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RESUMEN

Nombre: I.I1.A. Leonel Ignacio Blanco de la Cruz Fecha de graduacion: Junio,
2016

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Quimicas

“BIO-CONVERSION MICROBIANA DEL GLICEROL POR MICOORGANISMOS
TERMOTOLERANTES AISLADOS DEL NORESTE DE MEXICO”

Numero de paginas Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con orientacidén en
Microbiologia Aplicada.

Area de Estudio: Microbiologia Ambiental Aplicada

Propodsito y Método de Estudio: Utilizar el glicerol considerado como un
producto secundario durante la produccidon del biodiesel, para generar
productos con alto valor agregado, mediante la utilizacibn de cepas
termotolerantes capaces de llevar a cabo su oxidacidon a temperaturas
elevadas. Actualmente existe una gran cantidad de este subproducto gracias al
incremento que han tenido las biorefinerias. Para la obtencion de estas cepas
se realizd un muestreo en aguas termales de la comunidad de Espinazo NL.
Obteniendo 2 cepas de las 14 muestras recolectadas, que crecieron a una
temperatura de 60°C. Siendo de gran interés para fermentaciéon que tiene como
objetivo utilizar una temperatura de 50°C y llevar a cabo la oxidacién del
glicerol.

Conclusiones y contribuciones: Se logré aislar de aguas termales una cepa
que demostré la capacidad de oxidar el glicerol a temperaturas de 50°C vy
producir Dihidroxiacetona (DHA) durante la fermentacion, el producto se
identificd por medio de espectrofotometria infrarroja y se logré su cuantificacién
a través de la utilizacién de un agente cromogénico. Por otro lado, las cepas se
lograron identificar por técnicas moleculares con la amplificacion de la
secuencia del gen 16s rARN las secuencias se analizaron mediante el
programa BLAST donde se comprobd que pertenecen al género Bacillus
licheniformis, estas bacterias tienen la capacidad de producir enzimas como
proteasas y amilasas con gran actividad a temperaturas de 65°C a 70°C que
son de gran interés en la industria para la produccién de detergentes.



ABREVIACIONES Y SiMBOLOS USADOS

AG Acido glicérico

DHA Dihidroxiacetona

ADN Acido desoxirribonucleico
PET Poliextremotolerante
2,4-DNFH Dinitrofenilhidrazina

RCG Reactivo cromogénico
pH Potencial hidrégeno

GYC Medio selectivo



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo Pagina
1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES......cccceeeiiiiiiiimrrnnnnnnnneeeeeeeeeeeeeens 1

1.1 Produccion de Biodiesel............coieiiiii 1

1.2 Glicerol como producto secundario.............cooevieiiiiii i 2
1.3 Caracteristicas del glicerol...........cooiii i 4
1.4 Conversion de gliCerol....... ..o 4
1.5 OXIdaCiON QUIMICA. ....ueee e e ae s 5
1.6 Oxidacion biotecnoldgica...........c.oieiiiii 8
1.7 Bacterias @CltiCas. .........ouiie i 10
1.8 Microorganismos termotolerantes................coooiiiiiii i 10
1.9 Enzimas termoestables. ... ... 11
2 JUSTIFICACION. ... e s s s e s s e s s e s e s s e s e s an e 13
2.1 JUSHIFICACION. ... 13
S HIPOTESIS Y OBJETIVOS.......cuiiiiiiiiiirre s e s s s s s e e e 15
1 HIPOIESIS. . 15
3.2 ObjJetivVo geNEral. .. ... 15
3.3 Objetivos SPECIfiCOS. .. ..uei i 16
4 MATERIALES Y METODOS.......cootuuiieieiiirineeeeeeeeennne e e s e e eessnnnnannnnnns 17
4.1 Material DiolOgICO. ... o 17
4.2 Material QUIMICO. ... ... 18
4.3 EQUipo de 1aboratorio. .........o.ouiuiei i 19



4.4 Muestreo microbiolégico de bacterias termotolerantes........................... 20

4.5 Muestreo de bacterias acéticas...........ccooviiiiiiiii i 21
4.6 Aislamiento de MiCroorganiSMOS. .........ouiuiiie i ees 22
4.7 Crecimiento de las muestras termotolerantes recolectadas..................... 23
4.8 Crecimiento de cepas termotolerantes en medio minimo........................ 24
4.9 Crecimiento de bacterias acéticas...........cocvviiiiiiiiiiiiiie 25
4.10 Crecimiento de bacterias acéticas sobre etanol....................cooiii. 26

4.11 Prueba de crecimiento a diferentes temperaturas en cepas recolectadas.26

4.12 Conservacidn de cepas recolectadas...........cocovviiiiiiiiiiiiiii i, 27
4.13 Curva de crecimiento en cepas termotolerantes aisladas....................... 28
4.14 Curva de crecimiento a diferentes temperaturas a cepas termotolerantes

AISIAAAS. ... 28
4.15 Proceso de OXidacion...........cuiiiiiii i 29
4.16 Comprobacion de la oxidacién con cepas ESP 01 Ay ESP 01 F............. 29
4.17 Oxidacion del glicerol con bacterias acéticas...............coooviiiiiiiiiinnn, 30
4.18 Comprobacion de la oxidacion con bacterias acéticas.......................... 31
4.19 Método de purifiCacion...........cooeiiiii i 31
4.20 Curva de calibracion patron DHA.........ooi e 31
4.21 Cuantificacion de la DHA. ... 32
4.22 Pruebas bioqQUIMICaSs. ........oiiiii i 32
4.23 Identificacion MOIleCUIar......... ..o 33
5 RESULTADOS y DISCUSION.........uuiiiiiiiiiiieeeeeecieecee e e e ee e e eeee e eenaes 35
5.1 Aislamiento de cepas termotolerantes recolectadas............................... 35
5.2 Aislamiento de bacterias acetiCas...........cooeiivuiiiiiiiii 36

5.3 Crecimiento de las bacterias presentes en las muestras de aguas

OIMaAlES . oo, 38
5.4 Crecimiento en medio MiNimMO. .....ooiirei e e, 38
5.5 Crecimiento de bacterias acetiCas. ........oouueee e, 39



5.6 Crecimiento de bacterias acéticas sobre etanol.............ccooviiiiiiiiiii... 39

5.7 Proceso de crecimiento a diferentes temperaturas en cepas recolectadas

....................................................................................................... 40
5.8 Conservacion de cepas aisladas. ...........cooviiiiiii i 41
5.9 Curva de crecimiento en cepas aisladas.............coooviiiiiiiiiiiiiiicie, 41
5.10 Curva de crecimiento a diferentes temperaturas.................coooiiiiiinins 42
5.11 Proceso de oxidacién con cepas termotolerantes aisladas.................... 44
5.12 Comprobacion de la oxidacion por bacterias termotolerantes................. 45
5.13 Comprobacién de la oxidacion con bacterias acéticas........................... 47

5.14 Comprobacién de la presencia de la DHA por Cromatografia en Capa Fina

....................................................................................................... 48
5.15 Curva de calibracién para la cuantificacion de DHA............................. 52
5.16 Cuantificacion de la DHA. ... 53
5.17 Pruebas bioquimicas en cepas ESP 01 Ay ESPO1 F.........coooiiiinnn. 57
5.18 Identificacion molecular...............oooiiii i 58
5.19 Identificacion a nivel €SpecCie...........ouiiiiiiiiii 60
6 CONCLUSIONES. ..ottt s e s e e r e e e e e e nen 63
B.1 CONCIUSIONES. ...t eeas 63
7 PERSPECTIVAS. ... 65
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cooi i 66



iNDICE DE TABLAS

Tabla Pagina
1. Derivados del AG por oxidacion quimica.............ccccoviiiiiiiiiiieieennns 6
2. Funcion y derivados del AG por oxidacion biotecnoldgica..................... 8
3. AplicacionesyusosdelaDHA. ... ... 9
4. Aplicaciones industriales de enzimas termoestables.......................... 12
5. Identificacién en muestras de aguas termales ...............c.cooiiiiini 20
6. Composicion del medio PET ... 23
7. Composicidon medio minimo ¢/gluCoSa ........ccvivieiiiiiiiiiiiiieieeeae 25
8. Composicion medio minimo c/glicerol...............coooiiiiiiiii, 25
9. Medio selectivo para el crecimiento de bacterias acéticas................... 25
10. Composicién del medio Frateur para el crecimiento en etanol.............. 26
11.Resultado de las pruebas bioquimicas.............ccocoiiiiiiiiiiii 58

\



iNDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Representacion quimica del proceso de transesterificacion................... 2
2. Estructura quimica del glicerol............cooooiiiiii 4
3. Obtencion de acido glicérico por oxidacion quimica............c..cceeveennne. 6
4. Representacion a de la oxidacion quimica del glicerol en DHA.............. 7
5. Ruta metabdlica de bioconversion DHAYAG ..., 9
6. Ubicacion de la zona de muestreo.............oooviiiiiiiiiiiiii e 21
7. Coordenadas del mercado mesén estrella................oooooiiiiiiiiiii. 22
8. Morfologia microscépica de la bacteria clasificada como ESP0O1 A donde

se observan bacilos cortos Gram positivo ...........cocviiiiiiiiiii, 35
9. Morfologia microscépica de la bacteria clasificada como ESP01 F donde
se observan bacilos cortos Gram posSitivo ...........coviiiiiiiiii, 36
10.Crecimiento de bacterias acéticas en medio selectivo GYC ............... 36

11.lmagen que representa el crecimiento de bacterias acéticas
contaminadas con 1evaduras ...........c.oouiuiiiiii 37

12.Bacterias acéticas después de la purificacion en la se observan bacilos

COrtos Gram NEQGatiVOS ........ouiiiiii e 37
13.Ilmagen representando el halo claro formado por las bacterias acéticas

Acet 1 halo izquierdo y Acet 2 halo derecho .........cccovviiiiiiiiiiinnnns 39
14.lmagen representando el halo claro formado por las bacterias acéticas

Acet 3 halo izquierdo y Acet 4 halo derecho...............ccooeiiiiiiiii, 40
15. Gréfica de la curva de crecimiento @ 30°C...........cooiiiiiiiiiiiiiieee, 42

16.Curva de crecimiento de la cepa ESP 01 A a diferentes temperaturas...43
17.Curva de crecimiento de la cepa ESP 01 F a diferentes temperaturas...44

18. Determinacién de la cetona presente en el medio de fermentacién donde
se observa un precipitado de color naranja suspendido en el medio ....46

19.Reaccion de la 2,4-DNFH con la cetona presente por la oxidacion....... 46

VI



20.Representacion de la oxidacion del glicerol con bacterias acéticas....... 47
21.Cromatografia en Placa Fina del producto obtenido por las cepas........ 48

22.lmagen en la que se observa las fracciones obtenidas durante la
purificacion de la DHA enlosvialesS 6y 7......c.coiviiiiiiiiiiiiiiiiiie, 49

23.FTIR de la oxidacién del glicerol con la cepa ESP 01 A. Intensidad de
una banda presente entre el rango 1600-1720

24.FTIR de la oxidacion del glicerol con la cepa ESP 01 F. Intensidad de
una banda presente entre el rango 1600-1720

............................................................................................... 51
25.FTIR del glicerol utilizado como control .............ccooiiiiiiiiiiienes 51
26.Espectro FT-IR representativo de un carbonilo .......................oooeil. 52
27.Curva de calibracion DHA y ecuaciénde larecta ...........ccooeveieieinnn. 53

28.Produccion de DHA con la cepa ESP 01 A con respecto al tiempo........56
29.Produccion de DHA con la cepa ESP 01 F con respecto al tiempo .......57
30.Comprobaciéon del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa ...... 59

31.Comprobacion de la amplificacion 16s rARN mediante electroforesis en
€1 dE AQAI0SA . vuuiiii e 60

Vil



Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Produccion de Biodiesel

Actualmente se estan desarrollando nuevas formas y métodos para la
contribucion al cuidado del medio ambiente, con el fin de disminuir la
contaminacion de gases de efecto invernadero en el mundo, con esto se busca
la disminucion en la utilizacion de combustibles derivados del petroleo,
implementando con ello la utilizacibn de energia proveniente de fuentes
naturales renovables que puedan sustituir estos combustibles. Se ha
determinado que los ésteres metilicos de acidos grasos muestran grandes
aplicaciones potenciales como sustitutos del diésel, siendo denominado
biodiesel (Vicente, Coteron, & Martinez, M., Aracil, 1998). Entre los principales
problemas asociados a la manufactura de los biocombustibles se encuentra su
alto costo de produccién, problema que puede ser reducido si los subproductos
de estos procesos se convierten en productos de alto valor agregado (Almeida,
Favaro, & Quirino, 2012). Otra desventaja es la gran acumulaciéon del
glicerol,(Black & Nair, 2013) subproducto generado por la produccion del

biodiesel que provocaria una disminucién de precio en su adquisicién y el cierre

1



de empresas productoras de glicerol. En lo anterior radica el gran interés en
producir productos quimicos a partir de estos subproductos (Z. C. Hu, Zheng, &

Shen, 2011).

1.2.- Glicerol como producto secundario.

El glicerol es obtenido como un producto secundario generado durante la
produccién del biodiesel, especificamente en la reaccidon de transesterificacion
de los triglicéridos al reaccionar con un alcohol de cadena corta como el
metanol en un medio con un catalizador base como el hidroxido de sodio
(NaOH) produciendo ésteres alquilicos de &acidos grasos (figura.1) (Zapata,
Martinez, Arenas, & Henao, 2007), siendo estos extraidos de las semillas
oleaginosas y de las palmas aceiteras. Las semillas mas utilizadas para la
elaboracién de este biocombustible por su alto contenido en triglicéridos son: la

semilla de girasol, la colza y la soja (Vicente et al., 1998).

CH; CHs CHs
CH,—CH—CH, | | I
| | | CH, CH; CHs
o o o — | I CH,"CH—CH,
0=C 0=C o=? D_‘|: O_‘ls D_(I: OH OH OH
R R, Rs | | | Glycerol
Triglycerides R1 R2 Rs

Ethyl esters (Biodiesel)

Fig. 1 Representacion quimica del proceso de transesterificacion (da Silva,

Mack, & Contiero, 2009)



Otra forma de obtencidon mas compleja y que a su vez contribuye con el cuidado
del medio ambiente es a través de la reutilizacion de aceites usados en las
empresas restauranteras. Aceites que requieren de un proceso mas amplio por
su alto contenido de residuos y humedad. Dichos aceites son sometidos a un
proceso previo de filtracién y esterificacion para la obtencidn de los triglicéridos
que finalmente son sometidos al proceso de transesterificacion para la
produccién del biocombustible, proceso que se ha incrementado en los ultimos

anos (Zhang, Dubé, McLean, & Kates, 2003).

A raiz del aumento en la produccién del biodiesel, atribuido por el crecimiento
paulatino de las biorefinerias que poco a poco se han extendido en diferentes
paises del mundo, se tiene como resultado un aumento considerable de
glicerol, que estd siendo utilizado como un producto secundario, atractivo y
valioso para la obtencion de productos quimicos, los cuales puedan llegar a
tener un alto valor agregado a la produccion de estos biocombustibles (Habe,
Shimada, et al., 2009). Con esto se impulsa la utilizacion del glicerol y sus
derivados en la produccién del biodiesel quedando en un futuro como productos
primarios, con los que se logre minimizar los costos de adquisicion de
biocombustibles promoviendo asi su utilidad y contribuyendo con la disminucidn

de contaminantes atmosféricos.



1.3.- Caracteristicas del glicerol

El glicerol (1,2,3-Propanotriol) o glicerina como es comunmente conocido
con formula molecular (CsHsOs), es un polialcohol (figura 2), perteneciente a la
familia de alcoholes con tres grupos hidroxilos, es un liquido cristalino viscoso
de sabor dulce, soluble en agua e insoluble en solventes, teniendo una

densidad aproximada de 1.26 g/ml (Ferrero, Rosa, & Veneciano, 1994).

HD/\I/\DH

OH

Figura 2. Estructura quimica del glicerol (Katryniok et al., 2011)

El glicerol es utilizado para la fabricacion de productos en las industrias
quimica, farmacéutica, y alimenticia por sus propiedades como edulcorante,
saborizante, humectante y conservante siendo metabolizado como un

carbohidrato (Ferrero et al., 1994).

1.4.- Conversion de glicerol.

La conversion del glicerol es realizado a través de la aplicacion de métodos
quimicos y biotecnoldgicos con los que se logra la oxidacion de los grupos

hidroxilos, dando como resultado la obtencién de productos quimicos que son



de gran interés para diferentes industrias (Habe, Fukuoka, Kitamoto, & Sakaki,

2009b).

Ambos meétodos se han estado explorando cada vez mas en las ultimas
décadas con la finalidad de mejorar y optimizar los procesos, haciendo mas
selectiva la obtencion de estos productos, actualmente se esta estudiando la
aplicacién de catalizadores de Au, Pt y Pd, con los que se busca obtener
resultados mas especificos, que demuestren ser mas eficiente en la seleccion

de los productos quimicos de interés (Sproge et al., 2013).

1.5.- Oxidacion quimica

La obtencién de productos mediante la oxidacion quimica (figura 3) esta
buscando la aplicacién de catalizadores mas especificos en cada uno de sus
métodos ya que durante la oxidacidn de sustratos suelen desarrollarse
subproductos no deseados haciendo més costosa su purificacion (Sproge et al.,
2013). Actualmente se busca la oxidacion dirigida hacia los grupos hidroxilo
primarios logrando producir acido glicérico (AG) (tabla 1). Mientras que de la
oxidacion de los grupos hidroxilos secundarios se logra la obtencion de la
dihidroxiacetona (DHA) figura 4, por otra parte al ser oxidados los tres grupos
hidroxilos se obtiene acido cetomaldnico (o mesoxalico) (Schultz, de Souza, &

Damaso, 2014).



O

|
H DJ'\!/\DH
PUC or PdIC OH CeBiPd/C
Glyceric acid (GA)
&
CeBiPt/Cor Pt/Ce0,
HO CH
S OH
Glycerol \ & 5 / Tartronic acid (TA)

|
CeBiPU/C HDJ\’%\DH BiPUC

o]
Mesoxalic acid (MA)

Figura 3. Obtencidn de acido glicérico por oxidacion quimica (Katryniok et al.,

2011)

Tabla 1.Derivados del AG por oxidacion quimica (Habe, Fukuoka, Kitamoto, &

Sakaki, 2009a)

Derivado de AG. Funcién
Sal de amonio cuaternario a Agentes acondicionadores de tejidos
base de AG
Monoalquil glicerato Surfactante
Fosfolipido basado-AG Fosfolipido analogo
D-Glicerato sal Aceleracion de la oxidacién etanol y
monohidratada emicélcica acetaldehido



Estudios recientes demostraron que al utilizar nanoparticulas de oro soportados
sobre catalizadores acido-base es posible obtener un porcentaje mayor de 1,3
dihidroxiacetona, ya que durante la oxidacién de este producto es comun que
se obtenga un porcentaje de acido glicérico durante la oxidacién catalitica del

glicerol (Yuan, Gao, & Xu, 2015).

Por ejemplo, la aplicacion de una mezcla compleja de sales de sulfonato
metales Mg-Al y una capa doble de hidréxido, en donde el Cu (Ill) y el Cu (Il) de
la mezcla intercalada promovieron la activacién del H202 proporcionando una
mayor oxigenacion para la oxidacién del glicerol en dihidroxiacetona (DHA)

(Luo, Li, Zhao, Wang, & Xiao, 2015).

OH
Oxidation DH\A/DH Oxidation

in basic media in acidic media
AV ypvc
0

t3'\/1\/ o —— HD\)k/D“

interconversion

Figura 4. Representacion de la oxidacién quimica del glicerol en DHA

(Katryniok et al., 2011).



1.6.- Oxidacion biotecnoldgica

Los investigadores dia con dia estan en la constante busqueda de
microorganismos que tienen la capacidad de crecer en una gran diversidad de
ambientes extremos, buscando la presencia de enzimas que puedan tener el
potencial de ser sometidos a los procesos de bioconversion mostrando
cualidades biocatalitica de oxidacion mas especificas con respecto a los
procesos quimicos (Demirjian, Moris-Varas, & Cassidy, 2001). Ejemplo de ello
es la oxidacion del glicerol (figura 5), proceso innovador para la bioconversion
del sustratos en derivados quimicos mediante la aplicacion de microorganismos
del género perteneciente a las Acetobacterias. Dentro de la obtencién de
productos se pueden mencionar el acido glicérico (tabla 2) y la dihidroxiacetona
(tabla 3) que son producidos por las bacterias bajo condiciones aerobias, y
hasta ahora sélo se han determinado cepas como Gluconobacter sp.,
Acetobacter sp., y Gluconacetobacter sp. (Figura 5) las cuales han demostrado
tener la capacidad de oxidar el glicerol para producir estos derivados (Sato et
al., 2013) (Z. Hu, Liu, & Zheng, 2010).

Tabla 2.-Funcién y derivados del AG por oxidacién biotecnolégica (Habe,

Fukuoka, et al., 2009a).

Derivado de GA Funcion

Acido glicérico Estimulante del higado y de la actividad
colesterolitica

Dialquil glicerol. actividad antitripsina




En la Tabla 3 se resumen algunas aplicaciones la DHA.

Tabla 3 Aplicaciones de la DHA (Stasiak-Rzska, Bazejak, & Gientka, 2014)

Aplicacién en la Funcion
Industria
Alimentos Edulcorante en sustitucion de la glucosa para
productos dirigidos a personas con problemas
diabéticos
Cosmética Principal ingrediente activo en el cuidado de la piel en

los productos de bronceado

Farmacéutica Para la elaboracion de farmacos, en medicina para el
tratamiento de vitiligo y en otros de sus multiples usos
es utilizado contra la intoxicacion con cianuro

0 OH CH OH
o M _oH —222_ no_JL_on 2, HG\/kn,H ----------- , HO\)}rUH
Glycarol Aleohol Aldahyda
dehydrogenase dehydrogenasa 0] dehydrogenase o
(mADH)
Dihydroxyacetona Glycaradl Glyceraldehyda Glyceric acid
(DHA) (GA}

Figura. 5 Ruta metabdlica de obtencién DHA y AG por Gluconobacter spp (Sato

et al., 2013)



1.7.- Bacterias acéticas

Este tipo de bacterias generalmente son encontradas en frutos, jugos y
vinagres, las bacterias utilizan estos azucares y alcoholes que son oxidados de
manera incompleta produciendo metabolitos de acidos organicos que son
excretados en el medio (Mas, Torija, Garcia-parrilla, & Troncoso, 2014).
Bacterias del acido acético son aerobios obligados Gram negativos que
muestran oxidacion eficiente (Claret, Salmon, Romieu, & Bories, 1994) de una
amplia gama de sustratos mediante numerosas enzimas deshidrogenasas y
oxidoreductasas (Habe, Fukuoka, et al., 2009b). Estas enzimas se encuentran
en la membrana celular realizando sus actividades en el espacio periplasmico
con el centro activo hacia el exterior. De ahi que los metabolitos producidos por
la oxidacion parcial de los sustratos como azucares y alcoholes utilizados en la
fermentacién siendo excretados hacia el exterior de la célula quedando
disueltos en el medio transformados en productos como aldehidos y cetonas

(Keliang & Dongzhi, 2006).

1.8.-Microorganismos termotolerantes

Los microorganismos estan presentes en diferentes ambientes, por lo que
existe una gran diversidad de bacterias que estan en constante evoluciéon, hoy
en dia existe un gran interés por descubrir nuevas cepas de microorganismos
termotolerantes y termdéfilos con enzimas capaces de soportar procesos a
elevadas temperaturas. Estas enzimas son de gran interés para la industria y el

comercio con el objetivo de reducir costos y hacer mas eficientes los métodos

10



de produccién (lbrahim, Zhu, Yusef, Isnaeni, & Limdheh Hong, 2013)
Actualmente existe una nueva clasificacidon dentro de este grupo termofilicos
que crecen a una temperatura Optima de 45-70°C como lo son Bacillus
acidocaldarius y Bacillus stearothermophilus (Fallis, 2013). Ademas existen
microorganismos termofilos extremos como: Pyrococcus furiosus, Thermotoga
maritima, Sulfolobus solfataricus que se encuentran en gran variedad de
ambientes extremos en localidades termales, desiertos y regiones volcanicas
que han sido de gran avance para la biotecnologia (Frock & Kelly, 2012).
Ejemplo mas conocido de sus aplicaciones se encuentra la Tagpolimerasa de
Thermus aquaticus, enzima que vino a revolucionar la biologia molecular con la
amplificacion del acido desoxirribonucleico (ADN) mediante la utilizacion de la
PCR, técnica que en la actualidad cuenta con un sin numero de aplicaciones
que van desde la identificacion genética, hasta poder detectar virus y bacterias
presentes en enfermedades genéticas del ser humano. Desde su
descubrimiento se ha buscado la manera de mejorar y perfeccionar su uso (T.

Chen & Romesberg, 2014)

1.9.-Enzimas termoestables

Las enzimas que han sido aisladas de estos microorganismos presentan
caracteristicas Unicas, principalmente la capacidad de resistir y funcionar en
ambientes con altas temperaturas, por lo que les permite ser utilizadas como un
modelo para el disefio y la construccion de proteinas con nuevas propiedades
que son de interés para la industria (Niehaus et al., 1999) La estabilidad
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estructural de las enzimas en los microorganismos termofilos extremos los
convierte en candidatos atractivos para la ingenieria de proteinas (Frock &
Kelly, 2012). Una ventaja extremadamente valiosa que tienen las enzimas de
microorganismos termdfilos es que son mas estables a temperaturas
convencionales que las enzimas de microorganismos mesofilos, esto contribuye
evitando la contaminacion con otras bacterias durante los procesos. Otra
ventaja en los procesos a elevadas temperaturas incluye un alto porcentaje
de reaccidn debido a un descenso de la viscosidad y un aumento en el
coeficiente de difusién de los substratos los cual tiene efectos positivos para
las fermentaciones (Kikani, Shukla, & Singh, 2010) . En la Tabla 4 se muestran

algunas enzimas termoestables con aplicaciones industriales.

Tabla. 4 Aplicacion industrial de enzimas termoestables (Demirjian et al., 2001)

Habitat Enzimas Aplicaciones
Altas temperaturas Amilasas Glucosa, Fructuosa para los
edulcorantes
termofilos Xilanasas Blanqueo de papel
moderados
(45-65 ° C)
Termdfilos Proteasas Cerveza y detergentes
(65-85 ° C)
Hiperterméfilos ADN Polimerasa Ingenieria genética
(<85 ° Q)
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CAPITULO 2

2.1.-JUSTIFICACION

En el presente proyecto se busca la utilizacion de un subproducto generado
durante la produccién del biodiesel obtenido a través de fuentes naturales, el
residuo es denominado glicerol, en la actualidad se estima que para este 2016
se lograra una produccion de 37 mil millones de galones de biodiesel lo que
generaria aproximadamente 4 mil millones de galones de glicerol como residuo
de la produccién de este biocombustible.(Garlapati, Shankar, & Budhiraja, 2016)
El gran interés es la contribucién que existe en producir productos de alto valor
derivados del glicerol, ya que de no poner atenciéon en este subproducto se
estaria considerando como un contaminante y para reducir esta expectativa lo
ideal es seguir en la busqueda para la obtencidén de productos quimicos con un
alto valor agregado, que son de gran interés en la industria quimica,
farmacéutica, cosmética, asi como también en la industria de pinturas y
alimentos. Basado en esto se busca una reduccién de costos en los procesos

para la elaboracion de estos biocombustibles
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El método a utilizar es un proceso biotecnolégico descrito como un proceso
amigable con el ambiente en donde se tiene como objetivo utilizar
microorganismos termotolerantes ya que estos ofrecen cada vez mayores
ventajas para los procesos biotecnoldgicos, debido a que contienen enzimas
que actuan como biocatalizadores realizando bioconversiones de sustratos a
temperaturas elevadas demostrando gran resistencia y estabilidad a la
desnaturalizacién, llegando a proporcionar resultados eficientes en la obtencion

de productos, generados con mas rapidez y una mayor eficiencia.

Basado en esto, se busca utilizar el glicerol como sustrato durante la
fermentacién con microorganismos termotolerantes a una temperatura de 50°C,
obteniendo una mayor solubilidad del sustrato facilitando con esto su oxidacion
durante el proceso esperando la obtencion de productos quimicos con un alto

valor agregado.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1.-Hipétesis.

Los microorganismos termotolerantes aislados del noreste de Meéxico

pueden llevar a cabo la oxidacién del glicerol.

3.2.-Objetivo General.

Realizar la biotransformacién del glicerol a elevadas temperaturas mediante

bioconversion microbiana utilizando microorganismos termotolerantes.
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3.3.-Objetivos Especificos.

1.- Seleccionar el microorganismo de interés.
2.- Realizar la oxidacién microbiana del glicerol
3.- Purificar el producto de la bioconversion

4.- Identificar el producto de la bioconversién

5.- Identificar la cepa de utilidad.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS
4.1.-Material Biolégico

Se utilizaron microorganismos termotolerantes que pertenecen al cepario del
laboratorio de biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Se utilizaron bacterias termotolerantes aisladas de aguas termales del municipio
de Mina, Nuevo Leon, asi como bacterias del género acetobacterias aisladas de

manzana.
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4.2.-Material Quimico

e Cloruro de calcio (Productos Quimicos monterrey S.A)

e Sulfato de magnesio

e Glucosa (BD Bioxon)

e Glicerol (Biobasic Canada INC)

e Agar bacteriolégico (BD Bioxon)

e Fosfato dibasico de Sodio (Productos Quimicos monterrey S.A)

e Extracto de levadura (EM Science)

e (Carbonato de Calcio (J.T. Baker)

e Sulfato de amonio (Productos Quimicos monterrey S.A)

e Sulfato de magnesio heptahidratado (Desarrollo de especialidades
Quimicas S.A. de C.V.)

e Fosfato dipotésico (Chemika)

e Sulfato de hierro

e 2-4 Dinitrofenilhidrazina

o Difenilamina

 Acido clorhidrico (J.T. Baker)

e Acido acético (J.T. Baker)

 Acido sulfarico (J.T. Baker)

e Alcohol etilico (Desarrollo de Especialidades Quimicas S.A. de C.V.)

¢ Kit biologia molecular (Bio Basic INC)

e Silica gel 60 (EMD Chemicals Inc)
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4.3.-Equipo de laboratorio

e Campana de flujo laminar 36204-04W (Labconco)
e Espectrofotometro UV-Vis Cary 50 (Varian)
e Incubadora 1525 (SHEL-LAB)

e Incubadora S 16 (SHEL-LAB)

e Incubadora con agitacion SHKA4000 (Barnstead International)
e Medidor de pH Orion* 3-Star Plus (Thermo Fischer Scientific)
e Congelador vertical CVPS 15 (TOR-REY)

e Microscopio binocular KF2 (Carl-zeiss)

e Medidor de pH PC 18 (CONDUCTRONIC)

e Centrifuga Centra CL3R (Thermoelectron)

e Centrifuga 5415D (eppendorf)

e Centrifuga Sorvall legend XFR (Thermo Scientific)

e Autoclave 2540M (Tuttnauer)

e Plancha con agitacion 984TH7CHSUSA (Thomas Scientific)
e Balanza analitica PA214(Ohaus)

e Pipeta automatica

e Pipeta automéatica

e Pipeta automatica

e Termociclador 2Prime (Techne)

e Termomixer C (eppendorf)
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.4.4.- Muestreo microbioldgico de bacterias termotolerantes

Se hizo una recoleccién de muestras microbiolégicas en aguas termales
ubicadas en la comunidad de Espinazo, perteneciente al municipio de Mina N.L.
dentro de las siguientes coordenadas, Latitud: 26.2667 Longitud: -101.117
(Figura 6). Se tomaron un total de 14 muestras en diferentes campos de la
zona, con el objetivo de tener mayor posibilidad de encontrar microorganismos
presentes en este ambiente hidrotermal capaces de crecer a altas
temperaturas, las muestras se recolectaron en tubo de 50 ml estéril que se
empacaron dentro de una hielera desechable para su traslado de las cuales 7
muestras solo contenian agua termal y las otras 7 muestras se recolectaron con
agua termal y restos de sedimentacion del fondo del cauce, las muestras se

clasificaron de la siguiente manera ilustradas en la tabla 5.

Tabla 5. Identificacidon en muestras de aguas termales.

# Muestra Nombre Asignatura # Muestra Nombre Asignatura
1 ESP 01 A 8 ESP 01 H
2 ESP 01 B 9 ESP 01 I
3 ESP 01 C 10 ESP 01 J
4 ESP 01 D 11 ESP 01 K
5 ESP 01 E 12 ESP 01 L
6 ESP 01 F 13 ESP 01 M
7 ESP 01 G 14 ESP 01 N
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Figura 6. Ubicacion de la zona de muestreo Estado: Nuevo Leén  Municipio: Mina

Latitud: 26.2667 Longitud: -101.117

4.5.-Muestreo de bacterias Acéticas

Se realiz6 la busqueda de cepas acéticas en base a un muestreo que se
llevd a cabo en las instalaciones del mercado Mesdn Estrella localizado en la
colonia centro de Monterrey en la calle Ruperto Martinez entre Colegio Civil y
Juan Méndez), Monterrey, Nuevo Ledn, México las coordenadas estan
indicadas en la figura 7. Para obtener este tipo de bacterias se enfatizd en la
busqueda especifica de fruta en estado de descomposicidén, descrito
anteriormente por Y. P. Liu et al., 2013 que lograron aislar bacterias del género

Acetobacter.

De las muestras obtenidas a partir de las frutas. Se logré el crecimiento de
microorganismos en cuatro de las muestras recolectadas. El analisis
microscépico de estas, mostro la presencia de bacilos cortos Gram negativos,
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caracteristica de las bacterias acéticas. La presencia de las bacterias se

confirmd por su crecimiento en medio selectivo.

= Monterrey._

Localizacion de Monterrey en Nuevo Ledn

Coordenadas & 25°40"17°N 100°18'31°0

Figura 7 Coordenadas del mercado meson estrella en monterrey N.L. México

4.6.-Aislamiento de microorganismos
Para el aislamiento de los microorganismos termotolerantes se utiliz6 la
técnica por estria cruzada en tres campos, utilizando medio
Poliextremotolerante (PET) descrito en la tabla 6 y agar bacteriolégico con una
concentracion de 20 g/l para su preparacion, para las cepas acéticas se utilizd

la misma técnica, pero con el medio selectivo GYC.
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Tabla. 6 Composicion del medio (PET)

Ingredientes g/l Las sales de fosfatos se
CaCl2 0.2 esterilizan por separado con
MgSO4 0.2 un pH de (6.8 - 7).

Na2HPO4 50 mM

Glucosa 20

Extracto de levadura 1

Nota: para comprobar que la esterilizacidon se realizd correctamente se

introduce el material etiquetado con cinta testigo.

4.7.-Crecimiento de las muestras termotolerantes recolectadas

El aislamiento de los microorganismos termotolerantes contenidos en las
muestras de aguas termales se hizo en la campana de flujo laminar, se tomaron
50 pl de la muestra y se inocularon sobre 5ml de medio PET en tubos de 10ml,
que posteriormente se incubaron a una temperatura de 37°C con una agitacion

de 100 rpm durante un periodo overnight.
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4.8.- Crecimiento de cepas termotolerantes en medio minimo
Se requirid6 de inocular en medios minimos las cepas de aguas termales
utilizando en cada medio, diferente fuente de carbono como glucosa y glicerol
para observar su comportamiento, ambas fuentes se evaluaron por separado,
para observar el crecimiento de los microorganismos. El contenido del medio
minimo se describe en las tablas 7 y 8, mientras que la preparacién del medio

se describe de la siguiente manera (Angeles & Ramos, 2004).

Método de preparacion

a) Disolver cuidadosamente en el orden indicado excepto la fuente de
carbono (glucosa o glicerol)

b) La fuente de carbono debera de disolverse en un recipiente separado de
las sales

c) Ajustar el pH del medio de sales (6.5-7)

d) Agregar el agar (15 g/l) y calentar a ebullicién x 1 min

e) Esterilizar en autoclave mediante las siguientes condiciones 121° C x 15
min a 15 psi

f) Dejar enfriar aprox. 40° C y mezclar

g) Distribuir el medio aprox. 25 ml en caja Petri
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Medio minimo.

Tabla 7. Medio minimo c/glucosa Tabla 8. Medio minimo c/glicerol
Ingredientes g/l Ingredientes g/l
CsH1206 (Glucosa) 10 C3HsO3 (Glicerol) 10
(NHa4)2 SO4 5 (NH4)2 SOa4 5
Mg SO4 7H20 2 Mg SO4 7H20 2
K2 HPO4 2 K2 HPO4 2
Fe SO4 0.1 Fe SO4 0.1

4.9.-Crecimiento de bacterias acéticas

Para realizar el crecimiento de las bacterias contenidas en las muestras de
frutas recolectadas se dispuso de un medio especifico descrito en la (tabla 9)
denominado GYC reportado anteriormente por (Casner, 2005) . El aislamiento
de las bacterias nativas del género acético se realiz6 mediante la técnica por

estria cruzada.

Tabla 9. Medio selectivo para el crecimiento de bacterias acéticas

Ingredientes g/l
Glucosa 100
Carbonato de calcio 20
Agar bacteriologico 15
Extracto de levadura 10
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4.10.-Crecimiento de bacterias acéticas sobre etanol

Se efectud el crecimiento de las bacterias acéticas sobre un medio con
etanol para comprobar la oxidacién del mismo en acido acético utilizando el
medio Frateur descrito en la tabla 10,reportado anteriormente por (Casner,

2005)

Tabla 10. Composicién del medio Frateur

Etanol 20
Carbonato de calcio 20
Agar bacteriologico 20
Extracto de levadura 10

4.11.-Prueba de crecimiento a diferentes temperaturas en cepas

recolectadas

Se determind la temperatura méaxima de crecimiento en los microorganismos
aislados de aguas termales, los cuales se sometieron a un proceso de
incubacion a diferentes temperaturas. Para llevar a cabo este proceso las
bacterias son sembradas con 50 ul de inéculo, dentro de la campana de flujo
laminar en tubos con 5 ml de medio PET, en seguida se trasladaron a una
incubadora con agitacién programada con una temperatura de 35°C y una
agitacion de 100 rpm por un periodo de 12 horas. A partir de este cultivo
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bacteriano se realizaron resiembras cada 24 horas tomando 50 pl de in6culo
para 5 ml de medio PET, elevando en cada siembra la temperatura en un rango
de 5°C. Hasta llegar a obtener una temperatura maxima de crecimiento de
60°C, las condiciones de agitacion se mantuvieron a 100 rpm en cada una de

las etapas de crecimiento.

4.12.-Conservacion de cepas recolectadas.

Para la conservacion de las cepas recolectadas se implementé un método
de congelacién con una temperatura de -20°C en un congelador vertical. Con el
objetivo de mantener puras las bacterias por un largo periodo de tiempo,
evitando de esta manera que se puedan llegar a contaminar con otros
microorganismos asegurando un buen inoculo en cada una de las siembras

posteriores.

El método de conservacion se desarroll6 de la siguiente forma:

a) Primero se inoculan 5ml de medio PET estéril, que se deja en
fermentacién overnight.

b) Después dentro de la campana de flujo laminar se impregna de inéculo
una fraccion de papel filtro estéril.

c) Se deposita sobre un vidrio reloj para que se seque de tal modo que no

exista ningun residuo de humedad en el papel.
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d) Una vez seco es depositada en tubos eppendorf de 1ml completamente
estériles.

e) Por ultimo, es puesto en conservacion a -20° C.

4.13.-Curva de crecimiento en cepas termotolerantes aisladas

Para estandarizar la cantidad de indculo y determinar el tiempo con el que se
alcanza la densidad éptica deseada, se realiz6 una curva de crecimiento
utilizando un matraz de 250ml en el que se afiadieron 50 ml de medio PET, con
250ul de in6culo de un cultivo overnight, posterior a la inoculacion se toma 1ml
de muestra para medir su absorbancia a 600 nm en un Espectrofotdmetro UV-
Vis Cary 50 (Varian). Siendo la primera lectura en registrarse como el tiempo
cero y a partir de ahi se tomé una muestra cada hora por un periodo de 10
horas y se realiz6 una ultima lectura a las 24 horas de incubacion. La curva se
generd con los siguientes parametros: una temperatura de 30°C con una

agitacion de 100 rpm por un periodo de 24 horas.

4.14.- Curva de crecimiento a diferentes temperaturas a cepas

termotolerantes aisladas

Siendo la temperatura un parametro determinante para las cepas
termotolerantes con respecto a su desarrollo y capacidad metabdlica, se realizé

una curva de crecimiento a diferentes temperaturas con los microorganismos de
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aguas termales, utilizando el mismo proceso que se empled para determinar la

densidad éptica.

Este proceso se realiz6 en un rango de temperatura desde 20° C hasta llegar a
los 60° C en intervalos de 10°C en cada una de las determinaciones. Todas las

pruebas se realizaron por triplicado.

4.15.-Proceso de Oxidacion

La oxidacion del glicerol se efectud con las cepas termotolerantes aisladas
de aguas termales, a través del proceso en el que se utilizd un matraz
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio PET suplementado con el 10 % v/v
de glicerol estéril, posteriormente se agregaron 500 ul de inéculo de un cultivo
overnight con 0.6 de D.O. Los parametros de incubacién que se utilizan durante
el proceso de oxidacién son: una temperatura de 50° C con una agitacién de

100 rpm. Durante un periodo de 72 horas con un pH inicial de 6.8 — 7.0.

4.16.-Comprobacion de la oxidacion con cepas ESP 01 Ay ESP 01 F

Se llevé a cabo la aplicacion del método Brady con el reactivo 2,4
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH) para determinar la presencia de un producto
cetonico derivado de la oxidacion del glicerol reportado por (Words, 1995). De
esta reaccion se obtiene un derivatizado denominado piruvaldehido-bis-2,4-
dinitrofenilhidrazona al reaccionar con las cetonas presentes en el

sobrenadante que es obtenido a través de la centrifugacién de los medios de
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fermentaciébn que se realiza mediante las siguientes condiciones a: una
velocidad de 4300 rpm por un tiempo de 10 min y 10°C para separar la biomasa

del medio.

La preparacion del reactivo Brady se realizd mediante el procedimiento
reportado por (Rodriguez, Couto, & Szjanman, 2011) la cual se describe a

continuacion

Se anade 1gr de 2,4-DNFH en 5ml de acido sulfurico concentrado,
posteriormente esta mezcla es anadida lentamente a una emulsién previamente

preparada con 7ml de agua y 25ml de etanol al 96%.

4.17.-Oxidacion del glicerol con bacterias acéticas

La fermentacion con bacterias acéticas se llevd a cabo mediante la
aplicacion de una cantidad de inéculo de 100 pl de células en 50 ml de medio
PET con la adicion de glicerol al 10 % v/v, en condiciones de temperaturas
reportadas para bacterias del género acético a 28°C (Paper, 2012),
manteniendo la agitacion de 100 rpm utilizada en la fermentacién con los
microorganismos termotolerantes asi como el mismo periodo de fermentacion

por un tiempo de 72 horas.
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4.18.-Comprobacion de la oxidacidn con bacterias acéticas

Para realizar la comprobacion de la oxidacidn realizada por las bacterias del
género acético se utiliz6 el mismo método de Brady descrito anteriormente
aplicado a la oxidacién de las cepas termotolerantes aisladas de aguas

termales.

4.19.-Método de purificacion.

Para la separacién del compuesto que se obtuvo mediante la precipitacidén
con el reactivo Brady, se procedid con la utilizacion del método cromatografia
en capa fina para observar el desplazamiento mediante una fase movil de
metanol/agua y posteriormente realizar una purificacion por cromatografia por

columna con silica gel como fase estacionaria y metanol/agua como fase movil.

4.20.-Curva de calibracion patron DHA

Se elabord una curva de calibracién patron con un estandar de 1,3-
Dihidroxiacetona dimero (DHA), en la que se realizaron 7 lecturas tomadas en
un Espectrofotdmetro UV-vis Varian Cary 50 de 0 a 120 mg/ml, con variacidén de
20 mg/ml entre cada estandar, para cuantificar la cantidad del metabolito

cetdnico presente en el medio por la oxidacion del glicerol.
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4.21.-Cuantificacion de la DHA

Para la cuantificacion de la cetona, producto de la oxidacion del glicerol
contenida en el sobrenadante después de 72 horas de fermentacion. Se utiliza
el método modificado de cuantificacidon por espectrofotometria UVvis con un
reactivo cromogénico (RCG) reportado por (J. Chen, Chen, & Zhou, 2008) que
determina la presencia de la DHA. El reactivo esta integrado mediante la
siguiente composicién; 0.6g de difenilamina en 54ml de &cido acético con 0.6 ml

de acido sulfurico.

Para realizar la prueba es necesario utilizar 4.5ml de agente cromogénico con
0.5 ml de muestra que se coloca en agua hirviendo por un tiempo modificado de
15 min. La reaccion del analisis presenta una coloracion azul que se lee en el

espectro a una longitud de onda de 615 nm.

4.22.-Pruebas bioquimicas

Con la aplicacion de las pruebas bioquimicas se busca de manera
preliminar el género al que estas cepas termotolerantes pertenecen, utilizando
la aplicacibn de pruebas para bacterias bacilos Gram positivos como:
produccién de CATALASA, medio SIM que determina la motilidad de las
bacterias asi como capacidad de producir indol al combinarse con aldehidos y
formar un compuesto rosado y la formacion de acido sulfhidrico y medio TSI
(Procedimientos, 2007) con el que se puede determinar la capacidad de

fermentar hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrégeno denominado
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acido sulfhidrico en solucibn acuosa. El resultado que estas pruebas
determinen en cuanto su género seran confirmados mediante la utilizacion de

técnicas de identificacion molecular con el 16s rRNA.

4.23.-ldentificacion molecular

Para la identificacidbn, molecular se parti6 de la toma de muestras de un
cultivo puro overnight con una D.O. de 0.600 para la cepa ESP 01 A y 0.520
para la cepa ESP 01 F. La extraccion del DNA gendmico se hizo con el kit de
biologia molecular (Bio basic INC). Se efectud la reaccion en cadena de la
polimerasa para la amplificacion del gen 16s rARN usando los oligos 27F
5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAGS3" y 1392R 5'GGTTACCTTGTTACGACTTS’

utilizando las siguientes condiciones (Marchesi et al., 1998)

Reaccién 1x (50ul concentracién final)

e Buffer 10x: 5ul

e dNTP’s 10mM: 1pl

e Cebador 27 F 10 mM: 1pl

e Cebador 1392R 10mM: 1l

e Taqg polimerasa (GenScript): .25ul
e DNA:10ng

e H20 miliQ: Completar a 50ul
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Parametros de amplificacion:

e Desnaturalizacién inicial: 5 min a 95°C
e Desnaturalizaciéon 1 min a 95°C (30 ciclos)
e Alineamiento: 1 min a 55°C (30 ciclos)
e Polimerizacién: 1.5 min a 72°C (30 ciclos)

e Extension final 5min a 72°C

Las muestras se enviaron a MACROGEN USA para su secuenciacion.

DISPOSICION DE LOS RESIDUOS

La disposicion de residuos se realiza de acuerdo a lo establecido por el
Departamento de Medio Ambiente y Seguridad la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.
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Capitulo 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.-Aislamiento de cepas termotolerantes recolectadas

Mediante la aplicacion de la técnica de aislamiento por siembra cruzada se
logré la purificacion de las cepas recolectadas de aguas termales de Espinazo
N.L. obteniendo una gran variedad de bacilos cortos Gram positivos mostrados

en las figuras 8 y 9.

Figura 8 Morfologia microscopica de la bacteria clasificada como ESP01 A

donde se observan bacilos cortos Gram positivo.
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Figura 9 Morfologia microscépica de la bacteria clasificada como ESP01 F

donde se observan bacilos cortos Gram positivo.

5.2.-Aislamiento de bacterias acéticas

En el medio selectivo para bacterias acéticas, se observé crecimiento de
levaduras por lo que se realizé la purificacién por la técnica antes mencionada y
las observaciones macro y microscopicas se muestran en las figuras 10, 11y

12 respectivamente.

Figura 10. Crecimiento de bacterias acéticas en medio selectivo GYC.
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Figura 11. Imagen que representa el crecimiento de bacterias acéticas

contaminadas con levaduras.

Figura 12. Bacterias acéticas después de la purificacion donde se observan

bacilos cortos Gram negativos.
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5.3.-Crecimiento de las bacterias presentes en las muestras de aguas

termales

Las bacterias presentes en las muestras recolectadas de aguas termales en
Espinazo N.L. presentaron a partir de las 24 horas una turbidez caracteristica
que refleja el crecimiento de la biomasa presente en el caldo de cultivo durante

el periodo de la incubacion.

5.4.-Crecimiento en medio minimo

Durante la aplicacion de este proceso se observdé de manera muy cualitativa
que las bacterias crecieron de una forma mas rapida y abundante en el medio
que contenia glucosa como unica fuente de carbono a diferencia del medio que
contenia solo glicerol como fuente de carbono ya que se apreciaba un
crecimiento mas lento de microorganismos. Se ha reportado que al utilizar una
fuente de carbono mas simple puede inducir el crecimiento de las bacterias asi
como el de las enzimas, con esto promover que lleven a cabo una oxidacion del
glicerol mas eficiente para la produccion del metabolito de interés y no a usarlo
para su desarrollo como lo reportan Z. Hu et al. (2010), ya que anteriormente
esta reportado por Lili, Jie, Zhongce, Yuguo, & Wei( 2006) que los
microorganismos Acetobacter sp utilizados durante la aplicacion del proyecto
llegaron a consumir hasta un 29% del glicerol como fuente de carbono durante

la fermentacién.
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5.5.-Crecimiento de bacterias acéticas

Con el medio GYC se logré un crecimiento abundante de bacterias, a partir
de muestras recolectadas en manzanas en estado de descomposicion. Se
purificaron con la aplicacién de la técnica siembra en placa por estria cruzada,
se obtuvieron de manera aislada cuatro cepas que se etiquetaron como:
Bacteria Acet. 1, Acet. 2, Acet. 3 y Acet. 4, todas ellas correspondieron a bacilos

Gram negativos.

5.6.-Crecimiento de bacterias acéticas sobre etanol

Con la aplicacién del medio Frateur, se comprob6 que las bacterias pueden
oxidar el etanol y convertirlo en acido acético que se encarga de reducir la
concentracion del carbonato de calcio y formar un halo claro alrededor de las

colonias bacterianas mostradas en las figura 13 y 14.

Acet 1 Acet 2

Figura 13. Imagen representando el halo claro formado por las bacterias

acéticas Acet 1 halo izquierdo y Acet 2 halo derecho.
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Acet 3 Acet 4

Figura 14. Imagen representando el halo claro formado por las bacterias

aceticas Acet 3 halo izquierdo y Acet 4 halo derecho.

5.7.-Proceso de crecimiento a diferentes temperaturas en cepas

recolectadas

Después del aislamiento y la purificacion se logré el crecimiento de
microorganismos hasta llegar a una temperatura de 60°C en dos de las
muestras identificadas como: ESP 01 A y ESP 01 F. Especificamente el
crecimiento se dio en muestras recolectadas de aguas termales de espinazo
N.L. que contenian sedimentacidén del suelo por donde lleva su cauce el agua
termal. Por lo anterior las muestras que no mostraron crecimiento a
temperaturas de 60°C se descartaron para este proyecto, que se tiene como
objetivo la oxidacién del glicerol a temperaturas elevadas de 50°C. Como se
menciond anteriormente en la etapa de aislamiento y purificacién, las cepas

aisladas pertenecen a bacilos cortos Gram positivos los cuales se pudieron
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observar mediante la aplicacion de una tincion Gram. Las imagenes 8 y 9 se

muestran en la pagina 35 y 36.

5.8.-Conservacion de cepas aisladas

El método de conservacién implementado en este proyecto mediante la
aplicacién de temperaturas de congelacién a -20°C demostré que es un método
de conservacion seguro para la conservacidon en particular de estos
microorganismos que evita el trabajo de aislamiento de las cepas en caso de

una contaminacion con otro microorganismo.

5.9.-Curva de crecimiento en cepas aisladas

Con la realizacién de la curva de crecimiento fue posible determinar el
tiempo que les lleva a los microorganismos termotolerantes ESP 01 Ay 01 F,
llegar a una concentracién de biomasa con un valor 0.6 de densidad Optica
(D.O.). Este valor se alcanza aproximadamente a las 9 horas de fermentacion

como se observa en la figura 15.
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Fig. 15 Curva de crecimiento a 30°C de las cepas ESP 01 Ay F.

En la cinética de crecimiento realizada a los microorganismos ESPO1 Ay 01 F a
30°C se observa que ambas cepas presentan gran similitud con respecto a su
comportamiento en cada una de las etapas de adaptacion y fase exponencial,
mientras que en la fase estacionaria existe una ligera diferencia ya que en la
cepa ESP 01 A presenta un crecimiento mas pronunciado que la cepa ESP 01
F. Al presentarse esta diferencia y en comparacién con las caracteristicas de
las colonias en medio sélido, se puede mencionar que corresponde a dos cepas
de la misma especie lo cual se estara confirmando mediante las pruebas

moleculares a través de la secuenciacion del 16s rRNA.

5.10.-Curva de crecimiento a diferentes temperaturas

Mediante la aplicacién de las diferentes temperaturas de incubacion se

puede observar diferencia en cada una de las etapas de crecimiento. Con la
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aplicacion de 20°C se puede observar que las cepas tiene una fase de
adaptacién muy larga con respecto a las demas temperaturas mostrando un
ligero crecimiento que se refleja en un largo periodo de tiempo para llegar a su
fase estacionaria, por otro lado con la aplicacion de la temperatura a 50° se
observa un periodo de adaptacion mas corto para llegar a la fase estacionaria,
este resultado puede favorecer el proceso de fermentacién en las cepas ESP

01 A y ESP 01 F, como se muestra en las figuras 16 y 17.

20°C 30°C 40° C 50°C 60° C

D.O. 600 nm

Tiempo en Horas

Fig. 16 Curva de crecimiento de la cepa ESP 01 A a diferentes temperaturas.
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Fig. 17 Curva de crecimiento de la cepa ESP 01 F a diferentes temperaturas.

5.11.-Proceso de Oxidacion con cepas termotolerantes aisladas

Durante el proceso de fermentaciéon para llevar a cabo la oxidacion del
glicerol se realizd el monitoreo del pH tomando lecturas cada 12 horas, que
mostraron un descenso del pH después de las 24 horas, el pH de inicio se
registré en 6.7 para los medios de cultivo adicionados con el 10% de glicerol,
por otro lado los parametros como temperatura y agitacion se mantuvieron de

forma constante durante todo el periodo de fermentacion.

La disminucién del pH para la cepa ESP 01 A fue hasta llegar a 4.97 y para la
cepa ESP 01 F registr6 un pH de 5.62 al término de la fermentacion que tuvo un
tiempo de 72 horas, este efecto puede ser asociado a la ruta metabdlica de las
bacterias, posiblemente por la aparicibn de un metabolito producido por los
microorganismos que se liber6 al medio de cultivo. Posiblemente esto esté
contribuyendo en la produccién de la dihidroxiacetona ya que esta reportado por

Hoist, Enfors, & Mattiasson, (1982) que un valor de pH 5.0 en el medio es un
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valor 6ptimo para llevar a cabo la produccion de la DHA con las bacterias del
genero acético como la utilizada por ellos (Gluconobacter oxydans). Esto
coincide con lo reportado por Z. Hu et al.,, 2010 que observaron la mayor
produccion de DHA en una lectura a pH 5.0 con lo que concluyeron que a pH
bajos, se podria estar favoreciendo la produccién de la DHA, utilizando la
bacteria Gluconobacter oxydans ZJB09112. Este efecto también fue reportado
por Stasiak-Rzska et al., 2014) donde la produccion de la DHA es producida en
el espacio periplasmico de la célula a pH 5.0-5.5 por la glicerol deshidrogenasa;
principal enzima en realizar la oxidacion del glicerol en DHA. Por lo anterior, se
considera que el glicerol esta siendo oxidado por las bacterias termotolerantes

en un pH acido.

5.12.- Comprobacion de la oxidacion por bacterias termotolerantes

El método utilizado para determinar la oxidacion del glicerol mediante la
formacién de un derivado mostré resultados positivos a la presencia de un
compuesto cetdnico contenido en el sobrenadante derivado de la fermentacion
con los microorganismos termotolerantes de aguas termales clasificadas como

ESP 01 AY ESP 01 F como se observa en la figura 18.
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Fig. 18 Determinacion de la cetona presente en el medio de fermentacién donde

se observa un precipitado de color naranja suspendido en el medio.

El resultado de la oxidacion se comprobd mediante la aplicacion de controles,
utilizando agua como blanco en el vial 1, en el vial 2 se dispuso el medio de
cultivo PET sin glicerol, el vial 3 contiene medio PET con glicerol pero sin
microorganismos respectivamente como controles negativos, para el vial 4 y 5
medio PET ambos viales sin glicerol y con inéculo de cada cepa (A'y F) también
como controles negativos y por ultimo, en los viales restantes se afnadi6 el
medio de fermentacidn con glicerol inoculados con las cepas ESP01 a y ESP 01
f. Dando los resultados esperados de la prueba con el reactivo de Brady, donde

los viales 6 y 7 muestran la oxidacién del glicerol a un compuesto cetdnico
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Fig.19 Representacion de la reaccion de la 2,4-DNFH y la cetona. Adaptado de

Chemistry in Context, 42 edicién.
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qgue se presenta como un precipitado rojo en suspensiéon, mientras que en los
demas viales no se observa la presencia del precipitado ni del color naranja del
derivado.

Mediante el método Brady se demostro la presencia de la DHA en las muestras
proveniente por la interaccién del glicerol con el cultivo bacteriano, mientras que

los viales que no muestran algunos de estos factores se consideraron como

resultados negativos.

5.13.- Comprobacion de la oxidacion con bacterias acéticas
Los resultados de la oxidacién del glicerol obtenidos después de la
fermentacién con bacterias acéticas mediante la aplicacion del reactivo Brady,
fue negativo al no presentar el precipitado caracteristico en ninguna de las
muestras después de las 72 horas de fermentacion como se muestra en la

figura 20.

Fig. 20 Representacion de la oxidacién del glicerol con bacterias acéticas.

La descripcidon de los viales de izquierda a derecha utilizados; el primer vial se
encuentra el blanco (agua), en el segundo vial el control medio (PET) y en los

viales 3, 4, 5 y 6 muestras del sobrenadante producto de la fermentacion
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realizada por las bacterias acéticas identificadas como Acet. 1, 2, 3y 4. Con la
obtencion de este resultado negativo se descarté seguir utilizando estas

bacterias para realizar la oxidacion del glicerol.

5.14.-Comprobacion de la presencia de la DHA por Cromatografia en Capa

Fina.

Para la separacion del compuesto cetonico presente en la muestra se
efectuaron diferentes concentraciones de metanol/agua que van de 90/10,
80/20 y 75/25 en el que se comprobd el desplazamiento de la muestra presente
en el medio durante la cromatografia en capa fina como se observa en la figura
21. Los resultados mostraron un mejor desplazamiento con la concentracion de
75/25 misma que se utilizé en la cromatografia por columna para la separacion

y obtencion del compuesto de interés.

Fig. 21 Cromatografia en Placa Fina del producto de fermentacién de las cepas
A (carril 1) y F (carril 2). Fase mévil metanol/agua 75/25, revelado con 2,4
DNPH. Representacion de la comprobacion del desplazamiento de la DHA

presente en el medio de fermentacién.
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La muestra después de ser obtenidas mediante la purificacién por la columna
se analiz6 con el reactivo 2,4-DNFH para identificar y confirmar la presencia de
la DHA contenidas en los viales. Las fracciones recolectadas se pueden
observar en los viales 6 y 7 de izquierda a derecha como se observa en la
figura 22. Las cuales se enviaron para ser analizadas por espectrofotometria

infrarroja.

Fig. 22 Imagen en la que se observa las fracciones obtenidas con resultado
positivo a la presencia del derivado ceténico con el reactivo de Brady durante la

purificacién de la DHA (viales 6 y 7).

Con los resultados obtenidos mediante el andlisis espectrofotométrico de
infrarrojo se puede observar la aparicidon de un pico localizado en el rango entre
1600 y 1720 representando el grupo C=0, que hace referencia a la presencia
un compuesto ceténico. (A.Yaylayan, Harty-Majors, & A. Ismail, 1999). Esto se
compard con el espectro obtenido de una muestra estandar donde presentd

intensidades relativas de bandas que determinan la presencia de un carbonilo
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en el rango de (1710-1760 cm-1) de una solucion al 2% de dimero de

dihidroxiacetona en la figura 26.

En las figuras 23 y 24 se puede observar la presencia de un pico entre los
valores antes reportados los cuales se encuentran localizados a 1720 cm™' en
los espectros tomados a cada una de las cepas ESP 01 Ay 01 F, mientras que
el espectro realizado al glicerol como control (figura 25), no se observa la banda

en el mismo rango de valores reportado.

ESPO1A

. :

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Numero de onda (cm™1)

Fig. 23 FTIR de la oxidacién con la cepa ESP 01 A. Intensidad de una banda
presente entre el rango 1720 cm™' que hace referencia de la DHA presente por

la oxidacion del glicerol.

50



ESPO1F

120

100

80

60

%T

40

20

Ccon

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
Numero de onda (cm™)

Fig. 24 FTIR de la oxidacion con la cepa ESP 01 F. Intensidad de una banda
presente entre el rango 1720 que hace referencia de la DHA presente por la
oxidacioén del glicerol.
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Fig.25 FTIR del glicerol utilizado como control.
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Fig. 26 Espectro FT-IR representativo de un carbonilo localizado con una

intensidad de banda en el rango de 1710-1760 cm-1.

5.15.-Curva de calibracion para cuantificacion de DHA

Mediante la realizacion de la curva de calibraciéon se tomé la regresion lineal
y la ecuacion de la recta resultado de las absorbancias correspondientes de 0 a
120 mg/ml de un estdndar de DHA mostrada en la (figura 27). Estos datos se
utilizaron para cuantificar la produccién generada por la bioconversién del

glicerol por los microorganismos durante la fermentacion.
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Fig. 27 Curva de calibracién DHA y ecuacion de la recta.

5.16.-Cuantificacion de la DHA

Con la aplicacién del RCG fue posible realizar la cuantificaciéon de la DHA
presente en el sobrenadante. Esto al mostrar una coloracion azul durante el
proceso de reaccién que es reportado por J. Chen et al., (2008) donde hace
referencia al detectarse por el RCG, como un método espectrofotométrico UV
vis de rapido analisis y de bajo costo al considerarse un agente especifico para

la determinacion de la DHA.

El resultado de la cuantificacidén se puede observar en las (figuras 28 y 29)
mostrando un periodo de adaptacion donde se mantiene la produccion

constante y a partir de las 36 horas se ve claramente cdmo se desencadena la
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produccién de la DHA. La maxima produccién se reflejé6 en un tiempo de
fermentacién de 60 horas en ambos procesos con las cepas ESP 01 Ay ESP
01 F. En cuanto a la cantidad producida se refleja una ligera diferencia
producida por ambas cepas, ya que se observar que con la cepa ESP 01 A se
obtuvo una cantidad de 52.45 g/I de DHA mientras que lo produccidn realizada

por la cepa ESP 01 F se logré la obtencidén de 37.27 g/l de DHA.

Con los resultados obtenidos por la cuantificacion se determina que se ha
logrado la obtencion de un 52 % de DHA como el mayor indice de produccién
por las cepas termotolerantes utilizadas en este proyecto, sin embargo, esta
produccidn se encuentra se encuentra por debajo de otros reportes de
produccién de DHA | por ejemplo J. Chen et al., (2008) reportd que al utilizar
Acetobacter suboxydans ATCC621 donde la DHA fue cuantificada con el
agente cromogénico , obtuvo una produccién de 72.10 g/l a las 76 horas de
fermentacién. Comparando con otros resultados obtenidos con la utilizacion de
diferente género y especie (Z. Liu, Hu, Zheng, & Shen, 2008) al utilizar el
género Pichia membranifaciens reportan una produccidén con una concentracion

maxima de DHA de 13.57 g/l con un tiempo de fermentacion de 48.8 horas.

Asi como también la produccion realizada con Gluconobacter oxydans ZBJ
09112 en donde es reportada una produccién de 161.9 g/l de DHA a las 68
horas de fermentacién a través de la utilizacion de un biorreactor de columna
considerando diferentes fuentes de carbono como el manitol reportado por Z.
Hu et al., (2010) como una fuente de carbono 6ptima que induce la formacion

de la membrana intracitoplasmatica dando como resultado un aumento en la
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actividad catalitica de la enzima glicerol deshidrogenasa. Se puede mencionar
que es posible mejorar la produccion generada con las bacterias
termotolerantes estudiando diferentes medios de cultivo en donde se prueben
diferentes fuentes de carbono en combinacién con el glicerol con las que se
busque la induccion de las enzimas contenidas en estas bacterias para
optimizar los resultados de la produccién de DHA. Por otro lado, se pueden
utilizar herramientas estadisticas como disefios de experimentos, por ejemplo
los utilizados por Y. P. Liu et al., (2013) donde se logré la optimizacion al
utilizar diferentes fuentes de nitrogeno en donde se deduce al extracto de
levadura como mejor fuente de nitrégeno en comparacion con la peptona. Otro
parametro Util para la optimizacién es la utilizacion de diferentes fuentes de
nitrégeno con los que se obtuvo una produccién de 125.8 g/l en 48 horas de
fermentacién con bacterias Gluconobacter frateuri CGMCC 5397, ademas de
la utilizacion de este género mencionado anteriormente Gluconobacter frateurii
CGMCC 5397 en esta ocasion descrito por Zheng, Jin, Zhang, Wang, & Liu,
(2015) donde se mostr6 una mayor produccién de DHA en un tiempo de 40
horas de fermentacién obteniendo 175 g/l aplicando diferentes concentraciones
de oxigeno en un biorreactor por lotes alimentado. Con lo anterior se menciona
otro factor a considerar para realizar una mejor produccién de DHA que es la
fuente de aireacion la cual se puede logra por diferentes formas reportadas
(Hoist et al., 1982) ya sea con una mayor agitacién para proporcionar una
mayor oxigenacion en el medio o con la adicion de peréxido de hidréogeno ya
que el género Gluconobacter tiene una alta actividad de la enzima catalasa

convirtiendo el perdxido en oxigeno y agua.
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Cabe mencionar que estas enzimas son parte del contenido enzimatico ya que
dio un resultado positivo la prueba catalasa encontradas en las bacterias
termotolerantes al realizar las pruebas bioquimicas preliminares para la
identificacion con respecto al género al que pertenecen las cepas ESP 01 Ay

ESP 01 F informacion que se muestra en la tabla 13.
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Fig. 28 Crecimiento de la bacteria ESP 01 A expresado mediante la densidad

Optica y la produccion de DHA con respecto al tiempo.
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Fig.29 Crecimiento de la bacteria ESP 01 F expresado mediante la densidad

optica y la produccion de DHA con respecto al tiempo.

5.17.-Pruebas bioquimicas en cepas ESP 01 Ay ESP 01 F

Los resultados de las pruebas bioquimicas establecidas se muestran en la
tabla 11. Dando datos preliminares con los que se determiné que los
microorganismos Gram positivos pertenecen al género Bacillus, resultado que
mas delante es confirmanda con la aplicacién de pruebas moleculares

utilizando la amplificacion del gen que codifica para la region del 16s rRNA.
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Tabla 11 resultado de las pruebas bioquimicas.

Pruebas ESPO01 A ESPO1 F

Crecimiento Aerobio Aerobio
Catalasa + +

TSI ESPO1 A ESPO1 F
Fermentacion Lactosa + -
Fermentaciéon Glucosa + +

Produccion Gas - =

Produccién SH2 - -

SIM

Movilidad = -

Indol - .

Producciéon de Ac. Sulfhidrico - -

5.18.-Identificacion molecular

La extraccion del DNA de las bacterias ESP 01 Ay ESP 01 F se comprob6
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %, mostrada en la (figura 30).
Donde se puede observar en el primer carril el control molecular y el segundo
carril corresponde a la bacteria ESP 01 F y el tercer carril es el DNA

correspondiente a la bacteria ESP 01 A.

La cantidad de DNA obtenida se analiz6 mediante nanodrop, la concentracion
obtenida de 10 ng/ul fue cantidad suficiente para la amplificacion del 16s rRNA.
Se comprobé presencia del amplicon del 16s rARN, utilizando electroforesis en
gel de agarosa al 0.7 %, mostrada en la (figura 31). Obteniendo una cantidad
de DNA genomico amplificado suficiente para realizar la identificacion de las
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cepas ESP 01 Ay ESP 01 F. teniendo en el primer carril el control molecular en
el segundo y tercer carril la amplificacion de la cepa Ay F y el cuarto carril el

control negativo.

Control ESP ESP
01F 01A

Figura 30. Comprobacién del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa

carril 1 control molecular, 2 y 3 cepas termotolerantes ESP 01 Ay ESP 01 F.

59



Control ESP ESP Control
01A01F (-)

Figura 31. Comprobacion de la amplificacion 16s rARN mediante electroforesis
en gel de agarosa carril 1 control molecular, 2 y 3 cepas A y F y 4 control

negativo

5.19.-ldentificacion a nivel especie

Los resultados obtenidos mediante la identificacidn molecular realizada a
través del BLAST en la base de datos del NCBI arrojo un resultado con un 99%
de identidad y un valor de E de 0 donde ambas bacterias son Bacillus

licheniformis
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Secuencia reportada para la identificacién de la cepa ESP 01 A 99 % identidad

CTTCGGCGGCTGGCTCCAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGG
TGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC
GTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCAC
GCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATT
GGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGG
CAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAG
GGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGT
TCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGA
GTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACACT
TAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCT
TCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGG
AATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCT
CCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGC
GCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAA
GGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTT
ACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTC
GTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
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Secuencia reportada para la identificacién de la cepa ESP 01 F 99 % identidad

GGCGGCTGGCTCCAAANGGTTACCTCACCGACTTCG
GGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTC
ACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGA
TTGGCTTAGCCTCGCGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCT
GGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGA
AGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG
CCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCTAACA
CTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
CGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGC
CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGT
GGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACC
CTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGC
GCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTC
AAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTT
TTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTT
TCGTCCATTGCGGAAGATTCCNTACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGC
CGTGTCTCAGTCCCAGTGGGNCC
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Capitulo 6.

CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento de microorganismo termotolerantes a partir de aguas
termales localizadas en el noreste de México en la comunidad de Espinazo
Nuevo Ledén a partir de un screening realizado en las muestras, los
microorganismos encontrados con las caracteristicas de crecimiento a altas
temperaturas se encontraron en muestras de sedimentacion del cauce
hidrotermal que crecen a temperaturas de 50-60°C .Los microorganismos
aislados de Espinazo Nuevo Ledn, mostraron la capacidad de oxidar el glicerol

en DHA a temperaturas elevadas.

El resultado del analisis de la secuenciaciéon obtenido en ambas cepas se
cuantific6 mediante el programa BLAST, que permitié identificar la secuencia
del 16s rARN dando un resultado para ambas cepas las cuales pertenecen al

género Bacillus licheniformes.
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Este es el primer reporte que se tiene de este tipo bacterias Gram positivas
utilizadas en procesos para la oxidacion del glicerol, ya que dentro de la
bibliografia revisada no se encontré tema referente al presente proyecto de

investigacion.
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Capitulo 7.

Perspectivas

La gran cantidad de glicerol que se esta generando por la produccién del
biodiesel esta siendo de gran interés para los investigadores ya que se busca la
aplicacién de métodos de bioconversidon que generen producto de gran valor

agregado a partir de este subproducto.

En el presente trabajo se pudo comprobar la oxidacion del glicerol con la
utilizacién de las cepas Bacillus licheniformis. Motivo por el que se propone que
se siga con la busqueda de diferentes condiciones de cultivo para la produccion
de estos productos mediante la aplicacion de un método de optimizacion

mejorando la produccion de los derivados de la oxidacidn del glicerol.

A si como también seguir realizando proyectos con respecto a la busqueda de
su contenido enzimatico ya que las aplicaciones en la industria de estas

enzimas son muy utilizadas para la elaboracion de los detergentes.
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