la

Cytophagas de la Myxobacteriales (Stanier, R. 1940).
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Figura 5. Movimiento tipico de la masa celular. a) muestra como se lleva a cabo la
concentracion de células en la periferia de la microcolonia. b-f) estados subsecuentes en
la formacion, movimiento migratorio y direccion de la masa celular (Stanier R. Y., 1940).

2.7.4 Microorganismos productores de bioetanol

El microorganismo mas utilizado para la obtencion de EtOH es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que convierte las hexosas en EtOH en condiciones
anaerobicas, generando 2 moles de compuesto portador de energia en los seres
vivos, el adenosin trifosfato, por cada mol de hexosa consumida, ademas de 2
moles de EtOH. Este microorganismo tiene también la capacidad de convertir las
hexosas en CO, aerObicamente, por lo que en dependencia de las
concentraciones de O, en el medio de cultivo y de la fuente de carbono, se puede
favorecer uno de los dos procesos.

Entre las bacterias se encuentra Zymomonas mobilis, la cual convierte un mol de
hexosa en 1 mol de EtOH, sin embargo, solo si el rango de sustratos fermentables
es reducido solo a glucosa, fructosa y sacarosa. Se han evaluado otros
microorganismos con capacidad de hidrolizar celulosa, entre los cuales se
encuentran Pichia stipitis, Candida shehatae y Pachysolen tannophilus, pero su
tasa de produccién de EtOH a partir de glucosa es por lo menos 5 veces menor a
la observada para S. cerevisiae. Por otro lado, se ha probado a Clostridium
thermohydrosulfuricum, C. thermosacchatolyticum y C. thermocellum, los cuales
sintetizan hasta 2 moles de EtOH por mol de hexosa. No obstante, su tolerancia al

alcohol es muy baja (Sanchez O. y Cardona C., 2005).
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Caracteristicas de los cultivos microbianos utilizados para produccion de etanol,
evaluando varios aspectos tales como (Hernandez M. 2007): tolerancia al etanol,
tolerancia a las altas temperaturas, tolerancia a altas concentraciones de azucar,

rendimiento alcohdlico, eficiencia en la fermentacion y productividad.
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Experimentacion Previa a esta tesis
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EXPERIMENTACION PREVIA

En el laboratorio donde se realiz6 el estudio de esta tesis (Laboratorio de Biologia
Molecular) entre los afios 2007-2008, se realiz6 el estudio de bacterias

deslizantes.

El primer estudio fue llevado a cabo por la QA. Ibeth Orozco, en el cual se realizé

la seleccion e identificacion de este tipo de bacterias.

El segundo estudio fue realizado por la QA. Sandra Chirinos, donde se lleva a
cabo la caracterizaciéon inicial de actividad pectinolitica de mixobacterias y

citofagas.

Con estos dos estudios se ha basado esta tesis, ya que a partir de la identificaciéon
y seleccién y posterior analisis de hidrdlisis de sustratos poliméricos, se procedié a
determinar la produccion de etanol a partir de los hidrolizados de hidratos de
carbono poliméricos, Unicamente se parti6 de la idea de que las bacterias
deslizantes pueden poseer la capacidad de romper enlaces polimericos y a partir

de estos llevar a cabo su alimentacion y metabolismo.

Una vez determinado que poseen dicha capacidad (hidrolitica-celulolitica,
aminolitica y/o pectinolitica) ahora se intenta determinar y cuantificar posibles
metabolitos (en este caso especifico es la cuantificacién de etanol) desprendidos

del metabolismo de hidratos de carbono poliméricos.
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OBJETIVOS
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4.1

4.2

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si las bacterias deslizantes aisladas de muestras de suelo (tierra
del bosque de tlalpan y mixquic) son capaces de producir etanol, utilizando
como fuentes fermentables bagazos de frutas y/o verduras.

Objetivos Particulares

Aislar e Identificar bacterias deslizantes de diversas muestras ambientales.
Purificar las cepas aisladas.

Determinar las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las
bacterias deslizantes aisladas.

Determinar presuntiva de cepas productoras de etanol utilizando glucosa.

Determinar la producciéon de etanol utilizando carboximetilcelulosa, pectina
y almidon.

Determinar las condiciones Optimas para que las bacterias produzcan
etanol.

Evaluar si las bacterias son productoras de etanol a partir de bagazos de
manzana, peray papa.

Cuantificar la produccion de etanol con el método de microdifusion.
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA

Se utilizaron cepas previamente aisladas en el laboratorio de suelos urbanos y
semiurbanos y también se realizo el aislamiento de otras. Se decidid probar las
cepas aisladas con anterioridad, porque éstas habian sido analizadas para
degradacion de celulosa, esto es que se analizaron para determinar actividad

celulolitica y pectinolitica, lo cual seria de gran utilidad para los fines de esta tesis.

El aislamiento de cepas para los objetivos de esta tesis se realizé de diferentes
muestras de suelos urbanos y semi-urbanos de la Cd. De México.

Se estudié primeramente el crecimiento de las bacterias en glucosa para después
determinar si a partir de este sustrato eran capaces de producir etanol.

Posteriormente, se colocaron en sustratos como celulosa, pectina y almidén, y se
determiné la capacidad de produccién de etanol, asi como la modificacion de pH, y
temperatura; los ensayos antes mencionados se realizaron tanto en aerobiosis
como en anaerobiosis, con la finalidad de determinar las mejores condiciones

donde podrian ser capaces de producir etanol.
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5.1 Cepas aisladas anteriores a este estudio

Las cepas aisladas con anterioridad consideradas para el estudio actual (posible
actividad productora de etanol) fueron tomadas en cuenta por la actividad
pectinolitica que posiblemente llevan a cabo. Los analisis para la determinacion de
dicha actividad fueron: determinacion de crecimiento en pectina como Unica fuente
de carbono, evaluacion de actividad pectinolitica (actividad exopectinolitica,
endopectinolitica, evaluacidén cualitativa), evaluacion de crecimiento en sustratos
complejos, evaluacion de actividad enzimatica en sustratos complejos (actividad
exopectinolitica y endopectinolitica). La actividad exopectinolitica fue cuantificada
por el método de DNS, en tanto que la actividad endopectinolitica fue cuantificada
por reduccién de viscosidad. Estos mismos ensayos se realizaron para la
determinacién de actividad celulolitica, variando a carboximetilcelulosa como Unica

fuente de carbono.

De este estudio se rescataron las siguientes cepas con capacidad pectinolitica y
celulolitica: ya-1, 30, A2, T2", A3N, T21". Se dan mas detalles del suelo donde
fueron aisladas, caracteristicas del cuerpo fructifero y microscopia en el capitulo 5
Resultados y Discusion en la Tabla 2.

5.2 Seleccién

El aislamiento se realiz6 de diferentes muestras de suelos urbanos y semi-urbanos
de la Cd. De México; dichas muestras fueron tratados con Benomil (fungicida) y
posteriormente se dejaron secar en estufa a 27°C durante 7 dias. Una vez secas
las muestras se guardaron en bolsas estériles a temperatura ambiente dentro del

laboratorio hasta su uso.

Se colocan las muestras en cajas Petri con silica gel como soporte y papel filtro
como Unica fuente de carbono; se les agregé medio mineral adicionado con

cicloheximida, para evitar el desarrollo de hongos. Se incubaron a temperatura
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ambiente en camaras humedas durante 3 semanas. Se observaron con un
microscopio de diseccidon con un aumento de 10x cada 5 dias para identificar la
aparicion de los cuerpos fructiferos. El criterio de aislamiento se basé en la
busqueda de cuerpos fructiferos y de las caracteristicas macroscopicas con la
ayuda de identificacién de Reinchenbach (Reinchenbach, H. 1990). Se tomaron
muestras de los cuerpos fructiferos para el caso de la mixobacterias y en las
zonas donde se presentaba la presunta degradacion de celulosa (del papel filtro)
en el caso de la citofagas. Se resembraron hasta la obtencién de colonias puras y
aisladas.

La clasificacibn de las mixobacterias se basd principalmente en criterios
morfoldgicos debido a que la informacion fisiolégica esta restringida a pocas cepas
de mixobacterias. Por esta razon, para una clasificacion inicial se evaluaron las
caracteristicas generales de los cuerpos fructiferos presentes color, tamafio y

forma.
Las citofagas se identificaron segun “The Shorter Bergy’s Manual of Determinative
Bacteriology”.
Una vez aisladas se evalud su morfologia macroscoépica y microscépica con ayuda
de los siguientes criterios:

a) Morfologia colonial.
Aislado el cuerpo fructifero se sembro6 en placas de agar McConkey para asegurar
gue se trataba de bacilos Gram negativos y se incubaron durante 24hrs. a 37°C,

para posteriormente determinar las morfologia colonial en medio selectivo para

mixobacterias y citofagas.

45


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Para determinar la morfologia colonial se sembraron en medio agar CY (ver
anexos); las caracteristicas generales estudiadas fueron: forma de la colonia, del

borde, aspecto, color y consistencia.

Se incubaron las placas del medio CY durante 24hrs. a 37°C. Para su
conservacion, se resembraron (una ves por semana) y posteriormente se

mantuvieron en refrigeracion.

b) Caracteristicas microscopicas.

Con la finalidad de asegurar la pureza de las colonias aisladas y comprobar sus
caracteristicas microscopicas como mixobacterias se realizé una tincion de Gram.
Las caracteristicas micromorfolégicas estudiadas fueron: forma de célula

vegetativa y reaccion a la tincién de Gram.

c) ldentificacion con ayuda de pruebas bioquimicas.

Se efectuaron diversas pruebas bioguimicas para caracterizar a las cepas
aisladas, las pruebas bioguimicas se enfocaron en obtener informacion para
bacilos Gram negativos como el uso de fuentes de carbono, degradacién de
polisacaridos. Ademas de determinar la resistencia a antibiéticos.

Las pruebas bioquimicas realizadas son las sugeridas para los bacilos Gram
negativos por McCurdy (1994) y el manual de Bergy’s: fuente de carbono (manitol,
sacarosa, citrato, glucosa, lactosa y galactosa), produccién de H,S, indol, urea,
fenilalanina y reduccién de nitratos, asi como degradacion de macromoléculas

(agar, almidén, gelatina y celulosa) (ver anexos).

La resistencia a antibiéticos se realizd con ayuda de antibiogramas (BioRad) por la
técnica de difusién en agar con el método de Bauer-Kirby para bacilos Gram
negativos. Se observaron halos de inhibicién producidos tras la incubacion de 24h
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a 37°C en agar Mueller Hilton, el cual fue inoculado a partir de muestras
procedentes del medio CY por extension en placa; los antibiéticos utilizados
fueron: amikacina, ampicilina, cefalotina, ceftriaxona, cloranfenicol, decloxacilina,
enoxacina, eritromicina, gentamicina, netilmicina, penicilina y trimetoprim-

sulfametoxazol.

5.3 Determinacidon de crecimiento con alta concentracién de glucosa.

Para determinar el crecimiento en medio CY adicionado con diferentes
concentraciones de glucosa, se inocularon las cepas en 25mL de medio CY mas
la concentracion de glucosa correspondiente en matraces Erlenmeyer de 50mL, se
incubaron a 37°C por 24h con agitacién; el inoculo inicial fue de 1x10° cel/mL
obtenidas de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, cuantificadas
indirectamente por densidad éptica a A = 660nm en espectrofotometro modelo

Pharmacia LKB Ultrospec Il UV/visible.

5.4 Determinacion de crecimiento en medios con CMC, almidén y pectina.

Para determinar el crecimiento en medios con polimeros, se aplicOo 1% del
sustrato. Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 50mL, inoculando en 25mL de
medio y utilizando como inoculo inicial 1x10° cel/mL obtenidas de un cultivo en
fase exponencial de crecimiento, cuantificadas indirectamente por densidad Optica
a A = 660nm en espectrofotometro modelo Pharmacia LKB Ultrospec |llI
UV/visible.

5.5 Produccion de etanol (Método de microdifusion).
Para determinar la produccion de etanol se llevé a cabo por el método de

microdifusion establecido en la Técnica de Rodriguez Aliaga, 2010. Universidad de

Bolivia.
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Este método se basa en que si una sustancia volatil y un solvente puro se
mantienen en compartimientos separados pero en contacto con la misma

atmosfera, el soluto volatil tenderd a disolverse en el solvente puro.

El soluto volatil pasara de la solucién original hacia la atmésfera para luego
disolverse en el solvente originalmente puro. Finalmente, esto implicard una
difusion del soluto desde la solucion original al solvente. Este proceso ocurrira
hasta alcanzar el equilibrio pero, si en lugar del solvente puro utilizamos una
sustancia que convierta al soluto volatil en no volatil, la difusion ocurrird hasta que

la presién de vapor en la atmdsfera compartida tienda a cero.

Se cuantific6 el etanol producido en las fermentaciones por el método de
microdifusién. El ensayo se realiz6 en dos tubos colocados uno dentro del otro. En
el compartimiento exterior (cAmara de Conway) se coloc6 0.5 ml de solucién
saturada de carbonato de potasio. Por otro lado se prepard el compartimiento
interior (tubo de ensayo 13 x 100) que contenia 1.0 ml de solucién de dicromato de
potasio 0.145 % en acido sulfarico 10 N y se colocé dentro de la camara de
Conway con la ayuda de una pinza. Una vez preparado el dispositivo se agreg6 al
compartimiento exterior 0.1 ml de solucién standard o muestra y se tapd. Se
incub6 60 min a 45°C, se sac6 el tubo de ensayo y se le agregé 0.5 ml de agua
destilada y se midio la absorbancia a 450 nm.

Figura 6. Esquema de realizacion del método de Microdifusion
(Rodriguez Aliaga, 2010. Universidad de Bolivia).

Dispositivo para la determinacion de Etanol

Tapén de Goma >

Compartimiento exterior:

Solucién saturada de

Carbonato de Potasio con

Standard o Muestra y
/ v

Compartimiento interior:
Solucion de Dicromato de Potasio

48


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5.6 Determinacion de produccién de etanol en bagazos de manzana, peray
papa.

Primeramente los bagazos se obtuvieron de la siguiente manera: se visitaron
juguerias de algunos mercados localizados al sur de la Ciudad de México, de aqui
se obtuvieron los bagazos obtenidos de manzana y pera. Unicamente hacian pasar
los frutos por el extractor y el jugo obtenido era para el consumidor y el bagazo
seria utilizado para este estudio. Se colocaron los bagazos en bolsas estériles, se
colocaron en hieleras y a continuacion se colocaron en el refrigerador para su

posterior uso, el cual jamas sobrepaso las 24 horas.

En cuanto al bagazo de papa, se visitaron locales donde el punto de venta fueran
papas fritas, de esta manera los desechos para estos vendedores serian las
cascaras de las papas, se recolectaron en bolsas estériles, se colocaron en hieleras
y se llevaron inmediatamente al laboratorio. Para la obtencion del bagazo de papa,
las céscaras obtenidas en el mercado, se hicieron pasar por una licuadora (en la
cual el vaso fue esterilizado) y se le adicion6 100mL de medio mineral por cada 5

gramos de cascaras.

Posteriormente para llevar a cabo las fermentaciones se inocularon la cepas en
medio mineral adicionando 1% del sustrato complejo (bagazo), en este caso,
bagazo de manzana, pera y papa, el inoculo inicial fue de 1x10° cel/ml; la
continuacién se incubaron a 37°C por 24h. Para cuantificar la produccion de

etanol, se utiliz6 el método de microdifusion.

5.7 Determinacidon de condiciones 6ptimas para la produccién de etanol.

Para determinar en qué condiciones se llevaba a cabo mayor produccién de etanol,
se realizaron los ensayos en aerobiosis y manteniendo agitacion (450 rpm) y para

el caso de los ensayos en microaerofilia a los matraces inoculados con las
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respectivas cepas se les extrajo el aire por medio de un dispositivo conectado a
vacio y se dejé estatico. Ambos ensayos se realizaron a 37°C y 28°C y

manteniendo monitoreo cada 24h hasta completar 72h.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccién

La seleccidén de las cepas aisladas se bas6 en las caracteristicas presentadas
desde la aparicion de cuerpos fructiferos o lugares degradados de celulosa en las
Cajas Petri con silica gel. Se tomaron en cuenta las caracteristicas macroscoépicas
y microscoépicas siguiendo los criterios morfolégicos de Reinchbach (1990) para
identificar el género al que pertenecen las cepas. De las cepas aisladas 6
provenian de la degradacion del papel filtro sin formacidén de cuerpo fructifero y 9
con formacién de cuerpo fructifero.

Figura 7. Representacion del porcentaje de mixobacterias y citofagas aisladas.

i Mixobacterias

M Citofagas

Figura 7. Representacion del porcentaje de bacterias deslizantes aisladas de suelos
urbanos y semiurbanos.

i Mixquic ® Bosque de Tlalpan
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Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas aisladas.

Origen Caracteristicas del Posible Morfologia 'y Clave
muestra cuerpo fructifero grupo Tincion de Gram asignhada
ambiental deslizante
Bacilos largos, y
Esferillas de color delgados, puntas
Mixquic beige opaco. Citofaga redondas. Gram 2
negativos.
Degradacion de Bacilos medianos, y
o papel filtro (no se _ delgados, puntas
Mixquic observé cuerpo Citofaga redondas. Gram ya-1
fructifero). negativos.
Esferillas muy Bacilos largos, y
pequeiias de color delgados, puntas
Mixquic beige opaco. Con Citofaga redondas. Gram 30
volumen deficiente. negativos.
Formacion de Bacilos largos, y
esferillas con tallo delgados, puntas
Tlalpan pequefio y delgado, | Mixobacteria redondas. Gram Benc
color anaranjado negativos.
claro, con brillo muy
ligero.
Degradacion de Bacilos medianos, y
papel filtro (no se delgados, puntas
Tlalpan observé cuerpo Citofaga redondas. Gram A3N
fructifero). negativos.
Esferas con volumen Bacilos medianos, y
bien definido, color delgados, puntas
Mixquic amarillo cremoso, sin | Mixobacteria redondas. Gram 4
brillo. Abundantes. negativos.
Bacilos largos, y
Esferillas color delgados, puntas
Tlalpan amarillo Mixobacteria | redondas, formando T21
transparente, largas cadenas. Gram
brillosas, en forma de negativos.
hongo.
Degradacion de Bacilos medianos, y
papel filtro y delgados, puntas
Tlalpan coloracion ligera Citofaga redondas. Gram 32
café, acentuandose negativos.
en el borde (no se
observo cuerpo
fructifero).
Formacién de Bacilos medianos, y
Mixquic esferas con tallos Mixobacteria delgados. Gram H11

ligeramente gruesos,
color café claro,
opaco.

negativos.
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Tlalpan

Esferas blanquizcas,
con brillo.

Mixobacteria

Bacilos medianos, y
delgados, puntas
redondas. Gram
negativos.

A2

Mixquic

Degradacion de
papel filtro y
coloracion ligera
amarillenta,
acentuandose en el
borde (no se observo
cuerpo fructifero).

Citofaga

Bacilos medianos, y
delgados. Gram
negativos.

H2

Tlalpan

Cuerpos en forma
ovoide, anaranjados,
muy brillantes y
apilados entre ellos.

Mixobacteria

Bacilos medianos, y
delgado. Gram
negativos.

Al

Mixquic

Forma amorfa, color
negro, opaco.

Mixobacteria

Bacilos muy largos, y
delgados, formando
largas cadenas. Gram
negativos.

Tlalpan

Varias esferillas
ligadas por
filamentos a un tallo
en comun, color
amarillo-anaranjado.

Mixobacteria

Bacilos muy largos, y
delgados, puntas
redondas, formando
largas cadenas. Gram
negativos.

Tlalpan

Esferas ligeramente
amarilla-anaranjada,
brillo ligero.

Mixobacterias

Bacilos medianos, y
delgados, puntas
redondas, forman
cadenas largas y

otras agrupaciones.
Gram negativos.

lal

La evaluacién de las caracteristicas microscopicas se realizd6 por medio de la

tinciéon de Gram.

De las cepas antes mencionadas, se realizdé una prueba inicial de produccion de

etanol, para seleccionar y asi utilizar aquellas que produjeran una mayor cantidad

por lo cual Unicamente se trabajo con las siguientes cepas: B, 4, T2', 1al, Ai, A2,

Benc, T21' y 2. De estas cepas, menciono a continuacién las caracteristicas

morfoldgicas y biogquimicas.
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a) Morfologia colonial.

La tabla 3 muestra las caracteristicas de las colonias puras de mixobacterias y

citofagas aisladas en el agar CY, tales como textura, bordes, elevaciéon, forma y

color de las colonias desarrolladas por cada cepa sembrada.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas coloniales de las cepas seleccionadas.

Cepa Textura Bordes Elevacion Forma Color
Benc Butirosa Entero Plana Circular Beige claro,
concentro blanco
B Cremosa Entero Convexa Puntiforme Beige
transparente
lal Butirosa Ondulado Elevada Circular Beige claro opaco
T21 Butirosa Entero Convexa Puntiforme Blanco brilloso
T2 Cremosa Ondulado Plana Circular pequenas Blanco opaco
Al Butirosa Ondulado Elevada Circular medianas Blanco
transparente con
brillo
4 Butirosa Ondulado Convexa Circular pequena Blanco
transparente
opaco
A2 Butirosa Ondulado Plana Circular grande Beige claro opaco
2 Cremosa Ondulado Elevada Circular mediana Blanco
transparente con
brillo
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b) Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas aisladas

La tabla 4 muestra los resultados de las 9 cepas en las pruebas bioquimicas que
se les realizaron, ya que a las mixobacterias y citofagas no se les clasifica de
acuerdo a la obtencion de resultados bioquimicos, Unicamente se realizaron para
poder determinar algunas caracteristicas de las cepas aisladas y asi poder
mantener la informaciébn para posibles estudios posteriores, asi como

caracterizacion de las bacterias.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas asiladas.

Cepa
Prueba B 4 T21 lal Ai A2 Benc | T21 2
bioquimica
Produccion - - - - - - - - -
H,S
Indol - - - - - - - - T
Movilidad + + + + + + + + +
Urea + + + + + + + + +
Citrato + - - - - - - - -
Fenilalanina - - - - - - - - -
O/F O/F O/F O O/F O/F ®) ®) ®) ®)
Catalasa + + + + + + + + +
Fuente de Carbono
Manitol + Gas - - - - - + - + Gas
Sacarosa | + Gas + + + + + + + + Gas
Sorbitol + Gas - - - - - - - + Gas
Galactosa | + Gas + + + + + + + + Gas
Glucosa | + Gas + + + + + + + + Gas
Lactosa - - - - - - - - + Gas
Degradacion de:
Gelatina - - - - - - - - -
Agar + - + - - + + - +
Almidon + + + + + + + + +
CMC + + + + + + + + +

De los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas aisladas,
tenemos que la mayoria fue incapaz de crecer utilizando sorbitol y lactosa como
fuente de carbono, en tanto que lograron un mejor crecimiento en sacarosa,

galactosa y glucosa.
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Ninguna de las cepas fue capaz de la hidrolizar gelatina, en cambio el aimidon vy la

celulosa si fueron degradados.

c) Prueba de resistencia a antibidticos

Como nos indica la literatura, las bacterias analizadas en este estudio
(mixobacterias y citofagas) presentan resistencia a diferentes antibioticos, por tal
motivo se realizaron estas pruebas, para confirmar la presencia de resistencia a

antibidticos.

Tabla 5. Prueba de sensibilidad a antibiéticos realizadas a las cepas aisladas.

Cepa

Antibiotico B 4 T21 lal Al A2 Benc T21 2
AM - - - - - - - - -
AK + + + + + - + + +
CB - - - - - - - - -
CF + - - + - - + - +
CFX + + + + + + + + +
NET + - + + + - + + +
CPE + + + + - + + + -
NOF + - + + - - + + +
CL + + - + + + + + +
GE + - - - - - - + -
SXT + + - + + - + + +

Notas: (+) en la prueba de sensibilidad a antibiéticos significa inhibicion del crecimiento.
AM = Ampicilina; AK=Amikacina; CB = Carbeniclina; CF = Cefalotina; CFX =
Cefotaxima;

NET = Netilmicina; CPF = Ciprofloxacina; NOF = Norfloxacina; CL = Cloranfenicol;

GE = Gentamicina; SXT = Sulfametoxasol/Trimetoprim.

En cuanto a la sensibilidad a antibiéticos, notamos que las cepas aisladas son
resistentes en promedio a 5 antibidticos, por lo cual, ya son consideradas
multiresistentes, esta caracteristica es muy importante en caracterizacion,
clasificacion y posibles aplicaciones futuras. Y también con estas pruebas
confirmamos que se trata de mixobacterias y citofagas.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se sugiere la siguiente clasificacion para las

nueve cepas aisladas de suelos urbanos y semiurbanos:

Las cepas nombradas “Benc” y “T,1” son bacilos Gram negativos, largos (~1.5um),

formaron cuerpos fructiferos en forma globular con tallo, simulando un hongo,
presentando coloraciones amarillo-anaranjado con brillo, las diferencias en la
coloracion del cuerpo fructifero se deben a la diferencia a la exposicién a la luz
durante el desarrollo. Estas caracteristicas y tomando en cuenta las pruebas
bioquimicas sugieren que estas cepas posiblemente se traten de Melittangium
lichenicola o Melittangium boletus. Cabe mencionar que la cepa denominada
“Benc” presentd fermentacién en las caracteristicas bioquimicas, por lo cual

especulo que se trate de una productora de etanol.

La cepa nombrada “T21” presentaba cuerpo fructifero de forma amorfa, color
negro, opaco, u al realizar tincion de Gram son bacilos Gram negativos largos y
delgados, formando largas cadenas, por las caracteristicas del cuerpo fructifero se
sugiere que esta cepa de trate de Cystobacter fuscus.

La cepa que se nombro “B” presentd un cuerpo fructifero formado por varias
esferillas ligadas por filamentos a un tallo en comuan, color amarillo-anaranjado,
dicha caracteristica muy propia de Stigmatella aurantiaca, por lo cual se hace la
sugerencia de que se trate de este tipo, en cuanto a las caracteristicas
bioquimicas es importante destacar que presenté fermentacién, por lo cual

especulo que podria ser una productora de etanol.

Las cepas nombradas “lal”, “4” y “A2” presentaron cuerpo fructifero de esfera con
coloracion anaranjada y con brillo ligero para el primer caso y amarillo cremoso y
sin brillo para el segundo, en el tercer caso la coloracion fue blanquizca y con
brillo, en estas tres cepas la especulacién es comparativa entre ellas, ya que la
caracteristica predominante es la diferencia en coloracion, brillo y forma de las
esferas, por lo cual se podria tratar de Myxococcus xanthus, Myxococcus
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virescens y Myxococcus fulvus para cada caso respectivamente. Finalmente se

trata del mismo género.

La cepa que se nombro “Ai” presentd cuerpos en forma ovoide, anaranjados, muy
brillantes y apilados entre ellos; esta caracteristica en la cual parecen apiladas y
con dicha coloracion da una posibilidad a que se trate de Polyangium aureum.

Las cepas aisladas que no presentaron cuerpo fructifero (“2") pertenece a las
bacterias deslizantes, pertenecientes al orden de las Cytophagales, que son

bacilos largos o filamentosos, Gram negativos de ~2um de largo, observandose la

degradacion de las fibras de celulosa del papel filtro de donde fueron aisladas, por
lo cual presuntivamente se identifica como: Orden; Cytophagales, Familia
Cystophagaceae, Género: Citofaga.

En las siguientes imagenes, las primeras 2 pertenecen a las bacterias deslizantes
aisladas del suelo de Mixquic, la primera imagen pertenece a una citofaga y la
segunda al cuerpo fructifero de una mixobacteria. La figura 9 representa

posiblemente a Myxococcus virescens.

Figura 8. Formacion del cuerpo fructifero Figura 9. Formacion del cuerpo fructifero
correspondiente a la cepa “2”. correspondiente a la cepa “4”.
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A continuacion, a partir de la figura 10 se trata de ejemplares de cuerpos
fructiferos de mixobacterias aisladas del suelo del Bosque de Tlalpan. También se
presentan microscopias con las cuales se confirmé que se trataban de

mixobacterias, por tratarse de bacilos largos Gram negativos.

= -

Figura 10. Formacion del cuerpo Figura 11. Microscopia con tincion de
fructifero correspondiente a la cepa “lal”. Gram, a las 72h, cepa lal.

Figura 12. Formacion del cuerpo fructifero correspondiente a la cepa “Benc”.
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Figural3. Formacion de cuerpo fructifero correspondiente a la cepa “Ai".

.
\
’ v 8D -
co a8,
I-:igura 14. Formacién del cuerpo Figura 15. Microscopia con
fructifero de la cepa “B”. tincion de Gram, a las 72h, cepa B
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" -
Figura 16. Cepa T21. Figura 17. Cepa T21'.

Fotografias tomadas directas del microscopio, realizando tincion de Gram utilizando
cultivo de 72horas.

6.2 Toleranciay produccién de etanol, utilizando glucosa.

En la tabla 7 se observa que todas las cepas pueden desarrollarse perfectamente
en concentraciones bajas de glucosa, y a partir de una concentracion del 3% vy
hasta el 15% disminuye la cantidad de cepas capaces de desarrollarse. Asi, a la
concentracion de 15% de glucosa solo algunas cepas tienen la capacidad de

mantener su metabolismo con dicha concentracién de sustrato.
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Tabla 6. Presentacion de resultados de crecimiento y tolerancia, utilizando medio CY y
variando las concentraciones de glucosa.

[% Glucosa]

Cepa (1%) (2%) (3%) (10%) (15%)
4 v v v v v
ya-1 v v v X X

Benc v v v v v
30 v v X X X
A v v v v v

AsN v v X X X

Tor v v v v v
32 v v X X X

Hi1 v v X X X
2 v v v v v
Ao v v v v v
H2 v v v X X
T v v v v v
B v v v v v
lal v v v v v

Con este andlisis, solamente se determind la capacidad de crecimiento de las

cepas con las diferentes concentraciones de sustrato. A continuacion, a partir de la
tabla 8 y grafica 2 se empieza a determinar la cantidad de etanol que son capaces
de producir las diferentes cepas a cada una de las concentraciones de glucosa

establecidas.

Tabla 7. % Produccién de etanol

Grafica 1. % Produccién de etanol con 1% glucosa

% Produccion de
Etanol

Cepa | 24h 48h 72h

4 X 0.092 0.1
Bene | 0.03 | 0.042 | 0.056
A X 0.017 | 0.023
To1 | 0.027 | 0.035 | 0.046
2 0.025 | 0.08 | 0.091
A, X 0.016 | 0.023
T» | 0.033 | 0.046 | 0.056
B 0.041 | 0.057 | 0.065
lal | 0.046 | 0.06 | 0.071

Produccian EtOH (%)

Praduccidn EtOH con 1% de glucosa

Benc Al

2 A2 T2

Cepa

M 24h
M 48h
H72h

lal
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En la tabla 7 se denota que la cepa que llevd a cabo una mayor produccién de
etanol fue la denominada “4” a las 48 y 72 horas, produciendo 0.092% y 0.1%
respectivamente, en tanto que las cepas nombradas “B” y “1al” también presentan
una produccion alta con respecto a las otras cepas, sin embargo no logran las
concentraciones que produjo la cepa “4”. Cabe mencionar que al ser baja la

concentracion de azucares, por consiguiente también es baja la produccién de

etanol.
Tabla 8. % Produccion de etanol Gréfica 2. % Produccion de etanol con 2% glucosa
% Produccion de EtOH Produccidn de EtOH con 2% de glucosa
Cepa | 24h 48h 72h 0.16
4 0.072 | 0.093 | 0.15 0.14 1
Benc 0.026 | 0.043 | 0.055 0.2
Al X 0.02 | 0.033 _ 01 "
Tor | 0.039 | 0.042 | 0.057 | 5 g .
2 00046 | 0.01 | 0.035 |5 o
A, | x |0.017 | 0.034 . e
Ty 0.045 | 0.058 | 0.069 002 |
B 0.056 | 0.063 | 0.076 ' N
lal 0.059 0.072 0.081 4 Benc A T21 2 A2 T2 B lal

Cepas

La tabla 8 y gréfica 2, nos muestra que la cepa denominada “4” continua siendo la
gue produce una mayor cantidad de etanol, con respecto a las demas cepas,
presentando a las 48 y 72 horas, una producciéon de 0.093 y 0.15%. Por otro lado,
se destaca que al incrementar la concentracion de azucar simple (glucosa)

también incrementd también la cantidad de etanol producido.
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Tabla 9. % Produccién de etanol Grafica 3. % Produccién de etanol con 3% glucosa

% Produccion de Produccion EtOH con 3% de glucosa
Etanol 03
Cepa | 24h 48h 72h 025 |
4 X | 0.094 | 0.28 <
Benc | 0.027 | 0.039 | 0.046 g 0.2 -
A X 0.024 | 0.033 I:I:g 0,15 - 24h
Tor 0.030 | 0.046 | 0.058 fg o1 w48h
2 0.024 | 0.036 | 0.112 § ' a7oh
A, X 0.05 | 0.065 & 005
Ty 0.041 | 0.059 | 0.091 0 -
B 0.055 0.067 0.089 4 Benc Ai T21’ 2 A2 T2 B lal
lal | 0.056 | 0.073 | 0.097 Cepa

De acuerdo a la tendencia que va mostrando la cepa denominada “4”, nuevamente
fue la mejor productora de etanol, presentando a las 48 y 72 horas una produccion
de 0.094 y 0.28%. También notamos que esta cepa a las 24 horas, presenta una
baja concentracién o en este caso no fue detectada, por lo cual, posiblemente esto
se deba a que la cepa a esa cantidad de tiempo, solo ha logrado cierto quérum, y
a partir de las 48 h, cuando considera haber logrado una concentracion adecuada

de células, y es entonces cuando empiezan a producir el etanol.

Tabla 10. % Produccion de etanol Gréfica 4. % Produccién de etanol con 10% glucosa
% Produccion de Produccion EtOH con 10% de glucosa
Etanol 0.35
Cepa | 24h 48h 72h 03
4 X 0.097 0.29 _
Bene | 0.03 | 0.041 | 0.049 R0,25 7 m itk
A x | 0.028 | 0.036 g 02 1 Sl
T, | 0.034 | 0.051 | 0.06 %‘015 1 E72h
2 0.028 | 0.039 0.12 S 01 1
A, X 0.053 | 0.069 -§0.05 T
Ty 0.049 | 0.063 | 0,099 c 0-
B 0.059 | 0.071 | 0.094 4 Benc A T2 2 A2 T2 B lal
lal | 0.061 | 0.083 | 0.109 Cepa
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Nuevamente notamos que la cepa llamada “4” es la que llevd a cabo la mayor
produccién de etanol, produciendo 0.097 y 0.29% a las 48 y 72 horas
respectivamente. Y también destaco, que a esta concentracion de glucosa (10%)
las cepas denominadas “T2”, “B” y “lal” lograron una produccion alta, y estas
fueron 0.099, 0.094 y 0.109% para cada cepa respectivamente.

Tabla 11. % Produccién de etanol Gréfica 5. % Produccion de etanol con 15% glucosa
0, iA .
% P“ﬁ:ﬁgf” de Produccion EtOH con 15% de glucosa
0,03
Cepa | 24h 48h 72h '
4 X 0.0044 | 0.012 %‘-'325
Benc X 0.0056 | 0.0098 “;':'ol_gz
A X X X 9 M 24k
Tor X | 0.0069 | 0.0089 Ca W 48h
2 X 0.0072 | 0.0099 G001 H72h
A; | X [0.0089 0.016 Bon
T X X X &
B X 0.02 0.026 )
lal X 0.0086 | 0.018 4 Benc A T2I' 2 A2 T2 B lal
Cepa

En la tabla 11 y grafico 5, encontramos que la concentracién de azlcar simple ya
es alta para la produccién de etanol, pues muy pocas cepas lograron producirlo y
la cantidad producida fueron menores a las concentraciones antes manejadas (1,
2, 3, 10%). Y en estas condiciones las cepas que produjeron una mayor cantidad
de etanol, fueron las denominadas “B”, “A2” y “1al” produciendo 0.026, 0.0089 y
0.0086% respectivamente.

Para finalizar el andlisis preliminar, se determiné que las bacterias aisladas fueron
capaces de soportar altas concentraciones de glucosa. No obstante, eso no
significd6 que produjeran altas concentraciones de etanol. Y en estas condiciones
al colocar a Saccharomyces, si fermenta y produce etanol, aunque en bajas
cantidades, posiblemente a que no se le dieron las condiciones necesarias para

que llevara a cabo la fermentacion alcohdlica con altas producciones de etanol.

66


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

La mayor produccion se llevo a cabo con una concentracion del 10% de glucosa y
fue la cepa “4” la que produjo 0.29%.

6.3 Determinacién de crecimiento utilizando como sustrato polimeros puros.

Una vez determinado si las bacterias deslizantes aisladas lograban producir etanol
fermentando a la glucosa, entonces se continlo a determinar si estas mismas
bacterias son capaces de degradar y utilizar como fuente fermentable diferentes

polisacaridos puros, como son: almidon, pectina y carboximetilcelulosa.

En estos ensayos, no se le dio ningln pretratamiento a los polisacaridos. Para la
determinacién de crecimiento y degradacion, se utilizé caldo CY adicionado con
1% de cada uno de los polisacaridos, se inocul6 cada cepa y se incubaron a 37°C
por 24 horas, con agitacion, 130 rpm.

Para estandarizar, todas las cepas empezaron su crecimiento con una
concentracién inicial de 0.5 x 10® cel/ml (correspondiente a 0.5 en la escala de
MacFarland). Transcurrido el tiempo de incubacion se midi6é la densidad Optica,

para determinar crecimiento.

Los resultados del crecimiento en polisacéridos fue el siguiente:

Tabla 12. Degradacién y crecimiento en diferentes polisacéridos.

Polimero

Cepa Almidon DO Pectina DO CMC DO
4 v 4.2 v 3.3 v 1.9
Benc 4 3.9 4 2.7 4 1.3
Ai 4 4.8 4 3.6 4 2.2
T21 4 4.4 4 3.8 4 2.9
2 v 3.5 v 2.3 v 1.4
A2 v 4.7 v 4.2 v 3.6
T2 4 4.9 4 4.3 4 3.5
B 4 5.0 4 4.6 4 4.1
lal 4 4.8 4 4.4 4 3.8
Levadura v 0 v 0 v 0

Nota: DO = Densidad Optica
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Se denota que las cepas aisladas poseen los enzimas necesarios para romper los
polisacaridos en los cuales se les coloco (almidén, pectina y CMC). No obstante,
este hecho no implica una alta produccién de etanol, por lo cual se procedid a
realizar los ensayos de cuantificacion de la produccién de etanol, variando los
polisacaridos, la temperatura de incubacion, el pH y las condiciones de aireacion,
realizando el monitoreo de produccion de etanol cada 24h por 3 dias.

6.4 Estudio de produccién de etanol utilizando como sustrato los
polisacaridos CMC, pectina y almidon y modificando condiciones de

oxigenacion.

Una vez que se determind si las bacterias deslizantes lograban crecer en medios
con fuentes de carbono con carbohidratos poliméricos puros, entonces, se realizd
el monitoreo para determinar si hay produccion de etanol a partir de la
fermentacion de los compuestos puros aplicados, asi como también de primera
instancia se determina si las cepas presentan 0 no la maquinaria enzimatica
necesaria para hidrolizar dichos polimeros y a partir de ellos desarrollarse y en

segunda instancia determinar la capacidad de produccion de etanol.

Nuevamente, el monitoreo se realiz6 midiendo la produccién de etanol con el

método de microdifusion.
Por otro lado, se realizaron los ensayos en dos tipos de atmdsferas,
completamente aerofilica y microaerofilica, para determinar, en qué condiciones

las cepas presentan una mejor produccion de etanol.

El monitoreo se realiz6 cada 24 horas durante 3 dias, y los resultados fueron los

siguientes:
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Tabla 13. % Produccién de etanol

Gréfica 6. % Produccién de etanol con 1% de CMC

Produccién de Etanol

Cepa 24 h 48h 72h
2 0.046 | 0.0773 | 0.096
A2 0.0093 | 0.078 | 0.08
Al 0.065 | 0.069 | 0.075
B 0.026 | 0.05 | 0.065
4 0.035 | 0.0434 | 0.092
T21" | 0.0397 [ 0.057 | 0.078

Benc 0.02 | 0.075 | 0.08
lal |[0.0409( 0.08 | 0.107

Produccion EtOH con 1% CMC

Produccién % EtOH

T21 Benc 1lal

En la tabla 13 y gréfico 6, destaco que a las 24 horas la mayoria de las cepas no

presentaron una gran produccion de etanol, no obstante, a las 72 horas se

presentd mayor produccion, esto posiblemente debido a que a las 24 horas

apenas estan en el proceso de hidrolizar el polimero y formar los azucares mas

simples, en tanto, que a las 48 horas y al ya tener azucares libres pueden llevar a

cabo la fermentacion y a las 72 horas es cuando se logra obtener dicha

produccion de etanol. Por otra parte, la cepa que presentd la produccion mas alta

de etanol fue la denominada “lal”, a las 72 horas produjo 0.107%. En estas

condiciones la levadura no presenté crecimiento, ya que no posee la capacidad de

hidrolizar el polimero utilizado para la fermentacién (CMC), esto es, no presenta

celulasas.

Tabla 14. % Produccién de etanol

% Produccion Etanol

Cepa 24 h 48h 72h
T21° 0,096 | 0,143 | 0,225
Al 0,117 | 0,209 | 0,277
lal 0,111 | 0,117 | 0,202
Benc 0,097 0,12 0,157

Grafica 7. % Produccion de etanol con 1% de
CMC agitacién y microaerofiliay 37°C.

Produccién EtOH microaerofilia, 1% CMC

=
T

0,15 7 M 24h
M 48h

Produccion ELOH (%)

H7Zh

nr Ai lal Benc
Cepa
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En la tabla 14 y grafica 7 encontramos nuevamente que las producciones mas
altas se presentaron a las 72 horas, y en los resultados solo se presentan las

cepas que lograron producir etanol en dichas condiciones.

La cepa que llevé a cabo la mayor produccién fue la cepa llamada “Ai”, con
0.277%. En condiciones completamente aerofilicas esta misma cepa, lo maximo
gue logré producir fue 0.075%, por lo cual, las condiciones de microaerofilia
favorecieron en este caso la produccion de etanol.

Tabla 15. % Produccién de etanol Gréfica 8. % Produccién de etanol con 1% de Pectina

% Produccion EtOH Produccion EtOH con 1% de Pectina
Cepa | 24h 48 h 72 h 0,5
4 0.010 | 0.058 | 0.33
Bene | 0.073 | 0.093 | 0.20 g 04
A 0.036 | 0.019 | 0.23 T
T,w | 0,093 | 0.008 | 017 | 2%
2 0.095 | 0.111 | 0.23 5 09
A, | 0.096 | 0.099 | 0.25 g
T, | 0.085 | 0.015 | 0.29 20,
B | 0.093 | 019 | 0.41 x
l1al | 0.14 | 0.2 | 0.40 0
4 Benc A T2 2 A2 T2 B lal
Cepa

En la tabla 15 y gréfica 8, se expresa que la mayor produccién de etanol se llevo a
cabo a las 72 horas, esto, posiblemente debido a que a las 24 horas las bacterias
apenas estan secretando los enzimas necesarios para romper los enlaces de los

polimeros y posteriormente poder fermentar los azucares simples que liberaron.
Para este caso, la cepa que produjo una mayor cantidad de etanol fue la

denominada “B” a las 72 horas produjo 0.41%, seguida de la cepa llamada “lal”
gue produjo 0.40% a las 72 horas.
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Grafica 9. % Produccién de etanol con 1% de Pectina
Tabla 16. % Produccion de etanol agitacion y microaerofilia y 37°C.

% Produccién EtOH
Cepa | 24h 48 h 72 h
2 0,12 0,27 0,24 05
Ali 0,17 0,22 0,32
B 0,191 | 0,236 | 0,54

Produccion de etanol con 1% Pectina y microaerofilia

<
~

; - i 24h
T21 0,099 | 0,112 | 0,328 503 wash
lal | 0,179 | 0,247 | 0,49 <

0.2 A #72h

o
=

o
!

2 Ai B U lal
Cepa

En la tabla 16, grafica 9 vemos que al realizar el estudio en una atmosfera
microaerofilica la produccion de etanol se ve favorecida, para las cepas
mencionadas (2, Ai, B, T21’, 1al). Para el caso especifico de la cepa denominada
“B” que en el estudio aerofilico fue la cepa con mayor produccion, en este caso
(microaerofilico) nuevamente se presenté como la cepa mejor productora, en las
condiciones analizadas en la tabla 16 y grafica 9 produjo 0.54%, en tanto, que la
cepa llamada “1al” produjo 0.49%.

Tabla 17. % Produccion de etanol Grafica 10. % Produccion de etanol con 1% de Almidon
- —
Cepa 2/40 Emdu:sc'hon Et%Hh o Produccion EtOH con 1% de Almidon
4 0.034 | 0.069 | 0.39 "
Bene | 0.079 | 0.099 | 0.28 $0°
A 0.043 | 0.051 | 0.32 04 - Eods
T, | 0099 | 0.12 | 0.22 g
2 01 | 014 | 036 o i 48h
A, 0.14 | 0.147 | 0.41 00,2 - 73k
T 0.16 | 0.172 | 0.27 -
B 0.15 | 0.169 | 0.47 o
lal | 0.17 | 0.183 | 0.52 “0-

4 Benc Al T2" 2 A2 TY 3 lal
Cepa
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En la tabla 17 asi como en la gréafica 10, encontramos representada la produccion
de etanol utilizando como fuente polimérica almidon. Se determina que las cepas
gue fueron capaces de llevar a cabo una mayor produccién fueron las cepas
nombradas “A,” produciendo 0.41%, en tanto que las cepas llamadas “B” y “lal”
lograron una produccién del 0.47 y 0.52% respectivamente.

Gréfica 11. % Produccion de etanol con 1% de Almidon

Tabla 18. % Produccion de etanol agitacion y microaerofilia a 37°C.
% Produccién EtOH Produccion EtOH 1% Almidén, Microaerofilia
Cepa | 24h 48 h 72 h 0.7
T2 0.14 0.394 | 0.435 06
B 0.16 | 0.352 | 0.491 Zos
lal | 0.19 | 0.41 | 0.672 Iy w24h
Ai 0.13 | 0.31 | 0.538 3

503 N N N #48h

rod

202 | u72h

%

01 +—

o
!

' B lal Ai
Cepa

En la tabla 18 y grafica 11, vemos la representacién de la produccion de etanol
utilizando 1% de almidon y aplicando microaerofilia, con dichas condiciones se
determind que la cepa que lleva a cabo la mayor produccion de etanol es la cepa
denominada “lal” con 0.672% en tanto que las cepas de nombre “Ai” y “B”
lograron una produccién de 0.538% y 0.491% respectivamente. Por lo cual, se
denota que las condiciones de microaerofilia favorecen la produccion de etanol

utilizando como sustrato polimérico almiddn puro.

Ahora, haciendo un andlisis general del estudio realizado en el punto 6.4
primeramente se destaca que en el sustrato donde hubo una mayor produccion de
etanol fue utilizando almidén, logrando producciones mayores a 0.5% tanto en

condiciones aerofilicas como microaerofilicas.
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Para todos los casos se utilizé a la levadura (Saccharomyces cerevisiae) como
control de la produccion y condiciones de fermentacion, manteniendo agitacion y
generando microaerofilia para provocar la fermentacion. Los resultados
presentados a continuacion en la tabla 19 y gréfico 12, demuestran el
comportamiento de la levadura en las diversas condiciones otorgadas a las cepas
aisladas, y se determina que la levadura con 15% de glucosa logra una produccién
de 0.79%, cabe mencionar que estos resultados Unicamente son en condiciones
microaerofillicas, ya que la levadura no lleva a cabo fermentacion en presencia de

oxigeno.

Cabe mencionar que se evidencia la ausencia y presencia de enzimas para
reducir los polimeros a moléculas mas sencillas, en este caso la levadura carece
de dichas enzimas al no llevar a cabo fermentacion alcohdlica en sustratos de
CMC, pectina y almidén, a diferencia de las cepas aisladas que si se desarrollaron
y produjeron etanol.

Tabla 19. % Produccién de etanol Gréfica 12. % Produccion de etanol con S. cerevisiae

con S. cerevisiae. y microaerofilia hasta las 144 horas a 37°C.
0,
[Sustrato] (%) E(t(%_| Control: Saccharomyces cerevisiae
1
1% Glu 0.21
2% Glu 0.35 g0b
3% Glu 0.48 50,6
15% Glu 0.79 :204 B Glucosa
1% CMC g%
1% Pectina 302
0
1% Almidén £ 0

1% 2% 3% 15%  CMC  Pectina Almidon
Cepa

6.5 Ensayos utilizando bagazos de pera, manzanay papa.

Después de los ensayos utilizando carbohidratos poliméricos puros, se procedio a

la realizacion de los ensayos utilizando fuentes fermentables complejas obtenidas

73


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

de desechos de frutos, tales como pera, manzana y papa. El bagazo de estos
frutos se obtuvo pasando las frutas por un extractor de jugos (previamente lavado
y desinfectado), el jugo se descartd, ya que este a nivel industria si se le da un uso
especifico, por lo tanto, utilizamos solo el residuo, esto es, el bagazo, que contiene

fibra (celulosa), pectina, almidén y restos de jugo (monosacaridos).

Después de obtener el bagazo, se colocaron 3g en 100mL de medio mineral, de
esta manera, la Unica fuente fermentable seran los hidratos de carbono
provenientes del bagazo y se realizo el monitoreo de produccion de etanol cada 24
horas por 3 dias, manteniendo la fermentacion a 37°C, utilizando el método de
microdifusion. Es importante mencionar que al determinar que las mejores
condiciones para las cepas aisladas para producir etanol es en microaerofilia, por
esta razon el estudio que a continuacion se describe se realizé de esta manera.
En todos los ensayos se abrevia a la levadura (Saccharomyces cerevisiae) como
“L”. De estos ensayos, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 20. % Produccion de etanol ~ Gréfica 13. % Produccion de etanol con 1% de bagazo de pera

Etanol (%) Produccion de EtOH en bagazo de pera
Cepa | 24h | 48h | 72h 06

4 0.1202 | 0.1303 | 0.38

2 0.133 | 0.158 | 0.379
Al 0.111 | 0.139 | 0.51
B 0.137 | 0.154 | 0.473
T21 | 0.082 | 0.146 | 0.28
lal | 0.114 | 0.127 | 0.563
Benc | 0.127 | 0.167 | 0.197
T21" | 0.119 | 0.131 | 0.179
A2 0.042 | 0.078 | 0.129
L 0.067 | 0.227 | 0.397

o
[Sa)

o
>~

o
N

% Produccién EtOH
o
w

o
[N

o
!

En la gréafica 13 se observa que la cepa que llevo a cabo la mayor produccién fue
la denominada “lal” produciendo 0.563%, seguida de las cepas de nombre “Ai” y
“B” produciendo 0.51% y 0.473% respectivamente, en tanto que la levadura
produjo 0.397%. Como se ha venido viendo desde el estudio con carbohidratos
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poliméricos puros, ahora en el bagazo de pera nuevamente las cepas “lal”, “B” y

“Ai” se hacen notar por llevar a cabo las mayores producciones a las 72 horas.

Tabla 21. % Produccién de etanol

% Produccion EtOH

Cepa | 24h 48h 72h

4 0,0138 0,02 0.3

2 0,033 | 0,0405 | 0.43
Ali 0,092 0,135 | 0.519
B 0,005 | 0,0156 | 0.432
T21 | 0,073 0,101 | 0.179
lal | 0,049 0,085 | 0.625
Benc | 0,083 0,093 | 0.132
T21" | 0,0543 | 0,072 | 0.149
A2 0,029 0,143 | 0.197
L 0,052 0,19 0.531

Gréfica 14. % Produccion de etanol con 1% de bagazo

% Produccién EtOH

=T N
| | | !

de manzana.
Produccion de EtOH en bagazo de manzana

2 A B

T21 lal Benc T2U" A2 L
Cepa

La tabla 21 y gréfica 14 nos muestra que nuevamente las cepas con mayor
produccion fueron “lal”, “Ai” y “B” produciendo a las 72 horas 0.625%, 0.519% vy

0.432% respectivamente; en tanto que la levadura llevé a cabo una produccion de

0.531%, lo cual nos muestra que las producciones de las cepas aisladas no se

encuentran tan alejadas de las producciones llevadas a cabo por la levadura, la

cual es un microorganismo con gran habilidad para realizar fermentacion

alcohdlica.

Tabla 22. % Produccién de etanol

Gréfica 15. % Produccion de etanol con 1% de

bagazo de papa

Etanol (%)

Cepa 24h 48h 72h
4 0.045 | 0.041 0.28
2 0,074 | 0,08 0.186
Ai 0,174 | 0,088 | 0.348
B 0,144 | 0,187 | 0.406
T2 0,143 | 0,048 | 0.244
lal 0,058 | 0,079 0.49
Benc 0,07 0,029 | 0.125
T21" | 0,154 | 0,069 0.24
A2 0,020 | 0,167 | 0.247
L 0 0 0

% Produccién etanol

0.6

Produccion de etanol con 1% de bagazo de

papa

i 24h

B 48h
B72h

4 2 Al B T2 1lal Benc T21" A2 L

Cepas
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Podemos notar en la grafica 15 que la cepa que llevo a cabo la mayor produccion
de etanol fue la denominada “lal” produciendo 0.49%, seguida de la cepa
llamada “B” con 0.406% y enseguida por la cepa de nombre “Ai” llevando a cabo
una produccion de 0.348%, en tanto que la levadura no llevo a cabo fermentacion
alcohdlica, dado que no tiene las enzimas necesarias para hidrolizar almidon y/o
celulosa. Vemos que en este estudio, la produccién es ligeramente mas baja a las
producciones obtenidas en los bagazos de manzana y pera, y esto posiblemente
es debido a que en los bagazos de frutos aun esta la presencia de azucares
simples, en tanto que en las cascaras de papa Unicamente hay carbohidratos
poliméricos, por lo cual a las cepas aisladas les lleva un poco mas de tiempo,
primero hidrolizar los polimeros y posteriormente llevar a cabo la produccion de

etanol.

De los sustratos complejos (bagazo de manzana y pera y cascaras de papa), el
sustrato en el que hay una mejor produccién es en el bagazo de pera y manzana,
esto posiblemente se deba a que el bagazo de manzana presenta gran cantidad
de carbohidratos (poco mas del 60%) y fibra (la cual principalmente es celulosa) y
las bacterias asiladas poseen las enzimas necesarias para degradar estos
hidratos de carbono, ya que pueden crecer en medios que solo poseen celulosa,

almidén o pectina como fuente de carbono, los cuales pueden fermentar.

La levadura se coloco también en las mismas condiciones, en los hidratos de
carbono complejos puros (CMC, Pectina y Almidén) y también en los medios con
bagazos, sin embargo, no se desarrollaron, coincidiendo con lo reportado en la
literatura, ya que no poseen las enzimas necesarias para degradar dichos
carbohidratos.

La mayor produccion de etanol en el bagazo de manzana se llevé a cabo por la

cepa “lal” con 0.625%, en tanto que la levadura produjo 0.531%, por lo cual se
hace notar que las producciones de etanol por parte de las cepas aisladas en
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dichas condiciones no se encuentran tan lejanas a la fermentacién llevada a cabo

por las levaduras.

En el caso del bagazo de pera la cepa que mayor produjo etanol fue “lal” con
0.563%, en tanto que la levadura produjo 0.397%. Posiblemente por las
condiciones del bagazo (mayor acidez) la produccion de etanol fue ligeramente
menor a la produccion en bagazo de manzana, y eso se ve bastante reflejado en
el caso de la levadura, pues hablando de las bacterias deslizantes aisladas la
produccion fue casi similar al bagazo de manzana pues estas bacterias tienen la
capacidad de soportar condiciones estresantes, tal es el caso de diversos pH’s,

humedad, hambruna, etc.

Para finalizar, la cepa “lal” fue la cepa que produjo mas etanol en bagazo de
papa con una concentracién de 0.49%, en este caso, la levadura no produjo

etanol.

6.6 Estudio de produccion de etanol utilizando bagazo de pera, manzana y
papa, realizando la fermentacion en condiciones de temperatura ambiente

(28°C) y microaerofilia.

Después de obtener el bagazo (como ya se ha explicado en el ensayo anterior,
5.6), se colocaron 3g de bagazo en 100mL de medio mineral, de esta manera, la
Unica fuente fermentable serian los hidratos de carbono provenientes del bagazo y
se realizé el monitoreo de produccion de etanol cada 24 horas por 3 dias,
manteniendo la fermentacion a temperatura ambiente, y utilizando como método

de cuantificacion el método de microdifusion.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Gréfica 16. % Produccion de etanol con 1% de

Tabla 23. % Produccion de etanol bagazo de pera a 28°C
% Produccion de etanol en Bagazo de
pera a 28°C Produccion de etanol a 28°C en bagazo de
Cepa| 24h 48h 72h 1.05

4 0,855 | 0,908 0,962

nd
w©
\

B 0,925 0,95 0,981

o
~
(5

T2' | 0,869 | 0,949 0,995

g
o

Al 0,833 | 0,935 1,002

o
~
ol

Benc | 0,811 | 0,865 0,957

% Produccién EtOH

vt
w
.y

2 0,832 | 0,946 0,938

o
—
ol

T21' | 0,895 | 0,953 0,989

o
!

lal | 0,857 | 0,925 0,998

4 B T2 A Benc 2 T2' lal A2 L
A2 | 0,862 | 0,943 0,989 Cepa

L 0,745 | 0,938 1,105

Notamos que en la grafica 16 se representa la produccion de etanol por parte de
las bacterias aisladas y la levadura como control, es evidente que se llevo a cabo
una mayor produccion de etanol, pues en el caso de la levadura logré producir
1.105% y para una de las mejores cepas productoras hubo una produccion de
1.002% y 0.998% realizado por las cepas llamadas “Ai” y “1al” respectivamente.
Vemos que al haber azucares simples en el bagazo se logra una mejor produccion
y aunado a esto el descenso de temperatura también favorece la produccién de
etanol, pues al estar a temperaturas superiores como en el caso de los estudios
anteriores que se realizaron a 37°C, que es la temperatura 0ptima de crecimiento
de las cepas aisladas hay una menor produccién, posiblemente porque a estas
temperaturas habia una evaporacion del etanol producido en tanto que al disminuir
la temperatura hay una menor pérdida de etanol y esto es notable al momento de

la cuantificacion del mismo.
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Tabla 24. % Produccién de etanol

% Produccion de etanol en Bagazo

de manzana a 28°C

Gréfica 17. % Produccion de etanol con 1% de

bagazo de manzana a 28°C

Produccion EtOH en bagazo de manzanaa T ambiente

Cepa| 24h 48h 72h

4 0,787 | 0,817 0,924 08

B 0,811 | 0,859 0,919

T2' | 0,878 | 0,915 | 0,934 o

Ai 0,848 | 0,929 0,975 <04

Benc | 0,837 | 0,867 0,930

2 0,773 | 0,838 0,956 02

T21' | 0,777 | 0,834 0,947

lal | 0,775 0,849 0,964 : 4 B T2 A Benc 2 T2U' lal A2 L
A2 0,804 | 0,851 0,934 Cepa
L 0,856 | 0,910 1,022

En la tabla 24 y grafica 17, se observa que nuevamente la produccion de etanol se

incrementd con el descenso de temperatura, en el caso de la levadura produjo

1.022%, en tanto que las mejor cepas productoras “Ai” con 0.975% y “1al” con

0.964%. Por otra parte, es importarte destacar que en general las cepas

presentaron un comportamiento de producciéon mas elevado estas condiciones,

produciendo todas las bacterias aisladas minimo 0.90% a las 72 horas de

fermentacion en bagazo de manzana a temperatura ambiente y microaerofilia.

Tabla 25. % Produccién de etanol

% Produccion de etanol en bagazo

de Papa a 28°C
Cepa| 24h 48h 72h
4 0,854 | 0,860 0,890
B 0,824 | 0,882 0,908
T2' | 0,860 | 0,879 0,901
Al 0,851 | 0,887 0,936
Benc | 0,848 | 0,906 0,931
2 0,869 | 0,908 0,933
T21' | 0,809 | 0,887 0,923
lal | 0,891 | 0,930 0,982
A2 0,865 | 0,881 0,931
L 0 0 0

Gréfica 18. % Produccion de etanol con 1% de

bagazo de papa a 28°C

Produccion EtOH, papa T ambiente

4 B T2 A Benc 2 T21' lal A2
Cepa

L

W 24h
§48h
W72h
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Ahora notamos que en la grafica 18 se representa la produccion de etanol
cuantificada utilizando cascaras de papa hecha bagazo realizando la fermentacién
a temperatura ambiente y microaerofilia. Nuevamente se hace notar la cepa
denominada “lal” fue la que llevé a cabo la mayor produccion a las 72 horas
0.982%, seguidamente de “Ai” cono 0.936%. En estas condiciones, observamos
que la levadura no llevé a cabo fermentacion alcohdlica, pues no tiene la
magquinaria enzimatica para reducir el almidon y celulosa en azucares mas

simples.

Para finalizar el andlisis de la realizacion de estos ensayos, utilizando bagazos de
pera, manzana y papa como fuentes fermentables, llevandose a cabo la
fermentacion a temperatura ambiente (28°C) y microaerofilia, se enfatiza que la
produccion se incrementé y las mayores producciones se llevaron a cabo a las 72
horas. Posiblemente esto pudo deberse a que a mayor temperatura el etanol
producido se evaporaba, en dicho caso al mantener una temperatura menor hay
una menor evaporacion del etanol y por esta razén al momento de cuantificar

obtenemos mayores resultados.

La cepa que llevo a cabo la mayor produccion en el bagazo de pera fue “Ai” con
1.002%, y en el caso de la levadura produjo 1.205%.

Para el caso del bagazo de manzana la cepa que llevd a cabo la mayor
produccion de etanol fue “Ai” 0.975% y para el caso de la levadura, esta produjo
1.022%.

Por dltimo, en el bagazo de papa la mayor produccién se llevd a cabo por parte de
la cepa “ 1al” con 0.982% y la levadura no produjo en estas condiciones, debido a
gue no posee las enzimas necesarias para hidrolizar los polisacaridos del almidén,

por dicha razén no llevé a cabo la fermentacion alcohdlica.
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6.7 Estudio de produccion de etanol utilizando como sustratos bagazo de
pera, manzanay papay ajustando pHa?7.

Nuevamente después de obtener el bagazo, se colocaron 3g en 100mL de medio
mineral, de esta manera, la Unica fuente fermentable serian los hidratos de
carbono provenientes del bagazo y se realiz6 el monitoreo de produccion de
etanol cada 24horas por 3 dias, manteniendo la fermentacion a temperatura
ambiente y ajustando el pH a 7 y utilizando el método de microdifusion para
cuantificar la produccion de etanol. Para este estudio se mantuvieron las
condiciones de fermentacion a temperatura ambiente (28°C), ya que se obtuvo
gue en dichas condiciones se lleva a cabo una mejor produccion, de tal manera
gue lo unico que en este estudio se vera afectado y se determinara como impacta
en la produccién de etanol es la modificacién del pH, pues en estudios anteriores
se mantenia el pH inicial de los bagazos, oscilando este entre 4 y 5, dependiendo
de la madurez de los frutos, ahora en este estudio, se ajusta el pH a 7 para

determinar como afecta en la produccién de etanol de las cepas aisladas.

Los resultados fueron los siguientes:

Gréfica 19. % Produccion de etanol con 1% de
Tabla 26. % Produccion de etanol bagazo de pera a 28°Cy pH 7.

% Produccién de etanol en

Produccion EtOH enbagazode peraa pH 7

bagazo de Peraa pH 7 045

Cepa| 24h 48h 72h 04
2 0,187 0,224 0,352 0.35 1
T2' | 0,150 0,233 0,279 03 1

4 | 0362 | 0381 0,435 5025 -

T21' | 0,178 0,178 0,297 g 021

lal | 0113 0,132 0,251 015 1

B | 0039 | 0,095 0,316 017

Benc | 0132 | 0,150 0,279 0851

A2 0,058 0,251 0,334

2 T2 4 T21' lal B Benc A2 A L

Ai 0,0212 0,104 0,205 Cepa

L 0,224 0,214 0,425
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Se evidencia en la gréfica 19 y tabla 26 que las producciones de etanol
disminuyeron, de las cepas aisladas solo una logré una produccién por encima del

0.40% y esta fue la denominada “4”.

La cepa nombrada “4” produjo 0.435% a las 72 horas de fermentacion. Por otra
parte, la levadura produjo 0.425%, por lo cual vemos que la cepa aislada de las
bacterias deslizantes produjo un poco mas que la levadura y esto posiblemente se
deba a que tiene enzimas que pueden degradar polimeros, por lo cual ademas de
fermentar los azucares simples, fermentd una parte de los azucares obtenidos de

los polimeros.

Gréfica 20. % Produccion de etanol con 1% de

Tabla 27. % Produccion de etanol bagazo de manzana a 28°Cy pH 7.
Manzana pH 7 Produccion de EtOH en bagazo de manzanaapH 7
Cepa | 24h 48h 72h 04 -
2 0.205 | 0.251 | 0.243 0.35
T2' 0.168 | 0.187 | 0.206 03 "
4 0.214 | 0.264 | 0.388 L 025 -
T21' | 0.178 | 0.205 | 0.236 2 02
lal 0.132 | 0.131 | 0.261 =045 -
B 0.113 | 0.159 | 0.224 01 -
Benc | 0.049 | 0.076 | 0.242 0.05
A2 0.03 | 0.039 | 0.049 04

Ai 0.081 | 0.012 | 0.113

2 T2 4 T21' 1lal B Benc A2 A L

L 0.076 | 0.086 | 0.297 Cepa

En la grafica 20 vemos que, la cepa que llevd a cabo la mejor produccion fue
nuevamente como en el caso del bagazo de pera, la nombrada “4”, produciendo
0.388%, en tanto que la levadura produjo 0.297%. Se vuelve a presentar el
comportamiento en el cual la cepa puede utilizar carbohidratos poliméricos que no
puede utilizar la levadura, o en dado caso, la cepa aislada se ve favorecida al
neutralizar el pH, pues produce mas que al realizar la fermentacion a temperatura
de 37°C.
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Tabla 28. % Produccién de etanol

Gréfica 21. % Produccion de etanol con 1% de
bagazo de papaa 28°Cy pH 7.

Papa pH7 Produccion EtOH enbagazo de papa, pH 7
Cepa 24h 48h 72h
2 0.122 0.15 0.16
T2' 0.076 0.095 0.0948
4 0.049 0.076 0.187 % 24h
T21' | 0132 | 0169 | 0177 s
lal 0.16 0.178 0.214 -
B 0.027 0.071 0.141
Benc 0.095 0.131 0.162
A2 0.0396 0.058 0.058
Al 0.067 0.097 0.143 2 T2 4 T2 la B Bec A2 Al L
L 0 0 0

Vemos en el gréfico 21 la produccion llevada a cabo tanto por las cepas aisladas
como por la levadura, teniendo las siguientes condiciones de fermentacion,
microaerofilia, temperatura ambiente y pH neutro (7). Se observa que la cepa que
produjo mayor cantidad de etanol fue la denominada “1al” con 0.214%, seguida
de la cepa “4” con 0.187%, y la levadura no llevé a cabo fermentacién alcohdlica.
Haciendo una comparacion con el comportamiento que ha seguido la cepa “4” en
las condiciones de pH 7, fue la cepa que mayores producciones habia realizado,
no obstante, en este caso en especifico no fue asi, y posiblemente esto se deba a
gue a este pH los enzimas que son necesarios desde el rompimiento de
carbohidratos poliméricos hasta los utilizados para producir etanol no se ven
favorecidos, por dicha razon, se ve el comparativo en el cual, al mantener el pH
original de los frutos hay una mayor produccién de etanol. En cuanto a la levadura,

no produjo etanol porgue no le es posible hidrolizar el almidon.

Para finalizar, la produccion de etanol neutralizando el pH, al modificar el pH la
produccién no fue tan alta, posiblemente porque las mixobacterias estan
adaptadas al estrés, y por consiguiente de llevar a cabo la hidrélisis de los
polisacaridos a pH’s mas bajos, como cuando se llevé a cabo la fermentacién con
los bagazos sin modificar el pH, en los cuales los pH's se encontraban entre 4 y 5.
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Por otro lado, la levadura no produjo etanol en el bagazo de papa, debido a que no
posee las enzimas necesarias para romper los polisacaridos del almidon en
moléculas mas pequefias y a partir de ellas llevar a cabo la fermentacion, por esta
razon la produccion fue del cero porciento, en tanto que en los bagazos de
manzana y pera si llevd a cabo produccién de etanol, pues en estos bagazos
ademas de polisacaridos partimos de la idea de que ya contienen azucares mas
simples, los cuales fueron facilmente fermentables, produciendo asi en bagazo de
pera y manzana 0.425% y 0.297% respectivamente; estds fueron las mayores
producciones que llevé a cabo la levadura.

Para concluir, las cepas que llevaron a cabo las mejores producciones de etanol
fueron “Ai”, “1al” y “4” no obstante las demas cepas también realizaron una buena
fermentacion pero las antes mencionadas fueron las que presentaron los nimeros
de produccion mas altos. Los demds, aunque estuvieran cercanos, no se
mencionaron para destacar las mejores cepas productoras. Es importante también
destacar que los resultados obtenidos en condiciones de microaerofiia y a
temperatura ambiente son las condiciones en las cuales se obtienen mayores
producciones, realizando una comparacién en condiciones de microaerofilia se
colocd unicamente con polisacaridos y se logré un incremento en la produccién,
en tanto que al realizar los ensayos con bagazos al contener estos azucares
residuales, la produccion de alcohol fue aun mayor, pues primeramente utilizaron
estos azucares disponibles, y como segunda opcion utilizaron los polisacaridos
contenidos en los bagazos (celulosa, almidén y pectina). Por consiguiente, al
tercer dia de realizar el monitoreo de produccion es cuando se obtuvieron los
resultados mas altos, pues ya se habia obtenido la fermentacion de los azucares
simples y también de algunos polisacaridos.

Cabe mencionar que, como se denota en las tablas y graficos lineas atras, la
produccion de bioetanol es baja, incluyendo a la levadura (Saccharomyces
cerevisiae) cuando ésta es el principal y mejor microorganismo productor de

bioetanol, y esto podria deberse a que no se le dieron a las levaduras las
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condiciones necesarias para la produccion de dicho biocombustible, ya que la
mejor produccién de etanol se lleva a cabo en condiciones completamente
anaerobias, sin embargo, las bacterias deslizantes se caracterizan por ser
aerobias estrictas, de tal modo que no podria colocarlas en las mismas
condiciones en las cuales las levaduras producen el etanol, pues en tal caso, no
lograrian desarrollarse, no obstante, intentamos acercarnos a dichas condiciones
aplicando microaerofilia y es impresionante ver que dichas bacterias son capaces
de producir etanol aiun en presencia de oxigeno, aunque realmente las

producciones sean bajas.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

* Se lograron aislar 15 cepas diferentes de bacterias deslizantes (citofagas y
mixobacterias) e identificar el 60% con la capacidad de producir etanol.

* Las cepas que presentaron una mayor produccion de etanol fueron las que
pertenecen a las Mixobacterias, y éstas fueron: Ai (Polyangium aureum),
lal (Mycococcus xanthus), T21" (Melittangium lichenicola o M. boletus) y
B (Stigmatella aurantiaca).

* La mayor produccién de etanol fue a las 72 horas.

* La produccion de etanol aumenté en condiciones de microaerofilia y a

temperatura ambiente (28°C).

* La produccién de etanol no fue favorecida a 37°C y pH7.
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* En el bagazo de pera la cepa que llevé a cabo la mayor produccion de
etanol fue la cepa con clave “Ai” con 1.002%, a las 72 horas de incubacion.

* Para el caso del bagazo de manzana las cepas que llevaron a cabo la
mayor produccion de etanol fueron las claves “Ai” con 0.975% y “lal” con
0.964%.

* En el bagazo de cascara de papa la mayor produccion se llevé a cabo por
la cepa con clave “1lal” con 0.982%.
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PERSPECTIVAS
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PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos se observa que las mixobacterias, principalmente,
son capaces de sintetizar exoenzimas hidroliticas y la maquinaria enzimética para
producir etanol. No obstante, las cantidades obtenidas aun son bajas, por lo cual

para mejorar las investigaciones posteriores en este tema se sugiere lo siguiente:

Llevar a cabo la identificacién filogenética de las cepas aisladas por técnicas de
biologia molecular para poder tener un mayor y mejor conocimiento acerca de sus
caracteristicas de crecimiento, requerimientos nutricionales y la secrecion de los

enzimas de interés.

Cantidades menores de oxigeno promovié la produccion de etanol, por lo cual
sugiero para estudios posteriores determinar si las bacterias deslizantes aisladas
pueden resistir en un medio con una atmoésfera con menor contenido de oxigeno al
otorgado en las condiciones de microaerofilia utilizadas en este estudio, y en dado
caso determinar como reaccionan las células antes las nuevas condiciones y

como impacta esto en las produccion de etanol.

En este estudio de produccion de etanol, no se lograron altas concentraciones del
mismo, entonces se genera la idea que no se esta proporcionando a los
microorganismos las condiciones necesarias para la produccion de etanol, o
posiblemente el método de cuantificacion de etanol (microdifusiéon) no es capaz de
cuantificar grandes cantidades del mismo, por tanto, una alternativa, seria realizar

la cuantificacién por medio de HPLC o por cromatografia de gases.

Optimizar las condiciones de fermentacion, se puede determinar la produccion de

etanol a temperaturas mas bajas, realizando mas variaciones de pH, utilizar
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modificar las concentraciones de los bagazos asi como probar con bagazos
diferentes y cambiar las condiciones de agitacion.

Posteriormente de determinar en qué condiciones hay la mayor produccién de
enzimas hidroliticas y determinar las enzimas que intervienen en la produccion de
etanol en condiciones aerobias y/o microaerofilia, asi como la caracterizacién de
dichas enzimas, para poder explicar la ruta metabdlica por lo cual se lleva a cabo
la sintesis de etanol en dichas condiciones.

Por ultimo se sugiere mutar (nitrosoguanidina o radiaciones UV) las células
aisladas en este estudio o en el mejor de los casos aislar nuevos cuerpos
fructiferos y mutar las células obtenidos de estos para determinar si mediante
mutaciones se puede lograr una mayor produccion de etanol en las condiciones

determinadas en este estudio y/o estableciendo nuevas y mejores condiciones.
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ANEXOS

Composicion de soluciones y medios empleados.

1. Solucién de elementos traza.

Para preparar un litro de medio mineral se disolvieron en agua estéril las

siguientes sales:

Micronutrientes Peso Volumen final Concentracion
(9) (mL) [g/mL]
H;BO, 2.86 100 0.0286
MnCl, - 4H,0 0.181 100 0.0018
ZnS0O, - 7TH,O 0.222 100 0.0022
NaMoO, - 2H,0 0.191 100 0.0019
CuSO, - 5H,0 0.079 100 0.00079
Co(NO3), - 2H,0 0.0494 100 0.00049
Macronutrientes Peso Volumen final Concentracion
(9) (mL) [g/mL]
NH4SO, 20 100 0.2
KoHPO, 3.9 100 0.039
MgSQO, - 7H,0 7.5 100 0.075
Na,CO; 2.0 100 0.020
EDTA 0.1 100 0.010
Citrato de sodio 0.6 100 0.060
FeSO, 0.3 100 0.030

Debido a que las sales se precipitan al esterilizarse (por calentamiento) su
preparaciéon debe llevarse a cabo en condiciones asépticas.

2. Agar CY. Para mantenimiento de mixobacterias.

Componente Concentracion (%)
Peptona de caseina 0.3
Extracto de levadura 0.1

CaCl2 - 2H20 0.1
Agar bacteriolégico 1.5

pH ajustado a 7.2 y se esteriliza a 121°C por 15 minutos.
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3. Medio liquido con pectina citrica 1% (p/v).

Componente Concentracion (%)
Pectina citrica 1
Agua destilada 100

La pectina se disuelve primero en agua destilada calentando ligeramente y
con agitacion constante, se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

4. Medio liquido con almidon de papa 1% (p/v).

Componente Concentracion (%)
Almidén de papa 1
Agua destilada 100

El almidén se disuelve primero en agua destilada calentando ligeramente y
con agitacion constante, se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

5. Medio liquido con carboximetilcelulosa (CMC) 1% (p/v)

Componente Concentracion (%)
CMC 1
Agua destilada 100

La CMC se disuelve primero en agua destilada calentando ligeramente y

con agitacion constante, se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

6. Medio liquido con sustratos complejos 3% (p/v)

Componente Concentracion (%)
Bagazo de pera * 3
Agua destilada estéril 100
Cicloheximida 200pg/mL

Nota: * Se cambia el sustrato complejo para preparar de medio con bagazo

de manzana o papa.
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Se realiza en condiciones asépticas, ya que no se esteriliza para no
caramelizar componentes del bagazo y se adiciona cicloheximida para

evitar el crecimiento de hongos.

7. Reactivos para método de microdifusion.

7.1 Solucién saturada de carbonato de potasio.

En 100mL de agua destilada adicionar carbonato de potasio hasta saturar,
calentar para aumentar disolucion y nuevamente agregar carbonato de

potasio hasta obtener solucion saturada.

7.2 Solucién de dicromato de potasio 0.145% en acido sulfarico 10N.

En el laboratorio de contaba con H,SO,4 18.29M, por lo cual, para preparar
100mL de solucion de dicromato de potasio 0.145% en &cido sulfarico se
realiza lo siguiente. Se miden y colocan en matraz aforado 27.34mL de
acido sulfurico 18.29M, se adicionan hasta disolver 0.145g de dicromato de
potasio y aforar a 100mL con agua destilada, mantener el matraz en bafo

de agua fria, porque la reaccidon es exotérmica.

8.0 Curva estandar, método microdifusion.

Para iniciar los ensayos, se realiz6 una curva de calibracion de etanol,
utilizando el método de microdifusién, para posteriormente de ésta, poder
interpolar el valor obtenido de producciéon de etanol por cada una de las

cepas.
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Curva estandar, para determinacion de etanol.

1,4

Ensayo [EtOH] Abs 1.2 1
(%) 450nm \

Blanco 0 1.233 i \ y = -1086x+1.133
(agua) 0. - \ Riz 0970
0.6

Absorbancia 450nm

1 0.1 | 1.020
2 0.25 | 0.810 \\

3 0.4 | 0.690 04

4 05 | 0.536 o \

5 0.6 | 0.401 ~
6 0.75 | 0.356 " 02 01 o5 o ;
7 1.0 0.112 [EtOH] (%)

El comportamiento que presenta el etanol al ser cuantificado por el método
de microdifusion, es que a mayor cantidad o concentracion de etanol se
obtiene menor absorbancia, en tanto que cuando la concentracion es menor
la absorbancia aumenta. La curva se obtuvo modificando las
concentraciones de etanol y posteriormente dichas concentraciones fueron
cuantificadas por el método de microdifusién. Por consiguiente, se obtiene
la ecuacién gque ayudara a determinar (cuantitativamente) la cantidad de
etanol que produjeron las bacterias.

9. Pruebas bioquimicas

9.1 Pruebas de fermentacién de carbohidratos

El objetivo de esta pruebas es determinar la capacidad de un

microorganismo para fermentar (degradar) un hidrato de carbono especifico

incorporado en un medio basal.
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Los polisacaridos son demasiado complejos para penetrar en una célula
bacteriana para su degradacion. Primero son catabolizados a
monosacaridos menos complejos por enzimas exocelulares para que

puedan ser incorporados al interior de la célula.

Los productos finales caracteristicos de la fermentacion bacteriana son: a)
acido lactico, b) acidos acético y férmico, c) acido lactico y alcohol etilico
(etanol), d) etanol, e)acetilmetilcarbinol (acetoina) y CO; y h) acido butirico
a alcohol butilico (butanol).

invertasa
Sacarosa —— » glucosa + fructosa

B-galactosidasa
Lactosa ———  galactosa + glucosa

hexocinasa
Glucosa —— A4cidos organicos (aldehidos, alcoholes, CO;,, H,
energia)
Caldo Rojo de fenol
Ingredientes Concentracion
Peptona 10g
Ext. De carne (optativo) 1g
NacCl 5¢g
Rojo de fenol 0.0018g
Agua desionizada 1000mL
Carbohidrato 0.5% (5g/L)
pH 7.4 £ 0.2

Se esteriliza el medio en el autoclave a 121°C, 15lb, 15 minutos.
Caldo rojo de fenol como indicador de pH:

a) Acido: color amarillo, pH 6.8
b) Alcalino: color rosado rojo, pH8.4
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Las pruebas de fermentacion de hidratos de carbono pueden utilizarse para
determinar qué productos finales de han formado pero no las vias

metabdlicas utilizadas.

El indicador de pH utilizado es el rojo de fenol, ya que la mayoria de los
productos finales del metabolismo de los hidratos de carbono son &cidos
organicos. Con el rojo de fenol, el cambio ocurre cerca del pH original del
medio (pH acido 6.8: medio pH 7.4).

La peptona en el medio también es degradada por las especies bacterianas

y produce sustancias alcalinas.

Para realizar esta prueba se necesitan tubos con campanas de Durham. En
condiciones de asepsia tomar una asada del microorganismo e inocular
cada uno de los tubos. Incubar a 37°C durante 24 horas. Se identifican los
siguientes cambios:

A. Produccion de acido por la degradacién de carbohidratos, vire del color
del medio a color amarillo, pH 6.8

(G). Positivo para produccién de gas.

Negativo (-). No se utilizd el carbohidrato, se utilizaron las peptonas y hubo
produccion de amoniaco y aminas.

SC. Sin cambio en el medio, no se llevo a cabo la utilizacién de

carbohidratos.

9.2 Citrato

En esta prueba se puede determinar si un organismo es capaz de utilizar
citrato de sodio como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales
como Unica fuente de nitrégeno en su metabolismo, por ello se provoca una

alcalinizacién del medio.
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Se cultiva el microorganismo en agar citrato de Simmons, el cual contiene
citrato de sodio como unica fuente de carbono, fosfato de amonio como
Unica fuente de nitrégeno y azul de bromotimol como indicador de pH. Las
bacterias que logran multiplicarse en este medio, con aquellas capaces de
metabolizar el citrato, y al hacerlo liberan iones amonio. Esta liberacién de
iones basicos, junto con la combinacién de citrato, generara una fuerte
alcalinidad del medio que sera aparente por un cambio de color del
indicador de pH, de verde a azul.

Citrato ——— Oxalacetato + Acetato

l

Piruvato + CO,

Ingredientes Concentracion
MgSO, 0.2¢g
K;HPO, 1.0g

Naz;CgHs07 - 2H,0 209

Azul de bromotimol 0.08¢g
NaCl 5.09g
Agar 15 — 20g

Agua desionizada 1000mL

Se esteriliza el medio en el autoclave a 121°C, 15lb, 15 minutos. Dejar que
el medio solidifique en posicion inclinada.
Se inocula el microorganismo por estria solo en el pico de flauta. Se
incuban los tubos a 37°C de 24-48 horas.

Interpretacion:

Positivo (+): crecimiento con un intenso color azul en el pico de flauta.

Negativo (-): ausencia de crecimiento y ningun cambio en el color verde.
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9.3 Catalasa

Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa, es una
enzimas que descompone el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua. El
peroxido de hidrogeno es uno de los productos oxidativos finales en el
metabolismo aerobio de los carbohidratos, si se acumula es letal para las

células bacterianas.

catalasa
2H,. 0, —» 2H,0 + O,

En una caja petri con agar nutritivo, se siembra por estria recta el
microorganismo, se invierten las cajas e incuban a 37°C durante 24 horas.
Se agregan unas gotas de peré6xido de hidrégeno sobre el desarrollo
microbiano. Una rapida efervescencia indica la produccion de oxigeno

gaseoso y una prueba positiva.

9.4 Agar Hierro Kliger

En este medio se pueden determinar varias condiciones enzimaticas de las
bacterias. Estd compuesto principalmente por dos azucares en distinta
proporcion, glucosa al 0.1% y lactosa al 1%, ademas este medio contiene
tiosulfato sodico, citrato férrico y rojo de fenol como indicador de pH. Para
estudiar el comportamiento de las bacterias en aerobiosis y anaerobiosis, la
siembra en este cultivo se debera realizar tanto en la superficie del agar,

como en la profundidad del mismo.

La informacién que nos proporciona este medio es la siguiente:

e Fermentacion de la glucosa: se presenta un viraje a color amarillo
en el fondo. Si las bacterias fermentan solo la glucosa, en la
superficie la utilizara por via respiratoria, donde la tensidon de oxigeno
disminuye lo suficiente, empleara una pequefia porcién por la via

fermentativa. Esto producird una pequefia cantidad de acidos que
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seran neutralizados por las aminas derivadas de la descarboxilacion
oxidativa de las proteinas, por lo que el medio mantendra su color
rojo en la superficie, al no haber cambio de pH. En el caso contrario,
las bacterias crecidas en la profundidad emplearan desde el principio
la glucosa por la via fermentativa, produciendo acidos que no seran
neutralizados, provocando un descenso del pH y el color del medio
en el fondo del tubo cambiard a amatrillo.

e Fermentacion de lactosa: presencia de viraje a color amarillo en la
superficie. Si las bacterias fermentan la lactosa, los 4&cidos
producidos modifican el pH de la superficie del medio. En este caso
las aminas no son capaces de neutralizar la cantidad de &acidos
producidos en esta fermentacién, ya que la lactosa se encuentra en
el medio a mayor concentracion que la glucosa. Por lo que el color
del medio en la superficie cambiara a amatrillo.

e No-fermentacién de los azucares: Si la bacterias es aerobia
estricta, el medio permanecera de color rojo. En este caso, los
azucares se utilizan en la respiracién degradandose completamente
hasta CO,, que se elimina y no modifica el pH.

e Produccién de gas en la fermentacion: aparicion de burbujas,
rotura o elevacion del agar del fondo del tubo.

e Produccién de acido sulfhidrico: ocurre la misma reaccién que en

la prueba del SIM, la cual es:

Bacteria (medio acido) + S;03°  —— H,S?

H,S + Fe?" — > FeS| (precipitado negro)

9.5 Indol

Agqui se puede observar la presencia de la enzima triptofanasa en
bacterias, la cual es capaz de degradar el amonioacido triptéfano a indol,

gue es el compuesto que se detecta en este ensao. Para realizar esta
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prueba es necesario que la bacteris se cultive durante 24 — 48 horas en un
caldo de triptona con NaCl al 0.5% (este digerido de proteinas animales es

especialmente rico en triptéfano).

Para la posterior detecciéon del indol se utiliza el reactivo de Kovacs que se

puede preparas utilizando la siguiente formulacion:

Componente Concentracion
Alcohol amilico o isoamilico 150mL
(o alcohol butirico)
p-dimetilamino-benzaldehido 10g
HCI concentrado 50mL

Se disuelve primero el aldehido en el alcohol, agregando después
lentamente a esta mezcla el &cido. Si la bacteria posee la enzima
triptofanasa, al afadir al medio 5 gotas del reactivo de Kovacs, se
producira un anillo de color rojo en la superficie del caldo y la prueba sera
considerada positiva. Si esto ocurre después de 24 horas, sera considerada
completa, pero si es negativo debera incubarse otras 24 horas y repetirse
la prueba. Por ello es conveniente hacer siempre la prueba no en el tubo
inclinado sino en una porcion de unos 2ml que se retira de él

asépticamente.

OH Triptofanasa R % + NH; + HEC)H}/OH

HCI, alcohol
N - Color rojo violaceo

e
T ;D
x
B
y

p-dimetilaminobenzaldehido
Indol
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9.6 Urea

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando

dos moléculas de amoniaco por accion del enzima ureasa.

Se cultiva el microorganismo en slant en agar urea de Christensen. Este
medio se complementa después del autoclavado con 50mL/L de urea. Esta
serd degradada por aquellos microorganismos capaces de producir el
enzima ureasa. Esta degradacion produce amoniaco que hara variar el
color del indicador de amarillo a rojo, poniéndose asi de manifiesto la
actividad ureasa.

9.7 Fenilalanina desaminasa

La fenilalanina es un aminoacido que por desaminacion oxidativa forma un
cetoéacido, el acido fenilperuvico. La prueba se basa en la deteccion del
acido fenilpiravico luego del desarrollo del microorganismo en un medio que
contiene fenilalanina. Para esto se agrega cloruro férrico que forma un
complejo de color verde con el &cido fenilpiravico que indica reaccién
positiva. El medio de cultivo no puede contener extractos de carne o

peptonas por su contenido variable en fenilalanina.

-2H 0 0

b %O S @N .+ NH
Flavoproteina H

Fenilalanina Ac. fenilpirtvico

9.8 Medio SIM

Producciéon de acido sulfhidrico: En esta prueba se observa un

precipitado de color negro en el fondo del tubo. Algunas especies
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respiratorias anoxibionticas son capaces de emplear el tiosulfato sdédico
como aceptor final de electrones en la cadena transportadora. Por lo que
este compuesto se reduce a acido sulfhidrico, que a su vez reacciona con
el hierro (Fe2+) presente en el medio formando un precipitado negro de
sulfuro de hierro. Los iones Fe2+ produciendo los iones Fe3+ del citrato
férrico y aparecen debido a los cambios en los potenciales redox

producidos al someter al autoclave el medio de cultivo.

Prueba de la movilidad: Esta prueba nos ayuda a determinar si un
microorganismo es movil o inmovil. Las bacterias tienen movilidad por
medio de sus flagelos que se encuentran principalmente entre los bacilos
aunque existen algunas formas de cocos moviles. El medio SIM permite
gue ésta prueba se realice, gracias a ser un medio semisdlido, ya que
presenta solamente 3.5g/L de agar. En estas condiciones, las bacterias
moviles produciran un enturbiamiento homogéneo del medio debido a la
distribucidon aleatoria de los microorganismos. Por el contrario, las bacterias
inméviles permaneceran en la misma linea de la picadura en que se

sembraron.

9.9 Degradacién de polimeros (agar almidén, gelatina, pectina y
CMC)

La hidrdlisis de los polisacaridos son ensayos ampliamente utilizados en la

identificacion y caracterizacion de microorganismos.

En condiciones de asepsia, se toma una asada del cultivo fresco (24 horas
de incubacién), se siembra por estria recta empezando por el borde de la
caja que contienen cada uno de los polimeros. Invertir las cajas e incubar a
37°C durante 3 dias.
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Degradacién de almidén: se cubre la superficie de la caja con solucién de
lugol, observar la coloracion que se produce al reaccionar el almidén del
medio con el lugol, las zonas transparentes son indicativos de la

degradacion del polisacarido.

Degradacién de gelatina: determinar la capacidad de un microorganismo
de producir enzimas de tipo proteolitico (gelatinasas) que licdan o
hidrolizan la gelatina o muestran cambios caracteristicos debido a los
productos de degradacion. Si el microorganismo lleva a cabo la hidrélisis

de gelatina el medio presenta licuefaccién, sino permanece solido.

Degradacién de CMC: Se cubre la superficie de la caja con solucion de
rojo congo y se deja reposar un minuto, posteriormente se realizan 2 o 3
lavados con HCI 1M hasta lograr contrastar los halos de hidrdélisis, si la
superficies se mantiene completamente roja indica que no hubo hidrdélisis,
en tanto que si hay presencia de halos blanquecinos indica que hubo

hidrdlisis a azucares mas simples a partir de la celulosa.
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