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RESUMEN

La problematica de los combustibles, su agotamiento y
alto costo han incentivado a indagar sobre la obtenciéon
de energias alternativas como el biogas, biodiesel y
bioetanol, a partir de la hidrélisis de residuos
agroindustriales, contribuyendo de esta manera a la
biorremediacién.

En el presente estudio se cultivaron bacterias
anaerobicas termofilas aisladas de aguas termales de
la regidn altiplanica de Bolivia, mediante la técnica de
Hungate modificada, cultivo bifasico (métodos
tradicionales) [1],[2] y encapsulacién en alginato de calcio
(método no tradicional)[3]. Dos cepas cultivadas en
glucosa (2B) y xilosa (FT3) fueron seleccionadas. Las
actividades enzimaticas celulolitica y xilanolitica de las
cepas aisladas fueron 1 y 0.9 Ul/mL, y la produccién
de bioetanol fue de 0.25y 0.1 g/L, respectivamente. La
inmovilizacién de las bacterias en perlas de alginato
permite el incremento de la biomasa y mayor
rendimiento de produccién, facilitando. el uso directo
en la produccion de etanol o en la purificacién de
enzimas de interés industrial.

ABSTRACT

The problem of fuels, their exhaustion and high cost have
been considered enough reasons to investigate how to obtain
an alternative energy source such as biogas, biodiesel and
bioethanol, through the hydrolysis of agroindustrial residuals,
contributing this way to the bioremediation.

In this study were cultivate and isolated anaerobic thermophilic
bacteria isolated from thermal waters of Bolivian Andean
region, using Hungate modified Technique, Biphasic culture
(traditional methods) and Calcium Alginate Encapsulation (non
traditional method). 2B and FT3 consortia were selected by
cultivation in glucose and xylose respectively. Two enzymatic
activities were measured in both consortia. The cellulolytic
and xylanolytic activity of consortia were 1 and 0.9 Ul/mL
respectively. Ethanol production was 0.25 g/L and 0.1 g/L
respectively. The immobilization of bacteria in alginate beads
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allows the increment of biomass and high yield
ethanol production. These facts facilitate the direct
use in ethanol production or in purified enzymes of
industrial interest.

INTRODUCCION

La diversidad microbiana es una fuente importante
de productos y procesos biotecnolégicos ' Sin
embargo, los metodos tradicionales de cultivo de
microorganismos han limitado el analisis a aquellos
gue son capaces de crecer en condiciones de
laboratorio. Por tanto, uno de los retos mas
importantes de la microbiologia y biotecnologia
actuales es el estudio de toda esta diversidad 3*

Los procesos biotecnoldgicos se han enfocado en
las propiedades y ventajas que pueden proporcionar
los ambientes extremdfilos, dado que son estos los
que permiten llevar a cabo procesos industriales,
aportando datos importantes tanto para la ciencia
como para aquellas industrias que aplican estos
procesos con fines lucrativos. Es asi que las
bacterias anaerobias constituyen el principal grupo
de estudio para procesos, comao la produccion de
enzimas de interés industrial y ahora compuestos
que producen lo que se ha denominado bioenergia
como el biogas, bioetanol, y biodiesel como una
fuente alternativa ®.

Existe una gran demanda de productos y procesos
biotecnoldgicos por ejemplo, 10S procesos
catalizados por enzimas representan una alternativa
a los procesos quimicos convencionales, ya que se
produce en menor numero los subproductos, y
ademas porgque son procesos mas selectivos hacia
el producto de interés. La dependencia actual de
productos derivados del petroleo, y la tendencia a
la utilizacién de otras fuentes de carbono (menos
contaminantes) para obtener energia y productos
de interés farmacéutico, clinico y alimentario. Sin
embargo, el desarrollo de nuevos productos y
procesos esta limitado a las enzimas ya conocidas,
aproximadamente 4300 enzimas ya secuenciadas,
de las cuales 300 estan comercializadas ®.

Numerosas técnicas de cultivo han sido reportadas
para el aislamiento de las bacterias anteriormente
mencionadas, estos cultivos generalmente incluyen
varios métodos como el método PRAS de Hungate
7, que es bastante utilizado y permite un exitoso
aislamiento y cultivo, también se tiene el uso de
Jarras Gaspack, bolsas plasticas, y la“Camara de
guantes”. Los dos ultimos métodos son muy caros,
requieren equipamiento complejo, son lentos y se

usan para estudios de Flora Normal en laboratorios
altamente especializados. Sibien estos métodos son
efectivos, son muy laboriosos y requieren de mucho
tiempo. Por otro lado, Ultimamente se ha demostrado
que el uso del polimero Alginato de sodio 8, que
nos permite aislar a células y moléeculas por
encapsulacion, es asi que esta técnica también se
puede aplicar al aislamiento de bacterias viables no
cultivables en un ambiente anaerobio dandonos al
mismo tiempo la posibilidad de cultivarlos,
obteniendo de esta manera colonias a partir de una
Unica célula bacteriana.

Las enzimas celuliticas y hemiceluloliticas, tienen
gran interés industrial principalmente las celulasas
y xilanasas ya que tienen un importante rol en la
reduccion de compuestos clorados y didxido de cloro
en la industria del papel. La _-D-xilosidasa es uno
de los componentes enzimaticos del complejo
hemicelulitico, ampliamente distribuido en la
naturaleza este se emplea para la hidrolisis de
componentes que interfieren en la produccion de
vino, por otro lado esta enzima tiene sinergismo
tanto con las xilanasas y como las glucosidasas; es
asi que representan un potencial aplicacién en el
procesamiento de alimentos, y la produccién de
biocombustibles °.

En este estudio se aislaron cepas, de consorcios
que tienen actividad enzimatica y ademas producen
etanol, para el aislamiento se utilizaron tres métodos:
la Técnica de cultivo en tubos roller y la técnica de
cultivo bifasico (tradicionales), estos resultaron
eficaces para el aislamiento de cepas, y la Técnica
de Encapsulamiento en perlas de alginato calcico
{no tradicional) , a través de este método se pudieron
aislar cepas productoras de celulasas vy
hemielulasas, y etanol, con valores bastante altos
en comparacion con los anteriores métodos, es asi
que este método representa un potencial recurso
para la el asilamiento y cultivo de bacterias
anaerobias termdfitas.

MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras y condiciones de cultivo

Muestras de agua, lodo y tierra en la que se observo
materia organica en descomposicién fueron
recolectadas de ambientes geotérmicos de la region
altiplanica de Bolivia, cuya condicion climatica es
extrema.

Las muestras fueron cultivadas en viales de 100 mL
a una temperatura de 80° C y pH neutro en un medio
basal mineral que contiene Solucién 1 10ml/L (g/
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L): 100 NH,CI; 10 NaCl, 10 MgCl,.6H,0 , 5
CaCl,H,0, 200 K,HPO,3 H,0; Solucion 2 1mL/L (g/
L): 1.5 FeCl,.4H,0, 0.006 H_.BO,, 6.5 mL HCI 25%,
0,12 CoCl,.6H,0, 0,1 MnCl,.4H,O, 25
Na,MoO,.2H,0, 25 NiCl,.6H,0, 70 ZnCl, , 0,0015
CuCl,.2H,0, 0,0003 Na,SeO,, 0,5 NaOH; Solucion
3 30 mL/L (g/L): 85 NaHCO, el medio fue
suplementado con solucion de Vitaminas 10mL/L
(Biotina 1 mg, PABA 5 mg,B12 5 mg, Tiamina
10 mg, csp 1000 mL), como agente reductor se
utilizé sulfuro de sodio (10 % solucién), 2 mL/L 10;y
como fuente de carbono (10 - 20 %) se utilizaron
residuos agroindustriales como ser paja de trigo y
melaza de caha. El volumen del inoculo fue del 10%
del medio de cultive. En una primera etapa la fuente
de carbono fue paja de trigo y melaza de cana.

Una vez seleccionados aquellos consorcios capaces
de hidrolizar la paja de trigo y/o melaza se cultivaron
en medios mas especificos que contenian glucosa
0.5 % y xilosa 0,5 % como fuente de carbono en el
mismo medio basal mineral.

Para crear un ambiente de anaerobiosis, el aire
existente en los viales fue remplazado por gas
nitrogeno antes de la inoculacion. El crecimiento del
cultivo fue detectado a través de fa medicién de fa
densidad optica utilizando un espectrofotémetro a
una longitud de onda de 540 nm.

Cultivo y aislamiento de cepas
Técnica de Cultivo sélido en Tubos Roller

Consiste en una modificacién de la Técnica de
Hungate para anaerobios, para solidificar el medio
se agrega 3 g/l de agar-agar , el medio se dispersa
en las paredes de las botellas hasta que solidifique,
sobre este crecen colonias que después son
aisladas usando asas estériles. Este procedimiento
se repitié hasta obtener un solo tipo de colonia .

Cultivo Bifasico

El cultivo bifasico es usualmente utilizado para
hemocultivos. Se caracteriza por tener dos fases,
sélida y liquida. En la fase liquida se establece el
enriquecimiento del inoculo hasta observar un
aspecto lechoso. Luego de este tiempo, las botellas
se incubaron de forma horizontal permitiendo la
inoculacion en la fase sdlida para el ‘desarrollo
posterior de colonias individuales. Una vez
desarrolladas tas colonias estas fueron aisladas con
asas estériles y repicadas en medio liquido en un
ambiente anaerobico (camara de anaerobiosis).

Encapsulacion en perlas de alginato

Esta técnica fue desarrollada como una forma
alternativa para la recuperacion de bacterias
anaerobias viables no cultivables. La principal ventaja
de esta técnica es que nos permite aislar una especie
bacteriana en cada perla de alginato, la cual luego
puede ser cultivable. La técnica consiste
principalmente en mezclar 1 mL de alginato de sodio
1,5 % con 0.1 mL de la muestra previamente diluida.
La suspension-mezcla fue dispersada mediante goteo
con jeringa 27G en una solucién de cloruro de calcio
1,5 % en constante agitacioh para permitir la formacién
de las perlas 2. Una vez polimerizadas, las perlas se
trasladaron cada una a medio liquido con una fuente
de carbono adecuada para su desarrollo.

Determinaciones analiticas
Determinacion de la actividad enzimatica

Determinacién de celulasas y xilanasas por la
técnica de DNS (Jirovetz y Bucchbaver): El método
de DNS es utihzado para la determinacion de
endocelulasas y endoxilanasas y esta basado
fundamentalmente en la determinacion de presencia
de grupos carbonilos libres (C=0), de los llamados
azlcares reductores. Se basa en la utilizacion de
acido 3,5-dinitrosalicilico para producir la oxidacion
de los aztcares .

Determinacién de _ — D-glucosidasa y _ — D-
xilosidasa (Therese Hansson): Este método
determina las exocelulasas y exoxilanasas y
principalmente se define como: la unidad enzimatica
_ —D-glucosidasa y _ — D-xilosidasa es expresada
como la capacidad de liberar un _mol de p-nitrofenol
por minuto bajo condiciones estandarizadas *.

La produccion enzimatica se realizé en medio liquido
con fuentes de carbono especifico para ambos
casos.

Determinacién de proteinas totales

La determinacién de proteinas se realizd segun la
técnica de Lowry (1999), usando albumina sérica
bovina como estandar .

Determinacidn de la produccion de etanol

La determinacion de etanol se realizé en la fase
gaseosa mediante Cromatédgrafo de Gases Clarus
500, se utilizé la columna Elite 1, el horno a una
temperatura de 80° C , la temperatura de inyeccion
a 200° C, se uso el detector FID a una temperatura
de 250° C ( Alvarez et al. 2006).
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TABLA No. 1

MUESTRAS DE CONSORCIOS TERMOFILOS SELECCIONADOS DE ACUERDO A SU PRODUCCION
DE ETANOL Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS

MUESTRA ORIGEN SUSTRATO | Etanol g/L i (.:Tfl'}f/'f SORp ﬁ'ﬁﬂf"ﬁ“
A10 Laguna Chalviri Paja de trigo 0,01 90 470
Lsc Sol de mafana Paja de trigo 0,012 80 450
4K Aguas Termales Viscachani Melaza 0,008 460 100
A10 Laguna Chalviri Melaza 0,025 540 -
2B Aguas Termales Capachos Melaza 0,049 1030 -
Lsc Sol de mafana Melaza 0,031 391 -
Ft3 Aguas termales Potosi Paja 0.049 1125 560
FIGURA No. 1

CINETICA DE CONSORCIOS SELECCIONADOS REPICADOS EN MEDIOS ESPECIFICOS : A) CONSORCIO
2B EN GLUCOSA, B) CONSORCIO FT3 EN, C) CONSORCIO 2B EN XILOSA, D)CONSORCIO FT3 EN XILOSA;
CRECIMIENTO(_)CONSUMO DE SUSTRATO EN G/L (_), Y PRODUCCION DE ETANOL EN G/L (_).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Primera fase: seleccién primaria

Se seleccionaron aquellos consorcios que tenian la
capacidad de degradar la paja de trigo y/o melaza
de cafha, y que demostraron actividad enzimatica
endocelulasa y endoxilanasa, ademas de ello se
tomo en cuenta la produccion de etanol de forma
cualitativa Tabla No. 1.

Algunos estudios han demostrado que consorcios
extremdfilos son capaces de hidrolizar materia
cruda, asi mismo si bien estos dan valores altos de
actividad enzimatica y de produccion de etanol, éste
se ve inhibido por metabolitos secundarios
principalmente acidos grasos volatiles, que desvian
la ruta metabdlica hasta la produccion final de
metano'; en este estudio los consorcios
seleccionados si bien no mostraron una alta
actividad enzimatica y de produccion de etanol, no
mostraron la presencia de acidos volatiles.

Para una mejcr seleccién éstos fueron cultivados

en medics mas especificos como la glucosa y xilosa

de los cuales se seleccionaron dos consorcios. El
consorcio 2B en glucosa mostré una produccion
de etanol de 0,25 g/L. alcanzado a las 24 horas, asi
también el consorcio FT3 dio una produccion de 0,2
g/l en glucosa Figura No. 1, estos consorcios
mastraron mayor produccion de etanol cuando la
fuente de carbono es glucosa, en comparacién a
aquellos crecidos en xilosa.

FIGURA No. 2

CINETICA DE CEPAS ASILADAS MEDIANTE
CULTIVO BIFASICO CEPA FT3 XILOSA 2B:
CRECIMIENTO (_), CONSUMO DE SUSTRATO EN
G/L (), Y PRODUCCION DE ETANOL EN G/L ().

FIGURA No. 3

CINETICA DE CEPAS ASILADAS MEDIANTE TECNICA
EN TUBOS ROLLER FT3 XILOSA 1R: CRECIMIENTO
(L), CONSUMO DE SUSTRATO EN G/L (_), Y
PRODUCCION DE ETANOL EN G/L ().
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Aislamiento de cepas
Cultivo bifasico

Se aislaron 8 cepas de las cuales se seleccionaron
aquellas gue mostraron produccién de etanol Figura
No. 2. La produccion de etanol mas alta fue de 0,25
g/L alcanzada a las 50 horas. La ventaja de este
metodo es que permite un robustecimiento del
inoculo primero en su fase liquida, para luego se
puedan desarrollar colonias en su fase sdéiida.

Técnica en Tubos Roller

Se aislaron 10 cepas de las cuales se seleccionaron
aquellas que mostraron produccion de etanol Figura
No. 3. la produccidén de etanol mas alta fue de 0.21
g/L alcanzada a las 120 horas.

Este método permite el desarrollo de las colonias
de forma atrapada en el agar-agar asegurando de
alguna forma las condiciones de anaerobiosis, sin
embargo dado que la muestra es mezclada con el
agar-agar a una temperatura muy alta las bacterias
pueden sufrir lesiones 0 morir.

Encapsulacién en perlas de alginato

El encapsulamiento de células hoy en dia es una
técnica bastante utilizada ya que esta puede permitir
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un mayor desarrollo de biomasa, una de las razones
es que confiere proteccion a las células , por ejemplo
en tratamientos para la remocion durante la

biodegradacion de gasolina o petrdleo '3, por otro

lado al incrementar la biomasa se incrementa la
produccion enzimatica, comparada con un cultivo
de células libres en suspension, el cultivo
encapsulado incrementa hasta dos veces mas la
produccion'

En este estudio se aislaron 22 cepas del consorcio
FT3 enxilosa, lainmovilizacion de las células mostrd
mayor produccién de 0,73 g/L de etanol Tabla No.
2; triplicando los valores conseguidos, mediante las
Técnicas de cultivo bifasico y la Técnica en Tubos
Roller, técnicas tradicionales de aislamiento para
anaerobios estrictos.

CONCLUSION

Existen varias razones para conducir
la busqueda organismos con un
crecimiento a altas temperaturas
que al parecer son insignificantes en
la ecologia basica microbiana, el
estudio de estos nos puede llevar a
el descubrimiento de taxonomias
interesantes poco comunes, y asi
también nos brindan datos
interesantes sobre la evolucion
microbiana, ademas las aplicaciones
usuales para la enzimologia
industrial. En nuestro pais existen
bastas regiones con dichas
caracteristicas por lo que es
necesario llevara acabo este tipo de
estudios.

El uso del bioetanol como energia
alternativa, seguramente puede
mejorar los ingresos de los
productores de agroindustrias,
ademas crear nuevos puestos de
empleo en el campo, ya que los
residuos agricolas representan mas
del 20% de la produccién total estos
al ser utilizados no representaria una
perdida para los productores.

El aislamiento vy cultivo por
inmovilizacion de ceélulas es en la
actualidad una de las técnicas mas
atrayentes debido a que se puede
incrementar la concentracién de
biomasa y por lo tanto incrementar

TABLA No. 2

CEPAS AISLADAS DEL CONSORCIO FT3 EN
MEDIO BASAL CON XILOSA (0.5 G/L)

1 12 0,23
2 13 0,00
3 14 0,20
4 15 0,06
5 16 0,00
6 17 0,08
7 18 0,01
8 19 0,00
9 20 0,00
10 21 0,08
ih 22 0,00
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la productividad. La separacién de productos de
células inmovilizadas es mas facil comparada con
sistema de suspension de ceélulas; ademas la
inmovilizacion de células puede permitir un proceso
continuo de cultivacion y aislamiento, por otra parte
también la inmovilizacion es una estrategia de
proteccion de las células, existen diferentes técnicas
para inmovilizar células se puede usar polisacaridos
0 atrapamiento en distintos geles.
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