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RESUMEN

La xilosa es el azicar mas abundante en la biosfera después de la glucosa. Junto con la
glucosa son los azulcares principales en los residuos de lignocelulosa. Lo que convierte a
estos residuos en una importante materia prima para la produccion de biocombustibles de
segunda generacién. No obstante se requiere encontrar microorganismos capaces de
metabolizar estos residuos y producir derivados que sean Gtiles como combustibles. En este
orden de ideas el tropico tiene una alta diversidad de vida microbiana, pero, es el recurso
natural menos conocido de la megadiversidad colombiana. Estimaciones pronostican que
pueden llegar a existir entre 1 y 10 millones de especies de bacterias (IIRBAV, 2001).
Algunas, como Zymomonas mobilis (Matiz et al. 2002), albergan una importante
maquinaria fermentativa productora de etanol que en comparacion a las levaduras pueden
generar teoricamente mas rendimiento (Najafpour et al. 2002). El presente trabajo se
enfocO en obtener bacterias que produzcan etanol a partir de xilosa, que en principio,
pudiesen ser utiles para fermentar hidrolizados de cafia de azlcar. Se realizaron
aislamientos en medio selectivos con xilosa como fuente de carbono, a partir de muestras
de material vegetal con evidencia de degradacion. Se aislaron 31 cepas bacterianas que
ademas crecieron en medios de cultivo con glucosa y arabinosa a las que se les realizo
pruebas en medio Hugh & Leifson para determinar el uso oxidativo/fermentativo de la
xilosa, seleccionandose 11 cepas que resultaron positivas que ademas producen gas. Con
aquellas tamizadas se realizaron fermentaciones para evaluar su capacidad productora de
etanol obteniendo un rendimiento maximo Y (p/s) de 0.15 en una bacteria Gram negativa,
mostrando el 32.2% del valor tedrico. Mediante el andlisis de las secuencias de la region de
ADN ribosomal 16S se encontrd6 que las cepas AM3 y AMS58, seleccionadas como
promisoras en la produccién etanol sin evidencia de consumo, pertenecen al phylum

proteobacteria y la clase gammaproteobaceria.



1. INTRODUCCION

El continuo incremento en el consumo de los combustibles fésiles y de los productos
derivados del petrdleo, para atender las necesidades energéticas y consumistas de la
humanidad, ha generado problemas irreparables a nuestro planeta, como el efecto
invernadero y la contaminacién de aguas y suelos con productos no reciclables. Asi mismo,
la gran demanda y el agotamiento acelerado de estos, trae consigo problemas en la
economia mundial ocasionados por los exagerados precios de los combustibles. Todo esto
ha motivado la investigacion de posibles alternativas de obtencion a escala industrial que

sean innovadoras y amigables con el medio ambiente.

Una alternativa para aliviar la dependencia a los recursos fosiles y en especial a los
productos derivados del petrdleo, se encuentran el etanol carburante. El etanol es una fuente
de energia alternativa que proporciona una posible solucién a la crisis energética, ventaja
radica en que el CO; generado en su combustion constituye el alimento para las plantas que
posteriormente seran convertidas en biocombustible. De esta manera no se compromete el

ciclo natural del CO5 en la atmosfera.

Apoyandose en la disponibilidad de los residuos de la produccion agricola y, en los demas
residuos vegetales, se puede obtener este biocarburante por procesos fermentativos de
microorganismos; investigaciones en el mundo han llevado al hallazgo de levaduras,
bacterias y hongos, entre ellos Pichia stipitis, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,
Zymomonas mobilis (Agbogbo & Cowar-Kelly 2008), por nombrar algunos, capaces de
utilizar aztcares de cinco y/o seis carbonos como sustrato, fermentandolos hasta lograr la
produccidn de etanol. Aunque en su mayoria son cepas que se han modificado
genéticamente para lograr dicha produccion, aun se debe continuar la basqueda, ya que la
robustez que requiere su uso a nivel industrial no se ha alcanzado satisfactoriamente.

La produccion de etanol, mediante procesos fermentativos, esta como una de las principales
opciones de la ingenieria de las vias metabdlicas de los microorganismos; por lo tanto, se
debe iniciar por el aislamiento e identificacién de microorganismo presentes en ambientes

inexplorados. Entre los adelantos de manipulacion genética hasta el momento, se pueden



mencionar los realizados en Saccharomyces cerevisiae, a quien se le ha insertado un gen
para mejorar el rendimiento de transformar un sustrato en etanol en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas (Lee et al. 2003), buscando aumentar la resistencia a concentraciones altas de
etanol, la asimilacion de los sustratos del carbono y aumentar el crecimiento en diversidad
de azUcares.

Las bacterias que han sido reportadas con un buen potencial de fermentacion de xilosa a
etanol son principalmente anaerobias facultativas y tienen propiedades muy importantes
como el tiempo corto de generacidn, corto periodo de fermentacion y flexibilidad
metabolica para fermentar xilosa entre otras pentosas y hexosas, sin embargo el principal
problema que se ha encontrado en la fermentacion por estas bacterias es la produccion de
subproductos metabolicos, tales como acidos organicos (acético, lactico y butirico) y
butanodiol junto con el etanol, lo que hace que la produccién de etanol sea baja.

La iniciativa de encontrar microorganismo de habitats propios de la region vallecaucana
que fermenten xilosa produciendo etanol, nacio en el proyecto de investigacion “Utilizacion
de microorganismos para la produccion de etanol a partir de azicares obtenidos de
residuos de cafia” en un convenio entre el grupo GRUBIOC (Grupo de investigacion en
biocombustibles) de la Universidad Auténoma de Occidente, la Universidad del Valle y
Cenicafa (Centro de Investigaciones de la Cafia de Azucar de Colombia), cuyo objetivo
general es evaluar microorganismos colectados de diversas fuentes que sean potencialmente
productores de etanol a partir de aztcares de cinco (C5, xilosa y arabinosa) y seis carbonos
(C6, glucosa), provenientes de la hidrolisis de residuos de cafa de azUcar.

Por tal razén, y adicional a que estos azlcares son los componentes mas abundantes de la
celulosa y la hemicelulosa (Sanchez 2008), se escogio trabajar con la xilosa considerando
su mayor abundancia y como fuente de carbono para aislar bacterias nativas con capacidad
de fermentarla y evaluando luego su produccién de etanol. Para conseguir esto, se
recolectaron muestras de materia organica de diferentes municipios y localidades de
Colombia, de las cuales se hicieron siembras en medio s6lido, escogiendo aquellos
microorganismos que presentaron crecimiento rapido, se les evalué su capacidad
fermentativa mediante pruebas de oxido-fermentacion, considerando promisorias aquellas

con resultado positivo a las cuales, posteriormente, se les realizé pruebas de fermentacion



en batch, analizando mediante la técnica de HPLC la produccidn de etanol. Con ello se
realiz6 el planteamiento de un disefio factorial 2% rotacional central con réplica para la
blusqueda de mejores condiciones en la produccion de etanol para dos cepas seleccionadas,
considerando los factores de agitacion y temperatura.



2. MARCO TEORICO

2.1. ETANOL

El etanol conocido también como alcohol etilico, es un liquido incoloro, inflamable, de olor
y sabor agradable, miscible en agua y en la mayoria de disolventes organicos. Es un
componente fundamental de las bebidas alcohdlicas, se utiliza también como disolvente,
limpiador, combustible, en la fabricacion de acetaldehido, perfumes, pinturas, barnices y
explosivos, y como intermedio en sintesis organica de diversos compuestos (acido aceético,
éter, butadieno, etc.). Debido a que la molécula de etanol contiene oxigeno, ésta permite
una combustion mas completa en el motor de automotores, disminuyendo asi las emisiones

toxicas a la atmoésfera. (Eggeling 1994).

Se obtiene sintéticamente a partir del etileno por hidratacion catalitica o por reaccion de
adicién con &cido sulfarico. También se produce etanol por fermentacion de productos
naturales ricos en hidratos de carbono tales como cafia de azlcar, papa, yuca, maiz, arroz,

trigo, banano, centeno y productos con altos contenidos de almidon.

2.2. XILOSA

Es un azucar compuesto de cinco carbonos (CsH100s) o también llamado pentosa de forma
genérica, por sus cinco carbonos que conforman su estructura (Figura 1). Es un producto
intermediario del metabolismo de diversos organismos del reino animal y se encuentra en la
fraccion hemicelul6sica de las plantas como la cafia, maiz café y trigo, entre otros (Napoles
et al. 2006) . Es responsable de una variedad de procesos metabolicos importantes y es
usado en estudios de metabolismo bacteriano, donde es un intermediario del metabolismo
de la hemicelulosa (Saxena 2006). Su obtencidn a partir de residuos vegetales puede ser,
entre otras, por hidrélisis acida o por enzimatica, y aunque la segunda es mas lenta, ocurre

en condiciones que excluyen la formacion de productos toxicos (Horton 2004).
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Figura 1. Férmula estructural de la xilosa.

2.3.  ARABINOSA

Es un azucar compuesto de cinco carbonos (pentosa), que se encuentra en menor
proporcion con respecto a la D-xilosa, en la estructura celular vegetal (Arni et al. 2007), en
otras palabras, aunque estd presente de manera significativa en muchas hemicelulosas
(Wyman & Davison 1996), segun Napoles et al. (2001) en la cafia de azucar no supera el

8.7% de la cantidad de xilosa,

2.4.  MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LA PRODUCCION DE
ETANOL

En la Gltima década se ha demostrado la utilizacion de pentosas y su bioconversion a etanol
por diferentes cepas de hongos, levaduras y bacterias, generandose otros subproductos

como polioles, acidos acético y lactico a condiciones de pH y temperaturas diversas.

2.4.1. Hongosy levaduras

Los hongos filamentosos, desde hace unos 70 afios aproximadamente, se conoce de algunos
que presentan potencial para fermentar pentosas como la xilosa y que producen etanol, ellos
generalmente pertenece a los géneros Fusarium (Singh & Kumar 1991), Rizhopus (Perlman
1950), Monilia (Gong et al. 1983), Neurospora (Deshpande et al. 1986) y Paecilomyces

(Wu et al. 1986), sin embargo, algunos factores criticos como su largo tiempo de



generacién y fermentacion, baja tolerancia al sustrato y productos, adicional a la secrecion

de &cidos, hacen de ellos poco atractivos para obtencion de etanol.

Por otro lado, las levaduras se han considerado los organismos mas adecuados e
interesantes para los investigadores en la produccion de bioetanol desde los comienzos de
la biorefineria. Esto debido a que son capaces de crecer en una variedad de azUcares con
una alta tolerancia al sustrato y a etanol, sin embargo ellas lo hacen preferiblemente en
hexosas, pero pocas cepas son capaces de utilizar pentosas y convertirlas a etanol (Dien et
al. 2003, Hahn-Hagerdal et al. 2007, Zhang et al. 2010). Actualmente, en diferentes partes
del mundo, y teniendo en cuenta como principales exponentes a Brasil y a Estados Unidos,
la tecnologia de la produccion de etanol utiliza cepas de levaduras, siendo el género
Saccharomyces sp. el mas ampliamente utilizado. Las cualidades que hacen de este
microorganismo sea el mas empleado, son su capacidad de convertir rapidamente los
azucares a etanol, alta tolerancia a etanol (mas de 80 g/L), elevada osmotolerancia a
variaciones de la temperatura y resistencia a un ambiente acido (Jimenez & Benitez 1987),
sin embargo presenta una deficiencia y es que no es capaz, de forma natural, fermentar la
xilosa, aunque si la consume en presencia de D-ribosa y otros sustratos como lo reportd
Van et al. (1993).

Pichia stipitis es también una levadura de interés, ya que tiene una capacidad superior a la
de cualquier otra, hasta el momento, para fermentar xilosa produciendo etanol (Jeffries et
al. 2007), y ademas es capaz de realizar fermentacion tanto aer6bica como anaerobica, en
otras palabras fermentar con presencia o en ausencia de oxigeno, y no produce Xxilitol como
producto no deseado en la fermentacidn de pentosas (Nigam 2001) como si lo producen
Candida polimorpha y Pichia miso (Singh & Mishra 1995). Pero existe una restriccion

importante el proceso de industrializacion de P. stipitis y es su baja tolerancia a etanol.

2.4.2. Bacterias
Fred et al. (1919) reportd una bacteria aislada del suelo Lactobacillus pentoaceticus que

mostrd la capacidad de fermentar Xxilosa y arabinosa, con produccion de acidos acético y



lactico, ademas de trazas de etanol y dioxido de carbono. Con el paso del tiempo muchas
otras bacterias han sido descritas y comparadas con las levaduras, en la fermentacion de
celulosas y hemicelulosa, entre ellas se puede mencionar Klebsiella oxytoca, Ruminococcus
flavefaciens, Clostridium acetobutylicum, Thermus termophilus, Bacteroides succinogenes
Aeromonas hydrophila, Aerobacter sp., Thermoanabacter aciditolerans (Fred et al. 1922,
Dehority 1965, Singh A. & Mishra 1995), pero un reducido nimero de manera natural son
capaces de fermentar xilosa y llevarla a etanol bajo condiciones anaerébicas. Zymomonas
mobilis es una bacteria Gram negativa que ha sido descrita con mayores tasas especificas de
consumo de azucares y velocidades de produccién de etanol que las levaduras, con una
importante menor produccién de biomasa y mayor tolerancia a etanol (Dient et al. 2003),
pero tiene como limitante importante la capacidad silvestre de unicamente fermentar
glucosa, fructosa y sacarosa, por lo que se han realizado diversos trabajos en los que se le
introducen y expresan genes para fermentar xilosa y producir etanol, como lo ha realizado

Zhang et al. (1995) de manera satisfactoria.

2.5, METABOLISMO BACTERIANO DE LA XILOSA

2.5.1. Primer paso catabdlico

La bioconversion de pentosas como xilosa a etanol es una de las mas importantes areas de
investigacion de produccion de biocarburantes a partir de procesos fermentativos, dado que
la xilosa compone en un 80% la hemicelulosa de las plantas y de residuos como el bagazo
de cafia (Napoles 2001) haciendo de ella el segundo aztcar mas abundante en la naturaleza.
El primero paso que realizan las bacterias puede ser desarrollado en dos rutas, por las

cuales ellas pueden llevar la D-xilosa a D-xilulosa-5-fosfato:

2.5.1.1. Ruta de la xilosa isomerasa

Para llevar a cabo esta transformacién metabélica, la mayoria de bacterias utilizan una
enzima isomerasa (xilosa isomerasa), con la cual realizan una isomerizacion de la D-xilosa
a D-xilulosa, que luego es fosforilada por una xilulosa cinasa produciendo D-xilulosa-5-
fosfato (Lachke, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Ruta metabolica para la utilizacién de la xilosa, xilosa isomerasa
(X1), xilulosa cinasa (XK).
(Fuente: Karhumaa et al. 2007)

2.5.1.2. Ruta de oxido-reduccion

Existen unas pocas bacterias como por ejemplo en los generos Corinebacterium y
Brevibacterium, que emplean una ruta de oxido reduccion en las que convierten
inicialmente la xilosa a xilitol, utilizando la enzima xilosa deshidrogenasa dependiente de
NADPH (forma reducida del dinucleotido de nicotinamida adenina fosfato), para luego
llevarlo a D-xilulosa-5-fosfato en presencia de la enzima pentitol deshidrogenasa (Mortlock
& Wood 1964).

2.5.2. Conversion de la D-xilulosa-5-fosfato
En las bacterias el proceso de conversion de la D-xilulosa-5-fosfato puede desarrollarse por

dos rutas, la ruta de las pentosas fosfato y la ruta de la fosfocetolasa.

2.5.2.1. Ruta de las pentosas fosfato
Esta ruta utiliza las enzimas transaldolasa y transcetolasa para convertir la D-xilulosa-5-

fosfato a D-gliceraldehido-3-fosfato y D-fructosa-6-fosfato. El primer subproducto entra a
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la via glicolitica llevandolo a la formacién de piruvato (Singh & Mishra 1995) que por
ejemplo en Zymomonas mobilis es llevado a la produccion de etanol utilizando las enzimas

piruvato deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa (Figura 3).

2.5.2.2. Ruta de la fosfocetolasa

En esta ruta es importante la actividad de la fosfocetolasa, una enzima que al comienzo se
pensaba era especifica para Lactobacilli, pero ha sido encontrada en varios tipos de
bacterias, catalizando la conversion de D-xilulosa-5-fosfato a gliceraldehido-3-fosfato
(GADRP) y acetil-fosfato (acetil-P). El GADP entra a la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas
(EMP) para formar lactato, mientras que el acetil-P toma la ruta para ser convertido a etanol
(Mozzi et al. 2010) (Figura 3).

2.5.3. Otros productos de la fermentacion

El piruvato puede llevar a otros productos como el etano o a diferentes a él segun el tipo de
via que utilice la bacteria, por ejemplo si utiliza una via homofermentativa que es la via
mas simple de la fermentacion, lleva a la produccion de &cido lactico, aun que en algunos
casos produce acetato, etanol y formiato en pequefias cantidades, este proceso fermentativo
también es denominado fermentacién homolactica. Si el piruvato se descarboxila, llevara a
producir acetaldehido y CO2, y el acetaldehido sera reducido por NADH y alcohol
deshidrogenasa para formar etanol, por tal razon a esta via se le denomina heterolactica.
También el piruvato puede tomar una via acida mixta, donde formara &cido acético, etanol,
acido succinico y &cido formico) y dependera del proceso que sufra la coenzima A del

microorganismo (Koneman E. et al. 2006)
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Figura 3. Ruta de fermentacion anaerébica de la xilosa, diferenciando (PPP) ruta de las
pentosas fosfato y (PKP) ruta de la fosfocetolasa, a) y b), ) y d) son alternativas para el mismo
producto dependiendo del tipo de microorganismo.

(Fuente: Temudo et al. 2009)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacién etanol/sustrato de dos cepas aisladas de diversas fuentes con prueba

de fermentacion oxidativa positiva.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar cepas que utilicen xilosa y arabinosa como fuente de carbono y que tengan
potencialidad para la produccion de etanol

2. Identificacion de dos cepas aisladas que realicen fermentacion alcohdlica

3. Cuantificar para las dos cepas aisladas la produccion de alcohol y su relacion en masa

con el sustrato (xilosa y/o arabinosa y/o glucosa)

3.3. HIPOTESIS

Ho: No existe diferencia significativamente alta entre la relacion etanol/sustrato en gramos
entre las dos cepas aisladas
H;: Existe diferencia significativamente alta entre la relacion etanol/sustrato en gramos

entre las dos cepas aisladas



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

13

El &rea de estudio comprendi6 las zonas boscosas del Valle del Cauca, Armenia e Ibagué,

de donde fue recolectado material vegetal en descomposicidn, estiércol de vaca y frutos

(Tabla 1.), cada muestra se rotuld, en bolsas previamente esterilizadas, con su procedencia

y hora de recogida. La temperatura registrada en los momentos de recolecta estuvo entre

20y 32 °C. Las muestras fueron llevadas al laboratorio para su procesamiento.

Tabla 1. Origen de muestras para la seleccion preliminar de los microorganismos a partir de materia organica

Localidad Muestra N° Fuente
Vijes Material en descomposicion (suelo) 9
Vijes Material en descomposicion (pasto) 1
Calima-Darién Suelo (Bosque nublado) 15
Calima-Darién Suelo 19
Calima-Darién Suelo 20
Calima-Darién Fruto amarillo altamente degradado 21
Km 5 Via a Cajamarca Cogollos 3
Vereda Pradera -
(Cajamarca) Estiércol de vaca 4
Via Rozo-Yumbo Cafia, sueloy m_at_e,rlal en M
descomposicion
4.2. ORGANISMOS DE ESTUDIO
4.2.1. Cultivo en medio sélido
4.2.1.1. Medio YEAmMod?2 (Agar Extracto de Levadura modificado)

Para los aislamientos se utilizé un medio modificado en el laboratorio de Bioprocesos de la

Universidad Autdnoma, que toma como base el YEA (Yeast Extract Agar) y tiene en
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cuenta los requerimientos nutricionales de la mayoria de los microorganismos , pero siendo
selectivo mediante la eliminacion de otras fuentes de carbono diferentes a la xilosa y la
arabinosa. Este medio garantiza el aporte de elementos traza, fundamentales para el
funcionamiento de las rutas metabdlicas implicadas en el transporte y metabolizacién de la
xilosa y/o arabinosa, ademas de suplir los requerimientos esenciales de fuente de nitrégeno
y fésforo. Su composicion peso-volumen es 0.05% de peptona, 0.03% de extracto de
levadura, 1,5% de agar-agar y Xilosa al 0.5%; para su preparacion la xilosa se esterilizd por
filtracion con membrana de 0,2um en el 30% del agua para evitar el procesos de
mutarrotacion de este azicar (Dzhundubaev 1965).

4.2.1.2. Procesamiento de muestras

Con el proposito de obtener bacterias de los materiales recolectados, con guantes y
cuchillas esteriles se corté méas de un gramo de las partes superficiales de la muestra. Esta
muestra se homogenizo6 en un mortero con un pistilo, para luego pesar un gramo del
material y disolverlo en 9 ml de agua peptonada 0.5% esteéril. Después de homogenizar esta
dilucion se realizaron otras diluciones seriadas del orden de 102, 10y 10* a partir de la
inicial, las cuales nuevamente se homogenizaron por pipeteo. Estas muestras fueron
procesadas realizando un aislamiento directo sobre medio s6lido de 100uL de la dilucion
(Figura 4).

#,
'/' 100pL

Figura 4. Esquema del procesamiento del material vegetal para la siembra en cajas petri con
medio s6lido y xilosa (X).

ml ml ml ml

100 107 10° 10*
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En cajas petri con medio YEAmod2 utilizando xilosa como fuente de carbono, formula que
fue modificada a la previamente descrita por VVanegas y sus colaboradores (2004) se
inocularon 100ul de las diluciones provenientes de cada muestra e incubadas a 27°C y 35°C
por 24 horas (Binder, Modelo KB720, USA).

4.2.2. Aislamiento y seleccion

Se realizd observacién de crecimiento a las 24 horas, escogiendo y separando por
resolucion macroscdpica, de acuerdo a un patron de crecimiento similar o morfotipo, que
incluso es util para considerar el indice de diversidad (Haldeman & Amy 1993). La
morfologia macroscopica fue categorizada siguiendo criterios de elevacion, borde y color

de la colonia entre otras caracteristicas como se muestran en la Figura 5.

Criterios Guia ilustrativa
- ® %
1. F 1 eme., 9, © .. s e . .)l;@ 1.7 %
- orma Puntiforme Alargada Circular Iregular Filomeniosa Rizoide Plumiforme =
2. Tamano 2.1 2.2 23

(X < 2 mm) pequeiio (2 < X < 3 mm} mediano (3 < X < 5§ mm) Grande

3.1 \: 3.2 & 3.3 M 3.4 5 3.5 &‘ 3.6 h‘

3. Borde

Entera Estrellada Lobulada Ondulada Festoneada Filamentosa
4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 O: Opacao
4. Color y : : : 3
Blanca Habana Amairilla Rosada Roja Transparente Brillante T:roslucida
5.1 5.2 5.3 Z" -
5. Superficie Lisa Rugosa Cerebriforme - 9NMOS
concentricos
_— L) : ——
. 6.1 6.2 63 FaS
6. Elevacion Convexa Pulvinada Umbonada Elevada Aplanada
71 7.2 7.3 7.4 7.5

7. Consistencia

Dura/Cerosa Viscosa Membrana  Gelatinosa Mucosa

Figura 5. Criterios de descripcién macroscépica de colonias.

4.2.3. Descripcién microscopica

Luego de aproximadamente 15 pases sucesivos, separando patrones similares se realiz6
prueba de pureza, y tincién de Gram para describir micromorfolégicamente. Para esta
prueba se utilizo cristal violeta, lugol Gram, alcohol-acetona y safranina ademas de agua
destilada y solucion fisiologica al 0.9% (Leboffe 2002). Comprobada la pureza y realizada
tincion de Gram, a cada aislado puro se le asigné un codigo alfanumérico conformado por

las letras AM, donde A significa que fue aislado en la Universidad Autébnoma de Occidente
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y M que pertenece al proyecto de microorganismo al cual esta adscrito este trabajo de
investigacion. Las pruebas Gram se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Bailey &
Scott (2007) como se describe seguidamente:

En portaobjetos limpio y desengrasado se realizé lo siguiente para cada cepa

e Se prepard los frotes bacterianos a partir de cultivos sélidos con no mas de 24 horas

e Se fij6 con calor (mechero).

e Se agrego cristal violeta en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 a 3 gotas) y

e Se dejo actuar 1 minuto.

e Selavo con el minimo de agua para eliminar el exceso de colorante.

e Seagrego lugol en cantidad suficiente para cubrir el frote (2 a 3 gotas) y dejo actuar
1 minuto.

e Se lavo con el minimo de agua para eliminar el exceso de mordente.

e Se decoloro con alcohol acetona hasta que el efluente saliera incoloro.

e Se lavo con agua para eliminar el exceso de disolvente.

e Se agrego safranina en cantidad suficiente hasta cubrir el frotis (2 6 3 gotas) y dejé
actuar 1 minuto.

e Selavo conagua para eliminar el exceso del colorante de contraste.

e Se dejo secar la preparacion a temperatura ambiente.

e Se observé al microscopio con los objetivos de 10x, 40x y 100x.

e Setomo registro fotografico de los frotis con el objetivo de mayor aumento

e Se describio las caracteristicas de los microorganismos observados e indicé como

Gram positivos 0 negativos segun su coloracion

Las cepas aisladas y con sus nomenclatura asignada fueron cultivadas el caldo de cultivo,
donde pasadas 24 horas de incubacion se conservaron en crioviales con un 10% del

volumen total en glicerol para ser almacenadas a -80°C hasta su posterior utilizacién.

4.2.4. Prueba de asimilacion de los azlicares glucosa y arabinosa
A los aislados se les probd su capacidad para crecer en un medio sélido con glucosa y otro

con arabinosa como fuente de carbono, la siembra se realiz6 por estrias (Figura 6).
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Figura 6. Siembra por estrias.

4.2.5. Prueba de oxido-fermentacion (OF)

4.2.5.1. Medio Hugh & Leifson

Es un medio semisolido que contiene en volumen, importantes cantidades de peptona,
especificamente un 0.2% que representa una baja cantidad que permitiendo una reducida
formacion de productos finales alcalinos a partir de la oxidacion de amino&cidos; una
cantidad de carbohidrato, 1% de xilosa, que eleva la produccién de acidos, haciendo el
medio mas sensible en su deteccion (Beck, 2002). Contiene fuentes de sales como 0.5% de
NaCl, 0.03% de K;HPQ,, un indicador de pH ajustado a la basicidad del medio, el 0.003%
de azul de bromotimol y un valor de 0.3% de agar — agar (Hugh & Leifson 1953) que

permite la consistencia semisélida del medio.

4.25.2. Seleccion de oxido-fermentadoras

Se realizaron nuevos cultivos a partir de las réplicas recientes, para realizar la prueba de
oxido-fermentacidn con cepas de 24 horas de crecimiento, y conocer cuéles de ellas
fermentan xilosa. Se utilizé el medio propuesto por Hugh & Leifson (1953) con xilosa. La
prueba se estandarizé siguiendo los criterios de Andrew (1976), principalmente en el paso
de crear un medio anoxico para el crecimiento en tubos tapados, por lo que se empleo
vaselina estéril para sellar el agar e impedir el paso de oxigeno hacia el cultivo (Figura 7).
Esta reportado por Andrew (1976) que haciendo la siembra de esta forma, el porcentaje de
oxigeno que trasfunde hacia el medio es similar a usar un medio con aceite mineral
burbujeado con nitroégeno gaseoso durante 18 horas, es decir que la vaselina se escogié por
ser una opcién mas rapida y de alta confiabilidad para limitar el contacto con el oxigeno en

los tubos de cultivo. Se incubd a 27°C y se tomaron los resultados hasta las 48 horas,
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después de la siembra, teniendo en cuenta que el metabolismo de una bacteria puede seguir
la via oxidativa y/o fermentativa. En la primera, el aceptor final de electrones debe ser el
oxigeno y por consiguiente el proceso es aerdbico, presentando ademas una baja acidez que
pude ser apreciable en el medio Hugh & Leifson cuando este se torna de color amarillo en
la superficie de contacto con el oxigeno. Por la otra via, el aceptor final de electrones es un
compuesto organico y el proceso es anaerobio, originando mucha acidez en poco tiempo,
de tal manera que el color amarillo se extiende por todo el medio en un tiempo méaximo de

48 horas, estos cambios son apreciables gracias al azul de bromotimol.

Figura 7. Tubo de prueba para oxido-fermentacién con tapén de vaselina.

4.2.6. Prueba de produccién de gas (Microfermentaciones)

4.2.6.1. Medio de microfermentaciones

Se utilizé medio liquido YEAmod?2 y xilosa al 5% como fuente de carbono en tubos de
ensayo con tubo Durhan en el fondo. Este medio para las microfermentaciones fue
suplementado con 0.0133% de sulfato de hierro heptahidratado (FeSO,*7H,0), que se ha
encontrado con efecto significativo en la produccidn de etanol en fermentaciones con
levaduras (Palukurty et al. 2008).

4.2.6.2. Seleccion de productoras de gas
Ya que las cepas en un proceso metabdlico de xilosa via glucélisis pueden producir gases
ademas de alcoholes y &cidos, se realizé una prueba para determinar la produccién de gases

que consistio en inocular con asa bacteriolégica cada una de las cepas en un tubo de ensayo
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con medio YEAmod2 suplementado con hierro y sellado completamente. Los tubos se
incubaron simulando una jarra de anaerobiosis con capacidad de 2L, mediante un frasco de
boca ancha, con tapa y sellado con parafilm. Generandole ademas una alta tensién de CO, y
agotamiento de oxigeno mediante combustion (Figura 8). Las lecturas se realizaron a hasta
las 48 horas estandarizando la presencia de gas en mas de la mitad del tubo Durhan como
positiva.

Figura 8. Frasco para crear ambiente de anaerobiosis.

4.2.7. Evaluacion de la capacidad fermentativa de las cepas promisorias

Las cepas que metabdlicamente mostraron utilizar la xilosa, glucosa y arabinosa como
fuente de carbono con prueba OF positiva y produccién de gas, fueron catalogadas como
promisorias y llevadas a ensayos de fermentaciones, considerando la misma temperatura de
27°C en la que han crecido desde su aislamiento, una agitacion intermedia de 150 r.p.m
para favorecer el crecimiento bacteriano, un pH basico inicial de 7.2 y una concentracion
de xilosa de 40g¢/L. Bajo estas condiciones se realizé un sondeo sobre su capacidad

fermentativa.

4.2.7.1. Preparacion de inéculos
Para la preparacion de los in6culos, un criovial de cada cepa fue agregado en 40ml de caldo

de fermentacion con xilosa al 40% p/v y un pH de 7.2. Los indculos se incubaron en
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volumen medio 150 ml en erlenmeyers bafleados durante 24 horas a una temperatura de
27°C y 150r.p.m. (Figura 9a). A cada indculo se le realiz6 muestreos de 1.5 ml en diferentes
tiempos de 0, 12 y 24 horas para realizar andlisis posteriores.

Figura 9. Montaje de fermentacién. Indculo (a), montaje fase reproductiva y
fermentativa (b), disposicién para toma demuestra de fermentacion (c).

4.2.7.2. Preparacion de la etapa fermentativa

Cumplidas las 24 horas se detuvo su agitacion para realizar la etapa reproductiva, de los
cuales se tomaron 15 ml de cada indculo y se adicionaron en 135 ml de medio nuevo. Se
utiliz6 un montaje disefiado para la toma de muestras posteriores. Cada indculo fue
sembrado con réplica a la misma temperatura por 8 horas utilizando tapones de algodon

(Figuras 9by 9c).

4.2.7.3. Etapa fermentativa

Pasadas las ocho horas de la etapa reproductiva, se sellaron los erlenmeyers con parafilmy
silicona, para propiciar el ambiente anaerébico dentro del recipiente. Se tomaron 5ml como
muestra de cada fermentacion en tubos tapa roja al vacio a los tiempos en horas 0, 3, 5, 10,
27 y 34. Se almacenaron las muestras en congelacion a -20°C (Figura 9c).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. AISLAMIENTOS

De las nueve fuentes procesadas se obtuvieron 30 cepas bacterianas y una levadura,
observandose que el suelo de bosque nublado y suelo de Camila-Darién fueron quienes mas
aislamientos permitieron, posiblemente por el aporte vegetal que deja las cosechas de frutos
y la biomasa generada por el follaje de los arboles caducifolios de la zona. De igual manera
los cogollos y los residuos de cafia de azucar tuvieron un aporte importante de bacterias

cultivables (Figura 10).

Aislamientos obtendios por tipo de fuente

E Cogollo

H Estiércol

® Material en descomposicion (pasto)
® Material en descomposicion (suelo)
B Bosque nublado (suelo)

u Suelo

Suelo

= Fruto (altamente degradado)

Suelo y material en descomposicion (cafia
de azlcar)

Figura 10. Namero de aislamientos bacterianos obtenidos por cada fuente estudiada. De la fuente de Bosque
nublado (suelo) se aislé una levadura incluida en el conteo.

5.2. MICROMORFOLOGIA BACTERIANA

Al realizar las coloraciones y observandolas en placas bajo el microscopio, a 100X con
aceite de inmersion, se caracterizaron micromorfolégicamente (Figura 11) 31
microorganismos de los cuales el 67.7% son bacilos Gram positivos, el 19.3% bacilos

Gram negativos, el 9.7% cocobacilos Gram positivos y el 3.2% son levaduras. Mostrando
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que casi un 80% son microorganismos Gram positivos (Figura 12), algo particular para las

muestras de suelo (Grant 1983).

DIVERSIDAD MICROMORFOLOGICA

Cantidad
w
5

Micromorfologia y fuente

Figura 11. Diversidad micromorfolégica bacteriana aislada para las fuentes estudiadas, compuesta por bacilos Gram
positivos (B+) y negativos (B-), ademas de cocos Gram positivos (C+) y una levadura (L).

R~ L 100X

Figura 12. Macromorfologia de algunas de las cepas aisladas y micromorfologia de algunas de las seleccionadas
como promisorias, bacilos Gram positivos (AM20) y Gram negativos (AM71) y coco Gram positivo (AM67).

5.3. SELECCION DE OXIDO-FERMENTADORES

Caracterizadas las cepas micromorfologicamente, se les hizo prueba de crecimiento otros
dos azucares, obteniendo que todas las cepas asimilan las tres fuentes de carbono (xilosa,
glucosa y arabinosa). Seguidamente se realizé la prueba de oxido-fermentacién (OF) con
xilosa como fuente de carbono para todas, observandose que el 55% no la oxidan ni
fermentan, (No OF), el 10% la oxidan (O) y el 35% la oxido-fermentan, encontrandose este
ualtimo grupo en las fuentes: cogollo, estiércol de vaca, suelo de bosque nublado, fruto

amarillo altamente degradado y residuos de cafia de azlcar (Figura 13).
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En esta prueba se observo que el tapdn de vaselina ayuda en la identificacion de cepas
productoras de gas (Figura 14), sin embargo a todas las cepas paralelamente se les realiz6
pruebas de microfermentacion para confirmarlo, determinando que 17 cepas son
productoras de gas, un nimero que es superior al observado con la prueba OF, lo que
permite afirmar que las microfermentaciones son mas concluyentes. Entre estas productoras
de gas se encuentran las 11 con resultado positivo en las pruebas OF, haciendo de ellas

cepas promisorias para la produccion de etanol (Tabla 2).

Diversidad metabolica

Cantidad

plin

OF| O |No|OF| O No|OF
OF OF

No
OF

0 | No|OF

OF

0

Metabolismo - Fuente

Figura 13. Diversidad metabdlica las cepas aisladas de las fuentes estudiadas. OF, oxido-fermentadora; O, oxidadoras;
No OF, No oxido-fermentadora. (1) Material en descomposicion - pasto, (3) Cogollos, (4) Estiércol de vaca, (9) Material
en descomposicién — suelo, (15) Bosque nublado - suelo, (19) Suelo, (20) Suelo, (21) Fruto amarillo altamente
degradado, (41) Residuos de cafia de azlcar, suelo y material en descomposicion.

o~

iy /!;,m-/’i,u |

-

e

Figura 14. Pruebas de oxido-fermentacion en medio Hugh & Leifson. Tubos sin y con tapon de vaselina., mostrando los
resultados de OF positivos. El tubo nimero 20, correspondientes a la cepa AM20, muestra el desplazamiento de la
vaselina por la produccion de gas, ademas el medio permite visualizar la movilidad.



Tabla 2. Tabla resumen de tamizaje de cepas promisorias

Asimilacion de

Cepa Tipo microbiol6gico aziicares OF Gas
1 AM2 Bacilo Gram - X, G, A 0] +
2 AM3 Bacilo Gram + X, G A OF +
3 AM5 Bacilo Gram + X, G, A OF +
4 AM7 Bacilo Gram + X, G, A OF +
5 AM9 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
6 AMI15 Bacilo Gram + X, G, A (0] -
7 AM20 Bacilo Gram + X, G A OF +
8 AM23 Bacilo Gram - X, G, A No OF +
9 AM25 Bacilo Gram + X, G, A No OF +
10 AM28 Bacilo Gram - X, G A No OF -
11 AMA48 Bacilo Gram + X, G A No OF -
12 AMA49 Levadura X, G, A No OF -
13  AMS51 Bacilo Gram+ X, G, A No OF +
14  AMS52 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
15 AMS53 Coco Gram + X, G A No OF -
16 AMS56 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
17 AM57 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
18 AMS58 Bacilo Gram + X, G A OF +
19 AM59 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
20  AMG60 Bacilo Gram + X, G, A No OF +
21  AM61 Coco Gram + X, G, A No OF -
22  AMG62 Bacilo Gram + X, G, A No OF +
23 AMG63 Bacilo Gram + X, G, A (0] +
24 AM64 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
25 AMG65 Bacilo Gram + X, G, A No OF -
26  AMG66 Bacilo Gram + X, G, A OF +
27  AM67 Coco Gram + X, G, A OF +
28 AMG69 Bacilo Gram + X, G A OF +
29  AM70 Bacilo Gram - X, G A OF +
30 AM71 Bacilo Gram - X, G A OF +
31 AM72 Bacilo Gram - X, G A OF +

5.4. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ETANOL

Las 11 cepas seleccionadas como promisorias, por su capacidad de usar las tres fuentes de

24

carbono probadas, mostrar capacidad para oxido-fermentar xilosa y producir gas, mostraron

tener la capacidad de producir etanol, algunas en mayor proporcién de acuerdo a los valores
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obtenidos mediante HPLC. Cepas como la AM7, principalmente, muestran una buena
produccion de etanol, sin embargo en el tiempo estos valores disminuyen, indicando esto la
posibilidad de que estén utilizando su producto, siendo ello una caracteristica no deseable
las cepas restan importancia. Existen dos cepas que muestra una produccion de etanol méas
constante en el tiempo, sin consumo hasta el tiempo evaluado, las cepas AM3 y la AM58
con valores no inferiores 0.84 mg/ml, lo que hace de ellas las de mayor importancia
(Figura 15).

190 - Produccion de EtOH en el tiempo

1,10 -

1,00 -

0,90 -

. —— AM7

0,80 N —— —8— AM20

0,70 - \\ —a— AM6G7
_E' o0 —¥%— AM70
E» 0,50 —o— AM3
T 040 - \ o
Q AM58
W 0307 AM66

0,20 - AM71

0,10 - AM72

0,00 r-\‘ L_% L L T T T T T T 1

20,10 T 612 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78

-0,20 -

-0,30 J Tiempo (h)

Figura 15. Valores obtenidos en la produccion de etanol hasta las 72 horas de fermentacion.

El consumo de sustrato es también una caracteristica importante a tener en cuenta, ya que
nos permite establecer una relacion de eficiencia en su conversion a producto (etanol)
(Figura 16). Esta relacion se establecié como un valor de rendimiento Yp/s (rendimiento
producto-sustrato), que indico cuanto etanol se produce a partir de una cantidad de sustrato

consumida, por lo que la cepa AM72 es la de mejor rendimiento y las cepas AM66, AM67
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y AMG69 tienen uno muy bajo, lo que hace de estas Gltimas las cepas menos confiables para
optimizacién del proceso fermentativo (Tabla 3). Mientras que aquellas que han sido
consideradas como mas importantes de acuerdo a su produccion de etanol presentan un

Y (p/s) de 0.030 y 0.031 respectivamente, valores que son bajos con respecto al rendimiento
tedrico (Yp/s = 0.51), posiblemente relacionados con las condiciones de fermentacién.
Valores que podrian ser mejorados realizando una exploracion en blsqueda de unas
condiciones mas Optimas para el desempefio de su maquinaria enzimética relacionada con
sus procesos metabdlicos. Ademas estas cepas AM3 y AM58, a diferencia de la mayoria,
muestran un baja produccién de biomasa en el tiempo (Figura 17) dando la idea de que el
sustrato utilizado esta mas dirigido a los productos de la fermentacion lo que las hace aln

mas especiales.

Produccion de etanol vs Consumo de xilosa
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Figura 16. Valores mostrados hasta las 72 horas de fermentacion, para consumo de xilosa y produccion de etanol que
llevan a establecimiento de sus valores Y (p/s).
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Tabla 3. Valore de rendimiento Y (p/s) para las cepas promisorias y valor tedrico para los 40g/L de xilosa usados en la

fermentacion

Cepa

Yp/s  Tedrico

AM3

AMbS

AMY7
AM20
AM58
AMG66
AMG67
AMG69
AMT70
AMT1
AM72

0,03
0,038
0
0,033
0,031 0.51

0,005
0
0
0,002
0,047
0,153

O

3,20E+08 -
3,00E+08 -
2,80E+08 -
2,60E+08 -
2,40E+08
2,20E+08
2,00E+08

8 1,80E+08 -

3

*® 1,60E+08 -
1,40E+08 -
1,20E+08 -
1,00E+08 -
8,04E+07 -
6,04E+07
4,04E+07 -
2,04E+07 -
4,00E+05 4

O

Crecimiento bacteriano

0 25 5 75 101251517,52022,52527,53032,53537,540 42,545 47,550 52,5

27 -

Tiempo (h)

—— AM72
—a— AM7
—— AM69
—¥— AM58
—0— AM3
AM70
AM71
AM5
—o— AM20
AM66
—— AM67

Figura 17. Biomasa producida hasta las 52 horas de fermentacion, muestra la baja produccién de por parte

de las cepas AM3 y AM58.
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Dada la importancia que han representado las cepas AM3 y AM58 en el proceso de
seleccidn, se encontrd que las cepas AM3 y AM58 estan ubicadas taxondmicamente dentro
del phylum proteobacteria y la clase gammaproteobaceria, mediante el analisis de las
secuencias de la region de ADN ribosomal 16S.

Los resultados obtenidos mediante HPLC confirman que el tamizaje ha sido efectivo en la
busqueda de bacterias fermentadoras de xilosa y productoras de etanol aunque los valores
producidos no sean altos. Mostrando ademas ser una técnica de buena sensibilidad para este
tipo de investigaciones.

En cuanto al conocimiento de la maquinaria metabdlica de estas bacterias, se hace
necesario iniciar la exploracion de las mejores condiciones en las cuales sus enzimas
trabajan para la produccion de etanol.

Dada la importante fraccion que representa la xilosa en los residuos agricolas, la evaluacion
del potencial de las bacterias para producir biocombustibles a partir de ellos ha tomando
gran importancia como estrategia en el desarrollo de las bioenergias. Las bacterias aisladas
en esta investigacion muestran un valor importante de un 32% como productoras de
bioetanol, aunque solo el 26% muestran un rendimiento considerable. Sin embargo estas
cepas pueden ser capaces de dar un valor agregado a los residuos agricolas, favoreciendo de
manera importante por el facil acceso a este recurso bioldgico que puede representar para
los productores e investigadores de los biocombustibles con condiciones de temperatura

favorables como las de estas bacterias mesofilas.

Esta investigacion, requiere el desarrollo de un disefio para la evaluacion del mejoramiento
en la basqueda condiciones para el rendimiento y/o acumulacion del metabolito secundario
de interés. Para lo cual se parte de que la fermentacién es un fenémeno biolégico
ampliamente conocido, en especifico la fermentacion alcohdlica cumple con el rol
biolégico de proporcionar energia bajo condiciones de anaerobiosis a los microorganismos
unicelulares (bacterias y levaduras) en ausencia de oxigeno para ello disocian las moléculas
de glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y CO,
como desechos consecuencia de la fermentacién. Los parametros de cultivo condicionan la

produccién de determinados metabolitos secundarios y el control de estos parametros
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permite direccionar la produccion en una direccién u otra. Entre los pardmetros mas
importantes podemos mencionar estan la temperatura, la concentracion de sustrato, el
potencial de hidrogeno, el tamafo del inoculo que entra a fermentacion, presencia de
fosforo (en forma de fosfatos) y otros cofactores y la concentracién de macro nutrientes

como el nitrégeno.

En el caso de particular de la fermentacion de la D-xilosa existen bacterias reportadas como
potenciales (Linko 1985; Rosenberg 1980; Skoog & Hahn-Hagerdal 1988.), entre las que se
destacan principalmente los anaerobios facultativos que incluyen Clostridium
thermosaccharolyticum, Clostridium acetobutylicum, Bacillus macerans, Aeromonas
hydrophila, Lactobacillus sp., Thermomonobacter ethanolicus, Thermoanaerobacter
ethanolicus, y los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Estos trabajos evaluan la
produccion de etanol por gramo de xilosa bajo determinadas parametros de cultivo sin
modificar las condiciones de cultivo, sin embargo no se abordan bajo una estrategia central
de disefio estadistico de experimentos, razon por la cual dichas productividades estan
alejadas de la zona de valores dptimos y lo mas importante no brindan informacion sobre
las interacciones que pueden existir entre esos parametros. Por ejemplo en levaduras los
niveles o concentracion de azlcar condicionan la produccion de biomasa o de etanol;
cuando el medio de fermentacion es rico en azucar (como el caso de los jarabes de glucosa
de las mieles de la cafia de azUcar), durante la fermentacion alcohdlica la supervivencia de
las levaduras se ve afectada porque los procesos de osmoregulacion se ven alterados
debidos a la alta concentracion de sustrato. No obstante, en lo anterior no existe una regla
porque en el caso de C. shehatae la produccion de etanol se ve disminuida
considerablemente cuando se cultiva por encima de 30°C o cuando la concentracién de
xilosa se incrementa (Preez, Bosch & Prior, 1986). Otro de los factores importantes en la
produccidn de etanol a partir de xilosa es la temperatura, se ha observado que valores que
favorecen la maxima productividad de biomasa y etanol no necesariamente favorecen la
acumulacion del etanol y que conforme se aumenta la temperatura los residuales de xilitol y
de xilosa se aumentan (Slininger et al. 1990) lo cual muestra que valores bajos de

temperatura favorecen la produccion y acumulacion especifica de etanol.



30

Teniendo en cuenta que las cepas AM3 y AM58 presentaron unos valores aceptables de
produccion de etanol, acumulacion de etanol, consumo de xilosa (Yp/s iguales o superiores
a 0,030 mg/mg) y que no consumen etanol en los tiempos de fermentacién evaluados se
pueden considerar promisorias dentro del conjunto de cepas nativas evaluadas. Por tal
razon se propone la profundizacion del presente trabajo evaluando el efecto de los
parametros de cultivo y la interaccion de los mismos sobre la produccion de etanol, para tal
fin se ha visto y demostrado que los disefios factoriales son los mas eficientes para este tipo
de experimentos. Los factores en consideracion son la concentracion de sustrato y la
temperatura, los cuales dentro de un esquema de disefio factorial permitiran investigar todas
las posibles combinaciones de los niveles de factores en cada ensayo completo realizado o
las replicas del experimento.

En especifico el disefio debe permitir encontrar si para determinados “t” valores del factor
Temperatura y “cs” niveles del factor Concentracion de sustrato, con sus replicas del
experimento conteniendo todas las combinaciones “t-cs” de los tratamientos existen valores
cruzados que permitan o favorezcan el aumento de la variable de respuesta concentracion
de etanol. Dicho aumento en la produccion de etanol sera medido como el efecto que tiene
el cambio del nivel del factor en la variable de respuesta. Este disefio permite ademas

determinar cudl es o cuéles son los efectos principales entre los factores evaluados.

6.1 PROPUESTA DE DISENO

El disefio que se plantea a continuacion (Tabla 4 y 5) permite tener el conocimiento mas
detallado de las cepas en estudio y permitira centrarse en determinados valores de los
factores para las evaluaciones de interés para el objetivo de la investigacion. De igual
manera permitira determinar la influencia de los factores temperatura (T) y Concentracién
del sustrato (CS) sobre la produccién de etanol saber cuéles influyen y como interaccionan
entre ellos, aproximarse al optimo, determinar cuales valores de los factores proporcionan

una mejor (entiéndase mayor) respuesta.



Tabla 4. Tabla de disefio de experimentos aleatorizada, disefio factorial ajustado a central compuesto

Orden Est Orden Corrida Pt Central

Bloques Temperatura

Concentracion de

sustrato
8 1 1 1 30°C 60 g/l
6 2 1 1 30°C 40 g/l
5 3 1 1 25° C 40 g/l
9 4 0 1 27,5°C 50 g/l
1 5 1 1 25° C 40 g/l
4 6 1 1 30°C 60 g/l
7 7 1 1 25° C 60 g/l
2 8 1 1 30°C 40 gl
3 9 1 1 25° C 60 g/l

Tabla 5. Tabla de disefio experimental

Corrida A
1 + +
2 + -
3 - -
4 0 0
5 - -
6 + +
7 - +
8 + -
9 - +

6. CONCLUSIONES
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En este trabajo de investigacion se obtuvo 8 bacterias que mostraron unos valores bajos con

respecto al rendimiento tedrico de 0.51g/g para la xilosa, y la bacteria aislada en este

trabajo de investigacion con mayor rendimiento fue la AM72 con un 32.2% con relacion al

tedrico.

Las dos cepas bacterianas AM3 y AM58 que no mostraron consumo de etanol en la

fermentacion no pasaron del 6.1% de rendimiento teérico.
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La cepa con mayor rendimiento fue la AM72, que mostré un 30% del rendimiento teorico,

disminuyendo su produccidon de etanol a las 72 horas.

Las cepas aisladas, particularmente AM3 y AM58 muestran la capacidad de producir
etanol, aunque en bajos rendimientos, en otras palabras poseen la maquinaria enzimatica
para producirlo. Esto las hace importantes para seguir investigandolas, mostrando ademas
que el suelo y los mismos residuos agricolas son una fuente importante para el aislamiento

de microorganismo con capacidad de metabolizar xilosa y producir etanol.

Las cepas AM3 y AM58 estan ubicadas taxondmicamente dentro del phylum

proteobacteria y la clase gammaproteobaceria.

7. GLOSARIO

MEDIOS DE CULTIVO
Se denomina medio de cultivo a todos aquellos sustratos sélidos, liquidos o semisolidos que

favorecen y permiten el desarrollo de los microorganismos en el laboratorio.

SIEMBRA

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra de un
microorganismo (indculo) en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo
microbiano, sea de bacterias o0 de hongos. Luego de sembrado, el medio de cultivo se
incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento. La siembra puede realizarse en
medio liquido, s6lido o semisolido, utilizando punta, asa, hisopo o pipeta estéril (American
Public Health Association, 1992).

CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO
Es un medio con los nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos, el cual se

encuentra en estado liquido. Habitualmente se realiza en tubos o en matraces. El
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crecimiento se puede manifestar por enturbiamiento, por formacion de velo o pelicula, o

por sedimento, no hay formacion de colonias.

CULTIVO EN MEDIO SOLIDO
Es un medio con los nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos, el cual se
encuentra en estado solido. Puede ser en tubos o placas. El crecimiento se manifiesta por la

formacion de colonias en superficie.

AISLAMIENTO

Aislar es separar un microorganismo a partir de una poblacion que los contiene de varios

tipos. En habitats naturales raramente encontramos a los microorganismos en cultivo puro
(un solo tipo de microorganismo), por lo tanto es necesario hacer algin procedimiento de
aislamiento para separar los distintos tipos de microorganismos presentes para luego asi

poder identificarlos.
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