
 

 
 
 

EVALUACIÓN DEL POTENCIAL DE 
BACTERIAS NATIVAS DE COLOMBIA 

PARA LA TRANSFORMACIÓN DE 
PENTOSAS Y HEXOSAS EN ETANOL  

 
 
 
 
 
 
 

ÁNGELA MARÍA GARCÍA ACERO 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Ciencias, Departamento de Química. 

Bogotá, Colombia 

2016 



 

EVALUACIÓN DEL POTENCIAL DE 
BACTERIAS NATIVAS DE COLOMBIA 

PARA LA TRANSFORMACIÓN DE 
PENTOSAS Y HEXOSAS EN ETANOL  

 
 
 

Ángela María García Acero 
 
 
 

Trabajo de investigación presentado como requisito parcial para optar al título de: 

 Magister en Ciencias - Bioquímica 

 
 
 

Director: 

Pedro Filipe de Brito Brandão, Ph.D. 

 

 

 

 

Línea de Investigación: 

Microbiología Ambiental y Aplicada 

Grupo de Investigación: 

 

Grupo de Estudios para la Remediación y Mitigación de Impactos Negativos al Ambiente 

- GERMINA 

 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Ciencias, Departamento de Química 

Bogotá, Colombia 

2016



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

“…la ciencia no consiste sólo en saber lo que debe o 

puede hacerse, sino también en saber lo que podría 

hacerse, aunque quizá no debiera hacerse.” 

 

Umberto Eco 

 

A mis padres (Francisca y Luis) que siempre han 

creído en mí, 

 A mis hermanos (Diana, Andres, Lised y Pedro) que 

siempre me han apoyado, 

A mi sol (Leo) que ha sido la luz en todo momento.



  

 

 

Agradecimientos 

Quiero brindar mis más sinceros agradecimientos a mi director, el profesor Pedro Filipe de 

Brito Brandão, quien no solo aportó sus conocimientos durante el proceso de investigación, 

sino que además me brindo todo su apoyo (a nivel académico y personal) durante el 

recorrido en esta etapa de mi formación. 

 

Al director del laboratorio de ingeniería bioquímica profesor Mario Enrique Velásquez 

Lozano, quien asesoró, facilitó y enriqueció el desarrollo de este trabajo investigativo.  

 

A Rodrigo Pérez, por su apoyo incondicional, acompañamiento incansable y toda su 

contribución en la asesoría metodológica, experimental y aún más importante emocional. 

 

A todos los compañeros del Laboratorio de Microbiología Ambiental y Aplicada del 

Departamento de Química (en especial a Diana Tamayo y Sergio Latorre) quienes me 

ayudaron a construir conocimientos, a plantearme dudas y buscar posibles soluciones y 

respuestas en este proceso. 

 

A todos los miembros del grupo de investigación GERMINA, con los que tuve la 

oportunidad de compartir algún espacio, por sus valiosos aportes a nivel conceptual y 

metodológico.  

 

A todos los compañeros del Laboratorio de Ingeniería Bioquímica (Juan Pablo, Richard, 

José, Yina, Sebastián) por su paciencia y disposición para colaborarme siempre. 

 

Al Grupo de Investigación de Bioquímica y Biología Molecular de las Micobacterias por los 

consejos recibidos, así como el acceso a todos sus equipos.  



           V 

 

  

A la comunidad de Boquerón de Iló dueños de los trapiches paneleros donde se realizó 

parte del muestreo de este trabajo de investigación. 

 

Al profesor Fabio Roldan de la Pontificia Universidad Javeriana, por el acceso a los equipos 

y laboratorio para desarrollar parte de este trabajo. 

 

A la profesora Adelina del Pilar Meléndez, del Departamento de Farmacia de la Universidad 

Nacional de Colombia, por el acceso a la cepa control, Klebsiella oxytoca, utilizada en este 

trabajo de investigación. 

 

A la Universidad Nacional de Colombia y la Dirección de Investigación de Bogotá por el 

apoyo financiero a los proyectos código 25698 y 28093. 

 

A Ecopetrol, Colciencias y el Banco Interamericano de Desarrollo por el apoyo técnico y 

financiero del proyecto código 1101-620-38387.



  

 

 

Resumen  

 

El uso de material lignocelulósico residual de diferentes procesos agroindustriales como 

materia prima para la producción de bioetanol, ha sido una alternativa de energía en el 

mundo debido a su amplia disponibilidad y bajo costo. Esto ha planteado grandes retos en 

los procesos de fermentación de hexosas y pentosas (productos disponibles tras la 

hidrólisis del material lignocelulósico). Actualmente la fermentación de hexosas por 

levaduras es exitosa para el proceso de producción de biocombustibles. Sin embargo, la 

fermentación de pentosas (xilosa y la utilización de arabinosa) es todavía un amplio campo 

de estudio. Las bacterias han estado involucradas en la bioconversión de azúcares C6 y 

C5 a etanol, y han surgido como microorganismos promisorios para el desarrollo de estos 

procesos biotecnológicos. En este trabajo se aislaron cincuenta y dos bacterias nativas de 

Colombia capaces de transformar xilosa y glucosa en etanol. Las cepas seleccionadas se 

identificaron mediante la amplificación y el análisis del gen 16S rARN, y los resultados 

mostraron que están relacionados con los miembros de los géneros tales como Airebacillus 

sp., Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Enterococcus sp. y Citrobacter sp.. Las cepas aisladas 

se caracterizaron para el consumo de xilosa y glucosa, así como la formación de etanol. 

El rendimiento de etanol medido estuvo en un rango entre 0,006 a 0,174 g de etanol g-1 de 

azúcar después de 48 h de fermentación en un medio con xilosa (1%) como única fuente 

de carbono. En una mezcla de glucosa y xilosa (2% y 1% respectivamente) los resultados 

mostraron rendimientos de etanol en un rango entre 0,004 hasta 0,107 g de etanol g-1 de 

azúcar y ambos sustratos fueron consumidos. Ácidos orgánicos se obtuvieron como 

producto de fermentación, característica de las cepas estudiadas. Las condiciones del 

proceso tales como la concentración de ácido acético, la temperatura y la concentración 

de sustrato se evaluaron para la cepa más promisoria a través de un diseño experimental 

factorial. Los resultados muestran que la temperatura y la concentración de azúcares 

presentan efectos negativos al rendimiento de etanol. La capacidad de estos 

microorganismos para transformar xilosa representa un gran potencial para fermentar la 

fracción de hemicelulosa de residuos agroindustriales. 

 

Palabras clave: Bacterias etanologénicas, bioetanol, fermentación de pentosas, biomasa, 

residuos lignocelulósicos.  
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Abstract 

The use of residual lignocellulosic material from different agro-industrial processes as 

feedstock for the bioethanol production, has been an energy alternative in the world due to 

its wide availability and low cost, which has posed major challenges in the processes of 

microbial fermentation of hexoses and pentoses (products available after hydrolysis of 

lignocellulosic material). Currently, hexose fermentation by yeasts is successful for this 

biofuel production process. However, the utilization of pentoses (xylose and arabinose) is 

still a wide field of study. Bacteria have been involved in the bioconversion of C6 and C5 

sugars to ethanol, and have emerged as promising microorganisms for the development of 

these biotechnological processes. In this work, fifty-two Colombian native bacteria able to 

transform pentoses into ethanol, were isolated. Selected strains were identified by 

amplification and analysis of the 16S rRNA gene, and results showed they are related to 

members of genera such as Airebacillus sp., Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Enterococcus 

sp., and Citrobacter sp. The isolated strains were characterized for the xylose and glucose 

consumption and product formation. The measured ethanol yield was in a range between 

0,006 – 0,174 g ethanol/g sugar in xylose after 48 h. In a mixture of glucose and xylose, 

the results showed that ethanol yield was in a range between 0,004 – 0,107 g ethanol/g 

sugar and both substrates were consumed. Organic acids were obtained as fermentation 

product, which is a feature of these strains. Process conditions such as temperature, 

substrate concentration and acetic acid concentration, were evaluated for the most 

promissory strain through a factorial experimental design. Results showed negative effects 

by temperature and sugars concentration in the ethanol yield. The capacity of these 

microorganism to transform xylose represent a great potential for fermenting the 

hemicellulose fraction of agroindustrial wastes. 

 

Keywords: Ethanologenic bacteria, bioethanol, pentose fermentation, biomass, 

lignocellulosic waste.
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Introducción 

 

La necesidad de diversificación energética es un objetivo a nivel mundial, esto promovido 

principalmente por la disminución de las reservas de petróleo y las preocupantes 

tendencias en los precios del crudo. Este contexto ha conducido a pensar en el salto desde 

la industria petroquímica a la alcoholquímica y oleoquímica como alternativas sostenibles 

de desarrollo energético para los países desarrollados y en vías de desarrollo.  

 

El fenómeno global de extensión de la industria de los biocombustibles se ha soportado en 

cuatro principales beneficios (CGIAR, 2008): i) incremento en la disponibilidad y seguridad 

energética; ii) reducción en la emisión de gases de efecto invernadero; iii) incremento en 

ingresos por los cultivos para alimentos y biocombustibles; e iv) incremento en el empleo 

y desarrollo económico rural. Esta apuesta abre oportunidades para la investigación, pero 

también supone gran atención sobre los posibles riesgos en los sistemas de producción. 

 

En Colombia los biocombustibles se han visualizado como una alternativa energética 

desde el siglo pasado con la propuesta de diferentes proyectos de ley, que fracasaron en 

su momento. Fue solo hasta el 2001 con la promulgación de la ley 693 que los 

combustibles de origen vegetal toman relevancia dentro de la canasta energética 

colombiana con un marco normativo y legal que además de promover el uso de los 

agrocarburantes, establece estímulos necesarios para la producción, comercialización y 

consumo (UPME, 2009). 

 

La Unidad de Planeación Minero Energética (UPME) del Ministerio de Minas y Energía de 

Colombia, proyecta que en los próximos 20 años el consumo de gasolina y diésel 

presentará, respectivamente un aumento de 4,2 y 3,0 % anual (UPME, 2010). Para 

enfrentar estas demandas en el sector de los combustibles, la apuesta en la producción 

de bioetanol es una alternativa. Las tecnologías utilizadas en Colombia para la producción 

de alcohol carburante son procesos de fermentación e hidrólisis de materias primas 



2 Introducción 

 

comestibles (etanol de primera generación). Para el 2014, Colombia presentó una 

producción de 406,5 millones de litros, situando el país como el tercer productor de 

bioetanol en Latinoamérica, después de Brasil y Argentina (Asocaña, 2015). No obstante, 

debido al posible desabastecimiento de alimentos y las limitaciones por el uso de tierras, 

se han investigado otras fuentes de producción haciendo énfasis en biomasa residual de 

procesos agroindustriales (etanol de segunda generación). 

 

La producción de bioetanol de segunda generación (a partir de biomasa residual) no solo 

proyecta alternativas más sostenibles para el desarrollo de nuevas formas de producción 

energética por su bajo costo y alta disponibilidad de materia prima, sin necesidad de 

provocar un cambio significativo en el uso de tierras, sino que además propone un 

tratamiento alterno para los desechos agroindustriales. Este enfoque genera un campo 

amplio de investigación, debido a la naturaleza misma de esta fuente de energía y los 

procesos tecnológicos y microbiológicos necesarios para llevar a cabo la bioconversión. 

 

Los esfuerzos para el desarrollo de este tipo de tecnologías y procesos han sido centrados 

principalmente en la degradación y conversión de la celulosa, componente que típicamente 

constituye del 36-61% del peso seco de la biomasa de origen vegetal (Olson y Hahn-

Häigerdal, 1996). No obstante, la composición en hemicelulosa presente en este tipo de 

residuos, que puede llegar a ser de hasta el 30% (Dumon et al., 2012), se hace significativa 

por su alta composición en pentosas, tal como la xilosa y arabinosa, monosacáridos 

sensibles de ser transformados en estos procesos, haciéndolos mucho más eficientes.  

 

Las fermentaciones mediadas por levaduras para los procesos glucocentricos1 han 

resultado exitosos (Olson y Hahn-Häigerdal, 1996; Cardona et al., 2010; Chandel et al., 

2011; Limayen y Ricke, 2012). Sin embargo, la conversión biotecnológica de la biomasa 

lignocelulósica plantea un enorme desafío orientado hacia la diversidad de componentes 

que pueden ser liberados, tales como pentosas, lignina y sus derivados. La liberación de 

azúcares C5 y su posterior transformación bioquímica requiere la implementación de 

                                                
 

1 De acuerdo a Dumon et al., (2012) el enfoque glucocentrico hace referencia a las tecnologías de 
extracción sub-optimas y no específicas para las pentosas. 
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microorganismos que presenten un amplio espectro de sustratos para la fermentación, que 

incluyan la capacidad de utilizar tanto pentosas como hexosas en su metabolismo. 

 

En el grupo de investigación de los laboratorios de Microbiología Ambiental y Aplicada 

(Departamento de Química) e Ingeniería Bioquímica (Departamento de Ingeniería 

Química) de la Universidad Nacional Sede Bogotá se viene trabajando sobre algunas de 

las etapas del proceso de producción de bioetanol de segunda generación a partir de 

material lignocelulósico como el bagazo de caña de azúcar (producción de hidrolizados, 

fermentación con cepas de levaduras nativas y análisis de condiciones de proceso). Estos 

trabajos han vislumbrado la importancia del estudio de los recursos locales (biomasa 

residual y biodiversidad) como camino para la optimización y desarrollo en los procesos 

biotecnológicos del país.  

  

Por lo tanto, en este trabajo se aislaron, utilizando métodos de cultivo convencional, 

bacterias de diferentes nichos ecológicos, capaces de transformar xilosa y glucosa en 

etanol. Estos aislados se identificaron por métodos moleculares con la amplificación del 

gen 16S rARN lo cual permitió relacionarlos con géneros tales como Airebacillus sp., 

Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Enterococcus sp. y Citrobacter sp.. Se realizaron perfiles de 

fermentación a escala de laboratorio en medios definidos, seleccionando cepas 

promisorias para la transformación de pentosas y hexosas en etanol. Los resultados de 

esta investigación se esperan sean conducentes en un futuro al desarrollo de diferentes 

líneas de investigación (ingeniería genética y plataformas de biorrefinerias 

lignocelulósicas, entre otras) para el planteamiento de un proceso de producción de 

biocombustible de segunda generación que sea viable y sustentable para el país. 

 

 

 

 

 



 

 
 

1. Estado del Arte 

1.1 Bioetanol de segunda generación 

 

La industria de la agroenergía ha sido planteada como un enorme esfuerzo por sustituir las 

fuentes convencionales de combustibles (derivados del petróleo), obedeciendo esto, no 

solo a las demandas sociales, políticas y económicas sino también las ambientales. Por 

ello, la producción de biocombustibles hace parte de una estrategia para la transición hacia 

el uso de energías renovables aumentando su participación en las matrices energéticas a 

nivel mundial.  

 

En este grupo se encuentra el bioetanol, el cual es el biocombustible más utilizado en la 

actualidad (Machado, 2010). Este es un producto energético originado a partir de la materia 

orgánica formada por vía biológica que puede ser procesado para proveer formas 

bioenergéticas más elaboradas y adecuadas para el consumo final (Machado, 2010). Este 

combustible es caracterizado como un líquido incoloro, de olor ardiente, fácilmente 

inflamable, de llama azulada y muy higroscópico. Generalmente es utilizado anhidro o 

hidratado. El etanol anhidro posee menos de 0,1% de agua en su composición, siendo 

más adecuado para la mezcla carburante con la gasolina (Machado, 2010). En América 

Latina y el Caribe la industria del etanol está soportada en el cultivo de caña de azúcar 

(IICA, 2007), proceso que consiste principalmente en la fermentación del jugo de caña 

(materia prima presente también en el ciclo de producción de alimentos) hasta etanol, 

realizado con tecnologías convencionales. Este tipo de producción se ha denominado 

etanol de primera generación (CGIAR, 2008).  

 

El bioetanol de segunda generación, también llamado biocombustible celulósico, es 

producido de materias primas no alimentarias como residuos de cultivos, forestales y 

gramíneas forrajeras de alta producción de biomasa (Machado, 2010). La producción de 

este tipo de alcohol carburante depende de las técnicas de bioconversión, que pueden ser 
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bioquímicas o termoquímicas. Esto conlleva a una mayor complejidad del proceso que en 

la producción del alcohol de primera generación.  

 

Los procesos para obtención de etanol a partir de biomasa, ya sean por la vía 

termoquímica o bioquímica, presentan actualmente retos importantes de investigación e 

innovación en las etapas de desarrollo y optimización. En el proceso termoquímico se 

encuentra la gasificación de la materia prima para la producción de gas de síntesis 

(“syngas”, mezcla gaseosa rica en hidrógeno y monóxido de carbono, principalmente) que 

puede ser convertido a etanol por síntesis catalítica en el proceso denominado BTL-FT (del 

inglés, Biomass to Liquid via Fischer–Tropsch) (Hu et al., 2012). De otro lado, en la ruta 

bioquímica se requiere la hidrólisis de biomasa para la producción de monómeros de 

azúcar y posterior fermentación a etanol. Este proceso de despolimerización de azúcares 

presenta una alta complejidad debido a la propiedad recalcitrante de la pared celular, 

además de la liberación de otros componentes presentes en este tipo de materia prima, lo 

que ha llevado al desarrollo de procesos físicos, químicos y biológicos que permitan una 

mayor eficiencia en la producción del alcohol (Lu y Moiser, 2008).  

1.1.1 Biomasa Lignocelulósica  

Los residuos de muchos procesos agrícolas e industriales son material lignocelulósico. 

Esta clase de material es la masa orgánica más abundante en la biosfera, con 

aproximadamente el 50% de la biomasa existente (Chandel et al., 2011). La estructura y 

composición química de la biomasa lignocelulósica varía de acuerdo a las características 

genéticas y ambientales (Balat, 2011). La presencia de lignina (10-20%), celulosa (30-

50%) y hemicelulosa (15-35%) (Limayen y Ricke, 2012) lo convierten en un material de 

difícil degradación para la producción de bioetanol por fermentación microbiana. Estos tres 

componentes principales (Figura 1-1) representan hasta el 90% del material seco, siendo 

el 10% restante extractivos y cenizas (Dehkhoda, 2008) 

 

El rendimiento de etanol a partir de este tipo de material se encuentra directamente 

relacionado al contenido de polisacáridos, como la celulosa y hemicelulosa que 

normalmente constituyen dos tercios de la materia seca de la pared celular (Balat, 2011), 

los cuales se encuentran fuertemente unidos al componente de lignina por medio de 

enlaces covalentes y de hidrógeno (Limayen y Ricke, 2012). 
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Figura 1-1: Esquema de la biomasa vegetal lignocelulósica (tomado y adaptado de 

Ratanakhanokchai et al., 2013). 

 Celulosa (C6H10O5)x 

La arquitectura de la pared celular está determinada principalmente por la celulosa, 

polisacárido cristalino, que forma un sistema de fibrillas entrelazadas de diferentes 

tamaños, constituida por cadenas lineales que contienen de tres a cinco mil residuos de 

glucosa (Machado, 2010). La orientación de los enlaces, adicional a la formación de 

puentes de hidrógeno hace que el polímero sea rígido y difícil de romper. 

 

 Hemicelulosa como xilano (C5H8O4)m 

Es una estructura variable formada por polímeros cortos y altamente ramificados, 

compuesta por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), hexosas (D-galactosa, D-glucosa y D-

manosa) y también puede contener ácidos urónicos (Saha, 2003). Los xilanos son la 

estructura hemicelulósica más abundante (Saha, 2003). Su cadena principal está 

compuesta por xilano con enlaces β-(1,4) que incluyen D-xilosa (cerca de un 90%) y L-

arabinosa (aproximadamente 10%) (Gírio et al., 2010). Mientras 7 de 10 unidades de xilosa 

son substituidas en el C-2 o C-3 por un grupo acetilo, 1 de 10 unidades de xilosa presenta 

unión en el C-1 con residuos de ácido 4-o-metil-α-D- glucurónico (Kuhad et al., 2011). Por 

su naturaleza amorfa la hemicelulosa es más fácilmente hidrolizable que la celulosa. Sin 

embargo, debido a la diversidad de sus azúcares, la hemicelulosa requiere una amplia 
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gama de enzimas para ser completamente hidrolizada en monómeros libres (Limayen y 

Ricke, 2012). 

 

 Lignina [C9H10O3 (OCH3)0.9 – 1.7]n 

Polímero aromático con alto grado de carbono, posee una función estructural y da 

resistencia a la planta respecto a humedad y ataques biológicos. Se compone de tres 

monómeros de alcoholes fenilpropílicos (cumarílico, coniferílico y sinapílico) (Limayen y 

Ricke, 2012) que se unen formando una matriz compleja, con una variedad de grupos 

funcionales tal como hidroxilos, metoxilos y carbonilos, los cuales le imparten una alta 

polaridad a la macromolécula. Esta fracción representa un rol fundamental para las 

tecnologías de hidrólisis una vez que reviste las moléculas de celulosa y hemicelulosa, 

dificultando su acceso para procesos de fermentación (Machado, 2010).  

 

Los residuos lignocelulósicos se han ubicado como un material de alta importancia 

biotecnológica gracias a las propiedades de sus componentes y la posibilidad de 

conversión de estos a una gran cantidad de productos de valor agregado a nivel 

energético, tal como el biodiesel y bioetanol. En la actualidad aún es un reto para la 

investigación del proceso de bioconversión, de materiales lignocelulósicos a alcohol 

carburante, propiciar el acceso de los microorganismos fermentadores a los compuestos 

monoméricos (pentosas y hexosas) en condiciones favorables para su metabolismo, esto 

debido a la alta complejidad de su estructura. 

 

El material lignocelulósico puede clasificarse en cuatro grupos basado en el tipo de fuente 

de la materia prima: a) residuos forestales; b) residuos sólidos municipales; c) residuos de 

papel y d) residuos de cultivos (Balat, 2011). En la selección de un cultivo como materia 

prima para la fabricación de etanol de segunda generación, es de prioridad aquellos que 

minimicen los requerimientos de tierra, agua, aportes externos de agroquímicos, entre 

otros aspectos (Machado, 2010). La materia prima representa típicamente entre un 60% a 

un 70% del costo final del etanol y la búsqueda de alternativas de bajo costo es 

fundamental (Balat y Balat, 2009; Machado, 2010). En este contexto reviste importancia el 

uso de la biomasa lignocelulósica como materia prima en el proceso de producción, 

soportado en su gran disponibilidad, bajo costo, cuestiones ambientales y, más 

recientemente, el hecho de no competir con la producción de alimentos (Machado, 2010), 
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lo cual resulta en un potencial para establecer procesos de producción energética factibles 

económicamente. 

1.1.2 Bagazo de caña 

Uno de los mayores materiales lignocelulósicos encontrados en grandes cantidades para 

ser considerado en este proceso de biotransformación, sobre todo en países tropicales, es 

el bagazo de caña de azúcar, residuo fibroso obtenido después de la extracción del jugo 

de la caña de azúcar (Saccharum officinarum) en la producción de azúcar (Cardona et al., 

2010). Colombia presenta 230 mil hectáreas de área sembrada de caña de azúcar en 5 

departamentos (Risaralda, Cauca, Quindío, Valle del Cauca y Caldas) que producen 24,30 

millones de toneladas de caña (Asocaña, 2015). En general, 1 tonelada de caña de azúcar 

genera cerca de 280 kg de bagazo (Cerqueira et al., 2007), que puede ser utilizado en 

estas industrias azucareras para el suministro de energía bien sea por cogeneración o 

transformación hasta alcohol carburante. En Colombia, los ingenios azucareros producen 

más de 5 millones de toneladas de bagazo al año el cual es utilizado en la fabricación de 

papel, abonos y, más recientemente, se ha impulsado la cogeneración de energía 

(Asocaña, 2015). El uso más común del bagazo de caña es la generación de energía por 

combustión.  

 

A pesar de la variabilidad que se puede dar en la composición del residuo del cultivo de 

caña de azúcar por condiciones ambientales, de cultivo y genéticas (Canilha et al., 2012), 

el bagazo presenta en su pared celular un porcentaje considerable de hemicelulosa y 

celulosa (Tabla 1-1) que pueden ser usadas como materia prima para la generación de 

bioetanol. Los valores descritos centran la atención en la degradación de la hemicelulosa 

como un factor importante en el rendimiento y el costo de la producción de bioetanol a 

partir de esta materia prima. 

 

Tabla 1-1: Composición de la pared celular de bagazo de caña de azúcar en % w/w de 

material seco (tomado de Neureiter et al., 2002). 

Celulosa* Hemicelulosa* Lignina* 

Glucano Xilosa Arabinosa Manosa Galactano  
40,2 % 22,5 % 2,0 % 0,5 % 1,4 % 25,2 % 

* Datos determinados de acuerdo con el método estándar modificado TAPPI (del inglés Technical 
Association of the Pulp and Paper Industry). 
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Para comprender mejor los procesos de transformación del bagazo hasta etanol se han 

llevado a cabo diversas investigaciones acerca de su composición. Estas, han permitido 

considerar que en la hidrólisis de la estructura lignocelulósica de este tipo de residuo, debe 

tenerse en cuenta que la D-xilosa es el segundo azúcar más importante y que constituye 

un tercio de los azúcares en la materia prima (Lachke, 2002). También, se ha reportado 

un bajo contenido de cenizas, lo que supone una ventaja para este bioproceso (Li et al., 

2002). Los estudios sobre las propiedades estructurales y de superficie del bagazo 

(realizados a través de técnicas de análisis como Difracción de Rayos-X y SEM (del inglés, 

Scanning Electron Microscopy)) han evidenciado diferencias entre la corteza y el centro 

del bagazo en cuanto a su estructura y cristalinidad (Cardona et al., 2010; Canilha et al., 

2012). Además, se describe la observación de fibras con capas superficiales lisas y 

elongaciones características de más de 200 µm (Quintero y Cardona, 2009). Por lo 

anterior, la conversión del bagazo hasta etanol tiene la base científica común con otros 

materiales lignocelulósicos, debido al hecho de que no hay diferencias cualitativas 

considerables en la composición y en su estructura (Cardona et al., 2010). 

1.2 Obtención bioquímica de etanol a partir de biomasa 
lignocelulósica 

 
La conversión de la biomasa hasta etanol por la vía bioquímica involucra cinco pasos 

(Figura 1-2): 1) pretratamiento, 2) hidrólisis de carbohidratos complejos, 3) fermentación, 

4) destilación para recuperación del producto y 5) tratamiento del efluente (Cardona et al., 

2010). 

 

Durante las últimas décadas, se han realizado avances sustanciales en procesos 

(biológicos, químicos y físicos) y tecnologías que han ayudado a mejorar estos pasos en 

la producción de etanol, enfocados principalmente en: i) la eficiencia del pretratamiento, ii) 

integración del proceso de sacarificación y fermentación, iii) métodos de detoxificación e 

iv) ingeniería metabólica de los microorganismos. 



10 Evaluación del Potencial de Bacterias Nativas de Colombia para la 

Transformación de Pentosas y Hexosas en Etanol 

 

 

 

Figura 1-2: Esquema del proceso de producción de etanol desde el bagazo de caña. 

Posibilidades de integración son mostradas dentro de las cajas. Co-Fermentación= CF (del 

inglés Co-Fermetation); Sacarificación y fermentación simultanea= SSF (del inglés 

Simultaneous Saccharification and Fermentation); Sacarificación y Co-fermentación 

simultanea= SSCF (del inglés Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation) 

(tomado y adaptado de Cardona et al., 2010). 

1.2.1 Pretratamiento: Producción de hidrolizados 

Por la naturaleza de los componentes del material lignocelulósico se hace importante para 

su bioconversión someterlo a un tratamiento previo, esto con el fin de obtener los 

componentes poliméricos. Se ha planteado para esto procedimientos físicos, químicos, y 

biológicos o combinaciones de ellos para conseguir el máximo rendimiento y pureza de los 

componentes. A continuación, se mencionan algunos de ellos: 

 

 Tratamientos físicos: mediante procesos de astillado, trituración y molienda se reduce 

la cristalinidad de la celulosa. El tamaño de los materiales es generalmente 10-30 mm 

después de astillado y 0,2-2 mm después de la molienda o trituración (Sun y Cheng, 

2002). La pirolisis es otro proceso empleado en la degradación rápida de la celulosa 

hasta H2, CO y carbón residual que se realiza a más de 300ºC (Canilha et al., 2012). 
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 Tratamientos químicos: en los procesos con ácidos (ácido clorhídrico, ácido fosfórico, 

ácido sulfúrico, dióxido de azufre), la solubilidad de los polisacáridos es alcanzada en 

diferentes concentraciones del ácido (Gírio, 2010). El desarrollo de hidrólisis con ácido 

diluido en condiciones menos severas han alcanzado altos rendimientos de conversión 

de xilano a xilosa (Canilha et al., 2012); los pretratamientos alcalinos (hidróxido de: 

sodio, potasio, calcio y amonio) permiten remover lignina y varias sustituciones de 

ácidos urónicos en la hemicelulosa, este proceso utiliza bajas temperaturas y presiones 

pero el tiempo de pretratamiento se da en horas o días (Balat, 2011); con solvente 

orgánicos o proceso organosolv (etanol, etilenglicol, metanol y acetona) se promueve 

la ruptura de enlaces lignina-lignina y lignina-carbohidratos aumentando el área 

superficial y volumen, permitiendo el acceso de las enzimas (Cardona et al., 2010).  

 

 Tratamientos fisicoquímicos: Explosión de vapor o método termoquímico con altos 

rendimientos de solubilidad de hemicelulosa (produciendo principalmente 

oligosacáridos) con baja solubilidad de lignina (Canilha et al., 2012); el método AFEX 

(del inglés, Ammonia fiber explosión) es un tratamiento térmico alcalino que expone el 

material lignocelulósico a alta temperatura y presión, seguido de liberación rápida de 

presión (Sun y Cheng, 2002). 

 

 Tratamientos biológicos: estos procedimientos se emplean a partir de hongos de 

podredumbre blanca, parda y suave o bacterias que son utilizados para degradar 

lignina y solubilizar hemicelulosa (Balat, 2011). La degradación enzimática de biomasa 

vegetal se lleva a cabo por una mezcla compleja de enzimas (Tabla 1-2), entre las 

cuales se destacan las celulasas y hemicelulasas. Además, se usan ligninasas las 

cuales promueven la despolimerización de la lignina (Martins et al., 2011). 
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Tabla 1-2: Enzimas utilizadas en la degradación de biomasa vegetal (adaptado de Martins 
et al., 2011) 

Enzimas Tipos 

 
Celulasas 

Endoglucanasas (E.C.3.2.1.4) 

exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) 

β-glucosidasas (EC 3.2.1.21) 

 
 

Xilanasas 

endo-1,4-β-D-xilanasas (EC 3.2.1.8) 

1,4-β-D-xylosidasas (EC 3.2.1.37) 

α-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) 

α- glucuronidasas (EC 3.2.1.139) 

acetil xilano esterasas (E.C. 3.1.1.72) 

p-cumarico y ácido ferúlico esterasas (E.C. 3.1.1.73) 

 
Ligninasas 

Lacasas (EC 1.10.3.2) 

lignina peroxidasa (LIP) (EC 1.11.1.14) 

peroxidasas manganeso (MNP) (EC 1.11.1.13) 

1.2.2 Hidrólisis de celulosa y hemicelulosa 

La celulosa obtenida después del pretratamiento puede ser degradada hasta glucosa 

(sacarificación) por vía química o enzimática (Edye y Doherty, 2015). El proceso químico 

involucra el uso de ácidos diluidos o concentrados, y usando estas condiciones es 

inevitable la formación de hidroximetilfurfural (HMF) y otros compuestos no deseados 

(Cardona et al., 2010). La sacarificación realizada mediante el uso de enzimas celulolíticas 

microbianas, las cuales han demostrado mejores condiciones para el paso siguiente de 

fermentación, han resultado ser procesos muy lentos (Cardona et al., 2010). 

 

Entre varias estrategias de hidrólisis de hemicelulosa que han sido estudiadas, la hidrólisis 

con ácido diluido y la hidrólisis enzimática han sido las más útiles para la máxima 

conversión de la fracción del heteropolímero en xilosa y otros azúcares que pueden ser 

fermentados a etanol por microorganismos (Chandel et al., 2011). 

 

El proceso de hidrólisis de los componentes del material lignocelulósico no solo produce 

azúcares simples sino otros productos generados de la deshidratación de azúcar y 

despolimerización de lignina, tales como ácidos orgánicos, furaldehídos derivatizados y 

ácidos fenólicos (Figura 1-3). Estos compuestos son conocidos por tener un grave impacto 

negativo en los microorganismos etanologénicos que participan en el proceso de 

fermentación, por comprometer la integridad de sus membranas celulares, la inhibición de 

enzimas esenciales e interactuar negativamente con su ADN / ARN (Ibraheem y Ndimba, 
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2013). En consecuencia, la producción de estos compuestos citotóxicos reduce en gran 

medida el rendimiento y la productividad de la bioconversión del material lignocelulósico 

en etanol. 

 

 

Figura 1-3: Principales componentes hidrolíticos de material lignocelulósico y los 
principales compuestos inhibidores generados (tomado y adaptado de Ibraheem y Ndimba, 
2013). 

1.2.3 Fermentación  

Este paso consiste en la transformación de azúcares libres (hexosas y pentosas 

contenidos en el hidrolizado) hasta etanol. Este proceso puede emplearse de manera 

conjunta con la hidrólisis o en unidades separadas realizándolas en sus condiciones de 

funcionamiento óptimas (especialmente de temperatura y pH). 
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La fermentación puede realizarse como un proceso en lote, alimentación por lotes o 

continúo. La elección del procedimiento adecuado dependerá de las propiedades cinéticas 

de los microorganismos y tipo de hidrolizado lignocelulósico (Balat, 2011). Este proceso es 

realizado por microorganismos (levaduras, hongos o bacterias) y las opciones tecnológicas 

plantean el uso de un solo microorganismo o en cultivo mixto. El aumento de la 

concentración de etanol en el caldo de cultivo permite la reducción de los costos 

energéticos durante la destilación (Cardona et al., 2010).  

 

La fermentación eficiente de los hidrolizados del material lignocelulósico hasta etanol, ha 

evidenciado dos problemas. En primer lugar, después del pretratamiento, el hidrolizado no 

sólo contiene azúcares fermentables, sino también una amplia gama de compuestos que 

tienen efectos inhibidores en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos 

utilizados para la fermentación. En segundo lugar, los hidrolizados obtenidos a partir de la 

hemicelulosa no sólo contienen hexosas, sino también pentosas (Olsson y Hahn-

Häigerdal, 1996). 

 

Los procesos industriales que implican la fermentación, tales como la producción de etanol 

combustible a partir de lignocelulosa, requieren microorganismos robustos con alta 

productividad (es decir, convertir todos los azúcares mixtos a altas tasas) pues uno de los 

principales retos en la fermentación de pentosa radica en el hecho de que las 

productividades de los microorganismos que utilizan pentosa son menores de los que 

fermentan hexosas (Cardona et al., 2010), alta tolerancia a etanol o compuestos 

inhibidores inherentes al sustrato, y la resistencia a la contaminación indeseada por 

microorganismos (Lu y Moiser, 2008). 

1.3 Microorganismos fermentadores 

 

Microorganismos para la fermentación de bioetanol se pueden describir mejor en términos 

de sus parámetros de rendimiento y otros requisitos tales como la compatibilidad con los 

productos, procesos y equipos existentes. Los parámetros de rendimiento de la 

fermentación son: rango de temperatura, rango de pH, la tolerancia al alcohol, tasa de 

crecimiento, la productividad, la tolerancia osmótica, especificidad, rendimiento, estabilidad 
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genética, y tolerancia a inhibidores (Dien et al., 2003). Por lo tanto, las características 

requeridas para un microorganismo industrialmente adecuado deben corresponder a las 

condiciones del proceso (Tabla 1-3).  

 

Tabla 1-3: Características importantes de los procesos de fermentación de etanol (tomado 
de Senthilkumar y Gunasekaran, 2005). 

Parámetros Nivel deseado 

Rendimiento de etanol g g-1 >90% rendimiento teórico 
Tolerancia a etanol g l-1 >40 g l-1 
Productividad de etanol g l-1 h-1 1 g l-1 h-1 
Medio de crecimiento Formulación del medio a bajo 

costo 
Capacidad de crecer en el sustrato concentrado Resistencia a inhibidores 
Condiciones de crecimiento de cultivo que retardan 
contaminantes  

pH ácido o altas temperaturas 

 

Tradicionalmente, se han utilizado levaduras como Saccharomyces cerevisiae y bacterias 

como Zymomonas mobilis para la fermentación de azúcares a etanol (Balat, 2011; Limayen 

y Ricke, 2012). Ambos microorganismos son capaces de fermentar la glucosa de manera 

eficiente en bioetanol, pero son incapaces de convertir la xilosa. Sin embargo, hay una 

amplia gama de bacterias, hongos y levaduras recombinantes que son capaces de 

fermentar el azúcar xilosa, aunque no todos son capaces de adaptarse a las condiciones 

de proceso y algunos de ellos producen rendimientos muy bajos de etanol (Olsson y Hahn-

Häigerdal, 1996; Dien et al., 2003; Balat, 2011; Chandel et al., 2011). Su tolerancia a etanol 

y la productividad aún requieren nuevas mejoras. Además, los materiales celulósicos 

contienen contaminantes microbianos que compiten en la fermentación por nutrientes y 

estos contaminantes pueden generar productos finales tóxicos (Balat, 2011). 

 

Estudios realizados sobre la estabilidad de los sistemas de fermentación con 

microorganismos (tipo salvaje), como la Zymomonas mobilis, han evidenciado que las 

variables de operación pueden generar condiciones desfavorables para los procesos de 

producción de etanol (Garhyan y Elnashaie, 2004). De otro lado, la amplia variabilidad de 

respuestas a las diferentes condiciones de estrés ambiental probados con cepas de 

Saccharomyces cerevisiae, demuestran que no hay reglas generales que puedan ser 

asumidas de igual manera por todas las cepas, y que estas respuestas son altamente 

dependientes de su genética y antecedentes ambientales (Garay-Arroyo et al., 2004). Por 
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lo tanto, la búsqueda de organismos nativos para el proceso de fermentación de azúcar 

C5 y C6 en diversos ambientes, el cual impone una evolución adaptativa sobre las células, 

podría proveer una diversidad microbiana con alto potencial para la conversión de 

pentosas y hexosas a etanol, así como la tolerancia a las diferentes condiciones 

estresantes del proceso de fermentación. 

 

Desde los años 80 la investigación ha estado enfocada en encontrar microorganismos 

fermentadores de pentosas y entender el metabolismo de la xilosa (Olsson y Hahn-

Häigerdal, 1996), tendiente esto a superar una de las limitantes y lograr una aproximación 

al desarrollo de un proceso eficiente y escalable para la conversión de este material en 

bioetanol. Las bacterias han sido planteadas como microorganismos promisorios, basados 

en la amplia gama de sustratos (no sólo monosacáridos pueden ser fermentados por las 

bacterias, sino también biopolímeros de celulosa y otros) que pueden metabolizar (Olsson 

y Hahn-Häigerdal, 1996), la producción de gran variedad de enzimas importantes en el 

proceso de fermentación e hidrólisis (Martins et al., 2011) y la elucidación de mecanismos 

de adaptación a inhibidores del proceso (Ibraheem y Ndimba, 2013). 

1.3.1 Bacterias productoras de etanol 

Las bacterias productoras de etanol (EPB, del inglés, Ethanol Producing Bacteria) (Tabla 

1-4) han sido un objetivo para la investigación en la producción de etanol de segunda 

generación, fundamentado en características como: i) mayor tasa de crecimiento 

implicando mayor rendimiento de etanol, comparado con la levadura Saccharomyces 

cerevisiae, organismo convencionalmente usado para la producción de este alcohol a partir 

de hexosas (Gunasekaran y Raj, 1999); ii) la capacidad natural que tienen las bacterias de 

fermentar carbohidratos (principalmente pentosas) que no pueden ser degradados por 

otros microorganismos, además de iii) producir celulasas in situ reunidas en un complejo 

multienzimático denominado celulosoma, que se plantea como una posible solución a la 

acumulación de productos inhibidores (Martins et al., 2011). Lo anterior, permite considerar 

que el uso de las EPB son una alternativa para una producción de etanol más económica 

(Senthilkumar y Gunasekaran, 2005). 
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Tabla 1-4: Bacterias mesófilas y termófilas con potencial para la producción de etanol de 

segunda generación y sus condiciones óptimas de crecimiento (adaptado de Chandel et 

al., 2011). 

Microorganismo Glu Xil Ara Man Cel pH Temp. 

(°C) 

Bacterias mesófilas 

Bacillus polymyxa  + + + + - 5.5-8.0 35-37 

Aerobacter hydrophila + + + + - 5.5-8.0 35-37 

Klebsiella pneumonia + + + + - 5.0-6.0 35-37 

Clostridium acetobutylicum + + + + + 4.0-8.0 35-37 

Bacterias termófilas  

Clostridium thermocellum  + + + - + 4.0-8.0 65 

C. thermohydrosulfuricum + + + - - 4.7-8.0 65 

C. thermosaccharolyticum + + + + - 5.0-8.0 60 

C. thermosulfurogenes + + + + - 4.5-7.5 60 

Thermoanaerobacter ethanolicus + + + + - 4.4-9.5 69 

Glu, glucosa; Xil, xilosa; Ara, arabinosa; Man, manosa; Cel, celulosa. 

  

 

Los rendimientos de etanol típicos y productividades volumétricas de etanol totales para 

fermentaciones en lote con bacterias etanologénicas (de origen natural y recombinantes) 

en el laboratorio usando xilosa como fuente de carbono han sido reportados (Tabla 1-5). 

Los resultados se basan en la concentración inicial de xilosa. El rendimiento teórico para 

la producción de etanol a partir de glucosa es 0,51 g de etanol g-1 glucosa (2 mol mol-1). El 

rendimiento teórico de etanol a partir de xilosa se considera generalmente que es 0,51 g 

etanol g-1 xilosa (1,67 mol mol-1) (Olsson y Hahn-Häigerdal, 1996). 
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Tabla 1-5: Rendimiento de las bacterias fermentadoras de xilosa (adaptado de Olson y 

Hahn-Häigerdal, 1996). 

Cepa Xilosa 

(g l-1) 

Etanol 

(g l-1) 

Rendimiento 

(g g-1) 

Productividad 

(g l-1 h-1) 

Bacterias: origen natural 

Bacillus macerans DMS 1574  

Bacteroides polypragmatus NRCC 2288  

Clostridium saccharolyticum ATCC 

35040  

C. thermohydrosulfuricum 39E  

Erwinia chrysanthemi B374 5  

Thermoanaerobacter ethanolicus ATCC 

31938 

 

20 

44 

25 

 

5 

5 

4 

 

3,3 

6,5 

5,2 

 

2,0 

NR 

1,5 

 

0,16 

0,15 

0,21 

 

0,39 

0,23a 

0,36 

 

0,03 

0,09 

0,05 

 

NR 

NR 

NR 

Bacterias: recombinantesb 

Erwinia chrysanthemi B374 (pdc)  

Escherichia coli B, pLOI297 (pdc, adhB)   

E. coli B KO11 (pdc, adhB, frd-)  

Klebsiella oxytoca M5A1 (pdc, adhB)  

K. planticola SDF20 (pdc, pfl- )  

Zymomonas mobilis CP4 (pZB5) 

 

5 

80 

80 

100 

17 

25 

 

NR 

39,2 

41,6 

46,0 

7,7 

11 

 

0,44a 

0,49 

0,52 

0,46 

0,44 

0,44 

 

NR 

0,70c 

0,87 

0,96 

0,18 

0,57 
a g de etanol g-1 xilosa consumida 
b El genotipo correspondiente se indica entre paréntesis, pdc:piruvato descarboxilasa; pfl:piruvato 
formiato liasa; adhB: alcohol deshidrogenasa II; frd: fumarato reductasa; pZB5: lleva los genes de 
xilosa isomerasa, xiluloquinasa, transcetolasa, y transaldolasa. 
c Productividad volumétrica máxima. 
NR= No Reportado 

1.3.2 Rutas metabólicas  

Algunas bacterias mesófilas y termófilas en condiciones aerobias o anaerobias son 

capaces de formar etanol como subproducto en su metabolismo fermentativo, 

acompañado de otros productos que incluyen alcoholes como butanol, isopropanol y 2,3-

butanodiol; ácidos orgánicos como acetato, butirato, formiato, succinato y lactato; polioles 

como arabitol, glicerol y xilitol; cetonas como la acetona; o varios gases como metano, 

dióxido de carbono e hidrógeno (Roehr, 2001). 

 

 Xilosa y arabinosa 

La capacidad de fermentar pentosas en algunas de las bacterias productoras de etanol se 

presenta por la isomerización de la D-xilosa y L-arabinosa en D-xilulosa y L-ribulosa, 
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respectivamente, seguido de su fosforilación y epimerización a D-xilulosa-5-fosfato para 

ingresar a la vía pentosas fosfato en la fase no oxidativa (Figura 1-4) y realizar su posterior 

conversión a etanol.  

 

   

Figura 1-4: Vía metabólica para la asimilación de pentosas en bacterias. XI: Xilosa 
Isomerasa, XK: Xiluloquinasa, AI: Arabinosa Isomerasa, RK: Ribuloquinasa, RE: Ribulosa 
epimerasa, TK: Transcetolasa, TA: Transaldolasa. 

 

Los mayores éxitos en la ingeniería metabólica de microorganismos etanologénicos han 

sido bacterias Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y Zymomonas mobilis. 

E. coli y K. oxytoca son capaces naturalmente de utilizar una amplia gama de azúcares, y 

el trabajo en estas cepas se ha centrado en producir selectivamente etanol. Por otro lado, 

la Z. mobilis en condición aerobia posee una ruta metabólica homofermentativa que le 

permite producir etanol a partir de glucosa y sacarosa con altos rendimientos, tolera 

concentraciones superiores a los 120 g l-1 de etanol, y tiene una mayor productividad 

específica de etanol, 2,5 veces mayor a Saccharomyces cerevisiae (Sprenger, 1996). 

Debido a esto, el trabajo de ingeniería en este organismo se ha concentrado en la 

introducción de las vías para la fermentación de arabinosa y xilosa (Dien et al., 2003). 

 

 Glucosa 

En las bacterias el proceso catabólico para los azúcares se encuentra mediado por tres 

rutas principales: la vía EM (Embden-Meyorhoff), la vía heteroláctica y en otras por la vía 

ED (Entner-Doudoroff). 

 

Las bacterias que presentan la vía Embden-Meyorhoff (EM) tienen la capacidad de 

conducir los azúcares hacia la producción de múltiples metabolitos finales dependiendo de 

la fase reductiva del metabolismo del piruvato. En esta ruta la ganancia neta de ATP son 
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2. En este sentido las fermentaciones bacterianas pueden ser clasificadas en 6 grupos: i) 

fermentación homoláctica; ii) fermentación de ácidos mixtos; iii) fermentación de 

butanodiol; iv) fermentación ácido butírico; v) fermentación butanol-acetona y vi) 

fermentación ácido propiónico (Madigan et al., 2004). 

 

La ruta metabólica heteroláctica es utilizada por las bacterias heterofermentativas (Roehr, 

2001). En esta vía las oxidaciones están mediadas por NAD y se llevan a cabo antes del 

clivaje del sustrato. La eficiencia de esta ruta es la mitad de EM (Madigan et al., 2004) con 

una ganancia neta de 1 ATP. 

 

En la ruta metabólica de Entner-Doudoroff (ED) se produce sólo la mitad de ATP por mol 

de glucosa, de lo que se produce en la ruta metabólica de EM. Como consecuencia de 

esto se produce menos biomasa, y más carbono es dirigido a la formación de productos. 

También, como consecuencia del bajo rendimiento de ATP, se mantiene un alto flujo de 

glucosa a través de la ruta metabólica de ED (Crespo, 2009). 

1.3.3 Mecanismos bacterianos de tolerancia a inhibidores 

Las bacterias tienen la capacidad de sobrevivir, crecer y adaptarse en diversos ambientes, 

algunos de ellos son hábitats extremos, tales como termófilos, halófilos, acidófilos o 

alcalófilos. Esta propiedad es el resultado de sus mecanismos de defensa y de adaptación 

naturales. Frecuentemente las bacterias producen enzimas que son activas y 

potencialmente estables en estas duras condiciones, a menudo muy similares a 

condiciones extremas presentes en los procesos de degradación del material 

lignocelulósico (Bader et al., 2010). 

 

El éxito de microorganismos etanologénicos radica no solo en la capacidad de fermentar 

una variedad de azúcar (pentosas y hexosas) sino además ser capaces de sobrevivir, 

crecer y replicarse bajo condiciones estresantes, generadas durante la cadena productiva 

del etanol a partir de biomasa lignocelulósica (Ibraheem y Ndimba, 2013), es decir tolerar 

o adaptarse a los inhibidores del proceso formados en las fases de pretratamiento e 

hidrólisis.  
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Los mecanismos moleculares de respuesta a las condiciones de estrés son aún 

desconocidos en bacterias etanologénicas. Sin embargo, existe un número de respuestas 

específicas y a estrés global de las bacterias, las cuales pueden ser usadas para proveer 

tolerancia, resistencia o protección hacia los inhibidores de fermentación (Ibraheem y 

Ndimba, 2013). Estos mecanismos incluyen el i) mantenimiento del pH, ii) mantenimiento 

de la integridad de la membrana, iii) activación y regulación de respuesta global a estrés y 

iv) degradación de inhibidores (Figura 1-5).  

 

 

 

Figura 1-5: Modelo de mecanismos de adaptación y tolerancia contra inhibidores del 
proceso de bioconversión de la biomasa lignocelulósica (tomado y adaptado de Ibraheem 
y Ndimba, 2013). 

 



 

 
 

2. Objetivos  

2.1 Objetivo general 

 
Aislar, caracterizar y evaluar el potencial de bacterias nativas de Colombia para la 

transformación de pentosas y hexosas en etanol. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Aislar e identificar molecularmente bacterias nativas con potencial para la fermentación 

de pentosas y hexosas a escala de laboratorio. 

 

 Caracterizar el perfil de fermentación de bacterias nativas empleando medios definidos 

a escala de laboratorio. 

 

 Evaluar parámetros de proceso como resistencia a ácido acético, osmotolerancia a 

sustrato y termotolerancia de bacteria nativa para la producción de etanol. 

 

 

 



 

 
 

3.  Metodología  

Esquema general del procedimiento experimental realizado en el trabajo de 

investigación: 
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3.1 Aislamiento y caracterización de bacterias 
fermentadoras nativas 

3.1.1 Muestreo 

 

Para la selección de los microorganismos cultivables estudiados en este trabajo se realizó 

un muestreo compuesto en cuatro nichos ecológicos distintos (Figura 3-1). A continuación, 

se describen los lugares muestreados: 

• Pila de bagazo de caña de trapiche panelero (Ubicado en el municipio Boquerón de 

Iló vía Quipile, temperatura de 25°C, 1538 msnm, tiempo de apilamiento 5 meses). 

• Pila de bagazo de caña de ingenio azucarero Providencia (Residuos finos 

altamente compactos y secos, almacenados en condiciones ambientales (~20°C), en las 

instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia-sede Bogotá); 

• Compost (3 pilas ubicadas en el campus de la Universidad Nacional de Colombia–

Sede Bogotá de 15 (46 °C), 24 (38°C) y 60 (30 °C) días); 

• Suelo (recolectado en el campus de la Universidad Nacional de Colombia-Sede 

Bogotá de la zona de deposición de residuos lignocelulósicos, como árboles, ramas y 

otros).  

 

Con las muestras tomadas se establecieron cinco condiciones para el aislamiento de los 

microorganismos nativos, las cuales fueron denominadas de la siguiente manera: 

1. Trap (T)= Mezcla homogenizada de las submuestras tomadas en diferentes puntos 

de la pila de bagazo de caña panelera. 

2. Ing (I)= Mezcla homogenizada de las submuestras tomadas en diferentes puntos 

de la pila de bagazo del ingenio de caña de azúcar. 

3. Comp (C)= Mezcla homogenizada de las submuestras tomadas en diferentes 

puntos de las 3 pilas de compost. 

4. MixC (MC)= Muestra de bagazo de trapiche panelero cubierto a 2 cm de alto por 

muestra de compost; almacenado en condiciones ambientales por 3 semanas 

(Figura 3-2 A). 

5. MixS (MS)= Muestra de bagazo de trapiche panelero cubierto a 2 cm de alto por 

muestra de suelo; almacenado en condiciones ambientales por 3 semanas (Figura 

3-2 B). 
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A B 

  
C D 

  
  

Figura 3-1: Nichos ecológicos muestreados para el aislamiento de microorganismos 
nativos. A) Pila de bagazo de caña de trapiche panelero; B) Pila de bagazo de caña de 
ingenio azucarero; C) Pilas de compost del campus UN-Sede Bogotá; D) Suelos del 
campus UN-Sede Bogotá. 

 

A B 
 

  
 
Figura 3-2: Almacenamiento de muestras de bagazo de trapiche panelero: A) Cubierto 
con muestra de compost; B) Cubierto con muestra de suelo. 
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3.1.2 Medios y condiciones de cultivo para aislamiento 

Se trataron las muestras con dos medios selectivos para bacterias:  

 

 Medio 1 (M1): El medio 1 (Anexo A1) reportado por Banerjee (1989), se utilizó 

realizando diluciones seriadas 10-1 a 10-7 de las muestras en agua peptonada (1%). Se 

cultivaron en M1 sólido las diluciones 10-3, 10-5 y 10-7, en cuatro diferentes temperaturas 

de aislamiento utilizando el M1 sólido; los microorganismos que crecieron y formaron 

colonias se aislaron hasta obtener cultivos axénicos. 

 

 Medio 2 (M2): El cultivo se realizó en medio líquido (Anexo A2) en condiciones de 

incubación estáticas de acuerdo a lo descrito previamente por Ronan et al. (2013). Los 

tubos se sellaron con tapa de rosca y se cubrieron con parafilm para disminuir la 

difusión de oxígeno, utilizando resazurina (0,002 g l-1) como indicador de la presencia 

del mismo en el medio. Se añadió 15 g de material de cada condición de trabajo (Trap, 

Ing, Comp, MixC y MixS), a 60 ml de M2, se incubó en cuatro diferentes temperaturas 

de aislamiento y después de 8 días el cultivo resultante fue transferido secuencialmente 

a medio fresco en una relación de 1:5 (v/v) cada 48h por 12 días, utilizando las mismas 

condiciones de incubación; cada pase fue posteriormente sembrado en medio sólido 

de la misma composición. 

 

Se utilizó cicloheximida al 0,001% como antifúngico y xilosa al 1% como única fuente de 

carbono. Los dos medios de cultivo se incubaron a cuatro temperaturas: 30, 37, 45 y 55 

°C. Las colonias obtenidas en los medios fueron sistemáticamente purificadas por medio 

de siembras sucesivas. 

3.1.3 Selección de bacterias productoras de etanol  

 

 Validación de método enzimático para selección de cepas productoras de etanol 

 

El tamizaje de los cultivos axénicos aislados para la determinación de producción de etanol 

se realizó mediante el ensayo de doble enzima acoplada (oxidasa – peroxidasa) (Qi X. et 

al., 2011), a través de la formación de un compuesto coloreado como la quinoneimina 

(ecuación 1 y 2). La intensidad del color formado al mezclar la solución RI y RII (Anexo A3) 
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en presencia de etanol permitió realizar mediciones fotométricamente en lector de 

microplacas (BioRad) a 490 nm (abs490nm), para la selección de las bacterias 

etanologénicas. 

OHCH3
     +    O O                             

OCH3
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En la selección del medio a emplear en el ensayo, se realizaron siembras de los aislados 

en ambos medios (M1 y M2). Por otro lado, para la determinación del tiempo de lectura, la 

reacción enzimática se llevó a cabo en microplaca de 96 pozos mediante la adición de 

solución RI (100 µl) en los pozos, seguido de la solución patrón (10 µl) y finalmente de la 

solución RII (100 µl), homogenizando la mezcla con la punta de la pipeta. Se realizó 

seguimiento de la formación de color durante 1 hora realizando las lecturas cada 15 min.  

 

Para determinar la selectividad del método enzimático, fueron analizados por triplicado 

patrones de ácidos y alcoholes (ácido fórmico, ácido acético, ácido láctico, isopropanol e 

isobutanol) que pueden surgir como posibles productos de la fermentación bacteriana, así 

como la mezcla de los mismos con etanol. El coeficiente de selectividad (K) para cada 

compuesto se determinó con la siguiente ecuación 3: 

 

                                                 K = mcompuesto/metanol                             (ecuación 3) 

 

Donde mcompuesto es la abs490nm de los ácidos y alcoholes analizados diferentes al etanol y 

metanol es la abs490nm del etanol. 

 

Las condiciones del ensayo enzimático se compararon con un método cromatográfico 

como el HPLC (del inglés, High-Performance Liquid Chromatography) de acuerdo a las 

Alcohol Oxidasa 

EC 1.1.3.13 

Peroxidasa                     

EC 1.11.1.7 
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condiciones descritas en el Anexo B y en los rangos apropiados de concentración para 

azúcares (glucosa, xilosa) y etanol. Se realizó el procedimiento de tamizaje por triplicado, 

descrito a continuación, utilizando una cepa positiva para la producción de etanol, como la 

Klebsiella oxytoca (obtenida en el Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional 

de Colombia y aislada de muestras clínicas).  

 

 Tamizaje de aislados axénicos 

 

i. Preparación de inoculo: los aislados se cultivaron en microtubo (capacidad 1,5 

ml) en medio M2 líquido (1 ml) suplementado con 1% D-xilosa como única 

fuente de carbono, durante 24 h a 200 rpm, manteniendo las condiciones de 

temperatura de aislamiento para cada cepa. Los cultivos se centrifugaron a 4 

°C y 15.200 rpm por 10 min; las células se lavaron 2 veces con 0,85% NaCl 

estéril y se ajustó la densidad óptica de 600 nm (OD600) a 0,2 +/- 0,03.  

ii. Ensayo para determinación de etanol: Se agregó el inoculo (10% del volumen 

final de 2 mL) en microtubo (capacidad 2 mL) que contenía medio M2, y se 

sellaron con parafilm durante 48 h a 200 rpm, manteniendo las condiciones de 

temperatura de aislamiento para cada cepa. Se centrifugó a 4 °C y 15.200 rpm 

por 30 min. El sobrenadante de cultivo líquido (10 µl) fue transferido a una 

microplaca de 96 pozos para la determinación de etanol. Las lecturas se 

realizaron de acuerdo a los parámetros establecidos en el proceso de 

validación. 

3.1.4 Identificación molecular y morfológica   

 
Se realizó la extracción por método enzimático (Anexo C) del ADN genómico de los 

aislados seleccionadas en el tamizaje de bacterias productoras de etanol. La extracción 

del ADN genómico se verificó mediante un gel de agarosa 1% (100 V, 60 min), utilizando 

un marcador HyperLadder™ 1kb (Bioline) y tinción con SYBR® Safe (Invitrogen). La 

concentración de ADN obtenida fue cuantificada con NanoDrop 2000 (ThermoScientific). 
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 Discriminación y selección de aislados bacterianos por SSCP 

 

Para discriminar la variación genética de los aislados axénicos se usó la técnica de SSCP 

(del inglés, Single Strand Conformation Polymorphism), método usado en el análisis de 

mutaciones y adaptado para el análisis y diferenciación de cultivos axénicos de 

microorganismos basado en el estudio del perfil electroforético (Schwieger y Tebbe, 1998). 

Este perfil es el resultado de las diferentes movilidades electroforéticas que presentan las 

cadenas sencillas de ADN cuando se pliegan en estructuras secundarias (conformaciones) 

de acuerdo con su secuencia de nucleótidos y el entorno fisicoquímico (como temperatura 

y fuerza iónica) (Schwieger y Tebbe, 1998). Esta técnica permite entonces discriminar por 

el perfil de bandas los aislados repetidos, aunado esto a la observación micro y 

macroscópica de los cultivos. 

 

Para el desarrollo de esta técnica se amplificó por PCR (del inglés, Polymerase Chain 

Reaction) un fragmento de aproximadamente 400 pb de la región hipervariable V4-V5 del 

gen 16S rARN, utilizando los primers com1 (5’-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3’) (Schwieger 

y Tebbe, 1998) y 909R (5’-CCGTCAATTCATTTGAGT-3’) (Kato et al., 1997). El proceso 

de amplificación se llevó a cabo de acuerdo a las condiciones descritas en el Anexo D1. 

 

El procedimiento para el análisis por SSCP se realizó de acuerdo a lo descrito por Brandão 

et al. (2002). Se usó un equipo de secuenciación manual (Hoefer SQ3 Sequencer, 

Amersham) preparando el gel no desnaturalizante de poliacrilamida MDE 0,5X 

concentrado (Cambrex, Lonza) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Cada 

producto de PCR a evaluar (5 µl) se agregó a 5 µl de buffer de carga desnaturalizante 

(95% formamida, 10 mM NaOH, 0,25% (p/v) azul de bromofenol, 0,25% (p/v) xileno cianol), 

y todos se llevaron a 95°C por 2 min en termociclador (BioRad c1000™) y fueron 

inmediatamente sumergidos en hielo. Se cargaron 4 µl de la mezcla desnaturalizada de 

las muestras en el gel MDE polimerizado. Se realizó la electroforesis en buffer 0,6X TBE 

(Anexo A4) a una potencia constante de 3 W, a 607 V y 5 mA, por un tiempo total de 15:39 

h. Se realizó la tinción con nitrato de plata (Bassam et al., 1991) y el gel se dejó secar a 

temperatura ambiente durante la noche. El gel fue escaneado y las muestras se 

discriminaron visualmente de acuerdo al perfil de bandas obtenido. 
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 Análisis filogenético de secuencias del gen 16S rARN 

 

De acuerdo a la discriminación de los aislados por la técnica del SSCP se seleccionaron 

las muestras de ADN enviadas a secuenciar con los primers universales 27F (5’-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) 

(Weisburg et al., 1991) para el gen 16S rARN en Macrogen Inc. (Corea). Las condiciones 

empleadas por Macrogen Inc. para la amplificación y PCR se describen en el anexo D2. 

 

Para clasificar a las bacterias etanologénicas aisladas, las secuencias obtenidas fueron 

curadas de acuerdo a los puntajes de calidad usando el software libre Chromas 

(http://technelysium.com.au/?page_id=27) y se construyeron las secuencias consenso 

utilizando el algoritmo MUSCLE (del inglés, Multiple Sequence Comparison by Log-

Expectation) en el software libre UGENE (http://ugene.net/). Las secuencias consenso 

obtenidas se alinearon contra la base de datos de nucleótidos del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la herramienta de 

búsqueda BLAST (del inglés, Basic Local Alignment Search Tool) usando el algoritmo para 

nucleótidos y secuencias bacterianas. Se eligieron las secuencias con los porcentajes de 

identidad superiores al 97%, y a partir de estas se obtuvieron las secuencias del gen 16S 

rARN reportadas en la base de datos curada de taxonomía bacteriana LPSN (del inglés, 

List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature- http://www.bacterio.net/).  

 

El alineamiento múltiple de secuencias entre las consenso y las de referencias obtenidas 

en BLAST se realizó utilizando el algoritmo MUSCLE presente en el software libre UGENE 

(http://ugene.net/). Los resultados obtenidos fueron exportados al software Mega 6 

(http://www.megasoftware.net/) para su análisis con los modelos evolutivos de “Distancia 

p” y “Kimura 2-parametros” y posterior construcción del árbol filogenético utilizando el 

método de agrupamiento “Neighbor-Joining”, validado estadísticamente por el método de 

Bootstrap con 1000 réplicas.  

 

La identificación morfológica de las bacterias aisladas se realizó microscópicamente a las 

24 h de cultivo utilizando tinción de Gram. 

http://technelysium.com.au/?page_id=27
http://ugene.net/
http://ugene.net/
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3.2 Perfiles de fermentación de bacterias nativas 
etanologénicas  

 

La evaluación del perfil de fermentación se realizó por duplicado para cada aislado 

seleccionado en M2 suplementado con xilosa 1% o M2 suplementado con glucosa 2% y 

xilosa 1%, como fuente(s) de carbono. 

 

Los inóculos se prepararon de acuerdo a lo descrito en el numeral 3.1.3 para el tamizaje 

de los aislados axénicos. Para determinar el perfil de fermentación se agregó el inoculo 

(10% del volumen final de 5 mL) en microtubo (capacidad de 5 mL) que contenía medio de 

fermentación, y se sellaron con parafilm durante 48 h a 200 rpm, manteniendo las 

condiciones de temperatura de aislamiento para cada cepa. Se centrifugó a 4°C y 15.200 

rpm por 30 min. El sobrenadante de cultivo líquido fue analizado por HPLC (Anexo B) 

 

El análisis de la producción de etanol permitió seleccionar el aislado para realizar los 

ensayos de fermentación en medio definido. Las condiciones de ensayo fueron las mismas 

descritas anteriormente para el medio M2, determinando los productos de interés mediante 

HPLC (Anexo B). 

 

3.3 Evaluación de parámetros de proceso 

3.3.1 Diseño factorial 23  

 
Se planteó un diseño experimental simple con tres factores y dos niveles, realizándolo por 

triplicado para evaluar la importancia e influencia de los parámetros que intervienen en el 

proceso para la cepa seleccionada, así como las interacciones entre ellos. Las variables 

evaluadas en el ensayo fueron: temperatura (°C), azúcares reductores totales (%), ácido 

acético (g l-1), cada uno de ellos con dos niveles (Tabla 3-1) y tomando como variable de 

respuesta el rendimiento de etanol (g g-1). 
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Tabla 3-1: Valores establecidos en cada nivel para cada uno de los factores a evaluar. 

 
Variables -1 1 

X1 = Temperatura (°C) 30 44 
X2 = Ácido acético (g l-1) 0 9 
X3 = Azúcares reductores totales (%) 3 9 

 
 
Para la preparación del inóculo y el ensayo de fermentación, se utilizaron los 

procedimientos descritos en el numeral 3.1.3. Todos los datos obtenidos, siguiendo la 

matriz planteada en la Tabla 3-2, fueron analizados mediante el paquete Minitab 17 

(https://www.minitab.com/en-us/). 

 
Tabla 3-2: Matriz experimental para la evaluación de tres parámetros del proceso de 
fermentación. 

  

V
a

ri
a

b
le

s
 Unidad experimental 

 1 2 3 4 5 6 7 8 
X1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 
X2 -1 -1  1 1 -1 -1 1 1 
X3 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 

X1: temperatura; X2: concentración de ácido acético; X3: azúcares reductores totales. 
 



 

 
 

4. Resultados 

4.1 Aislamiento y selección de bacterias productoras de 
etanol 

4.1.1 Aislamiento de bacterias consumidoras de xilosa 

Con los medios de cultivo y condiciones de incubación empleadas, se obtuvieron 382 

aislados bacterianos a partir de las diferentes condiciones de trabajo evaluadas (Figura 4-

1). 

 

Figura 4-1: Número de aislados obtenidos en cada muestra de trabajo de acuerdo a la 
temperatura de incubación. (Comp: muestra de compost; Ing: bagazo de ingenio 
azucarero; MixC: mezcla de bagazo de caña de trapiche panelero-compost; MixS: mezcla 
de bagazo de caña de trapiche panelero-suelo; Trap: bagazo de caña trapiche de 
panelero). 
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Fue posible recuperar con los medios empleados un mayor número de aislados en la 

muestra Trap (muestra de bagazo de trapiche panelero) en donde se obtuvieron 135, a 

diferencia de la muestra Ing en donde se obtuvo la menor cantidad de aislados con solo 

20 cepas. Además de obtener mayor cantidad de aislados mesófilos (144 y 110 en 

temperaturas de 37 ºC y 30 ºC, respectivamente) que termófilos (69 y 59 en temperaturas 

de 45 ºC y 55 ºC, respectivamente). El medio 2 permitió la recuperación del 77% de los 

aislados bacterianos totales (Figura 4-2). 

 

Figura 4-2: Aislados bacterianos totales consumidores de xilosa recuperados con los dos 
medios empleados (M1 y M2). 

 

4.1.2 Implementación de método enzimático de selección 

 

En la determinación del medio a emplear en el ensayo de tamizaje los aislados 

provenientes del M1 se sembraron en el M2, obteniendo una recuperación del 100%, por 

lo cual se seleccionó este último medio para todos los procedimientos realizados en el 

tamizaje. 

El seguimiento de la reacción con patrones de etanol en M2 mostró un buen grado de 

asociación lineal entre la concentración de etanol (hasta 3,0 g l-1) y la absorbancia de la 

quinoneimina generada en la reacción (Figura 4-3). 

88

294

M1 M2
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Figura 4-3: Seguimiento en el tiempo de la correlación entre la absorbancia y la 
concentración de etanol en el intervalo 0,1 – 3,0 g l-1, para el ensayo enzimático oxidasa-
peroxidasa. 

 

Los gráficos de residuales para los tiempos de análisis 30 y 45 min (Figura 4-4) muestran 

el aumento en la variación de los residuos frente al valor estimado por la regresión a 

medida que aumenta el tiempo de la reacción. 
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A 

 

B 

 
 

Figura 4-4: Gráfico de residuales para los valores obtenidos para la concentración de 
etanol en cada replica en el monitoreo de la reacción a 30 y 45 min (n=4). 

 

Los coeficientes de selectividad (Tabla 4-1) del método de tamizaje para bacterias 

etanologénicas, frente a otros ácidos y alcoholes presentaron valores cercanos a cero por 

lo cual la contribución de la interferencia a la respuesta instrumental es nula (Figura 4-5). 

Tabla 4-1: Coeficientes de selectividad de alcoholes y ácidos determinados en el método 
enzimático. 

Compuesto Etanol Isobutanol Isopropanol Ác. 
Fórmico 

Ác. Láctico Ác. 
Acético 

Abs490nm 0,964 0,0325 0,0645 0,073 0,018 0,000 

DS 0,054 0,005 0,012 0,065 0,010 0,000 
K 1 0,034 0,067 0,076 0,019 0,000 
DS= Desviación estándar de los datos (n=3). 
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Figura 4-5: Tamizaje enzimático oxidasa-peroxidasa realizado a un grupo de cepas 
aisladas a 30 ºC. Círculos morados indican cepas positivas al ensayo. Recuadro amarillo 
(inferior izquierda) indica el ensayo blanco (medio 2). Recuadro amarillo (inferior derecho) 
indica patrones de etanol de 0,5 – 2,5 g l-1. Recuadro verde y azul (inferior centro) indica 
valoración de ácidos orgánicos y alcoholes. 

 

En la verificación de las condiciones de realización del método de selección enzimático 

con la cepa etanol positiva Klebsiella oxytoca (Figura 4-6), el monitoreo de la fermentación 

del medio con xilosa como única fuente de carbono evidenció un consumo de xilosa del 

93,41% (7,52 g) y un rendimiento de etanol de 38,36% (1,47 g l-1) en 48 h. 
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Figura 4-6: Ensayo de detección por HPLC de etanol producido en las condiciones de 
tamizaje por bacteria nativa K. oxytoca utilizada como control en ensayos. 

Los valores obtenidos de acuerdo a la respuesta del ensayo enzimático oxidasa-

peroxidasa (EOP) se compararon con los datos arrojados en el análisis por HPLC (Figura 

4-7). 

 

Figura 4-7: Comparación en el tiempo de la producción de etanol por Klebsiella oxytoca 
utilizando análisis HPLC y EOP (n=3). 

Las diferencias en los valores obtenidos por ambos métodos frente a la producción de 

etanol a las 27 horas y 48 horas son de 0,1 g l-1 (10,9%) y 0, 11 g l-1 (7,5%), 

respectivamente, arrojando un valor más alto siempre en el análisis por HPLC. 
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4.1.3 Tamizaje de cultivos axénicos productores de etanol 

En el proceso de selección de bacterias productoras de etanol solo el 13,6% de la totalidad 

de los aislados (382) presentó una respuesta positiva al ensayo enzimático (Figura 4-8) 

para la presencia de etanol. 

 

 Figura 4-8: Número de aislados nativos recuperados a diferentes temperaturas, con 

respuesta positiva al ensayo enzimático para la producción de etanol. 

De los 52 aislados positivos al ensayo enzimático el mayor número fue recuperado en 

temperatura de incubación de 30 ºC con un porcentaje del 46,2%, seguido de los aislados 

de 37 ºC con porcentaje igual a 42,3% y tan solo se obtuvo 11,5% de aislados positivos en 

temperatura de incubación de 55ºC. Para la temperatura de 45 ºC no se obtuvo ningún 

aislado con respuestas positiva al ensayo EOP. 

4.1.4 Caracterización molecular  

La amplificación de la región hipervariable V4-V5 del gen 16S rARN, a partir del ADN 

genómico, en los aislados positivos al tamizaje, fueron confirmados mediante electroforesis 

obteniendo un tamaño de 400 pb (Figura 4-9). En todos los aislados se obtuvo el fragmento 

esperado, sin embargo, en algunos casos la concentración obtenida fue baja (ej.: carriles 

3, 5 y 18, Figura 4-7), casos en los que fue necesario repetir el procedimiento de extracción 

y amplificación. 
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Figura 4-9: Gel de electroforesis del producto de PCR región hipervariable V4-V5 del gen 
16S rARN, de una selección de 20 aislados y la cepa control. Imagen de gel de agarosa al 
1% de los productos de PCR con los primers com1 y 909R (Carril, 1 y 13: Marcador 
HyperLadderTM I; 2: control H2O; 3: 30KM31; 4: 371I4; 5: 302T2; 6: 302T7; 7: 372C18; 8: 
302T8; 9: 372T15; 10: 302T9; 11: 372MS15; 12: 302T27; 14: 302C12; 5: 302T30; 16: 
301MS9; 17:372C8; 18: 302T25; 19: 301I4; 20: 302C5; 21: 552C15; 22: 552MC6; 23: 
55MC11; 24: 55C10). 

 

La discriminación de los 52 aislados por la técnica de SSCP utilizando los fragmentos 

amplificados (Anexo E), arrojó 25 perfiles electroforéticos (Tabla 4-2) de la región 

hipervariable V4-V5 del gen 16S rARN de los aislados etanologénicos positivos al ensayo 

de tamizaje (4 en 55 ºC, 10 en 37 ºC y 11 en 30 ºC), además del perfil de la cepa control 

positiva Klebsiella oxytoca (carriles 53, 54 y 55). 
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Tabla 4-2: Perfiles electroforéticos de la región hipervariable V4-V5 del gen 16S rARN de 
los aislados etanologénicos por la técnica del SSCP (Anexo E). 

Carril Código 
cepaa 

Perfil Carril Código 
cepaa 

Perfil Carril Código 
cepaa 

Perfil 

1 552C10* A 21 372MS15 M* 41 302T7 V 

2 552MC18 B 22 372MS7 M 42 302C11 W* 

3 552C15 B 23 372C1 G 43 301MS7 O 

4 552MC11 C 24 372T4 I 44 301MS20 O 

5 552MC6 D 25 372C5 J 45 302T4 V 

6 552MC7 B 26 372C6 J 46 302T28 V 

7 372T16 E* 27 372C21 J 47 302T9 Q 

8 371I4 F* 28 372C16 N* 48 302T25 U* 

9 372C18 G 29 302T12 O 49 302C15 S 

10 372T15 H 30 302T10 P 50 302T27 X 

11 372C19 I* 31 302T2 Q 51 302T12 Blanco 

12 372C8 Blanco 32 302T30 R 52 302C5 Y* 

13 372C12 J 33 302T31 O 53 30KM31 Z 

14 372C14 K 34 302C22 Q 54 30KM32 Z 

15 372C4 J 35 301MS9 O 55 302KO Z 

16 372C10 J 36 302C12 S 56 302T27(R)** X 

17 372C15 G 37 302T24 T 57 302T8(R) ** Q 

18 372C11 J 38 302C6 K 58 302T25(R) 

** 
U 

19 372T14 F 39 302T8 Q 59 302T10 (R) 

** 
P 

20 372T6 L* 40 302C16 S 60 30T30(R) ** R 
aLos códigos de cada cepa fueron establecidos de acuerdo a las características del aislamiento: 
temperatura (55, 37 o 30 ºC); medio de aislamiento (1 o 2); la muestra de trabajo (T=Bagazo de 
trapiche; I=Bagazo de ingenio azucarero; C=compost; MC=mezcla bagazo de trapiche con compost; 
MS=Mezcla bagazo de trapiche con suelo); y número de cepa. 
* Perfiles no identificados molecularmente. 
** (R)= réplica del aislado 

 

Los resultados del análisis bioinformático de los datos de secuenciación de los diferentes 

aislados etanologénicos para la reconstrucción filogenética, se obtuvieron mediante 

alineamientos de las secuencias de los aislados y las secuencias encontradas en las bases 

de datos NCBI y LPSN con similitud mayor al 97%, para la construcción de matrices de 

distancia usando los modelos de Kimura 2-parametros y distancia p. Esto permitió 

relacionar filogenéticamente 15 perfiles de los 25 hallados por SSCP para los aislados 

nativos, con un % de identidad superior al 98 (Tabla 4-3). Para los perfiles restantes, no 

fue posible su identificación debido a los bajos valores en la calidad de los datos de 

secuenciación (Ejemplo de un electroferograma de secuenciación se puede observar en 

el Anexo F). 
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Tabla 4-3: Especie con mayor índice de similitud de acuerdo a los valores de Distancia p 
y Kimura 2-parámetros para algunos de los aislamientos bacterianos etanologénicos. 

Código 
aislado 

Tinción 
Gram 

Morfología 
Celular 

Especie más 
similar 
>97% 

Kimura 2-
parámetros 

Distancia p 
(%similitud)a 

552MC11 - Bacilos Bacillus coagulans 
(NBRC 12583) 

0,000 100 

552C15 + Bacilos Aeribacillus pallidus 
(DSM 3670) 

0,020 99,3 

552MC6 + Bacilos Bacillus 
thermoamylovorans  

(LMG 18084) 

0,003 99,7 

372C18 + Bacilos Bacillus 
galactosidilyticus 

(LMG 17892) 

0,002 99,8 

372C10 + Bacilos Bacillus licheniformis 
(DSM 13) 

0,000 100 

372T15 + Bacilos Bacillus sonorensis 
(NBRC 101234) 

0,006 99,4 

372C14 + Bacilos Bacillus anthracis 
(ATCC 14578) 

0,000 100 

302T8 + Bacilos Bacillus aryabhattai 
(B8W22) 

0,003 99,7 

302T12 + Bacilos Lysinibacillus 
fusiformis  

(NBRC15717) 

0,004 99,6 

302T10 - Bacilos Citrobacter 
amalonaticus 

(LMG 7873) 

0,02 98,0 

302T27 + Bacilos Lysinibacillus 
sphaericus 

(NBRC 15095) 

0,003 99,8 

302T30 + Cocos Enterococcus mundtii 
(DSM 4838) 

0,006 99,4 

302T4 + Cocos Enterococcus faecium 
(NBRC 100486) 

0,001 99,9 

302T24 + Bacilos Lysinibacillus 
mangiferihumi 

(M-GX18) 

0,017 99,6 

302C16 + Bacilos Bacillus subtilis subsp. 
spizizenii  

(ATCC 6633) 

0,003 99,7 

30KM31* - Bacilos Klebsiella oxytoca 

(KCTC 1686) 
0,004 99,6 

a Datos calculados a partir de la formula D=(1-p) * 100 (en donde p son los valores obtenidos en la 
matriz generada por el programa MEGA versión 6 usando el modelo p-distancia)   
*Cepa utilizada como control positivo a la producción de etanol. 
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La construcción del árbol filogenético se realizó con secuencias parciales del gen 16S 

rARN (aproximadamente 980 pares de bases), debido a la longitud corta obtenida en los 

análisis de alineamiento de algunas de las secuencias de los aislados. Las secuencias con 

bajos valores en la calidad fueron excluidas del análisis. 

Se construyó un dendograma a partir de las distancias estimadas por el modelo Kimura 2-

parametros (Kimura, 1980) usando el software MEGA versión 6 (Tamura et al., 2013) con 

el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias con un % de identidad 

superior al 98% fueron utilizadas para establecer las relaciones taxonómicas (Figura 4-10).  
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Figura 4-10: Relaciones taxonómicas de los aislados bacterianos etanologénicos. 
Dendrograma construido a partir de las secuencias parciales del gen 16S rARN (aprox. 
980 pb). 
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 Citrobacter amalonaticus LMG 7873

 Citrobacter farmeri CDC 2991-81

 302T10

 Enterococcus faecium LMG 11423

 302T4

 Enterococcus hirae ATCC 9790

 Enterococcus durans JCM 8725

 Enterococcus mundtii DSM 4838

 302T30
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4.1.5 Caracterización morfológica 

La morfología de las colonias de los aislados etanologénicos fue observada macroscópica 

y microscópicamente en medio M2 de aislamiento luego de 24 h de crecimiento (Figura 4-

11). La descripción morfológica celular y tinción de Gram (Figura 4-12) fue realizada por 

observación al microscopio. 

A B 

  
C D 

 

    

 
E F 

  
 

Figura 4-11: Características macroscópicas de aislados bacterianos crecidos en medio M2 
durante 24 h. Cepas: A) 552MC6; B) 552C15; C) 372C10; D) 372C14; E) 302T30; y F) 
302T8. 
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De los 15 aislados identificados molecularmente, el 86,7% resultaron ser bacterias Gram 

positivas y apenas el 13,3% presentó morfología celular de cocos. La morfología celular 

de bacilos fue predominante en los aislados etanologénicos con un 86,7%.  
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D E F 

   
 

Figura 4-12: Características microscópicas de aislados bacterianos crecidos en medio M2 
durante 24 h. Cepas: A) 552MC6; B) 372T15; C) 302T27; D) 552C15; E) 372C14; y F) 
302T12. 

4.2 Perfiles de fermentación de bacterias etanologénicas  

Los perfiles de fermentación permitieron una aproximación al metabolismo etanologénico 

de los aislados seleccionados por el método enzimático. 

En el 96% de los aislados evaluados, disminuyó el consumo de xilosa en presencia de 

glucosa; solo el aislado 302T12 presentó un aumento de 1,26 g en el consumo de la 

pentosa, en presencia de ambos monosacáridos (Tabla 4-4). 

Los porcentajes de rendimientos de etanol más altos se presentaron cuando los aislados 

se encontraban en el medio con xilosa como única fuente de carbono. Así mismo, los 

rendimientos de etanol más altos se evidenciaron en este medio y en cepas aisladas a 

temperaturas de 37°C. El mayor consumo de azúcares reductores totales se obtuvo en el 
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medio definido de glucosa y xilosa, aunque siempre presentando consumo para ambos 

carbohidratos. Los resultados obtenidos para el medio con contenido de glucosa y xilosa 

evidenciaron una relación inversa entre el consumo de azucares totales y el rendimiento 

de etanol. 

El aislado 372MS15 presentó el % de rendimiento de etanol más alto en presencia de los 

dos azúcares (pentosa y hexosa) y un alto consumo de xilosa cuando solo existe presencia 

de este, exhibiendo un rendimiento de 0,162 g de etanol por g-1 de xilosa. 

Tabla 4-4: Perfiles de fermentación de aislados etanologénicos en dos medios de 
fermentación durante 48h. 

Código de 
aislados 

Medio 2 (xilosa 1%) Medio 2 (Glucosa 2% y xilosa 1%) 

Consumo 
xilosa 

(g) 

Rendimiento 
etanola  

Consumo 
xilosa 

(g) 

Consumo 
glucosa 

(g) 

Rendimiento 
etanola  

(g g-1) % (g g-1) % 

552C15 1,65 0,038 7,45 1,45 2,87 0,046 9,08 

552MC10 2,91 0,020 3,92 1,36 2,89 0,071 13,84 
552MC6 3,09 0,006 1,18 1,74 3,43 0,039 7,59 
552MC11 1,90 0,015 2,94 1,26 4,31 0,054 10,55 
372C18 8,94 0,112 21,95 0,21 4,64 0,000 0,00 

372C10 7,35 0,162 31,85 3,57 9,49 0,082 16,11 

372T15 8,81 0,167 32,81 8,28 18,57 0,004 0,86 

372C14 8,16 0,174 34,06 1,20 4,93 0,050 9,86 

372T16 8,52 0,153 29,93 3,95 5,90 0,068 13,24 

371I4 7,30 0,147 28,75 0,31 2,63 0,000 0,00 

372T6 7,87 0,150 29,45 3,89 9,78 0,063 12,30 

372MS15* 9,53 0,162 31,83 4,30 18,57 0,107 20,96 

372C16 8,16 0,161 31,49 3,77 7,88 0,059 11,63 

302T8 8,68 0,108 21,20 5,27 16,51 0,075 14,75 

302T12 1,72 0,047 9,25 2,98 14,26 0,059 11,62 

302T10 3,87 0,129 25,39 1,74 4,47 0,010 1,87 

302T27 8,78 0,130 25,39 2,22 11,61 0,092 18,12 

302T30 8,06 0,091 17,86 6,87 18,34 0,055 10,81 

302T4 6,25 0,098 19,14 0,78 7,32 0,016 3,06 

302T24 5,89 0,153 29,92 3,35 10,96 0,082 16,05 

302C16 6,95 0,119 23,24 3,02 10,04 0,092 18,05 

302C11 7,85 0,158 31,01 3,16 9,40 0,082 16,15 

302T25 4,87 0,084 16,42 2,45 4,51 0,018 3,62 

302C5 9,57 0,096 18,90 2,86 17,43 0,073 14,29 
a El rendimiento teórico para la producción de etanol a partir de xilosa y glucosa es de 0,51 g g-1 

(Olsson y Hahn-Häigerdal, 1996). 

*Aislado seleccionado para realizar el análisis de las variables de proceso, mediante el diseño 

factorial 23. 
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En el análisis por HPLC del sobrenadante de fermentación con xilosa 1% como única 

fuente de carbono, se evidenció la formación de varios productos (Figura 4-13). Los 

tiempos de retención presentes en los cromatogramas (Figura 4-13) fueron comparados 

con los obtenidos para patrones de algunos ácidos orgánicos (Anexo G; Figura G-2) 

evidenciando la formación de estos en el proceso fermentativo bacteriano. 

En todos los cromatogramas la señal cromatográfica distinguida con el número 1 

corresponde a la xilosa remanente luego del proceso de fermentación, lo que demuestra 

la capacidad superior del aislado a 37 °C (Figura 4-13 B) para metabolizar la pentosa hasta 

etanol. 

Para el aislado 302T10 el cromatograma (Figura 4-13 A) evidencia la posible formación de 

ácido láctico (señal cromatográfica 3), acético (señal cromatográfica 4) y etanol (señal 

cromatográfica 5), donde el etanol no es su producto de fermentación principal. Otro 

producto de fermentación no identificado se puede observar en el cromatograma (señal 

cromatográfica 2). 
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Figura 4-13: Cromatogramas obtenidos del análisis por HPLC de los productos de 
fermentación en medio con xilosa 1%, durante 48 h, de 3 aislados etanologénicos de 30, 
37 y 55 °C, respectivamente. Cepas: A) 302T10, B) 372MS15, y C) 552MC6. Identificación 
de ácidos orgánicos de acuerdo a los tiempos de retención de patrones. 
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En el cromatograma para el sobrenadante de fermentación del aislado 372MS15 (Figura 

4-13 B), se observa una mayor cantidad de productos formados respecto al aislado de 30 

°C (Figura 4-13 A), así como también, la cantidad de etanol (señal cromatográfica 7) 

formada es mayor para el primero.  

El aislado 552MC6 exhibe en el cromatograma de fermentación (Figura 4-13 C) una 

producción baja de etanol, lo que corresponde con los bajos porcentajes de rendimiento 

obtenidos para los aislados a esta temperatura (Tabla 4-4). Sin embargo, presenta una 

amplia formación de subproductos.  

En el estudio de los perfiles de fermentación en medio con xilosa (1%) como única fuente 

de carbono y en medio con glucosa (2%) y xilosa (1%), se evidenciaron la capacidad del 

aislado 372MS15 para metabolizar ambos azúcares en mayor cantidad respecto a los 

demás aislados (Tabla 4-4). 
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Figura 4-14: Cromatogramas obtenidos del análisis por HPLC de los productos de 
fermentación en medio con xilosa 1%, durante 48 h, del aislado 372MS15. A) medio xilosa 
1% y B) perfil de fermentación en medio con xilosa 1%. 

 

En el perfil de fermentación en medio con xilosa, como única fuente de carbono (Figura 4-

14 B), el aislado bacteriano 372MS15 evidenció un alto consumo de xilosa (95,3 %) y un 

porcentaje de rendimiento de etanol del 31,83% (Figura 4-14 B), además de la generación 

de otros productos anteriormente señalados (Figura 4-13 B). 

En el estudio de los perfiles de fermentación en medio con xilosa y glucosa, como fuente 

de carbono el aislado presentó el porcentaje más alto de rendimiento de etanol 20,96% en 

el proceso de fermentación de ambos azúcares C6 y C5, consumiendo el 92,85% de la 

hexosa y el 43% de la pentosa (Figura 4-15 B). 

También se puede observar un cambio en el perfil fermentativo, pues se evidenció un 

aumento en la concentración de los productos formados. Sin embargo, el rendimiento en 

la producción de etanol decreció frente a lo obtenido en el medio con xilosa como única 

fuente de carbono, así como también, disminuyeron la cantidad de productos presentes en 

el sobrenadante de la fermentación (Figura 4-15 B). 
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Figura 4-15: Cromatogramas obtenidos del análisis por HPLC de los productos de 
fermentación en medio con xilosa 1% y glucosa 2% durante 48 h, del aislado 372MS15 A) 
medio con xilosa 1% y glucosa 2% y B) perfil de fermentación en medio con xilosa 1% y 
glucosa 2%. 
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4.3 Evaluación de parámetros de proceso 

4.3.1 Diseño factorial 23 

En la evaluación de los parámetros se realizó el proceso de fermentación con el aislado 

372MS15 dado los resultados obtenidos en los perfiles de fermentación con xilosa y 

glucosa para esta bacteria. La relación de azucares reductores totales glucosa y xilosa 

siempre fue 2:1, respectivamente, en los medios empleados. 

Los resultados del diseño factorial 23, fueron analizados a través de diagrama de Pareto y 

gráficas de efecto (Massart et al., 1991) utilizando como respuesta la cantidad de etanol 

producida por gramo de azúcares reductores totales. Los resultados obtenidos a partir del 

diagrama de Pareto (Figura 4-16) reflejan que las variables que más influyen en el 

rendimiento de etanol son la temperatura (A) y la concentración de azucares totales (C). 

Además, se observó una contribución de la interacción entre estos dos factores (AC) y, 

sorpresivamente, una contribución pequeña pero estadísticamente significativa de la 

interacción entre temperatura y ácido acético (AB). El ácido acético para el rango 

experimental evaluado (0 - 9 g l-1), no afectó significativamente la producción de etanol. 

 

Figura 4-16: Diagrama de Pareto para los efectos en el rendimiento de etanol de 
parámetros del proceso de fermentación tales como la temperatura, concentración de 
ácido acético y de azúcares reductores totales. 
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Complementariamente, las gráficas de efecto principales (Figura 4-17) muestran la 

contribución de cada factor a nivel bajo (-1) y a nivel alto (1). La información obtenida 

concuerda con lo mostrado en la gráfica de Pareto, donde las variables que más afectan 

la generación de etanol son la temperatura, con una disminución de casi 0,05 g EtOH. g 

de azucar-1 a nivel alto (T= 44 °C), y la concentración de azúcares totales, con una 

disminución de aproximadamente 0,04 g EtOH. g de azúcar-1 a nivel alto (azúcares totales 

9 %). Adicionalmente, y de manera similar a lo observado previamente, no se evidenció un 

efecto significativo de la concentración de ácido acético dentro del rango experimental 

evaluado (0 - 9 g l-1). 

 

Figura 4-17: Gráfica de efectos principales de las variables de proceso en el rendimiento 
de etanol del aislado 372MS15. 

Por último, la gráfica de interacciones (Figura 4-18) permite caracterizar de una forma más 

completa posibles efectos conjuntos de las variables analizadas. Según lo mostrado en la 

gráfica de Pareto (Figura 4-16), el rendimiento de etanol, se ve afectado por dos 

interacciones: temperatura-concentración de azúcares totales y temperatura-

concentración de ácido acético. El efecto identificado para ambas interacciones, si bien es 

menor que el ejercido por cada una de las variables de manera independiente, es, como 

se mostró anteriormente, estadísticamente significativo. Una observación más detallada 

de las interacciones refleja un aumento en el rendimiento de etanol a temperaturas, 

concentraciones de azúcares reductores totales y ácido acético elevadas. Esto quiere decir 
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que, si bien el efecto principal de la temperatura muestra una disminución a niveles altos, 

al evaluarse de manera conjunta con la concentración de azúcares y de ácido acético, se 

observa una tendencia a aumentar la cantidad de etanol producida. Este comportamiento 

se manifiesta claramente en la gráfica de interacciones de ácido acético con temperatura, 

donde a nivel alto de ácido acético la tendencia de la respuesta presenta un leve aumento 

contrario a la respuesta obtenida a nivel bajo. 

 

Figura 4-18: Gráfica de interacciones significativas entre las variables del proceso de 
fermentación evaluadas en el diseño factorial 23. Los recuadros indican los niveles para 
cada uno de los factores. 

 
 





 

 
 

5.  Discusión de resultados 

 

5.1 Aislamiento y caracterización de bacterias nativas 
fermentadoras  

Muchas bacterias son naturalmente capaces de fermentar xilosa y glucosa directamente a 

etanol, especialmente las pertenecientes a los géneros Clostridium, Enterobacteriaceae y 

Bacillus, las cuales pueden llevar a cabo una fermentación mixta en donde el etanol es su 

producto final principal (Lachke, 2002). La expectativa en el uso de este tipo de 

microorganismos en procesos de fermentación para la producción de etanol se centra en 

las superiores productividades volumétricas reportadas para algunas bacterias 

fermentadoras de xilosa en comparación con otros microorganismos (McMillan, 1993). Por 

lo tanto, organizaciones como la NREL (siglas del nombre en inglés, National Renewable 

Energy Laboratory) mencionan la necesidad de programas de aislamiento y screening de 

microorganismos fermentadores de xilosa (McMillan, 1993). 

En la etapa de aislamiento de bacterias consumidoras de xilosa, las condiciones de trabajo 

que implicaron muestras tomadas en puntos naturales (tales como el trapiche panelero y 

el suelo del campus UN), que presentan condiciones ambientales más fluctuantes, 

permitieron un mayor número de aislados bacterianos. Esto se fundamenta, 

principalmente, por la gran promiscuidad de las bacterias a tomar el material genético de 

fuentes externas (Konstantinidis et al., 2006) lo que les confiere una mayor capacidad de 

adaptación. La relación de nutrientes C: N: P (medio M1 en gramos 4,0:0,4:0,4 y medio M2 

en gramos 4,0:1,2:1), no solo determinó los microorganismos aislados según lo reportado 

en la literatura, Enterobacteriaceae (Banerjee, 1989) y Bacillus (Ronan et al., 2013), sino 

además la cantidad de aislados en cada uno de los medios de aislamiento. 
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En la implementación del ensayo enzimático para la selección de bacterias etanologénicas, 

los coeficientes de determinación obtenidos evidenciaron una mejor calidad del ensayo 

para replicación de resultados en los tiempos de 30 (R2= 0,9979) y 45 min (R2= 0,9978), 

en comparación con los demás tiempos monitoreados, los cuales presentaron valores 

menores para este parámetro. La sensibilidad del método aumentó con el tiempo de la 

reacción, aumentando así el valor de la pendiente para cada tiempo de medida (Figura 4-

3). La comparación entre los gráficos de residuales de las curvas de 30 y 45 min evidencia 

que con el tiempo los valores obtenidos se alejan del valor predicho para la linealidad del 

método, razón por la cual se determinó 30 min como el tiempo de lectura para los ensayos 

de tamizaje. El análisis de la selectividad del método, de acuerdo a los bajos valores 

obtenidos en los coeficientes para cada uno de los compuestos estudiados como posibles 

productos de fermentación (Tabla 4-1), señalan que no hay errores sistemáticos en la 

selección a causa de los mismos. La comparación de los resultados obtenidos en el ensayo 

enzimático con la cepa control frente a los valores arrojados en el HPLC, evidencia una 

correspondencia entre la respuesta del ensayo colorimétrico y la concentración de etanol 

(Figura 4-7). 

El proceso de selección y diferenciación de los aislados bacterianos evidencia un bajo 

porcentaje (13,6%) de bacterias productoras de etanol desde la xilosa frente al total de 

aislados consumidores de xilosa (382). Los aislados termófilos positivos a la producción 

de etanol representan tan solo el 1,6% de los aislados totales (todos ellos aislados a 

temperatura de 55°C), mientras que los aislados mesófilos positivos al ensayo de tamizaje 

representan el 12% de los aislados totales. Este resultado sugiere que los aislados 

negativos al ensayo de selección presentan el funcionamiento de rutas metabólicas 

fermentativas para la xilosa diferente a la etanologénica. Estas han sido estudiadas 

ampliamente en el metabolismo de pentosas en las bacterias (Roher, 2001; Lachke, 2002), 

describiendo procesos de transporte, regulación, requerimientos de cofactores y diversas 

vías de fermentación del piruvato (McMillan, 1993), originando productos de fermentación 

diferentes al etanol que incluyen la producción de ácidos orgánicos.  

De las 9 regiones hipervariables del gen 16S rARN bacteriano que demuestran una 

considerable diversidad de secuencia para ser utilizados en la identificación de especies, 

se eligió las regiones hipervariables V4-V5 para el proceso de discriminación de réplicas, 

pues estas regiones han sido reportadas para maximizar la detección de diferencias entre 



Análisis de resultados 59 

 

  

las conformaciones de la cadena simple del ADN (Schwieger y Tebbe, 1998). Los 

resultados arrojados por la técnica del SSCP comprobaron la similitud en los patrones de 

bandeo de los aislados en temperaturas de 55 y 37 ºC, lo que sugiere una cercanía en las 

secuencias nucleotídicas. Lo anterior fue confirmado en la identificación molecular de estos 

aislados que se clasifican dentro de la misma familia. Las réplicas sembradas de la cepa 

control Klebsiella oxytoca (Tabla 4-2, Anexo E, carril 53 al 55) y de cinco de los aislados 

de 30 °C positivos (Tabla 4-2, Anexo E carril 56 al 60), coincidieron en los perfiles de 

bandeo, lo que corrobora su utilidad como técnica de discriminación entre aislados.  

El perfil de SSCP observado con mayor frecuencia en los aislados de 55 ºC fue el perfil B, 

para el cual se obtuvieron 3 réplicas y fue característico de aislados provenientes de 

muestras de compost, ya sea por el tratamiento de la muestra individual o por la mezcla 

con bagazo de caña de trapiche panelero. Resultados similares fueron obtenidos para los 

perfiles G, J y M en aislados a 37 ºC, los cuales correspondían a muestras de compost en 

los dos primeros perfiles y mezcla de bagazo con suelo para el último (Tabla 4-2, Anexo 

E). En temperatura de 30 ºC, el perfil con mayor frecuencia fue el perfil O; los aislados que 

corresponden con este, fueron recuperados de dos muestras de trabajo que contienen 

bagazo de trapiche panelero, por lo cual estos aislados pueden correlacionarse con este 

nicho ecológico. El perfil K se encontró presente en un aislado a 37 ºC, así como para un 

aislado de 30 ºC, lo que evidencia un rango amplio de temperatura para su crecimiento.  

Los aislamientos fueron identificados molecularmente mediante la secuenciación del gen 

16S rARN y los valores arrojados en el análisis de estas empleando dos modelos 

evolutivos Distancia p y Kimura 2-parametros. El primero de ellos se basa en el cálculo de 

la divergencia evolutiva entre varias secuencias de nucleótidos, obteniendo la proporción 

(p) de nucleótidos diferentes entre las secuencias sobre el número total de sitios 

comparados (Nei, 1987). De otro lado, el modelo de Kimura 2-parametros estima distancias 

evolutivas en términos de número de sustituciones de nucleótidos (Kimura, 1980).  

De acuerdo a los resultados obtenidos en la identificación de los aislados, el 80% (12 

aislados) pertenecen a la familia Bacillaceae, 13,3% (2 aislados) a la familia 

Enterococcaceae y apenas 6,7% (1 aislado) a la familia Enterobacteriaceae (Figura 4-10). 

Los análisis taxonómicos derivados de los datos de secuenciación y las matrices 

construidas en el software MEGA 6, permitieron aproximar la identificación de 15 aislados 

a 5 géneros: Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Aeribacillus sp., Citrobacter sp., y 
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Enterococcus sp.. Estos resultados presentan correspondencia con lo reportado en la 

literatura para los medios utilizados en este trabajo, evidenciando la recuperación de 

aislados del género Bacillus sp., para el cual estudios anteriores han demostrado la 

capacidad etanologénica (Ahmad et al., 2000; Chandel et al., 2011). Estos 

microorganismos mesófilos y termófilos mostraron la capacidad para transformar la xilosa 

hasta etanol como uno de sus productos metabólicos.  

Dentro de los aislados a 55 °C se incluye la especie Bacillus coagulans, una bacteria que 

ha sido estudiada por su capacidad fermentadora y producción de ácidos orgánicos a partir 

de azúcares como la D-xilosa, obteniendo principalmente ácido láctico, y que también 

exhibe capacidad como productora de celulasa (Tongpim et al., 2014). Otro de los aislados 

presentó similitud con Aeribacillus pallidus, un microorganismo termófilo antes descrito 

como Geobacillus pallidus (Miñana-Galbis et al., 2010). Para esta bacteria, Yasawong et 

al. (2011) reportó diferencias en el metabolismo frente a la fermentación de xilosa de la 

cepa de referencia Aeribacillus pallidus DSM 3670 y una cepa aislada de la misma especie, 

dando positiva esta última para la fermentación de xilosa. Asimismo, ha sido reportada su 

capacidad de fermentar L-arabinosa (Muhammad y Ahmed, 2015), corroborando la 

actividad metabólica y asimilación de pentosas. Por último, se identificó un moderado 

termófilo, Bacillus thermoamylovorans, el cual ha sido reportado como productor de ácido 

láctico, ácido acético, ácido fórmico y etanol, con un rendimiento de ácido láctico de 76% 

como producto principal (Combet-Blanc et al., 1999). 

En los perfiles de SSCP identificados para los aislados crecidos a 37 °C, todos 

pertenecieron al género Bacillus sp. El B. galactosidyliticus es un anaerobio facultativo, 

propuesto como especie nueva que presenta la formación de ácidos de manera variable 

desde la D-xilosa (Heyndrickx, 2004). El B. licheniformis es una bacteria termotolerante de 

gran interés debido a su amplio espectro de productos que incluyen acetato, 2,3-

butanodiol, dióxido de carbono, etanol, ácido fórmico, glicerol y lactato (Shariat et al., 

1995). Este microorganismo presenta capacidad para fermentar glucosa y xilosa para 

producción de ácido láctico (Sakai y Yamanami, 2006; Tongpim et al., 2014). También, ha 

sido utilizado en la producción de etanol a partir de papa utilizando co-cultivos con 

Saccharomyces cerevisiae (Sossa-Urrego et al., 2008). Se han reportado rendimientos 

iguales a 94,6% en la producción de 2,3-butanodiol a partir de xilosa y glucosa (Li et al., 

2014). La especie B. sonorensis es un anaerobio facultativo que se clasifica como miembro 
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del grupo de B. subtilis y se encuentra genotípica y fenotípicamente cercano a B. 

licheniformis (Adimpong et al., 2013) y se ha reportado reacción positiva a la producción 

de ácido desde la D-xilosa (Shivaji et al., 2006). El perfil relacionado con la especie 

patógena B. anthracis se evidenció tanto en temperatura de 37 °C como en 30 °C, lo que 

soporta la capacidad de este microorganismo para crecer en este rango de temperaturas. 

Su cercanía con el B. cereus hace difícil su caracterización, por lo tanto, el análisis del gen 

16S rARN resulta insuficiente para asegurar la similitud del 100% entre el aislado y esta 

especie (Helgason et al., 2000; Rao et al., 2010).  

En los aislados a 30 °C, se relacionó mayor diversidad en el género en comparación con 

los aislados de las temperaturas anteriormente descritas. El género Lysinubacillus 

presente en este rango de temperatura, es una división realizada al grupo de los Bacillus 

(Ahmed et al., 2007). B. aryabhattai ha sido aislado de diferentes muestras ambientales 

(Wen et al., 2015) lo que indica su ubicuidad. Este ha sido utilizado para la producción de 

PHAs (polihidroxialcanoatos) a partir de jugo de sorgo dulce (Tanamool et al., 2013). 

Lysinibacillus fusiformis, L. sphaericus y L. mangiferihumi son especies muy relacionadas 

y su uso en procesos de biorremediación ha sido descrito en la literatura (Lyngwi y Joshi, 

2014). B. subtilis, es una bacteria termotolerante productora de ácido láctico (Tongpim et 

al., 2014). A pesar de que se obtuvo en el análisis filogenético realizado, una similitud del 

aislado 302C16 con la subespecie spizizenii, la información usada (datos de secuenciación 

del gen 16SrARN) para este análisis no es suficiente para afirmar su identidad hasta 

subespecie. La especie Citrobacter amalonaticus ha sido estudiada para la producción de 

etanol a partir de glucosa, exhibiendo diversos metabolitos como productos tales como 

lactato, etanol, acetato, CO2, succinato, formiato y propionato (Oh et al., 2008). Por último, 

el género Enterococcus sp. es un grupo de bacterias ácido lácticas descritas para el co-

metabolismo de glucosa y citrato y la producción de 2,3-butanodiol (Cabral et al., 2007). 

Estos análisis solo presentan una aproximación de similitud, que permiten describir en 

términos de género la identidad de los aislados. Para la descripción de la especie se deben 

evaluar más elementos que aporten criterios útiles y confiables para llegar a este nivel de 

discriminación. Para los miembros de los grupos de Enterobacteriaceae y Bacillus se ha 

descrito el uso de caracterización bioquímica para su discriminación (Logan y Berkeley, 

1984). 
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5.2 Perfiles de fermentación de bacterias etanologénicas  

La tasa y rendimiento de etanol dependen de las variables del proceso. En el metabolismo 

bacteriano los rangos de producción de etanol desde xilosa son más bajos que los 

rendimientos teóricos debido a la formación de otros productos de fermentación (Schepers, 

1987; Lachke, 2002), los cuales han sido descritos en el apartado anterior. Esto pudo ser 

evidenciado en los cromatogramas obtenidos del medio de fermentación para los aislados 

evaluados (Figura 4-13).  

Los perfiles fermentativos obtenidos para los aislados estudiados corresponde con los 

reportes en diferentes estudios acerca del metabolismo de la xilosa en estos 

microorganismos, en donde la formación de subproductos es un factor clave en la cantidad 

de etanol a recuperar y dependen de las condiciones de fermentación, así como también 

juega un papel importante el género del microorganismo (McMillan, 1993). 

De acuerdo a los productos obtenidos se puede evidenciar un metabolismo 

heterofermentativo para todos los aislados, siendo los aislados a 37 °C las bacterias que 

presentan mayor producción de etanol, en donde, si bien la cantidad de etanol aumenta, 

la presencia de ácidos orgánicos como subproductos son evidentes en el perfil 

fermentativo. Algunos de estos productos fueron identificados, con los patrones 

disponibles en el estudio, como ácidos orgánicos.    

Los rendimientos de etanol a partir de xilosa en algunas de las cepas aisladas a 37 °C, 

igualan a los reportados para Bacillus macerans (Tabla 1-5), lo que evidencia un 

rendimiento óptimo para cepas mesófilas. La capacidad exhibida por parte de las bacterias 

de consumir xilosa y glucosa presenta una ventaja para el proceso fermentativo desde 

materiales lignocelulósicos, pues es deseable la simplificación del proceso de obtención 

de etanol desde esta materia prima, a través de la co-fermentación como unidad de 

operación (Wyman, 1994) evitando la separación líquido-sólido luego del proceso de 

hidrólisis. 

Para la mayoría de aislados el patrón de asimilación de la xilosa disminuye en presencia 

de la glucosa (Tabla 4-4). Esto sugiere la acción de mecanismos de represión catabólica 

por carbono (RCC) en las cepas estudiadas. Cuando existe una mayor concentración de 

glucosa, por ser ésta una fuente de carbono de fácil degradación inhibe los mecanismos 
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de captación de la xilosa, como fuente secundaria de energía (Singh et al., 2014). Dentro 

de estos sistemas, varios han sido estudiados en bacterias Gram positivas y Gram 

negativas como mecanismos de regulación metabólica y transcripcional que pueden 

operar a distintos niveles (transcripción, procesamiento de RNA, traducción y modificación 

de proteínas), generando respuestas que afectan directa o indirectamente la actividad de 

las enzimas sensibles al fenómeno (exclusión de inductores, represión transcripcional o 

interrupción de la traducción de proteínas) (Kwakman y Postma, 1994). 

Los perfiles de productos final fueron diferentes en cada uno de los medios empleados 

además de específicos para cada aislado (Tabla 4-4). Algunos aislados (552C15, 

552MC10, 552MC6, 552MC11 y 302T12) evidenciaron un bajo rendimiento de etanol en 

medio solo con la pentosa, lo cual se ha observado y reportado en estudios con 

Lactobacillus, atribuyéndose este comportamiento probablemente a la menor necesidad 

de regeneración de cofactores durante la fermentación de estos carbohidratos (Veiga da 

Cunha y Foster, 1992; Kim et al., 2009). En general se observó una disminución en el 

rendimiento de etanol en la mezcla de glucosa y xilosa, con excepción de los 

microorganismos aislados a 55°C, indicando el metabolismo de estos azúcares a través 

de rutas heterofermentativas. 

 El aislado 372MS15 (bacilo, Gram positivo) presentó un alto porcentaje en el rendimiento 

de etanol en presencia de la xilosa y el mayor rendimiento con la mezcla de glucosa/xilosa 

(C5 y C6). En el perfil de fermentación en ambos medios (Figura 4-14 y Figura 4-15) se 

evidenció un cambio en los productos de fermentación, lo que sugiere un mecanismo de 

control en la utilización de la xilosa en presencia de glucosa. Estudios previos realizados 

en Lactobacillus mediante análisis proteómicos y transcripcionales han mostrado una 

mayor expresión de la proteína de control catabólico (CcpA del inglés, Catabolite Control 

Protein A), involucrada en la mediación de la RCC, en células crecidas con xilosa que en 

células crecidas en una mezcla de glucosa/xilosa, relacionado esto a la presencia de 

enzimas importantes para el catabolismo de la xilosa (Kim et al., 2009).  
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5.3 Evaluación de parámetros de proceso 

El diseño experimental planteado demostró la sensibilidad de la bacteria en estudio 

(aislado 372MS15) a los cambios de temperatura y a la concentración de azúcares 

reductores totales para su eficiencia fermentadora, evidenciando un descenso en la 

productividad del etanol. Esto demuestra la baja termotolerancia del microorganismo para 

realizar sus actividades metabólicas de fermentación. 

El diagrama de Pareto (Figura 4-16) expone un fuerte efecto negativo de las variables 

independientes de temperatura y concentración de azúcares reductores totales en el 

rendimiento de etanol del proceso de fermentación bacteriano. Sin embargo, se observa 

una disminución de este efecto cuando estas dos interactúan, sin dejar de presentarse 

como condiciones de estrés para el microorganismo.  

La acción del ácido acético sobre el metabolismo de la bacteria sugiere un efecto atenuante 

de este frente a la variable respuesta pues, al presentarse en interacción con los demás 

factores (Figura 4-17) evaluados, disminuye significativamente el efecto negativo sobre el 

proceso fermentativo. 

Es interesante el efecto positivo en el rendimiento de etanol con el aumento de ácido 

acético, dado que tanto temperatura como concentración de ácido acético constituyen 

factores de estrés para el desarrollo de la bacteria (Ibraheem y Ndimba, 2013). En estudios 

realizados, se ha reportado que cantidades <2,7 g l-1 pueden generar inhibición del 

metabolismo fermentativo de los microorganismos (Chandel et al., 2011). Li et al. (2014), 

reportaron similar comportamiento para concentraciones de ácido acético entre 0-10 g l-1, 

en proceso de fermentación con Bacillus licheniformis para la producción de 2,3-

butanodiol, evidenciando un efecto positivo hasta concentraciones de 8 g l-1. 
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Figura 5-1: Efecto de la concentración ácido acético en la relación del consumo de 
glucosa-xilosa y el rendimiento de etanol. 

 

Los ensayos realizados (Figura 5-1), confirman que en concentraciones de 4,5 g l-1 de 

ácido acético se aumenta el consumo de azúcares reductores totales y el rendimiento de 

etanol en el aislado evaluado. De otro lado, se evidenció que en concentraciones de 9,0 g 

l-1 de ácido acético se estimula el consumo de azúcares reductores, pero el rendimiento de 

etanol disminuye. Esto sugiere la utilización de los azúcares en otras rutas fermentativas, 

como mecanismo de respuesta a situaciones de estrés. Este mecanismo ha sido 

relacionado con el aumento en la formación de ácido acético, que puede corresponder con 

la formación de acetato para proporcionar ATP por fosforilación a nivel de sustrato y, por 

lo tanto, se establece la generación de energía metabólica adicional, que puede ser útil en 

condiciones de tensión fisiológica, por las condiciones de temperatura y azúcares 

reductores totales (Romsaiyud et al., 2009). 

   





 

 
 

6. Conclusiones y recomendaciones 

6.1 Conclusiones 

 El 13,6% de los aislados bacterianos consumidores de xilosa recuperados, exhiben el 

etanol como subproducto de su metabolismo. Estos morfotipos bacterianos se 

encuentran relacionados filogenéticamente con 3 familias (Bacillaceae, 

Enterobacteriaceae y Enterococcaceae) y 5 géneros (Airebacillus sp., Bacillus sp., 

Lysinibacillus sp., Enterococcus sp., y  Citrobacter sp). 

 

 Los resultados de los morfotipos aislados en este trabajo evidencian que las bacterias 

mesófilas presentan metabolismos más eficientes en la transformación de hexosas y 

pentosas hasta etanol. Dentro de ellos, la mayor capacidad etanologénica fue 

evidenciada en los aislados a 37 °C en comparación con los rendimientos obtenidos 

con los aislados de 30 °C, y mucho más alejados se encuentran los valores para las 

cepas termófilas o termotolerantes (55 °C). 

 

 La evidencia de ácidos orgánicos en los perfiles de fermentación bacteriana disminuye 

el porcentaje de rendimiento etanólico. Sin embargo, el metabolismo exhibido en las 

bacterias aisladas, amplía la posibilidad para obtener productos de valor agregado a 

partir de la transformación de la biomasa residual. 

 

 El morfotipo con mejor perfil (aislado 372MS15) para la producción de etanol fue 

sensible a los cambios de temperatura y a la concentración de azúcares reductores 

totales, presentando efectos negativos en el rendimiento de etanol. Esto sugiere la 

necesidad del control de estos parámetros si se utilizan microorganismos nativos en 

los procesos. 
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 La transformación de ambos azúcares evidencia un potencial en estos aislados para el 

desarrollo de bioprocesos que involucran la conversión de materiales lignocelulósicos. 

No obstante, el rendimiento a partir de ellos es una característica a mejorar, pues los 

valores obtenidos para el porcentaje de rendimiento fueron considerablemente más 

bajos cuando se fermentaban medios con ambas fuentes de carbono. 

 

 Este trabajo contribuye al estudio de la diversidad bacteriana en Colombia como fuente 

de desarrollo para nuevas formas de producción en la industria química.  

6.2 Recomendaciones 

 

 Los resultados de este trabajo apuntan a la necesidad de continuar con el estudio 

de la diversidad microbiana nativa de Colombia como fuente importante para el 

desarrollo de la transformación de la biomasa y de nuevas formas de producción, 

lo que representa un potencial en la biodiversidad del país para alcanzar los retos 

planteados en sus líneas de desarrollo. 

 

 Se recomienda a futuro realizar un análisis más detallado de la identidad genética 

de algunos de los microorganismos aislados, así como de sus capacidades 

metabólicas, esto con el fin de obtener una mejor aproximación a su potencial uso 

en procesos biotecnológicos. 

 

 Estudios integrados desde un enfoque molecular y funcional (tal como la 

transcriptomica y proteómica) sobre los mecanismos empleados por estos 

microorganismos revelarian con mayor proximidad el potencial de estos aislados 

para su implementación en la conversión de biomasa residual.  

 

 Sería importante extender el estudio del potencial de estos microorganismos en 

hidrolizados reales de material lignocelulósico. Estos ensayos expondrían de 

manera más amplia el verdadero potencial de las cepas aisladas y de las 

capacidades de su uso a escala piloto, no solo encaminado hacia la producción de 

etanol sino también hacia el desarrollo de las plataformas de biorrefinerias 
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lignocelulósicas, con la producción de un amplio número de productos de valor 

agregado para la industria química actual. 

 
 
 
 





 

 
 

A. Anexo: Medios de cultivo y 
Soluciones 

La composición descrita en este anexo es para la preparación de medios líquidos. Para los 

medios solidos se realizó la adición de Agar-Agar (Scharlau) al 1,5%. 

 
1. Medio 1 (Banerjee, 1989) 

 
 

 
La solución de metales se esterilizó con filtro (0,22 µm) estéril y se adicionó al medio de 

cultivo en una relación de 1:1000, después de la esterilización en autoclave de los demás 

componentes del medio. El pH final fue ajustado a 7,2. 

2. Medio 2 (Ronan et al., 2013) 
 

 

 
 

Medio 1 

Componente g l-1 

Xilosa 10,0 

(NH4)2S4 1,4 

KH2PO4 2,0 

CaCl2 0,3 

MgSO4 ⋅ 7H2O 0,3 

Solución de 

elementos traza 

Componente g l-1 

FeSO4 ⋅ 7H2O 5,0 

MnSO4 ⋅ H2O 1,6 

ZnSO4 ⋅ 7H2O 1,4 

CoCl2 2,0 

Solución de minerales 

Componente g l-1 

MgCl2 ⋅ 6H2O 20,0 

CaCl2 ⋅ 2H2O 5,0 

FeSO4 ⋅ 7H2O 0,25 

Medio 2 

Componente g l-1 

Xilosa 10,0 

Urea 2,0 

KH2PO4 2,0 

K2HPO4 3,0 

Extracto de levadura 2,0 
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La solución de minerales se esterilizó con filtro (0,22 µm) estéril y se adicionó al medio de 

cultivo en una relación de 1:100, después de la esterilización en autoclave de los demás 

componentes del medio; El pH final fue ajustado a 7,2. 

 
3. Preparación de soluciones ensayo de tamizaje. 

 
Solución RI: Contiene fenol (6 mmol l-1) y ácido etilendiaminotetraacético o EDTA (por 

sus siglas en inglés Ethylenediaminetetraacetic acid) (0,257 mmol l-1), en buffer fosfato 

(0,1 mol l-1, pH 7,5). 

 

Solución RII: Contiene alcohol oxidasa (3000 U l-1; Sigma), peroxidasa (600 U l-1, 

Sigma) y 4-aminoantipirina (3,5 mmol l-1) en buffer fosfato (0,1 mol l-1, pH 7,5). 

 

Patrones: se prepararon utilizando como solvente el medio M2 (empleado como blanco 

en los ensayos de tamizaje).  

 

- Etanol (Scharlau): solución madre de 5 g l-1; patrones (0,1 g l-1; 0,5 g l-1; 1,0 g l-1; 

1,5 g l-1; 2,0 g l-1; 2,5 g l-1; 3,0 g l-1) y una solución al 2% (v/v). 

- Otros compuestos:  

- Ácidos: soluciones de ácidos 2 g l-1 (ácido fórmico, Fluka Analytical; ácido 

acético glacial, Chemí; y ácido láctico, Fluka Analytical). 

- Alcoholes: soluciones de alcoholes 2% (v/v) (Isopropanol, Panreac 

AppliChem; e isobutanol, Panreac AppliChem). 

 
4. TBE 5X 

 
Componentes Cantidad por litro 

Tris Base 54 g 
Ácido Bórico 27,5 g 
EDTA 0,5M (pH 8,0) 20 ml 

 

 

 

 



 

 
 

B. Anexo: Condiciones HPLC 

El análisis cromatografico fue realizado en un equipo de HPLC (Hitachi Elite LaChrom), 

utilizando una columna Biorad Aminex HPX-87H (300x7, 8mm), con volumen de carga (10 

µL), utilizando H2SO4 como fase móvil (5 mmol /L), con un flujo de 0,6 ml/min, temperatura 

de la columna de 60 °C, y temperatura del detector de índice de refracción en 40 °C. Para 

cada analito se determino los rangos apropiados de concentración para su cuantificación.  

 

 
Figura B-1: Cromatograma de una solución con nueve analitos de interés (celobiosa, 
glucosa, xilosa, arabinosa, glicerol, ácido acético, etanol, hidroximetilfurfural y furfural) en 
el proceso de fermentación.  
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 Control del método 

Se graficó el área de la señal cromatográfica versus las diferentes corridas para hacer 

monitoreo en la variación del método empleado, utilizando dos soluciones patrón de etanol 

de concentración 1 g l-1 y 5 g l-1. Este procedimiento se realizó por duplicado en cada 

corrida. 

 

 

Figura B-2: Gráfico del área de la señal cromatográfica vs corridas, como control del 
método de análisis.  
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C. Anexo: Extracción de ADN   

La Extracción de ADN se realizó como se describe a continuación (Andrews y Patel, 

1996; Marmur, 1961): 

 

Se centrifugó el cultivo bacteriano 5-8 min a 8500rpm, descartando el sobrenadante. 

Se repite esta operación 2-3 veces lavando el pellet con solución salina 0,85% estéril, 

hasta obtener un precipitado considerable.  

 

El precipitado se transfiere a un microtubo de 1,5 ml y se resuspende completamente 

en 450 µl Agua Mili-Q y 50 µl de lisozima (Sigma) y se incuba durante 1h a 37 °C. Se 

ajusta enseguida en el mismo tubo 70 µl de SDS (10 %) y 10 µl de proteinasa K 

(Fermentas), incubando durante 1 h a 50 °C en baño María. Se agrega enseguida 100 

µl de NaCl 5 M y se mezcla todo revolviendo los tubos (en vórtex). Se agrega 

finalmente 100 µl de CTAB/NaCl (concentración 10 y 4,1 %, respectivamente) y luego 

se incuba 10 min a 65°C en baño María. Se agrega un volumen de 750 µl de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (relación 25:24:1; Amresco), mezclando 

vigorosamente (vórtex) y finalmente se centrifuga (5 min a 14.000 rpm) 

 

Se transfiere todo el sobrenadante viscoso a otro microtubo estéril, teniendo cuidado 

de no tomar la interfase blanca. Se agrega 50 µl de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico. 

Se mezcla con vórtex y se centrifuga 5 min a 14.000rpm. 

 

Se transfiere de nuevo el sobrenadante en tubo microtubo estéril y se agrega 450 µl 

de isopropanol frio. Se mantiene en hielo durante 2 h. Se centrifuga los tubos (10 min 

a 14.000 rpm) y se descarta el sobrenadante y se lava el precipitado de ADN con 200 

µl de etanol frío al 70%. Se centrifugan los tubos por 10 min a 14.000. Se seca el 
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precipitado al vacío o se deja abierto el microtubo en cabina o volteado para eliminar 

toda traza de etanol y se resuspende el precipitado de ADN en 50-100 µl de Agua Mili-

Q. Se adiciona RNasa (Fermentas) necesaria para una concentración final de 15 µg/ml 

y se incuba a 37 °C durante 1h. El ADN se mantiene a -20 ºC hasta su uso. 

 



 

 
 

 

D. Anexo: Amplificación del gen 16S 
rARN 

1. Amplificación de la región hipervariable V4-V5 (Carrillo, 2012). 
 
La amplificación de las regiones V4-V5 del gen ribosomal 16S rARN se realizó en un 

termociclador (BioRad c1000™). Las reacciones se hicieron en un volumen final de 20 µl 

y se adicionó 1 µl de ADN molde respectivo de una concentración entre 10 y 50 ng/µl a 

cada reacción. La Taq polimerasa empleada fue Biolase (Bioline). Los iniciadores Com1 y 

909R se obtuvieron comercialmente (IDT). Los reactivos utilizados y su concentración final 

en la reacción de PCR se describen a continuación. 

 

 
Reactivo Concentración 

solución stock 
Concentración en reacción 

de PCR final 

Buffer enzima de Taq 10X 1X 
MgCl2 50mM 1,5mM 

dNTP's 10mM 0,2mM 
Iniciador Com1 10mM 0,4mM 
Iniciador 909R 10mM 0,4mM 
Taq polimerasa 5 U/µl 1 U/µl 

 
 
Las condiciones de amplificación se realizaron según lo descrito por Carrillo (2012). 
 
 

Número de ciclos Temperatura ºC Tiempo 

1 94 5 min 

30 94 20 s 

50 20 s 

72 40 s 

1 72 5 min 
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2. Amplificación del gen 16S rARN completo (Macrogen Inc.) 
 

La amplificación del gen de la subunidad ribosomal 16S rARN se realizó en un 

termociclador DNA Engine Tetrad 2 Peltier (Bio-Rad). Se adicionó en cada reacción el 

molde de ADN respectivo en una concentración entre 25 y 100 ng/µl a cada reacción. La 

Taq polimerasa empleada fue Dr. MAX DNA Polymerase (Doctorprotein). Las condiciones 

para la reacción de PCR se describen a continuación. 

 
Número de ciclos Temperatura ºC Tiempo 

1 95 5 min 
35 95 30 s 

55 30 s 
72 1 min 30 s 

1 72 10 min 
 

 
Los productos de PCR fueron purificados mediante el uso de placas de filtración 

MultiScreen (Millipore Corp.) y se verificó la amplificación mediante gel de agarosa 1% (7 

V/cm, 45 min) utilizando marcador DNA Ladder Mix 1kb (GeneRuler™).



 

  

E. Anexo: Perfil de bandeo región hipervariable V4-V5 del 
gen 16S rARN 

Electroforesis en gel de poliacrilamida MDE 0,5X, con los productos de la amplificación para la región hipervariable V4-V5 del gen 16S rARN 
de los aislados positivos al ensayo enzimático. Región A aislados incubados a 55ºC, región B aislados incubados a 37ºC y región C aislados 
incubados a 30ºC.  

 
Figura E-1: Gel de poliacrilamida MDE 0,5X obtenido en la técnica del SSCP para la discriminación por perfil de bandeo de aislados 
similares.   

Carril 

Perfil 





 

 
 

F. Anexo: Electroferograma de 
secuenciación 

Ejemplo de electroferograma de secuenciación obtenido para una sección de la 

secuenciación del gen 16S rARN de uno de aislados bacterianos etanologénicos. 

 

 
Figura F-1: Electroferograma de la secuencia del gen 16S rARN usando el primer 

universal 27F para un aislado bacteriano a 30 ºC.



 

 
 

G. Anexo: Cromatogramas de HPLC 
(medio y patrones de ácido) 

Cromatogramas obtenidos del análisis por HPLC del medio M2 de aislamiento y 

patrones de ácidos orgánicos como posibles productos de fermentación bacteriana. 

 

 

 
Figura G-1: Cromatograma obtenido del análisis por HPLC del medio 2 de aislamiento con 
xilosa al 1% como única fuente de carbono. 
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Figura G-2: Cromatograma obtenido del análisis por HPLC de la mezcla del medio 2 de 
aislamiento con ácidos orgánicos y etanol. 

Señal compuesto Tiempo de retención 

1 Xilosa 9,734 
2 Ácido Láctico 12,864 
3 Ácido fórmico 14,062 
4 Ácido acético 15,296 
5 Etanol 22,117 
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