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RESUMEN

TITULO: PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ACIDO LACTICO POR UNA CEPA
NATIVA DE Lactobacillus sp A PARTIR DE GLICEROL CRUDO PROVENIENTE DE
LA INDUSTRIA DEL BIODIESEL’

AUTORES: YESSICA PRADA PALOMO, PEDRO M. DIAZ RUIZ. **

PALABRAS CLAVE: Glicerol Crudo, Fermentacion, Lactobacillus sp, Acido Léactico
RMN.

La produccion biotecnolégica de &cido lactico por fermentacion de glicerol crudo del
biodiesel se realizé6 por medio de una cepa nativa de Lactobacillus y una cepa de
referencia: Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. El microorganismo nativo fue
seleccionado a partir de un screening realizado en diferentes matrices lacteas, de
frutas y de verduras e identificado por pruebas bioquimicas y denominado como
Lactobacillus CYP4

Se adapt6 el microorganismo al glicerol crudo como nueva fuente de carbono y se
analizaron las condiciones de oxigeno (aerobiosis y anaerobiosis) mas favorables
para su crecimiento, concluyéndose que es un microorganismo anaerobio facultativo.
Los andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia revelaron que el mayor
consumo de glicerol y produccion de acido lactico se obtuvieron en condiciones
anaeroébicas. Por otra parte, el estudio de las variables fisicoquimicas del proceso de
fermentacion indicé que a una temperatura de 37°C, pH 5,5, concentracién de
glicerol de 217,17 mM, en condiciones de anaerobiosis, fueron las adecuadas tanto
para el crecimiento del microorganismo nativo como para la producciéon de acido
lactico.

Finalmente la comparacion de bioconversion de glicerol a &cido lactico de los dos
microorganismos evaluados demostré que la cepa nativa fue capaz de producir mayor
cantidad de acido lactico (39,41mM) que la cepa de referencia (10,11 mM). Los
metabolitos obtenidos en las fermentaciones, fueron cuantificados por el método de
Resonancia Magnética Nuclear de protones. Estos resultados demostraron que el
microorganismo nativo aislado, es una cepa promisoria para la transformacién de un
residuo industrial como lo es el glicerol crudo del biodiesel en compuestos de mayor
valor agregado como acido lactico y etanol.

*Proyecto de grado.

**Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica,
Director Dr. Daniel Ricardo Molina Velasco, Codirectora Dra. Carolina Guzman Luna.
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ABSTRACT

TITLE: BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF LACTIC ACID BY A NATIVE
STRAIN OF LACTOBACILLUS SP FROM CRUDE GLYCEROL FROM BIODIESEL
INDUSTRY .*

AUTHORS: YESSICA PRADA PALOMO, PEDRO M. DIAZ RUIZ**

Key Words: Crude Glycerol, Fermentation, Lactobacillus, Lactic Acid, NMR.

The biotechnological production of lactic acid by fermentation of crude glycerol from
biodiesel was made by a native strain of Lactobacillus and a reference strain,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. The native organism was selected from a
screening carried out in different fruits and vegetables dairy matrices and identified by
biochemical tests and referred to as Lactobacillus CYP4.

The microorganism was adapted to the new crude glycerol as carbon source and the
most favorable oxygen conditions (aerobic and anaerobic) for its growth were
analyzed, concluding that it is a facultative anaerobic organism. The analysis of high
performance liquid chromatography revealed that increased consumption of glycerol
and lactic acid production was obtained under anaerobic conditions. Moreover, the
study of the physicochemical variables of the fermentation process indicated that a
temperature of 37 ° C, pH 5,5, glycerol concentration 217,17 mM, under anaerobic
conditions were appropriate for both the growth of the native microorganism to the
production of lactic acid.

Finally the comparison of glycerol bioconversion to lactic acid of the two
microorganisms tested showed that the native strain was able to produce more lactic
acid (39,41 mM) as the reference strain (10,11 mM).The metabolites obtained in the
fermentations were quantified by the method of proton NMR (Nuclear Magnetic
resonance). These results demonstrated that the microorganism isolated, is a
promising strain for the transformation of an industrial waste such as biodiesel crude
glycerol in higher value-added compounds such as lactic acid and ethanol.

*Degree Project.
**Universidad Industrial de Santander, Science Faculty, Chemistry School. Director Dr.
Daniel Ricardo Molina Velasco, Codirectora Dra. Carolina Guzman Luna.
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INTRODUCCION

El glicerol es el principal subproducto de la industria del biodiesel obtenido a partir
del aceite de palma y equivale entre el 10% y 40% (p/p) de su produccion. En
Colombia en el afio 2011 se produjeron 365,664 toneladas de biodiesel que
generaron 36,566 toneladas de glicerol crudo (Federacion nacional de
biocombustibles de Colombia) y para el 2020 se espera que su produccion sea
seis veces mayor que la demanda en el mercado. Su sobreproduccion ha
generado una sobreoferta en el mercado mundial y ha llevado a que su precio
descienda a valores minimos, a tal punto que se considera un residuo industrial,
provocando el cierre de su produccion por sintesis quimica en empresas como
Dow Chemical y Procter and Gamble Chemical (Da Silva, 2009; Yazdani, 2007).
Dado que las ventas de glicerol han representado una rentabilidad importante en
la industria del biodiesel, es razonable que sus bajos precios afecten
negativamente la economia de los productores de biodiesel. Por estas razones se
requiere que el glicerol crudo, se utilice como materia prima y se transforme en

productos de mayor valor agregado (Johnson, 2007).

Se han propuesto diversas estrategias basadas en transformaciones quimicas y
biolégicas para la conversién del glicerol en productos como 1,3 propanodiol,
acido lactico, &cido acético y etanol. La conversion por medio de catdlisis quimica
produce baja especificidad en los productos, necesita el uso de altas presiones y
temperaturas y ademas existe la imposibilidad de utilizar el glicerol crudo por los
altos niveles de contaminantes (Da silva, 2009). La bioconversion por su parte,
permite transformar el glicerol crudo en acidos organicos como acido lactico,
succinico y acético ademas de alcoholes como etanol, beneficiando directamente
el ambiente, promoviendo el uso del biodiesel y reduciendo la dependencia del

petréleo (Da silva, 2009).
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El &cido lactico esté siendo considerado como una materia prima de gran valor en
la industria quimica para la fabricacion de plasticos y resinas. Sin embargo
muchos productores todavia continban utilizando sustratos facilmente
fermentables como glucosa, sacarosa y almidon los cuales se obtienen del maiz,
patatas, yuca y cebada que son indispensables para alimentacion humana (Rojan,
2009). Por lo anterior el glicerol crudo de la industria del biodiesel es muy
promisorio como materia prima en la produccion de biopolimeros puesto que no

compite con los alimentos.

Con el propdsito de contribuir en la investigacién de estrategias para la conversion
del glicerol en productos de mayor valor agregado, este proyecto centré su
atencion en la produccion de &cido lactico via biotecnolégica por medio de
microorganismos nativos del género Lactobacillus sp, utilizando como fuente de

carbono glicerol crudo procedente de la industria de biodiesel.

Dado que las variables fisicoquimicas influyen significativamente en el
metabolismo del microorganismo, también se estudido la influencia de la
temperatura, la concentracién de glicerol crudo, el pH y la atmésfera de oxigeno
en el proceso de fermentacion. La caracterizacion y cuantificacion del &cido lactico
y el consumo de glicerol crudo se llevd a cabo empleando las técnicas:
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) y Resonancia Magnética Nuclear
'H-RMN.
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FUNDAMENTO TEORICO

1.1. PRODUCCION DE BIODIESEL Y GLICEROL

El glicerol proveniente de la industria del biodiesel es producido mediante una
reaccion de transesterificacion a partir de grasas vegetales en presencia de un
catalizador que puede ser NaOH o KOH. En esta reaccion (Zapata et al., 2007),
las moléculas de triglicéridos de gran tamafio y ramificadas se transforman en
moléculas de menor tamafio de ésteres alquilicos de acidos grasos (Biodiesel) y

glicerol Figura 1.

Figura 1. Reaccién de transesterificacion

Q Q
H,C—0—C—R, H,C—O0—C—R, H,C—OH
| (I? Catalizador 0 ‘ |
HC—O0—C—R, - i
| c t CHOH =~——— HCc—0—C—R, + HC—OH
i
Hy,C—O0—C—Ry ?
Triacilgli | A
riaciiglicero Metanol Metiléster de Acido Graso Glicerol

(Triglicérido)

Fuente: Zapata et al., 2007

1.2. PROPIEDADES DEL GLICEROL

El glicerol también conocido como glicerina, es wun alcohol con tres
grupos hidroxilos tal como se muestra en la Figura 2. Es liquido a temperatura

ambiente de 25 °C, higroscépico, inodoro, viscoso y de sabor dulce.
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El glicerol se puede obtener a partir de fermentaciones microbianas, sintesis
quimica de materias primas de los derivados del petréleo y también puede ser
recuperado de la manufactura de jabones. El glicerol no solo es econémico y
abundante, sino también ofrece una oportunidad de producir sustancias quimicas
con alto rendimiento debido a su poder de reduccién entre las cuales estan

alcoholes, acidos orgénicos y otros compuestos oxigenados (Da Silva, 2009).

Figura 2. Estructura quimica del glicerol

HO/\/\C)H

OH

Fuente: Jernigan, 2010

1.3. FERMENTACION COMO PROCESO DE BIOCONVERSION

Los procesos microbioldgicos se basan en el uso de microorganismos cultivados
generalmente a gran escala, para obtener productos industriales de gran valor
agregado a partir de procesos de fermentacion. El proceso de fermentacion se
define como la transformacibn de compuestos organicos realizada por
microorganismos con la ayuda de enzimas. Es llevada a cabo en un fermentador o
biorreactor, mediante el cual los sustratos del medio de cultivo son transformados

en biomasa y metabolitos (Ertola et al., 2007).

1.3.1. Microorganismos empleados a nivel industrial

Los microorganismos empleados en los procesos de fermentacion deben ser
preferiblemente no patégenos, que fermenten rapida y completamente los
sustratos (Serna, 2005) y sinteticen el producto deseado en un corto periodo de

tiempo. Su curva de crecimiento presenta cuatro etapas bien definidas (Tortora,
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2007): fase de retraso o de sintesis de enzimas y otras moléculas; fase logaritmica
0 exponencial de alta reproduccion celular, méxima actividad metabdlica y alta
eficiencia de productos; fase estacionaria en la cual nimero de células muertas
compensa el de células nuevas y finalmente fase de declinacion o muerte celular

como se observa en la Figura 3.

Figura 3. Curva de crecimiento bacteriano
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logaritmico o Fase de
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Fuente: Tortora, 2007

1.3.2. Selecciébn de condiciones fisicoquimicas adecuadas para la

fermentacion

Las principales variables en el proceso de fermentacién son: temperatura, pH, y
concentracion de nutrientes -incluido el oxigeno- (Gaden, 1959).

1.3.3. Efecto de la Temperatura

No solo afecta el crecimiento del microorganismo, también influye en la produccién
de metabolitos. Al ser las fermentaciones reacciones enzimaticas, la dependencia
de la temperatura no es tipo Arrhenius ya que conforme esta aumenta, las
enzimas pueden desplegarse y/o desnaturalizarse, perdiendo su actividad

catalitica. En consecuencia a medida que la temperatura se incrementa, la
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velocidad de reaccion llega a un méaximo y después disminuye conforme la

temperatura contintdia elevandose (Scott, 2008).

En la velocidad de crecimiento también existe un éptimo debido a la competencia
entre el aumento de velocidad al elevarse la temperatura y la desnaturalizacion de
la enzima (Scott, 2008). La mayoria de microorganismos industriales tienen su
temperatura 6ptima de crecimiento y produccién de metabolitos entre 20° y 40°C
(Greasham, 1993).

1.3.4. Efecto del pH

Afecta el crecimiento y la produccion de metabolitos, ya que influye en la toma de
nutrientes y otras actividades fisiol6gicas. En general las enzimas trabajan en un
rango de 4 a 9; el 6ptimo para el crecimiento de las bacterias esta entre 6,5y 7,5,
mientras que el de los hongos y levaduras es entre 4,5 y 5,5. Adicionalmente, el
pH 6ptimo de crecimiento puede no ser el de 6ptima formacién de metabolitos
(Scott, 2008; Greasham, 1993). Para evaluar la influencia del pH en el

microorganismo seleccionado, se evaluard su crecimiento a diferentes valores.
1.3.5. Efecto de la fuente de carbono

Los nutrientes elementales y especificos que requiere el microorganismo son

fuente de carbono, fuente de nitrégeno, minerales y oxigeno (Greasham, 1993).

Como fuente de carbono se utilizan compuestos de carbono reducidos, siendo sus
funciones: construir masa celular, formar producto y actuar como fuente de
energia. A ciertas concentraciones, la fuente de carbono (sustrato) puede actuar
como inhibidor; es decir puede reprimir una 0 mas enzimas responsables de la
formacion de producto (Scott, 2008; Greasham, 1993).

Los requerimientos minerales de la mayoria de microorganismos, son satisfechos

agregando al medio, sales de fosfato, sulfato, magnesio, hierro, potasio y cloro. Y

27



los elementos traza requeridos (Cu, Zn, Co, Mb y Ca) usualmente se satisfacen
por los contaminantes presentes en el agua y en los otros constituyentes del
medio. Por ultimo, la transferencia de oxigeno se logra por medio de la agitacion
(Greasham, 1993).

Los procesos fermentativos emplean dos medios, uno para el desarrollo del
inoculo y otro para la produccién de metabolitos. La funcion del primero es permitir
crecer al microorganismo con la menor formacién de producto posible, la del

segundo se explica por si mismo (Greasham, 1993).

1.3.6. Fermentacién aerébicay anaerdbica del glicerol

El glicerol puede ser fermentado por una gran variedad de microorganismos que
son capaces de desarrollarse utilizando este sustrato como Unica fuente de
carbono y energia, en presencia de oxigeno (aerobiosis) o ausencia de éste
(anaerobiosis). Algunos de estos géneros son Klebsiella, Clostridium,

Enterobacter, Bacillus y Lactobacillus entre otros.

La Figura 4 muestra los posibles productos finales de la degradacién de glicerol y
en el ANEXO A se encuentra la nomenclatura de las enzimas implicadas en las
rutas bioquimicas. Los productos dependen esencialmente del tipo de
microorganismo y las enzimas involucradas en su metabolismo. Existen
microorganismos que son homofermentativos (un solo producto de fermentacion) y
otros heterofermentativos (multiples productos de fermentacion) (Da Silva, 2009;
Serna 2005).

28



Figura 4. Productos finales de degradacion de glicerol por diferentes

microorganismos
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1.4.  MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE ACIDO LACTICO

Las bacterias que pueden utilizarse para la produccion de acido lactico (bacterias
acido lacticas) son cocos y bacilos grampositivos, anaerobios facultativos
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc,
Pedicoccus, Vagococcus, Enterococcus entre otras (Serna, 2005).

1.4.1. Bacterias &cido lacticas del género Lactobacillus

Las células individuales de especies de Lactobacillus a menudo forman cadenas
largas y delgadas (Figura 5.a), aunque pueden observarse bacilos “corineformes”
0 “cocobacilos” mas pequeios. Forman colonias blancas opacas (Figura 5.b). Los
lactobacilos son catalasa negativos y no forman esporas. Sus paredes celulares
contienen un petidoglucano grueso y acidos teicoicos ligados a la membrana por

lo cual la tincion de Gram da una coloracion violeta (Winn, 2008).

Figura 5. Micrografia electrénica de barrido de centrifugado de cultivo (a) y

colonias de Lactobacillus sp. (b)

Este género es anaerobio facultativo, 20% son anaerobios estrictos y en
ocasiones microaerofilicos siendo raras veces patogenos. Crecen mal en
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presencia de aire, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30°C-40°C con un
pH 6ptimo de desarrollo entre 5,5y 6,2. Se denominan asi porque mas del 50% de
los productos terminales de fermentacion de la glucosa es el acido lactico. Algunas
especies pueden producir también acidos acético, formico y succinico, junto con
CO..

Forman parte de la flora normal de la vagina, el tubo digestivo y la faringe. Estan
ampliamente distribuidos en diversos ambitos como fuentes de aguas naturales,
aguas servidas y silos. También se encuentran en distintos alimentos como

productos lacteos, granos, comidas, peces y chucrut (Winn, 2008).

1.4.2. Conversién de glicerol por las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas, pueden degradar el glicerol gracias a su metabolismo
enzimatico. Una ruta es convirtiendo el glicerol en gliceraldehido 3-fosfato usando
la enzima glicerol quinasa (EC 2.7.1.30) y posteriormente a través de la enzima
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12) se convierte en gliceraldehido 3-
fosfato, el cual entra en la ruta de la glucolisis (Figura 6).

La segunda ruta es usando la enzima glicerol deshidrogenasa (EC 1.1.1.6) donde
el glicerol se transforma en dihidroxiacetona, la cual es fosforilada por
dihidroxiacetona quinasa (EC 2.7.1.29) a dihidroxiacetona-fosfato. En la tercera
ruta el glicerol se deshidrata por la accion de una glicerol deshidratasa (EC
4.2.1.30) a 3-hidroxipropionaldehido, el cual se reduce a 1,3-propanodiol mediante
una 1,3-propanodiol deshidrogenasa (EC 4.2.1.28) o se oxida a &cido 3-

hidroxipropionico.
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Figura 6. Metabolismo del glicerol por parte de bacterias acido lacticas
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1.5. PROPIEDADES DEL ACIDO LACTICO

El &cido lactico es un acido carboxilico con un grupo hidroxilo en el carbono
adyacente al grupo carboxilo como se observa en la Figura 7. Es un liquido
viscoso, sin olor, sin color y no volatil. Posee un carbono quiral el cual da lugar a
actividad 6ptica Existen dos isémeros Opticos el D (-) lactico y L (+) lactico. La

configuracion L (+) es la metabolizada por el organismo humano (Bogaert, 2000).

Figura 7. Estructura del acido lactico

(o)

OH

OH
Fuente: Bogaert, 2000
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1.5.1. Fuentes de obtencién

El &cido lactico puede ser obtenido por via quimica o biotecnolégica (Serna, 2005)
1.5.2. Sintesis Quimica

Una ruta es la reaccién del acetaldehido con &cido cianhidrico (HCN), para dar
lactonitrilo, que puede ser hidrolizado a acido lactico (Figura 8) (Wee, 2006). Otra
ruta es la reaccion a alta temperatura de acetaldehido con monéxido de carbono y
agua en presencia de acido sulfarico como catalizador. Igualmente puede
producirse por cloracion y subsiguiente hidrdlisis del acido propionico (Orozco,
2003).

Figura 8. Métodos quimicos para obtener &cido lactico.
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La sintesis quimica tiene la desventaja de producir una mezcla Opticamente
inactiva de D (-) y L(+) &cido lactico. Ademés se emplean métodos que involucran
altas presiones, temperaturas y solventes toxicos. Por lo anterior el 90% del acido
producido en el mundo es elaborado por la via biotecnoldgica (Serna, 2005;
Yazdani 2007)

1.5.3. Ruta Biotecnoldgica

La ruta biotecnolégica estd basada en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos por bacterias u hongos. Tiene la ventaja de formar enantimeros
D(-) o L(+), 6pticamente activos dependiendo del tipo de microorganismo, el pH,
la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno y el modo de
fermentacién empleado (Bogaert, 2000). Se utilizan como sustratos la sacarosa
proveniente del lactosuero y la dextrosa proveniente del almidén hidrolizado. La
sacarosa refinada y la glucosa son los mas utilizados, pero debido al alto costo del
azucar, se han empleado materiales celulésicos, licores sulfiticos, granos y

tubérculos como materia prima de fermentacion (Serna, 2005).

1.5.4. Aplicaciones del acido lactico

Los principales usos estan asociados con la industria alimentaria, cerca del 50%
se utiliza como aditivo acidulante, aromatizante, tamponante del pH y como
inhibidor del deterioro causado por otras bacterias en alimentos preparados. Otros
usos se encuentran en las industrias quimica, farmacéutica y cosmética (Serna,
2005). Por su volumen de produccion, el principal derivado del acido lactico es el
polimero biodegradable PLA (acido polilactico). Un segundo derivado de
importancia creciente es el lactato de etilo, que posee unas excelentes
propiedades como disolvente, otros dos derivados de especial interés son el acido

acrilico y el propilénglicol (Wee, 2006)
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2. MARCO REFERENCIAL

Para que la produccion biotecnologica de acido lactico sea viable se requiere de
materias primas economicas debido a que los productores de polimeros y otros
usuarios industriales requieren grandes cantidades de &cido lactico relativamente
a bajo costo. Muchos estudios han utilizado materias primas econdémicas para la
produccion de &acido lactico, entre las que se destacan materiales celulésicos,
granos dafiados, licores sulfiticos, sustratos amilaceos disponibles en la forma de
desechos agricolas y porciones comestibles de granos y tubérculos (Serna, 2005).
Se han estudiado los pardmetros de mayor influencia (temperatura, pH, y
concentracion de melaza) en la produccion de &cido lactico por fermentacion
discontinua a partir de melaza utilizando Lactobacillus delbrueckii NRRL-B-445
(Bautista, 1990).

El glicerol es un sustrato econdmico debido a su sobreoferta y se ha utilizado en
cofermentaciéon con glucosa en varios ensayos para producir acido lactico (Veiga,
1992; Luthi, 2002; Pasteris, 2009). Sin embargo pocos articulos se han publicado
sobre el uso de glicerol como Unico recurso de carbono para producir acido lactico
(Duque, 2011). Un ejemplo es el estudio que se realiz6 del metabolismo de glicerol
en Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 donde se obtuvo una produccién de 7,11
mM de &cido lactico usando glicerol como unica fuente de carbono (Alvarez,
2004).

En 2008 se analiz6 la degradacion del glicerol del mosto del vino en Espafia a
partir de cepas nativas de Lactobacillus sp halladas en éste. Se obtuvo una
maxima produccion de acido lactico de 8,04 mM (Garai, 2008). Estos reportes

bibliograficos demuestran que microorganismos del género Lactobacillus tienen la
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capacidad de degradar glicerol debido a que poseen las enzimas necesarias en su
metabolismo y permiten la obtencion de acido lactico como producto mayoritario.

Para lograr una mayor produccién de acido lactico a partir de glicerol se realiz6é en
2010 modificacion genética a Escherichia coli en la Universidad de Rice Houston
Texas, obteniendo un rendimiento de 0,83 g de acido lactico/g del glicerol a acido
lactico (Mazumdar, 2010). A partir de este informe se pudo entender mejor la ruta
metabdlica que sigue el glicerol para ser convertido en acido lactico por métodos

biotecnoldgicos.

Para la cuantificacion de los metabolitos de fermentacion del glicerol se ha
utilizado ampliamente la técnica de HPLC con detector IR (indice de refraccién) y
una columna de intercambio cationico (Aminex HPX-87H) (Garai, 2008). También
se ha utilizado la columna SUPELCO-GEL C-610H (30cm x 7,8mm), (Agilent
Technologies USA) logrando la separacion de los metabolitos glucosa, acido
lactico y glicerol entre otros (Sigma Aldrich). Esta misma columna fue utilizada
para la cuantificacion de etanol y propanol como productos de fermentacion de
glicerol bajo las siguientes condiciones de separacion: 30 minutos, 60°C, 65 bares
flujo de 0,8 mL.min™ y fase mévil 6 mM H,SO, (Prieto y Rojas, 2011).

Otra técnica de cuantificacion utilizada para el analisis de fermentaciones es la
Resonancia Magnética Nuclear de protones (*H-RMN). En el proceso de
fermentacién del vino se observé por *H-RMN etanol y &cidos organicos como
acido acético, succinico y lactico. Para esta técnica se recomienda realizar
presaturacion de la sefial del agua como solvente usando una frecuencia de 4,7
ppm para reducir su sefal en el espectro (Lopez et.al 2009; Clark et.al 2006; Lee
et.al. 2009). Ademas se reportdé en la cuantificacion de glicerol, etanol, 1,3
propanodiol y acidos succinico, lactico y acético entre otros compuestos organicos
de vinaza empleando N,N-dimetilformamida (DMF) como estandar interno de

cuantificacion.(Ratanapariyanuch, 2011).
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Ademas de las técnicas analiticas mencionadas existen los métodos enzimaticos
que son muy selectivos y de facil manejo. Algunos laboratorios especializados en
la produccion de estos kits son Roche, Boehringer Mannhein y Merck entre otros.
Usando los kits especificos (Boehringer Mannhein Inc) para cada compuesto se
determind glucosa, fructosa, glicerol, L-lactato y D-lactato en la asimilacion de
glicerol por Lactobacillus collinoides aislados de cidra (Claisse y Lonvaud, 2000).
En el estudio de cofermentacion de glicerol-glucosa por Lactobacillus hilgardii se
utilizaron kits enzimaticos (Boehringer Mannhein Inc) para determinar glicerol,

etanol, acetato, D y L-lactato (Pasteris, 2009).

El fundamento tedrico del Kit de acido lactico de Merck, se basa en la oxidacion
del acido lactico a piruvato mediante la nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD)
bajo la accion catalitica de la enzima lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27). La
NADH aqui formada, en presencia de la enzima diaforasa (EC 1.6.99.3), reduce
una sal de tetrazolio a un formazano azul (Figura 9) que se determina

reflectométricamente (MERCK chemicals, 2008).

Figura 9. Reaccién de acido lactico en el kit enzimético
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DISENO METODOLOGICO

En la Figura 10 se presenta el esquema de la metodologia empleada en el
desarrollo del proyecto de investigacion.

Figura 10. Esquema de la metodologia empleada en la realizacion del proyecto
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3.1. AISLAMIENTO DE Lactobacillus sp

El proceso de aislamiento se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico de la UIS. En esta primera etapa se
aislaron cepas nativas de Lactobacillus sp de distintas matrices lacteas, de frutas y
de verduras. Las muestras se procesaron mediante diluciones seriadas en

solucién de extracto de proteina (Carlo Erba ® peptona) al 0,1% (p/v).

El aislamiento primario se efectu6 en agar Man Rogosa & Sharpe (MRS), cuya
composicién se especifica en la Tabla 1, incubando a 37°C durante 48 horas en
condiciones anaerobias. Posteriormente se hizo coloracién de Gram (ANEXO B) y
prueba de catalasa (ANEXO C) a las colonias de las cepas presuntivas de
Lactobacillus sp (aspecto blanco lechoso). En total se aislaron 37 cepas y se
identificaron del C1 al C37 y se criopreservaron a -80°C (ANEXO D). Estos

resultados se reportan en la seccion 4.1.

Tabla 1. Composicién de agar MRS.

COMPUESTO CANTIDAD
(g/L)
Di-amonio hidrégeno citrato 2,0
Extracto de levadura 4,0
Sulfato de magnesio 0,2
Peptona bacteriolégica 10,0
Acetato de sodio 5,0
Extracto de carne 8,0
D(+) glucosa 20,0
Sulfato de manganeso 0,05
Di-potasio hidrégeno fosfato 2,0
Tween 80 1,0
Agar 10,0

Fuente: Cultimed, 2003
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3.2. SELECCION DE UNA CEPA NATIVA ASIMILADORA DE GLICEROL
CRUDO

Las cepas aisladas en la seccion 3.1 fueron incubadas en condiciones de
anaerobiosis, a 37°C, durante 48 horas en caldo MRS cuya fuente de carbono
original la glucosa (111,11 mM) fue cambiada por glicerol USP (217,17 mM) y se
le adicion6 rojo de fenol como indicador. EI cambio en la coloracion de rojo a
amarillo indicé un pH menor de 6,8, es decir produccion de &cidos. De las 37
cepas originales se seleccionaron finalmente 8 que fueron las que mostraron
mayor cambio de coloracidn. A estas Ultimas se les determiné la cantidad de &cido
lactico producido por medio del kit enzimatico RQflex Reflectometro ® (Merck
KGaA, Darmstadt, R.F.A, Alemania) (Figura 11). Los resultados se reportan en la
seccion 4.2.

Figura 11. Kit enzimatico RQflex Reflectbmetro

Fuente: http://www.merck-chemicals.com

3.3. IDENTIFICACION DE LA CEPA NATIVA SELECCIONADA (Lactobacillus
CYP4)

La identificacion de la especie del microorganismo nativo se realizO mediante
pruebas bioquimicas analizando el patron de fermentacién de 13 carbohidratos y 3
alcoholes y comparandolo con los descritos en el manual de Berkeley (Berkeley,

1986) (ANEXO E). Los azucares empleados fueron: arabinosa, celobiosa,
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fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manosa, rhamnosa, ribosa,
sacarosa, trealosa y xilosa y los siguientes alcoholes: manitol sorbitol y glicerol.
Una coloracion amarilla indicé un pH menor de 6,8, es decir produccion de acidos.
Finalmente se llevo a cabo la prueba de amonio a partir de arginina y la prueba de
crecimiento a 15°C y 40°C para complementar la identificacion presuntiva. Los
resultados se reportan en la seccion 4.3.

En esta etapa se evalué el consumo de glucosa por duplicado en medio
anaerodbico a las 24 horas de fermentacién para detectar la producciéon de &cido
lactico y corroborar el género Lactobacillus. EI medio contenia 20g/L de glucosa
de acuerdo a la composicion del medio MRS lo cual corresponde a 111,11 mM. El

analisis cuantitativo se realiz6 por HPLC.

3.4. ADAPTACION DE Lactobacillus CYP4 AL GLICEROL CRUDO

Se evaluo el crecimiento del Lactobacillus CYP4 en condiciones de anaerobiosis a
37°C a diez concentraciones diferentes de glicerol USP y crudo entre 54,29 mM y
868,68 mM. Se midi6 la densidad éptica (D.O) a 540 nm en espectrofotometro
TERMO 4001/4 de GENESYS a las 24, 48 y 72 horas. Las concentraciones de
glicerol crudo donde se observd mayor crecimiento fueron 217,17 mM, 542,92 mM
y 760,09 mM. Los resultados se reportan en la seccion 4.4.

Posteriormente la cepa se repicd 10 veces en agar MRS modificado con glicerol
crudo a la concentracion 217,17 mM. El glicerol crudo (Figura 12) se obtuvo de la
empresa Colombiana BIO D de Facatativa — Cundinamarca (muestra P1001) y su

caracterizacion fisicoquimica (Cancino y Gomez, 2011) se reporta en la Tabla 2.
Los repiques se hicieron en condiciones aerébicas y anaerobicas, alternados con

repiques en caldo MRS modificado con glicerol crudo a la misma concentracion. El

monitoreo de la adaptacién se determin6 segun el tiempo requerido para crecer, la
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morfologia y tamafio de las colonias, coloracion de Gram y prueba de catalasa.
Paralelamente la cepa se mantuvo en agar MRS con glucosa repicandola
periodicamente para evitar su muerte y se criopreservd a —-80°C en tubos

eppendorf estériles. Los resultados se reportan en la seccion 4.4.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del glicerol crudo empleado

PARAMETRO ,
FISICOQUIMICO METODO Ref. P1001
pH pH-metro 4,37 + 0,02
Densidad picnémetro 1,06 £ 0,01
% Glicerol HPLC-RI 49,33 +5,87
% Humedad VIR [T 38,2 + 0,04
Fischer
% Cenizas Calcinacion 2,62+0,31
[0)
& HPLC-RI 441 +0,14
Metanol
5 - —
MONG & T|tu_la(3|o_n No detectado
Jabones colorimétrica
% OMO Balance de masa 9,85

Fuente: Cancino y Gomez 2011

Figura 12. Glicerol crudo de la industria Bio-D

Fuente: Los autores
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3.5. EVALUACION DEL PARAMETRO DE RESPIRACION DE Lactobacillus
CYP4

Después de lograr la adaptacion del microorganismo al glicerol crudo se efectud la
curva de crecimiento tomando mediciones de densidad o6ptica (D.O) a 540 nm
cada 3 horas durante 12 horas y una medicion final luego de 24 horas. Este
ensayo se ejecutd en botellas de vidrio de 500 mL con volumen de operacion de
200 mL, manteniendo una proporcion de indculo al 10% (2 mL:200 mL), incubando
a 37°C y agitando a 200 rpm en agitador orbital HEIDOLPH UNIMAX 1010. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

La curva de crecimiento se realiz6 tanto en aerobiosis como en anaerobiosis para
comprobar la atmdsfera ideal de crecimiento. La preparacion del medio anaerébico
se efectu6 en la camara de anaerobiosis (Figura 13), empleando nitrégeno
gaseoso Yy adicionando al medio de cultivo HCl-cisteina, resarzurina y NaHCOg3

como agentes reductores de oxigeno.

Figura 13. Camara de anaerobiosis

Las muestras obtenidas en cada medicion se centrifugaron a 2000 rpm durante
15 minutos y el sobrenadante se filtro con membranas de PVDF (di-fluoruro de
polivinilideno, 0,45 um) OlimPeak y se preservé a 4°C (Figura 14). El posterior
analisis de metabolitos se realiz6 por HPLC. Los resultados se reportan en la

seccion 4.5.
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Figura 14. Esquema de trabajo para la elaboracion de curva de crecimiento del

microorganismo en medio aerdbico y anaerobico.

3.6. EFECTO DE LAS VARIABLES FISICOQUI'MICAS EN EL CRECIMIENTO
DE Lactobacillus CYP4

Una vez se logré la adaptacion de Lactobacillus CYP4 se evaluaron la
concentracion de glicerol crudo, temperatura y pH en condiciones de
anaerobiosis en busqueda de los valores donde se presentaba mayor crecimiento

de la cepa. La variable de respuesta fue la densidad 6ptica (D.O) a 540 nm.

Primero manteniendo la concentracién de glicerol crudo a 217,17mM vy el pH a 6,3,
se evaluaron las temperaturas (25°C, 37°C y 42°C). El mayor crecimiento se
obtuvo a 37°C. Luego manteniendo constante la concentracion de glicerol crudo
en 217,17 mM y la temperatura en 37°C, se evaluaron los valores de pH (4,5, 5,5y
6,5) mediante la adicion de H3PO,4 1,5M o de NaOH 2M. El mayor crecimiento se
obtuvo a pH 5,5. Por ultimo se evaluaron las concentraciones de glicerol crudo
(217,17 mM, 542,92 mM y 760,09mM) manteniendo constante la temperatura a
37°Cyel pHab,5. Seobservé mayor crecimiento a 217,17 mM de glicerol crudo.
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Todos los ensayos se ejecutaron en botellas de vidrio de 50 mL con volumen de
operacion de 20 mL (Figura 15), manteniendo una proporcion de inoculo al 10%

(2 uL:20 mL) y agitacién de 200 rpm. Los resultados se reportan en la seccion 4.6.

Figura 15. Ensayo destructivo de evaluacion de temperatura, concentracion de

glicerol crudo y pH del medio

3.7. ENSAYO DE FERMENTACION DE CEPA NATIVA Y COMPARACION
CON CEPA DE REFERENCIA

Inicialmente el crecimiento de la cepa de referencia Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469 fue evaluado en anaerobiosis y aerobiosis como se describe en la
seccion 3.5. Para el ensayo final de fermentacion, la cepa nativa y de referencia
fueron sometidas a una adaptacion previa con el fin de alcanzar la fase de
crecimiento exponencial (obtencion de preinéculo). Lactobacillus CYP4 se incubd
en anaerobiosis y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 en aerobiosis durante 10

horas a 37°C y agitacién de 200 rpm

El ensayo de fermentacion se realizé por réplicas para la cepa Lactobacillus CYP4
en botellas (tres para cada tiempo) de 50 mL con volumen de operacion de 20 mL
siguiendo la proporcién de preinoculo al 10% (200 pL:20 mL). Las botellas se
incubaron en anaerobiosis a 37°C, pH 5,5, concentracion de glicerol crudo 217,17
mM vy agitacién de 200 rpm. Se tomaron mediciones de densidad 6ptica (D.O) a
540nm a las 0, 6, 9, 12 y 24 horas. Para comprobar el nimero de UFC/mL a
tiempo cero para cada una de las cepas se efectud la técnica de “Recuento en
placa” en agar MRS con glucosa. La fermentacion de la cepa Lactobacillus

rhamnosus ATCC 7469 se llevd a cabo bajos las mismas condiciones que
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Lactobacillus CYP4, sin embargo se incubdé en aerobiosis y no se realizo el
ensayo de fermentacién por replicas sino que a cada tiempo de fermentacion se

tomaron tres medidas de sobrenadante.

Las muestras obtenidas en cada medicion se centrifugaron a 2000 rpm por 15
minutos y el sobrenadante se filtr6 con membrana de PVDF (0,45 pm) y se
preservé a 4°C para el posterior andlisis por *HRMN. Los resultados se reportan

en la seccion 4.7.

3.8. CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LOS METABOLITOS DE
FERMENTACION

La cuantificacion y analisis de metabolitos, tanto cualitativa como
cuantitativamente, se realizd mediante dos técnicas analiticas: Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) y Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN).

3.8.1. Andlisis de metabolitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC)

El sobrenadante recuperado de la centrifugacién del cultivo de Lactobacillus CYP4
se analiz6 en un cromatografo liquido Agilent technologies 1100, con detector
indice de refraccion (RID) Agilent technologies 1220. Se empled una columna
Supelcogel TM C610-H a 60°C, utilizando como fase mévil una solucion de acido
sulfarico 6 mM y con un flujo de 0,8 mL/min. Ademas, se utiliz6 como fase movil
una solucién 0,1N de &cido fosforico, a 70°C. De cada una de las muestras fueron
inyectados 25uL, previa filtracibn con una membrana de PVDF (0,45 um). La
cuantificacion se llevé a cabo mediante curvas de calibracion para los siguientes
compuestos: glucosa, glicerol, acido lactico racémico, acido acético, etanol, 1,3-
propanodiol y butanol (ANEXO F). Los resultados se reportan en las secciones 4.3
y 45.2.
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3.8.2. Andlisis de metabolitos por Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN)

Los metabolitos obtenidos en la fermentacién de glicerol, fueron determinados
mediante andlisis de protones por *H-RMN en el equipo Bruker Avance de 400
MHz. Las mediciones se realizaron con la secuencia de pulsos Zg 30° con
intervalos de 0,5 segundos entre “scans” y los espectros se archivaron con ocho
scans o0 barridas. Se realizd presaturacién del solvente (agua) a la frecuencia de
4,7 ppm para reducir considerablemente su intensidad en el espectro, utilizando la

secuencia de pulsos Zgpr.

La seleccién del estandar interno se realiz6 teniendo en cuenta que su espectro

tenga pocas sefiales y cuyo desplazamiento quimico (8,ppm) no interfiera en la

zona de integracion de las sefiales de glicerol, acido lactico, acido acético y etanol;
por otra parte que sea soluble en agua, estable, no volatil y ademas de facil

adquisicion.

Se tomé el espectro de *H-RMN de los compuestos grado analitico de etanol,
acido acético, N, N-dimetilformamida, acido lactico racémico, ademas del glicerol
crudo y mezcla equimolar de glicerol crudo y acido lactico. El medio de cultivo con
glicerol crudo se fue contaminando en cantidades crecientes de acido lactico para

determinar su desplazamiento quimico (&, ppm) en el espectro.

Para la determinacion analitica de los metabolitos de fermentacibn se mezclaron
450 pL de sobrenadante (punto 3.7) con 150 pL de agua deuterada (D,0O, 99,8%
Merck) y 110 pL de N, N-dimetilformamida (DMF) 0,1 M como estandar interno de

cuantificacién de metabolitos.

Una vez se obtuvo la FID se proceso en el programa Mestrenova 7.1.0 aplicando
la transformada de Fourier para obtener el grafico dependiente de la frecuencia. A
continuacion se corrigio la linea base y se asigno la escala con respecto a la sefial
del agua la cual se ubic6 a 4,79 ppm. La sefial patron para la cuantificacion fue el

protébn amidico de la N, N-dimetilformamida en 7,84 ppm y se le dio un valor de
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integracion de 1. Los espectros fueron procesados por medio del software Mestrec
Nova 7.1.0. Los resultados de la cuantificacion se reportan en la seccion 4.7.3.

3.9. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE BIOCONVERSION DE GLICEROL

Con el fin de evaluar la produccion de metabolitos se tuvieron en cuenta tres
criterios que relacionan la cantidad de sustrato consumido: el porcentaje de
rendimiento de la reaccion, el porcentaje de conversion y productividad

volumétrica. Los resultados se reportan en la seccion 4.8.

3.9.1. Porcentaje de conversion de glicerol

La conversién de la reacciéon es la cantidad de glicerol consumido (Glicerol,),
dividido entre la cantidad de glicerol inicial (Glicerol;)(Serna y Naranjo, 2005)

como se observa en la Ecuacion 1.

Glicerol; — Glicerol,,
WCG= - = 100
Glicerol;

Ecuacion 1. Porcentaje de conversion de glicerol
3.9.2. Rendimiento de lareaccion (g/g)

El rendimiento de la reaccion se calculé con base en la cantidad de acido lactico
producido en la fermentacion sobre la cantidad de glicerol consumido en la misma
(Serna y Naranjo, 2005). El célculo de este parametro esta definido por la
Ecuacion 2.

_ Acido Lactico producido (g)
Ps — Glicerol consumido (g)

Ecuacion 2. Porcentaje de rendimiento.
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3.9.3. Productividad volumétrica (g/L.h)

De acuerdo con la Ecuacién 3, la productividad volumétrica esta definida como

los gramos de acido lactico producidos por unidad de volumen, en un tiempo dado.

Gramos de Acido Lictico producidos

~ Tiempo de fermentacién + Volumen

Ecuacion 3. Productividad volumétrica.
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4. RESULTADOS
4.1. AISLAMIENTO DE Lactobacillus sp.

Se aislaron 37 cepas en medio selectivo MRS para el género Lactobacillus. Todas
las cepas fueron Gram (+) y catalasa negativa puesto que no poseen esta enzima
(EC. 1.11.1.6). Las fuentes de aislamiento de los microorganismos se observa en
la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas de Lactobacillus sp aisladas de lacteos, frutas y verduras.

CEPA FUENTE CEPA | FUENTE | CEPA | FUENTE
C1 Regeneris Ci4 Yogurt C26 Tomate
Cc2 Regeneris C15 | Tomate | C27 Tomate
C3 Regeneris Cl16 | Tomate | C28 Mango
C4 Queso hoja | C17 Brocoli C29 | Mandarina
C5 | Quesocrema | C18 Brocoli C30 | Mandarina

C6 Yox C19 | Durazno | C31 | Mandarina

Cc7 Kumis C20 | Durazno | C32 Fresa

C8 Kumis Cc21 Leche C33 Fresa

C9 Yogurt C22 Coliflor | C34 Mango
C10 Activia C23 | Salpicon | C35 Mango
Cl1 Queso hoja | C24 Pepino C36 | Manzana
C12 Kumis C25 Leche C37 | Manzana
C13 Yogurt

4.2. SELECCION DE UNA CEPA NATIVA ASIMILADORA DE GLICEROL
CRUDO

Al realizar la fermentacion de glicerol USP se concluy6é que 16 de las 37 cepas
nativas de Lactobacillus sp asimilaron el glicerol como fuente de carbono
produciendo acidos organicos ya que hubo un resultado positivo en el cambio de

coloracién de rojo a amarillo (Figura 16). En la Tabla 4 se reporta (-) donde no
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hubo cambio de coloracion, (+) donde hubo cambio de coloracién y (++) donde se

observé mayor intensidad de coloracién.

Tabla 4. Resultados prueba de fermentacion de glicerol USP para las cepas

Lactobacillus sp seleccionadas

CEPA | RESULTADO | CEPA | RESULTADO | CEPA | RESULTADO
C1 - Cl4 - Cc27 ++
C2 - C15 - C28 ++
C3 + Cl6 - C29 -
C4 ++ C17 ++ C30 -
C5 - C18 + C31 -
C6 - C19 - C32 +
Cc7 + Cc20 - C33 ++
C8 ++ Cc21 - C34 ++
C9 - C22 - C35 +

C10 ++ C23 - C36 -
Cl1 - C24 + C37 -
C12 - C25 -
C13 + C26 +

Figura 16. Cambio de coloracién por asimilacion de glicerol USP como fuente de

carbono y produccion de acidos organicos

A las ocho cepas que dieron resultado doblemente positivo (Tabla 4) se les midio
la concentracion de &cido lactico empleando el kit reflectométrico de Merck, los
resultados se encuentran en la Tabla 5. Utilizando la Ecuacion 4 se reportaron los
datos en concentracion mM.
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Tabla 5. Resultados medicion de acido lactico a partir de glicerol USP para las

cepas Lactobacillus sp seleccionadas

CONCENTRACION DE ACIDO LACTICO
A.L (Acido lactico)| C4 | C8 | C10 | C17 | C27 | C28 | C33|C34

(g/L) 0,97 /081| 0,61 |055|0,70| 0,72 | 0,58 | 0,52
(mM) 10,71 |8,99 | 6,771 | 7,27 | 7,77 | 7,937 | 6,44 | 5,71
g 1lmol 1000mmoles mmoles

0,965 — = =

r

L 90,08g ¥ 1mol
Ecuacion 4. Férmula de conversion de g/L a mM de acido lactico.

De acuerdo con la Tabla 5 la cepa C4 (la cual se designé como Lactobacillus
CYP4) fue la mayor productora de acido lactico, razén por la cual se seleccioné

para las pruebas posteriores de adaptacién al glicerol crudo.

4.3. IDENTIFICACION DE LA CEPA NATIVA SELECCIONADA

La cepa Lactobacillus CYP4 se identific6 presuntivamente. La especie no se
reporta por razones de propiedad intelectual. Para corroborar el género
Lactobacillus se realiz6 una fermentacion anaerdbica de glucosa a 24 horas y se

determiné su concentracion por HPLC.

En el cromatograma del blanco de fermentacién anaerébica la glucosa eluye a
7,94 minutos, a los 8,47 minutos eluye otro componente no identificado. El area de
la glucosa es 452,201 nRIU proporcional a una concentracion de 90,51 mM. Cabe
anotar que la presencia del otro compuesto eluido después de la glucosa dificulta
su cuantificacion por estar solapados y por ende se aleja del valor tedrico que es
111,11mM. La banda del acido acético eluye a los 12,29 minutos con un area de
614,699 nRIU correspondiente a una concentracion de 55,14 Mm. Después de 24

horas de fermentacion se cuantificaron 6,33 mM de glucosa que corresponde a un
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consumo de 84,2 mM, se incrementd el &cido acético a 2 mM y aparecié el acido
lactico con una concentracion de 99,79 mM y el etanol con 57,74 mM (Tabla 6).

El cromatograma blanco de fermentacion anerdbica y los cromatogramas de las
fermentaciones de glucosa a las 24 horas por duplicado, se reportan en el ANEXO
G.

Tabla 6. Metabolitos de fermentacion anaerobica de glucosa por Lactobacillus

CYP4
COI\/LEL;AE)STO BLANCO | MEDICIONES | PROMEDIO
Glucosa 90,53 84,16 | 84,24 84,2*

Acido Lactico 0,00 103,96 | 95,64 99,79
Acido Acético | 55, 14 56,63 | 58,40 57,52

Etanol 0,00 57,29 | 58,18 57,74
*Los datos se reportaron como glucosa consumida

De acuerdo con las fermentaciones, se corrobora que Lactobacillus CYP4 es una
especie heterofermentadora, siendo su principal producto de fermentacién a partir
de la glucosa el acido lactico, seguido de etanol y en pequefias cantidades de
acido acético. Ademas, se concluye que en anaerobiosis logra convertir la glucosa
a acido lactico con un rendimiento del 59% g/g y en etanol con un rendimiento del
17,55% g/g.

4.4. ADAPTACION DE Lactobacillus CYP4 AL GLICEROL CRUDO

La cepa Lactobacillus CYP4 presenté un bajo crecimiento en medio con glicerol
USP en condiciones anaerdbicas como se observa en la Figura 17. Alcanz6 una
densidad Optica de 0,21 a las 24 horas. En condiciones aerdbicas no se observo

crecimiento.

No obstante, cuando se realizé la siembra en un medio con glicerol crudo se

observé mayor tolerancia a este nuevo sustrato. Como se observa en la Figura
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18, para todos los tiempos y concentraciones evaluados, el microorganismo tolerd
mejor el glicerol crudo que el glicerol USP. El mayor crecimiento se observo a una
concentracion de 217,17 mM de glicerol crudo, la cual fue seleccionada esta

concentracion para realizar el proceso de adaptacion.

Figura 17. Curva de crecimiento anaerobica en glicerol USP de Lactobacillus

CYP4 sin adaptacion
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Figura 18. Crecimiento de Lactobacillus CYP4 a diferentes concentraciones de

glicerol USP y crudo

0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 - | | ‘

! | I 48
) 0,15 -
0,05 -
D 1 T T T T T T 1

54,29 108,58 162,86 217,17 325,75 434,34 542,92 651,51 760,09 868,68

O (540nm)
o
N

D
o

Concentracion de Glicerol [mM]

H GlicerolUSP 24 h EGlicerolUSP 48 h GlicerolUSP 72 h
= Glicerol Crudo 24 h GicerolCrudo 48 h GlicerolCrudo 72 h

54



Después de diez repiques, Lactobacillus CYP4 logré adaptarse al glicerol crudo
formando colonias pequefias de color blanco (Figura 19 a), las cuales en tincion

de Gram se observaron como cadenas de cocobacilos (Figura 19 b).

Figura 19. Colonias de Lactobacillus CYP4 en glicerol crudo (a) y su coloracion
de Gram (b)

Con cada repique en agar MRS modificado con glicerol crudo, fue mejorando el
crecimiento de la cepa Lactobacillus CYP4. La atmoésfera anaerébica favorecio su
crecimiento. Inicialmente la cepa requeria por lo menos de 48 horas para crecer,
luego del quinto pase, este tiempo disminuyé a 24 horas y fue disminuyendo
progresivamente hasta requerir s6lo 12 horas de incubacion para alcanzar su fase
de crecimiento estacionaria. Paralelamente se repicé en glucosa para conservarla,
formando grandes colonias de color blanco (Figura 20.a). El efecto adverso que
supone el cambio de fuente de carbono se evidencié en la coloracion de Gram con
un cambio de la morfologia de bacilos largos (Figura 20.b) a cocobacilos Gram
positivos (Figura 19.b). La prueba de catalasa continué siendo negativa sin

importar el nimero de repiques a los que se sometio.

Figura 20. Colonias de Lactobacillus CYP4 en glucosa (a) y su coloracién de
Gram (b)
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4.5. EVALUACION DEL PARAMETRO DE RESPIRACION DE Lactobacillus
CYP4

4.5.1. Curva de crecimiento aerbbica y anaer6bica de Lactobacillus CYP4 en

glicerol crudo

La cepa Lactobacillus CYP4 logr6 crecer tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis por lo cual se corrobora como un microorganismo anaerobio
facultativo. Como se observa en la Figura 21 present6 una fase retardo o latencia
de 3 horas, donde el microorganismo se adapté al glicerol crudo como nueva
fuente de carbono y a las condiciones fisicoquimicas del proceso. Posteriormente,
en anaerobiosis ocurri6 la fase exponencial con una duracién de 9 horas donde se
incrementd el numero de células del microorganismo, para luego entrar en la fase
estacionaria a las 12 horas de incubacion. Se observé un mayor crecimiento en
medio de anaerobiosis y en menor tiempo (12h, D.0O.:2,21) debido a que el género
Lactobacillus es principalmente anaerdbico facultativo (Benavides, 2008). El bajo
crecimiento en aerobiosis se puede relacionar con una condicibn de oxigeno-
stress cuyo alto costo energético es mayor que los beneficios en términos de ATP
necesarios para la actividad enzimatica (Teusink et al., 2009). Por lo anterior se
concluye que al microorganismo le favorece mas un ambiente anaerébico para su

crecimiento.

Figura 21. Curva de crecimiento aerdbica y anaerobica de Lactobacillus CYP 4 en

glicerol crudo
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4.5.2. Cuantificacién de metabolitos por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC)

4.5.3. Fermentacidn aerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus CYP4

En el cromatograma usado como blanco de fermentacion aerdbica se observé una
banda a 10,74 minutos correspondiente a la elucion del glicerol con un area de
5,07*10° nRIU proporcional a una concentraciéon de 213,04 mM y otra banda a
12,03 minutos correspondiente a la elucién del acido acético presente en la
muestra con un area de 641,17 nRIU proporcional a una concentracion de 57,49
mM. Después de 24 horas de fermentacion se consumieron 27,84 mM de glicerol
crudo, se incrementd el acido acético en 4,77 mM, aparecio el acido lactico con
una concentracion de 43,87 mM y el etanol con 17,96 mM (Tabla 7). El
cromatograma blanco de fermentacién aerébica y los cromatogramas de las
fermentaciones de glicerol crudo a 24 horas por duplicado, se reportaron en el
ANEXO I.

4.5.4. Fermentacién anaerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus CYP4

En el cromatograma usado como blanco de fermentacién anaerébica se observo
una banda a 10,73 minutos correspondiente a la elucion del glicerol con un area
de 4,34*10° unidades proporcional a una concentracién de 216,30 mM y otra
banda a 12,04 minutos correspondiente a la elucién del acido acético presente en
la muestra con un area de 603,70 unidades proporcional a una concentracion de
54,12 mM. Después de 24 horas de fermentacién se consumieron 56,74 mM de
glicerol crudo, no hay presencia de acido acético, aparecié acido lactico racémico
con una concentracion de 46,94 mM y etanol con 49,65 mM (Tabla 7). El
cromatograma blanco de fermentacion anaerébica y los cromatogramas de las
fermentaciones de glicerol crudo a 24 horas por duplicado, se reportaron en el
ANEXO H
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Tabla 7. Metabolitos de fermentacion aerébica y anaerdbica de glicerol crudo por
Lactobacillus CYP4 a las 24 horas

AEROBIOSIS ANAEROBIOSIS
Compuesto (mM) (mM)
Blanco Medidas PROM | Blanco Medidas PROM
) 213,04 | 29,12 26,55 27,84 | 216,30 | 55,86 | 57,62 | 56,74
Glicerol
AC'C.}IO 0 40,38 47,37 43,87 0 46,58 | 47,30 | 46,94
Lactico
Acido
L 57,49 59,06 65,45 62,26 54,12 | 53,51 | 53,80 | 53,66
Acético
0 20,25 15,66 17,96 0 51,15 | 48,15 | 49,65
Etanol

*Los datos se reportaron como glicerol consumido

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 7 la produccion de acido
lactico fue similar en las dos condiciones con un valor de aproximadamente (45
mM) y se produjo mas etanol anaerGbicamente (49,65 mM) en comparacion con

el medio aerobico (17,46 mM).

También se observé un mayor consumo de glicerol crudo en anaerobiosis (57,74
mM) en comparacion con el medio aerébico (27,84 mM), razén por la cual se
selecciond ésta condicidn para las posteriores fermentaciones con la ventaja de
producir ademas de acido lactico, un alcohol de alto interés industrial como lo es el

etanol.

4.6. EFECTO DE LAS VARIABLES FISICOQUIMICAS EN EL CRECIMIENTO
DE Lactobacillus CYP4

4.6.1. Efecto de latemperatura

A las 24 horas y a 37°C se obtuvo mayor crecimiento como se observa en la
Figura 22. El crecimiento observado a 37°C corrobora que Lactobacillus CYP4 es

un microorganismo mesofilo con una temperatura optima de 37°C (Frioni, 1999).
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Figura 22. Efecto de la temperatura en el crecimiento de Lactobacillus CYP4 en

glicerol crudo
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4.6.2. Efecto del pH

Para este ensayo se mantuvieron constantes la temperatura a 37°C y la
concentracion de glicerol crudo de 217,17 mM. De acuerdo con los resultados
observados en la Figura 23 se escogié como valor optimo de pH 5,5, con los
mayores valores de densidad 6ptica tanto a las 12 horas (D.O.: 2,11) como a las
24 horas (D.O.: 3,37). Esto coincide con el crecimiento Optimo reportado en la

literatura para el género Lactobacillus (Valdez, et al., 1997).

Figura 23. Efecto del pH en el crecimiento de Lactobacillus CYP4 en glicerol

crudo.
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4.6.3. Efecto de la concentracion de glicerol crudo

Para este ensayo se mantuvieron constantes la temperatura a 37°C y el pH 5,5.
De acuerdo a la Figura 24, se observé que a las 12 horas (D.O.: 1,43) y a las 24
horas (D.O.: 2,16) de fermentacion el crecimiento es mas alto a 217,17 mM (20
g/L) de glicerol crudo en comparacion con 542,92 mM (50 g/L). También se
concluye que la concentracion de 760,09 mM (70 g/L) es letal para Lactobacillus

CYP4, inhibiendo totalmente su crecimiento.

Figura 24. Efecto de la concentracion de glicerol crudo en el crecimiento de
Lactobacillus CYP4
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De estos ensayos se concluye que las mejores condiciones de crecimiento para la
cepa Lactobacillus CYP4 son: temperatura de 37°C, pH 5,5, concentracién de
glicerol crudo 217,17 mM. La atmosfera anaerobica favorecié el desarrollo de la
cepa en menor tiempo. Puesto que el crecimiento de un microorganismo es
directamente proporcional a la produccion de metabolitos bajo estas condiciones

se analizo la produccion de acido lactico racémico.
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4.7. ENSAYO DE FERMENTACION DE CEPA NATIVA Y COMPARACION
CON CEPA DE REFERENCIA

4.7.1. Curvade crecimiento de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

Segun los resultados de la Figura 25, el microorganismo tardé 3 horas para la
adaptacién a la nueva fuente de carbono. La mejor condicion de crecimiento para
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 es la aerobiosis (D.O.: 0,80) comparada con
la anaerobiosis (D.O.: 0,49). Alvarez et al., 2004, encontr6 que Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 (Figura 26) logré asimilar mejor el glicerol como Unica

fuente de carbono en condiciones anaerobicas (D.O.: 1,1).

Figura 25. Curva de crecimiento aerébica y anaerébica de Lactobacillus

rhamnosus ATCC 7469 en glicerol crudo
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Figura 26. Curva de crecimiento aerdbica de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

en glicerol USP
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4.7.2. Ensayo comparativo de fermentacion Lactobacillus CYP4 vy

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.

La Figura 27 muestra el crecimiento de Lactobacillus CYP4 en anaerobiosis y
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 en aerobiosis. El metabolismo de
Lactobacillus CYP4 fue mas rapido que el metabolismo de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 puesto que a las 6 horas ya presentaba una densidad

Optica de 0,965 mientras que Lactobacillus rhamnosus 0,231.

El recuento de colonias al tiempo de cero horas (Figura 28. a) fue util para
garantizar que los dos ensayos iniciaran la fermentacion con una cantidad similar
de unidades formadoras de colonia (UFC) (Figura 28. b) en este caso 5,7 x 10’
UFC/mL para Lactobacillus CYP4 y 59 x 10’ UFC/mL para Lactobacillus

rhamnosus ATCC 7469 como se observa en la Tabla 8.

62



Figura 27. Ensayo comparativo de fermentacion de Lactobacillus CYP4 y

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 en glicerol crudo

e

1,4_ P -— -
A
7/

0.8

D.O (540 nm)

0.6 - y;

0.4 = m= Lactobacillus CYP4

0,2
' =g |_actobacillus ATCC 7469

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Tabla 8. Recuento de colonias de Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus

ATCC 7469 en el tiempo inicial de la fermentacion

UNIDADES FORMADORAS
CEPA DILUCION (niiztjoLIoAlggiis) DE COLONIAS
(UFC/ mL)
10° + 300 + 300
Lactobacillus 10 + 300 + 300 £ 7% 107
CYP4 10° 48 65 '
10° 11 6
_ 10° + 300 + 300
Lactobacillus 10° + 300 1300 .
rhamnosus 10° 56 ol 5.9x 10
ATCC7469 TR R E—
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Figura 28. Camara de Neubauer (a). Ampliacion de la reglilla de recuento (b).

4.7.3. Cuantificacién de los metabolitos de fermentacién por *H-RMN

En la Figura 29 se reporta el espectro de la N,N-dimetilformamida (DMF) a 7,84
ppm (1H, s, -H), aparece un singlete marcado como (a) correspondiente a un
proton amidico el cual se utilizd para la cuantificacion de los metabolitos. Este
protén amidico se encontré a campos bajos y no se superpuso con las sefiales a

cuantificar de los metabolitos.

También se identificaron dos singletes a 2,77 ppm y 2,92 ppm (3H, s, -CHj),
marcados como (b), correspondientes a los protones metilicos de la molécula, los
cuales estan mas protegidos electrénicamente en comparacion a al proton amidico
y por lo tanto aparecen a campo mas altos. Tedricamente estos protones deberian
tener una Unica sefal, pero debido al efecto de rotacion del carbono carboxilico
existen diferencias de proteccidn electrénica entre ellos. Las demas sefiales que
se observan se atribuyen a impurezas. Las sefiales a 2,77 ppm y 2,92 ppm

tampoco se superponen con las sefales de los metabolitos a cuantificar.
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Figura 29. Espectro *H-RMN (400 MHz, HDO) de la N, N-dimetilformamida
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Posteriormente se realizé un andlisis de *H-RMN a los compuestos &cido lactico,
glicerol crudo, etanoly mezcla de glicerol crudo-acido lactico, mediante el cual se
determind la sefial que se podia utilizar para cuantificar estos productos en el

medio de fermentacion.

En la Figura 30 se observa el espectro *H-RMN de &cido lactico (mezcla de
formas isoméricas D y L). A altas frecuencias o campo bajos, debido al efecto
electro atrayente del grupo carbonilo se identificé el protén terciario marcado como
(@) en 3,52 ppm (1H, ¢, J = 3,51 Hz, -CH).

Hacia campo alto a 0,67 ppm (3H, d, J = 0,56 Hz, -CH3) se encontré un doblete
correspondiente a los tres protones metilicos marcados como (b). Esta sefial fue
utilizada para la cuantificacién de acido lactico por ser la de mayor intensidad en el
espectro. Las sefiales a 0,67 ppm y 3,61 ppm que aparecen en el espectro

corresponden a los protones de una forma isomérica del acido lactico.
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Figura 30. Espectro *H-RMN (400 MHz, D,0) del &cido lactico racémico (Merck®)
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La muestra de glicerol crudo como se observa en la Figura 31, present6 una sefial
a campo medio a 3,17 ppm (3H, s, -CHs3) la cual fue asignada a los protones
metilicos del acido acético los cuales estan mas apantallados electronicamente

gue los protones del glicerol.

La sefial que aparece a 3,58 ppm (1H, g, -CH) marcado como (a) corresponde al
protdn cuya sefal tedrica es un quintete en cuanto posee 4 protones vecinos,
pero posiblemente debido a la alta viscosidad del glicerol crudo sus bandas se
ensanchan y su forma no es muy clara. Los protones marcados como (b,c),
experimentalmente aparecieron como un doblete de dobletes (2H, dd, J=3,35, -
CH>) en dos grupos separados: el primero en el rango de 3,47 ppm a 3,43ppm y el
segundo a campo mas alto comprendido entre 3,38 ppm y 3,33 ppm. EIl grupo de
sefales ubicado a campo mas alto fue utilizado para la cuantificacion del glicerol
crudo, teniendo en cuenta que ésta area correspondia a 2 protones del glicerol.
Los protones de los grupos hidroxilo se intercambian con D,O y no aparecen en el
espectro. No se asignan correctamente quien es (b,c), porque solo el espectro *H-

RMN no permiten identificarlo.
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Figura 31. Espectro 'H-RMN (400 MHz, HDO) de glicerol crudo
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La mezcla de glicerol crudo y acido lactico de la Figura 32 reveld un corrimiento
de los compuestos a campos mas altos debido al apantallamiento que produce la
nube electronica de los componentes del medio de cultivo. Sin embargo se
mantienen sefiales limpias para la cuantificacion; la sefial (a) de los protones
metilicos del &cido lactico a 0,78 ppm (3H, d, J = 0,56 Hz, -CH3) y la sefial (b)
correspondiente a 2 protones metilenos del glicerol crudo a 3,33 ppm y 2,69 ppm
(2H, dd, -CH,).
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Figura 32. Espectro *H-RMN (400 MHz, HDO) mezcla de glicerol crudo y &acido
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Como se observa en la Figura 33 el etanol present6é una sefial de triplete a 0,98
ppm (3H, t, J =1,0 —CH3), la cual correspondio a los tres protones del grupo metilo
marcados como (b). Esta sefial se eligié para realizar la cuantificacion de etanol
por ser la de mayor intensidad. A campos mas bajos se encontraron los protones
metilenos a 3,43 ppm (2H, c, J=3,40, -CH,;) marcados como (a). El proton del

grupo hidroxilo no aparecié debido a que presento6 intercambio con deuterio.

Figura 33. Espectro *H-RMN (400 MHz, HDO) de etanol.
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Utilizando la sefial de la N,N-dimetilformamida a 7,84 ppm correspondiente al
proton amidico se integraron las areas seleccionadas de cada compuesto las
cuales se reportan en la Tabla 9 y 11. Los espectros de fermentacion de glicerol
crudo por Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 a tiempo O y
24 horas se reportan en el ANEXO J.

La integracibn de cada area y el nuamero de protones que la causan es
directamente proporcional a la concentracion molar del compuesto. Para
cuantificar los metabolitos de las fermentaciones, se empled la siguiente base de
calculo teniendo en cuenta el proton amidico del estandar interno DMF (Ecuacién
5).

1 Unidad de A 57,84
lmGIdEDMF—:-( nidad de Area ( ppm))

1H

Ecuacion 5.

Se calcul6 del numero experimental de protones del analito responsables de la

sefal cuantificada (Ecuacién 6.).

1H
1 Unidad de Area

Unidades de Area del analito * ( ) = #H del analito

Ecuacion 6.

Con el niamero de protones se calculd el numero de moles del analito (Ecuacién
7).

1 mol
# de H del analito

# de H del analito * ( ) = moles del analito

Ecuacioén 7.
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El niUmero de moles de DMF adicionados fueron calculados teniendo en cuenta
que a los sobrenadantes se les adicioné 110 pL de DMF de concentracion 0,1 M.

(Ecuacién 8).

0,1mol 1L

T T =1,1* 107" moles de DMF

110pL =

(Ecuacién 8).

De acuerdo a la base de calculo empleada.

1 mol de DMF -  # moles de analito

1,1 = 107° moles de DMF — x moles de analito

Una vez calculadas las moles de analito y teniendo en cuenta que se analizaron

450uL sobrenadante, se calcula la concentracion del analito en mM (Ecuacion 9).

1000 mmol 1

o * 150 108 = Concentracion del analito en mM

x moles de analito =

(Ecuacién 9).

Aplicando estas ecuaciones se obtuvieron las concentraciones de cada compuesto
a diferentes horas de fermentacion para Lactobacillus CYP4 (Tabla 10). Para las
fermentaciones de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 se realizO el mismo
procedimiento (Tabla 11). Las concentraciones obtenidas de a partir de las areas

de estos metabolitos se encuentran registradas en la Tabla 12.
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Tabla 9. Areas de glicerol y metabolitos en la fermentacion anaeroébica de glicerol crudo por Lactobacillus CYP4

TIEMPO GLICEROL _ | AciDOLACTICO | _ ETANOL _ | ACIDO ACETICO | _
(h) & (ppm) * & (ppm) * 5 (ppm) * & (ppm) *

0 17,85 17,59 16,41 17,28 0,84 0,96 0,71 0,84 | 0,13 0,25 0,22 0,20 2,58 2,94 2,41 2,64

6 16,07 16,11 14,41 15,53 2,20 2,35 1,84 2,13 | 2,96 2,54 | 2,77 2,76 2,63 2,50 2,30 2,48

9 12,61 13,75 | 14,64 | 13,67 4,14 4,30 4,62 435 | 2,46 | 2,37 | 2,82 | 2,55 1,97 2,13 2,28 2,13

12 11,56 11,28 10,45 11,10 4,45 4,70 4,55 4,57 1,63 2,02 2,12 1,92 2,13 1,68 1,60 1,80

24 10,84 | 10,01 | 10,64 | 10,50 5,98 5,63 5,41 567 | 3,29 | 335 | 3,28 | 3,31 2,23 1,77 2,04 2,01

Tabla 10. Cuantificacién de glicerol y metabolitos en la fermentacién anaerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus

CYP4
GLICEROL ACIDO LACTICO ETANOL ACIDO ACETICO
TIEMPO _ _ _ _
X X X X
(h) [mM] [mM] [mMm] [mMm]
0 218,17 | 214,99 | 200,57 | 211,24+ 9,38 6,84 | 7,82 5,79 6,82 + 1,02 1,06 2,04 1,79 1,63+£051 | 21,02 | 23,96 | 19,64 | 21,54+2,21
6 196,41 | 196,90 | 176,12 | 189,81+ 11,86 | 17,93 | 19,15 | 14,99 | 17,36% 2,14 | 24,12 | 20,70 | 22,57 | 22,46 +1,71 | 21,43 | 20,37 | 18,74 | 20,18 +1,35
9 154,12 | 168,06 | 178,93 | 167,04+ 12,44 | 33,73 | 35,04 | 37,64 | 3547+1,99 | 20,04 | 19,31 | 22,98 | 20,78 +1,94 | 16,05 | 17,36 | 18,58 | 17,33 +1,26
12 141,29 | 137,87 | 127,72 | 13563+ 7,06 | 36,26 | 38,30 | 37,07 | 37,21£1,03 | 13,28 | 16,46 | 17,27 | 1567 £2,11 | 17,36 | 13,69 | 13,04 | 14,69+233
24 132,49 | 122,34 | 130,04 | 128,29 + 529 | 48,73 | 45,87 | 44,08 | 46,23+2,34 | 26,81 | 27,30 | 26,73 | 26,94+0,31 | 18,17 | 14,42 | 16,62 | 16,40+1,88

*El ensayo por replicas gener6 altas desviaciones estandar en la cuantificacion de metabolitos.
*Las desviaciones estandar del glicerol fueron mayores que las de los otros metabolitos por su caracter heterogéneo.
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Tabla 11. Areas de glicerol y metabolitos en la fermentacion anaerébica de glicerol crudo por Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469

TIEMPO GLICEROL B ACIDO LACTICO _ | Acibo AceTico |
() & (ppm) * & (ppm) * & (ppm) *
0 19,26 | 19,16 | 18,07 | 18,83 | 1,91 | 1,92 | 1,79 | 1,87 | 251 | 252 | 2,34 | 2,46
6 17,11 | 17,51 | 17,76 | 17,46 | 3,48 | 3,44 | 326 | 3,39 | 2,08 | 218 | 2,23 | 2,16
9 17,26 | 17,39 | 17,11 | 17,25 | 2,90 | 2,95 | 2,90 | 2,92 | 2,61 | 264 | 2,60 | 2,62
12 16,53 | 16,25 | 17,21 | 16,66 | 3,26 | 322 | 3,73 | 3,40 | 2,98 | 299 | 3,16 | 3,04
24 15,14 | 15,78 | 15,76 | 15,56 | 3,06 | 3,14 | 3,14 | 311 | 2,40 | 2,44 | 2,47 | 2,44

Tabla 12. Concentracion de glicerol y metabolitos en la fermentacion anaerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469

TIEMPO GLICEROL _ ACIDO LACTICO _ ACIDO ACETICO _
(h) [mM] * [mM] * [mM] *
0 235,40 | 234,18 | 220,86 | 230,14 + 8,07 | 15,56 | 15,64 | 14,59 | 15,26 + 0,59 | 20,45 | 20,53 | 19,07 | 20,02 +0,82
209,12 | 214,01 | 217,07 | 213,40 + 4,01 | 28,36 | 28,03 | 26,56 | 27,65+ 0,95 | 16,95 | 17,76 | 18,17 | 17,63+ 0,62
9 210,96 | 212,54 | 209,12 | 210,87 + 1,71 | 23,63 | 24,04 | 23,63 | 23,77+ 0,24 | 21,27 | 21,51 | 21,19 | 21,32+ 0,17
12 202,03 | 198,61 | 210,34 | 203,66 + 6,03 | 26,56 | 26,24 | 30,39 | 27,73+ 2,31 | 24,28 | 24,36 | 25,75 | 24,80 + 0,82
24 185,04 | 192,87 | 192,62 | 190,18 +4,45 | 24,93 | 25,59 | 25,59 | 25,37+ 0,38 | 19,56 | 19,88 | 20,13 | 19,85 + 0,29

*Un ensayo por triplicado sin replicas generé desviaciones estandar menores
*Las desviaciones estandar del glicerol fueron mayores que las de los otros metabolitos por su caracter heterogéneo.
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4.7.4. Andlisis de metabolitos de fermentacion de glicerol crudo
4.7.5. Fermentacion anaerébica por Lactobacillus CYP4

De acuerdo con la curva de crecimiento de Lactobacillus CYP4 en anaerobiosis
(Figura 34) se observa que el microorganismo inicia su etapa exponencial de
crecimiento a las 3 horas de fermentacién y culmina a las 9 horas, lo cual coincide
con el perfil de consumo de glicerol. Después de 12 horas de fermentacion
comienza la fase estacionaria en la cual el microorganismo no asimila mas

glicerol para su crecimiento.

Figura 34. Curva de crecimiento y consumo anaerébico de glicerol crudo por
Lactobacillus CYP4
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De acuerdo con la ruta metabdlica propuesta por Pasteris, 2009 (Figura 35), el
glicerol fue metabolizado por las enzimas glicerol deshidrogenasa (EC 1.1.1.6) la
cual oxida el glicerol a dihidroxiacetona por reduccion de NAD" a NADH,. La
enzima dihidroxiacetona quinasa (EC 2.7.1.29), fosforila a dihidroxiacetona 3-
fosfato, posteriormente por la enzima triosa fosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) oxida a
gliceraldehido 3-fosfato el cual via glucdlisis se transforma en piruvato el cual es
finalmente reducido para obtener lactato a través de la enzima lactato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.27). (Garai, 2010). EIl glicerol en el metabolismo de
Lactobacillus CYP4 no sigue la ruta glicerol quinasa (Ec 2.7.1.30) puesto que en
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condiciones anaerobicas debido a la ausencia de oxigeno no participa una cadena
transportadora de electrones y el aceptor de los mismos es una molécula
transportadora como el NAD (Yazdani 2007). Lactobacillus CYP4 al ser un
microorganismo heterofermentativo (Frioni, 1999) posee las enzimas piruvato
deshidrogenasa (EC 1.2.4.1) y acetil transferasa (EC 2.3.1.12) que por
descarboxilacion oxidativa del piruvato forman la acetil-CoA. Por medio de la
enzima acetaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) se transforma a acetaldehido y
finalmente se obtuvo etanol por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa (EC
1.1.1.1) (Pasteris, 2009).

Figura 35. Ruta metabdlica anaerobica de fermentacién de glicerol crudo por
Lactobacillus CYP4
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Fuente: Pasteris, 2009

Por deduccion se sugiere que el microorganismo no posee las enzimas glicerol
deshidratasa (EC 4.2.1.30) y 1,3-propanodiol deshidrogenasa (EC 4.2.1.28)
(Pasteris 2009; Garai, 2010) ya que en los sobrenadantes no fueron detectados
mediante (*H-RMN, y HPLC) 1,3-propanodiol, &cido 3-hidroxipropanoico ni
acrilaldehido o acroleina. De acuerdo con (Figura 36) se puede observar una

cantidad de 6,82 mM de &cido lactico y 1,83 mM etanol en el tiempo inicial. Esto
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se debe a que el preinoculo que se tomé para la fermentacion ademas del
bacterias (5,7 x 10’ UFC / mL) contenia los metabolitos &cido lactico y etanol. El
acido lactico aumento durante la fermentacion obteniéndose un valor maximo de
46,23 Mm a las 24 horas. La concentracién de etanol aumento6 en las primeras 6
horas, permanecié constante a las 9 horas, disminuy6 a las 12 horas y a las 24
horas se obtuvo su maxima concentracion de (26,94 mM). Como se pudo observar
la muestra contenia inicialmente acido acético como contaminante, pero su valor
permanece practicamente constante en el tiempo por lo cual no se considera ni

sustrato ni producto de la fermentacion.

Se observo que a las 6 horas la concentracion de etanol fue mayor que la de acido
lactico. Sin embargo, entre las 6 y las 12 horas la produccion de &cido lactico fue
mayor lo cual implica mayor actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (EC
1.1.1.27). No obstante, entre las 12 y 24 horas la concentracion del acido en el
medio provocd una disminucion en el pH que disminuy6 la produccién (Valdez
1997), por lo tanto, el glicerol dentro del metabolismo siguié la ruta piruvato

deshidrogenasa (EC 1.2.4.1) y aumento la produccion de etanol.

Figura 36. Metabolitos de fermentacion anaerdbica de glicerol crudo por
Lactobacillus CYP4
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Cabe resaltar que el acido lactico cuantificado corresponde a una mezclade Dy L
acido lactico. Claisse, 2000 y Pasteris, 2009 reportaron la cuantificacion
empleando el kit enzimatico de Boehringer-Manheim, Inc (Germany). Las barras
de desviacion estandar en la cuantificacion de metabolitos representa el grado de
reproducibilidad de la medida tomada. Se puede deducir que la producciéon de
acido lactico es directamente proporcional al crecimiento del microorganismo, bajo
las condiciones evaluadas, este metabolito esta relacionado directamente con el
crecimiento celular ya que se produjo principalmente en la fase exponencial, pero
también, aunque en menor proporcion, en la fase estacionaria. Se observa un

comportamiento similar para el etanol.
4.7.6. Fermentacion aerdbica por Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

De acuerdo con la curva de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
en aerobiosis (Figura 37) se observo que el microorganismo inicié su etapa
exponencial de crecimiento a las 3 horas y se extendid hasta las 24 horas, sin
alcanzar su fase estacionaria, lo cual coincide con el hecho de que el consumo de

glicerol no se haya estabilizado en la fermentacion

Figura 37. Curva de crecimiento y consumo aerébico de glicerol crudo por
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

S 240 - 0,9
£ 230 08
% - 0,7
2 220 - -06
(L) c
3 210 - 053
5 04 £
S | L o
g 200 0,3 a
$ 190 02
§ - 0,1
o 180 = =% : : : 0

0 5 10 15 20 25

Tiempo de Fermentacion
== Consumode Glicerol = += Crecimiento en Aerobiosis

76



En condiciones aerbbicas, de acuerdo con la ruta metabdlica propuesta por
(Alvarez, 2004; Garai, 2008) (Figura 38), el glicerol entra a la célula para facilitar
su difusiéon y luego es convertido a glicerol 3-fosfato por la enzima glicerol quinasa
(EC 2.7.1.30) que usa el ATP como donor de grupos fosforilo. Esto se puede
concluir por el estudio genético realizado por Alvarez 2004 quien report6 la
presencia de dos genes de glicerol quinasa (EC 2.7.1.30) (gykA y glpK) y la no
deteccidn de la enzima glicerol deshidrogenasa (EC 1.1.1.6). Glicerol 3-fosfato es
transformado a piruvato por medio de la glucdlisis y finalmente por la enzima

lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) a acido lactico.

Figura 38. Ruta metabdlica de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

(o] o
ATP ADP ” NAD+ NADH, |
OH P—OH —OH
;L, HO o’ o” o]
HO OH
. . OH . OH
Glicerol quinasa OH Glicerol 3-fosfato OH
: deshidrogenasa
Glicerol Glicerol 3-fosfato Gliceraldehido 3-fosfato
Glucdlisis
Hy
o NAD™  \ADH o) F d\jdH o
)]\ 44—4 )]\ /COA - o
HyC OH H,C s "
. i co
Acido acético Fz?:fotransac_en/asa 2 o
cetato quinasa . .
Piruvato deshidrogenasa Piruvato
NAD+
Lactato deshidrogenasa C
NADH
(o]
H3C
OH
OH

Acido lactico

Fuente: Alvarez, 2004

77



Como productos de fermentacion se obtuvieron acido lactico, bajas cantidades de
acido acético y dioxido de carbono (no cuantificado en la fermentacién), no se
detectaron mediante RMN acetoina ni 2,3 butanodiol reportados por Alvarez 2004.
Tampoco se obtuvieron en la fermentacion etanol, 3-hidroxipropanialdehido ni 1,3-
propanodiol ni acroleina (Alvarez, 2004).

De acuerdo con la Figura 39 se puede observar una cantidad de 15,26 mM de
acido lactico en el tiempo inicial, esto se debe a que la fermentacion inicié con un
preinéculo de bacterias de 5,7x10" UFC/mL. El &cido lactico aumenté durante la

fermentaciéon obteniéndose un valor maximo de 27,73 mM a las 12 horas.

Se observa un incremento de la produccion de acido acético entre las 6 y las 12
horas, este resultado sugiere que mas piruvato estuvo disponible para llevar a

ATP a través de piruvato deshidrogenasa (EC 1.2.4.1) y acetato quinasa (2.7.2.1).

Figura 39. Metabolitos de fermentacion aerébica de glicerol crudo por
Lactobacillus ATCC 7469
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4.8. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE BIOCONVERSION DE GLICEROL

Los datos calculados de porcentaje de rendimiento, porcentaje de conversion y
productividad volumétrica (Tabla 13) se calcularon con base en los resultados de
concentracion de glicerol y &cido lactico medidos a diferentes tiempos de

fermentacion.

Tabla 13. Pardmetros productivos de glicerol crudo a &cido lactico de las cepas

evaluadas.
Lactobacillus Lactobacillus rhamnosus
TIEMPO CYP4 ATCC 7469

(h) Vs g Vs g
%CG| ¥ | g(AL) | Q (=) |%CcG| ¥ |gal) | Q (-—)
(9/9) 2 (9/9) =

6 10,14 | 0,52 | 1,06 0,71 727 | 0,80 | 1,24 0,83

9 20,93 | 0,71 | 2,88 1,28 8,37 /0,48 | 0,85 0,38

12 35,80 | 0,44 | 3,05 1,02 11,50(0,51| 1,25 0,42

24 39,27 /051 | 3,96 0,66 17,36 | 0,27 | 1,02 0,17

4.8.1. Evaluacién del porcentaje de conversién de glicerol

Como se observa en la Figura 40, se obtuvo un mayor porcentaje de conversion

de glicerol crudo (% CG) por parte de Lactobacillus CYP4 en todos los tiempos

medidos, alcanzando la maxima conversion a las 24 horas con un valor de
39,27%, en comparacion a Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 el cual fue
17,56% a ese mismo tiempo. Se puede atribuir esta mayor conversion de
Lactobacillus CYP4 a la produccion de dos sustratos (acido lactico y etanol),
mientras que Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 produjo acido lactico y
pequefias cantidades de acido acético. Se observo ademas que la conversion del
glicerol por Lactobacillus CYP4 en el intervalo de las 6 a 12 horas aumenté
considerablemente, teniendo en cuenta que en esta etapa también se logra el

crecimiento exponencial del microorganismo y se entiende que la conversién se
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utilizé no solo para la produccion de metabolitos sino también para el

mantenimiento celular.

Figura 40. Comparacion porcentaje de conversion de glicerol crudo entre
Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469
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4.8.2. Evaluacion del rendimiento de la reaccion (g/g)

En cuanto al rendimiento de &cido lactico ( ¥,:), como se observa en la Figura 41,

fue mas alto para Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 a las 9 horas debido a que
solo utilizd el glicerol como sustrato para producir acido lactico, mientras que

Lactobacillus CYP4 lo utilizé para producir acido lactico y etanol.

Figura 41. Comparacion del rendimiento de acido lactico entre Lactobacillus CYP4

y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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Al comparar estos valores con los reportados en la literatura para otros sustratos
como se observa en la Tabla 14, se puede decir que el glicerol es una fuente de
carbono promisoria para producir acido lactico utilizando las dos cepas estudiadas

en este proyecto.

Tabla 14. Comparacion del rendimiento de &cido lactico utilizando otras fuentes de

carbono y otros microorganismos.

YF
MICROORGANISMO e
SUSTRATO UTILIZADO (9/9)
o ) Lactobacillus lactis ATCC
Almidén de trigo 19435 0,77
Almidén de cebada Lactobacillus casei NRRL-441 0,87
Almidon de patatas Rhizopus oryzae 0,87
Lactobacillus bulgaricus
Celulosa de madera NRRL B-548 0,80
Glicerol crudo Lactobacillus CYP4 0,70*
. Lactobacillus rhamnosus .
Glicerol crudo ATCC 7469 0,80

* Analizados en este proyecto.

Fuente: Rojan, 2009.

4.8.3. Evaluacion de la productividad volumétrica de acido lactico (g/L.h)

La mayor productividad volumétrica @ (ﬁ) con un valor de 1,28 g/L-h (Figura

42) fue obtenida por Lactobacillus CYP4 a las 9 horas la cual fue superior a la
maxima productividad que obtuvo Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 a las 6
horas con un valor de 0,83. El valor de este pardmetro cinético nos permitié
evaluar que Lactobacillus CYP4 es una cepa nativa que podria producir desde un
punto de vista industrial metabolitos como acido lactico y etanol a partir de glicerol

crudo proveniente de la industria del biodiesel.
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Figura 42. Comparacion de productividad volumétrica de &cido lactico entre
Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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Las productividades volumétricas obtenidas por los dos microorganismos se
pueden comparar con los reportados por otros autores usando diferentes fuentes

de carbono al glicerol como se observa en la Tabla 15.

Tabla 15. Comparacion de la productividad volumétrica de acido lactico utilizando

otras fuentes de carbono y otros microorganismos.

SUSTRATO MICROORGANISMO PRODUC;'V'DAD
UTILIZADO Q (ﬁ)

Trigo Lactococcus lactis ATCC 19435 1,0
Madera Lactobacillus delbrueckii NRRL 395 0,7

Centeno Lactococcus paracasei N8 2,4
Arroz Lactococcus sp. RKY2 2,9

i Lactobacillus paracasei N8 2,7
sorgo

Glicerol .

Lactobacillus CYP4 1,28*

crudo

Gglrtzrsl Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 0,70*

* Analizados en este proyecto.

Fuente: Wee, 2006
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CONCLUSIONES

Dieciséis de las treinta y siete cepas aisladas fueron capaces de crecer y

metabolizar glicerol USP.

La cepa de Lactobacillus CYP4, seleccionada por la mayor produccion de acido
lactico, fue identificada por pruebas bioquimicas (fermentacion de 12

carbohidratos y 3 alcoholes)

Lactobacillus CYP4 presentd una adaptacion considerable en agar MRS
modificado con glicerol crudo. Su biomasa pasé de una densidad 6ptica de 0,21 a
las 24 horas a 1,48 a este mismo tiempo.

La mayor produccion de acido lactico por la cepa nativa de Lactobacillus CYP4 se
obtuvo en condiciones de anaerobiosis de acuerdo con los resultados obtenidos
por HPLC.

Bajo las mejores condiciones de cada cepa bacteriana, Lactobacillus CYP4
produjo mayor cantidad de &acido lactico 39,41 mM en comparaciéon con
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 que produjo 10,11 mM.

El mayor rendimiento del proceso (71%) por Lactobacillus CYP4 se obtuvo con
una concentracién de 178,98 mM de glicerol como fuente de carbono, a las 9

horas de fermentacion.

Lactobacillus CYP4 logré degradar el glicerol crudo por la ruta metabdlica glicerol
deshidrogenasa o glicerol quinasa, por ésta razon, no se observé la produccion de
1,3 propanodiol correspondiente a la ruta glicerol deshidratasa. Ademas, fue capaz
de producir etanol, un compuesto de alto interés industrial debido a su perfil
energético potencialmente sostenible por sus ventajas econdémicas Yy

medioambientales.
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Se estandariz6 el método de cuantificacion de acido lactico, acido acético glicerol
y etanol por medio de la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de protones
(*H-RMN), a través de la seleccién de N,N-dimetilformamida como sustancia

patron de cuantificacion.

La cepa nativa aislada es una alternativa en la industrial del biodiesel para

desarrollar metabolitos de innovacion en areas de la biotecnologia.

84



RECOMENDACIONES

Analizar la produccion de acido lactico por Lactobacillus CYP4 en un medio de

crecimiento mas econémico.

Realizar un escalado del proceso de produccion de &cido lactico a partir del

glicerol crudo y evaluar la rentabilidad para la produccién comercial.

Aprovechar el cepario de Lactobacillus nativos realizado a lo largo de este

proyecto para encontrar soluciones biotecnolégicas a otros desechos industriales.

Este estudio se centré6 en los productos extracelulares de las dos cepas, se

recomienda analizar los posibles productos intracelulares

Identificar los productos intermedios de fermentacion para corroborar las rutas
metabdlicas de asimilacion de glicerol crudo propuestas para Lactobacillus CYP4 y
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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DIVULGACION

Los resultados de este proyecto han sido aceptados y se presentardn en
modalidad de ponencia bajo el titulo: "PRODUCTION OF LACTIC ACID FROM
BIODIESEL RAW GLYCEROL BY Lactobacillus spp. native strain” en la VIl
conferencia de la UNESCO sobre desarrollo sostenible en energia, agua y
sistemas ambientales, que se llevara a cabo del 1-6 de julio de 2012 en Ohrid,

Republica de Macedonia.
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ANEXOS

Anexo A. Nomenclatura de las enzimas implicadas en las rutas bioquimicas

IUPAC NOMBRE
EC 1.1.1.1 | Alcohol Deshidrogenasa
EC 1.1.1.27 | Lactato Deshidrogenasa
EC 1.1.1.35 | 3-Hydroxiacil-Coa Deshidrogenasa
EC 1.1.1.35 | 3-Hidroxiacil-Coa Dehidrogenasa
EC 1.1.1.6 | Glicerol Deshidrogenasa
EC 1.2.1.12 | Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa
EC 1.2.1.57 | Butanol Deshidrogenasa
EC 1.3.99. | Succinato Deshidrogenasa
EC 2.1.3.1 | Metilmalonil-Coa Carboxitransferasa
EC 2.2.1.6 | Acetolactato Sintasa
EC 2.3.1.19 | Fosfato Butiriltransferasa
EC 2.3.1.19 | Fosfate Butiriltransferasa
EC 2.3.3.1 | Citrato (Si)-Sintasa
EC 2.7.1.29 | Dihidroxiacetona Quinasa
EC 2.7.1.30 | Glicerol Quinasa
EC 2.7.1.40 | Piruvato Quinasa
EC 2.7.2.3 | Fosfoglicerato Quinasa
EC 2.7.2.7 Butirato Quinasa
EC 3.1.3.77 | Enolasa
EC 4.1.1.5 | Acetolactato Descarboxilasa
EC 4.2.1.11 | Piruvato Quinasa
EC4.21.2 Fumarato Fidratasa
EC 4.2.1.30 | Glicerol Deshidratasa
EC.1.6.99.3 | Diaforasa NADH Deshidrogenasa
EC. 1.11.1.6 | Catalasa
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Anexo B. Protocolo prueba de tincion de Gram

La prueba de tincion de Gram se llevd a cabo de acuerdo al siguiente

procedimiento.

e Recoger muestras.

e Hacer el extendido en espiral y dejar secar a temperatura ambiente.

e Fijar la muestra durante un minuto o al calor (flameado 3 veces aprox.)

e Agregar azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y esperar 1
minuto.

e Enjuagar con agua.

e Agregar lugol y esperar 1 minuto y enjuagar con agua.

e Agregar acetona y/o alcohol y lavar de inmediato con agua.

e Tincion de contraste agregando safranina o fucsina basica y esperar 30
seg. Este tinte dejara de color rosado-rojizo las bacterias Gram negativas.

e Enjuagar con agua.

e Para observar al microscopio Optico es conveniente hacerlo a 100x con

aceite de inmersion.

Figural. Reactivo para la tincién de Gram (a). Laminas coloreadas (b).
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Anexo C. Protocolo prueba de catalasa

La prueba de catalasa se llevé a cabo de acuerdo al siguiente procedimiento.

e Con un palillo de madera recoger el centro de una colonia pura de 18-24
horas y colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

e Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H,0, al 30% sobre el
microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.

e Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo). Si no
presenta formacién de burbujas el resultado es negativo.

e Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante.

e Sise invierte el orden del método (extender la colonia sobre el agua

oxigenada) pueden producirse falsos positivos.

Figura 2. Resultado negativo de la prueba de catalasa.
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Anexo D. Protocolo de criopreservacion

Preparacion del indculo.

Este procedimiento se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia del edificio de

ingenieria quimica puesto que alli se encuentra una cabina de anaerobiosis.

e Luego de autoclavar los tubos de ensayo con tapon de caucho y 10 mL de
caldo MRS modificado (sin acetato de sodio y Tween 80) se introdujeron en la
cabina de anaerobiosis junto con 37 jeringas de 3 mL y el cepario, se cerrd
herméticamente la cabina.

e Se cred un ambiente microerobio con una corriente de CO,.

e Posteriormente se procedié a inocular tomando con la jeringa 0.5 mL de cada
cepa los tubos con caldo MRS previamente marcados con el nombre de cada
cepa.

e Estos tubos se incubaron a 37 °C toda la noche.

Figura 3. Inoculacion en cabina de anaerobiosis de medio MRS con cada

cultivo del cepario.

Preparacién de células.

e Se marcaron los tubos eppendorf en la parte superior y lateral con el nombre

de la cepa y la fecha de la realizacién del proceso. Para cada cepa 5 tubos,
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pero las que mostraron mayor potencial de degradacion de glicerol 10 tubos. En
total 265 tubos eppendorf.

Los cultivos de los aislamientos con una poblacién aproximada de 1 x 10°
UFC/mL se centrifugaron a 2000 x g durante 7 minutos. El sobrenadante se
descarto por inversion.

Al precipitado se agreg6 800uL caldo MRS y 200 pL de glicerol previamente
esterilizado y se homogenizé por medio de vortex.

Se dispusieron en una gradilla especial para tubos eppendorf y se introdujeron
en un freezer a -70 °C en el laboratorio central de investigaciones de la facultad

de salud de la universidad.

Figura 4. Crioconservacion del cepario a -70 °C

RS
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Anexo E. Prueba de fermentacion de azUcares

Las pruebas bioquimicas se realizaron para la analizar la fermentacion de los
siguientes azucares: xilosa, sacarosa, maltosa, lactosa y glucosa. También se
analizaron los siguientes alcoholes: manitol y glicerol.

Preparacion base de azucares

e Preparar la base de azucares teniendo en cuenta que para 1L o 1000 mL se

requieren 15g de base de azlcar cuya composicion es:

Tabla 1: Composicion de la base de azucares rojo de fenol.

COMPUESTO CANTIDAD [g/L]
Peptona proteosa 10
Extracto de carne 1
Cloruro de sodio 5

Rojo de fenol 0,018

e Luego dividir la base en diferentes Erlenmeyer, de acuerdo al nimero de

azucares, en este caso /.

Tabla 2: Azucares y alcoholes utilizados en las pruebas bioguimicas.

GRUPO FUNCIONAL COMPUESTOS
Xilosa
Maltosa
Lactosa
Sacarosa
Manitol
Glicerol

AZUCARES

ALCOHOLES

e En cada uno se adicionar 1 gramo de azucar por cada 100 mL de base.
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Adicionar en un tubo de ensayo tapa rosca una campana de Durham para
visualizar la formacién de gas, y luego agregar 4 mL de base de azlcar.
Repetir el paso anterior para cada uno de los azucares preparados, para las 37
cepas aisladas.

Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121°C durante 2 horas.

Siembra en la base de azUcar

Del cepario sembrado en agar, tomar una colonia de cada cepa aislada y

sembrarla en cada tubo.

Repetir el paso anterior para cada uno de las 37 cepas aisladas, de tal forma
que cada una de ellas quede sembrada en los 4 tipos de azucares y en los 2

alcoholes.
Incubar en microoaerofilia a temperatura de 37°C durante 24 horas.
Realizar lectura de las pruebas bioquimicas a los 5 dias y a los 7 dias.

Comparar los resultados de las dos lecturas.

Figura 3. Resultados de fermentacion de azucares.
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Anexo F. Curvas de calibraciéon de HPLC

a) Curvade calibraciéon de los patrones

e Gilicerol

e Acido Léactico
e Etanol

e Glucosa

e Acido acético

CONCENTRACION

AREA [mM] S

E

0 0 -

98838 4,691 ?§

283026 14,0726 =

495666 23,454 §

763546 37,427 S 0 . ; |
1382070 70,363 0,0E+00 5,0E+05 1,0E+06 1,5E+06
Area

Ecuacion: y = 5E-05x - 0,5935, Rz = 0,9991

CURVA ACIDO LACTICO
CONCENTRACION s
AREA (mM] z
0 0 S
52175,7 2,0426 8
98553 6,1278 g
172466,8 10,213 §
0 1
geetlig 15,3395 0,0E+00 1,0E+05 2,0E+05 3,0E+05 4,0E+05 5,0E+35
474703 30,679 Area

Ecuacion: y = 6E-05x, R?2 = 0,9924
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CONCENTRACION ETANOL
AREA CONCI[E:'TMR].ACION
0 0

97872,9 4,515
115618 13,545
149011 22,574
208070 36,023
352228 67,723

Ecuacioén: y = 0,0002x - 7,5659,

80

60 -

40 -

20 -

Concentracion [mM]

0

0,0E+00 1,0E+05 2,0E+05

Area

3,0E+05  4,0E+05

R2 = 10,9558

CURVA GLUCOSA
AREA CONCIE:TMRiQCION
0 0

3359,9 0,763
106835 2,289
180972 3,815
276453 6,085
489302 11,44

14
12
10

Concentracion [mM]
| S = o o

0

0,00E+00 2,00E+05 4,00E+05 6,00E+05

Area

Ecuacion: y = 2E-05x + 0,0925,

R2=0,9922

CURVA ACIDO ACETICO
e CONCf:T\:TiL\CION
0 0

17776,9 1,42

50982,6 4,261
81882,1 7,102
145081 11,334
242894 21,305

25

20 -

15 -

10 A

5 -

Concentracion [mM]

0

T
0,00E+00  7,00E+04  1,40E+05

Area

2,10E+05

Ecuacion: y = 9E-05x - 0,1773, R2 = 0,995
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b) Cromatograma curva de calibracion de glucosa, glicerol, acido acético y etanol

Etanol

KN

}' ~ RID1A Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICOR270911.0)
nRIU ] 5
: Glicerol §
60000 f éfﬁﬁ?
: H '\.
50000 - 'f’
1
| 40000 -1 Glucosa N
|
| l § g | |
g '*V" | Acido
‘ ‘ Acétic
20000 - | o o
| ' BN 8 NV
4 1 l' w
10000 B \
| o. ~ = ALY - P ———————— .}' o \'-‘»_— e
— . r
6 EEmEy 10 12 14 18
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Pilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type

[ {min)

Width
[min]

Area
[nRIU*s]

e e | mmmm | =mmmmmmmee | mmmmmmmmmn | mmmmmae |

1 7.925 MM
2 10.951 MM
3 12.281 MM
4 16.644 MM

Totals :

0.3037 4.89302e5
0.3524 1.38207e6
0.3723 2.42894e5
0.4728 3.52228e5

2.46650e6

Height Area

[nRIU) %
2.68543e4  19.8379
6.53602e4 56.0338
1.08741e4 9.8477
1.24175e4  14.2805
1.15506e5
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c) Cromatograma curva de calibracion concentrada de acido lactico, 1-3

propanodiol y butanol

"~ RIDTA, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA2CONC.D)

nRIU | S &
20000 2 ; o
4 Ry
1 Qo i &
o o A
17500 4 s I
15000 | (|- 1,3-Propanodiol
1 I [
12500 s [
] : il i
] : | I
10000 | A,C'(.jo [l [ '
3 Lactico || ‘
7500 - | 4P ‘
] & Lt |
1 © & i
5000 - s |
A Toe
| 2500 g [
? foXe | \
S g et N0 s ik
T T ‘ Lo R
10 SR 15 20 25
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [nRIU*s] [nRIU] %
sl o e bt e [s=5ss75 lErsSnng=—e [ |
1 9.534 MM 0.3527 1.12564e5 5319.06885  7.8328
2 10.338 MM 0.3603 3.62139e5 1.67538e4 25.1993
3 13.606 MM 0.4085 5.24952e5 2.14169e4 36.5286
4 28.587 MM 0.8276 4.37444e5 8809.22754 30.4393
Totals 1.43710e6 5.22990e4

Butanol
o
~ ({,\1
L
< be'
e
2
30m

*Para la cuantificacion de acido lactico se sumaron las dos areas que aparecieron

en el cromatograma correspondientes a la mezcla racémica de acido lactico. No

fue posible identificarlas puesto que no teniamos sustancias patrones de Dy L

acido lactico puro.

* No se realiz6 la curva de calibracion para 1,3-propanodiol ni butanol, puesto que

no se detectaron como productos de fermentacion.
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Anexo G. Cromatogramas de fermentacion anaerébica de glucosa a las 24 horas

Current Chromatogram(s)

por Lactobacillus CYP4

RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\AH280911.D)

nRIU 2 ®
. ® S .
200000 - no e Blanco de Fermentacion
] g
[
{ {1 olb‘
150000 - R
1 &
100000 [ Ko
g & o
< P &
oyt Q N
50000 ; Q &
] o
0 ? ———— .__1," . e e ————r———
1 Acido
i Glucosa Acético
D T Ty . TR e R AT A N Ll e % ok AT | R R = ) i . 4 |
6 i 8 At (0T T SRR, 3 165 w0518 min
RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\A260911.D)
RIU ° 8
nRIU 18‘ XQQQ)
1 S of © S
f i a° 24 Horas de Fermentacion
40000 | PR
] & (‘:'i?@o' (1)
30000 - | ¥ % S
A \ P
é’.) o) "],b‘
) | ©
20000 -| e A 8 4
| 8 @'b" “EYSQ'
10000 N |
4 } ! . o
0 eSS
-10000 - Glucosa Acido Acido
] Lactico Acético Etanol
-20000
sy e OB P bt |
S aBRe At D B e S T 12 14 Sl - 18 min
RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\B260911.D)
nRIU 2 &
E qﬁo?’x Q,'\b‘
40000 o '\ & 8 & 24 Horas de Fermentacion
S R e
30000 | 3 ;% " @ o
: MY 3 (5{33\
20000 -| [ I Q 4
10000 | / sl Y \
4 & A ,"
0- o = Z
2 : Glucosa Aci .
i Adido g
1000 3 ! Acético Etanol
e Lol SIIEghe, ST R L R S WY W B PN R 0 |
6 8 10 12 14 16 18 min
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Datos de Integracion de fermentacion anaerdbica de glucosa crudo a las 24 horas
por Lactobacillus CYP4

Integration Results

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\AH280911.I

Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]
i et s e [sosreresers [esmsas |=m=sgt=s s =
1 7.943 MM 4.52201e6 2.17285e5 0.3469 7.586 8.347
2 8.474 MM 8.18498e5 4.61467e4  0.2956 8.395 8.881
3 12.296 MM 6.146995 2.33107e4 0.4395 11.956 12.782

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\A260911.D)

Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]

1 7.892 MM 3.13657e5  8243.27148 0.6342 7.457 8,359
2 10.656 MM 1.21993e6  4.14067e4 0.4910 10.273 11.292
3 12.288 MM 6.31216e5 2.62562e4 0.4007 12,005 12.879
4 16.685 MM 3.24290e5 1.12328e4 0.4812 16.358 17.184

Signal 3: RID1 A, Refractive Index Signal (PRIMERA CORRIDA GRUPO ACIDO LACTICO\B260911.D)

Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]

1 8.494 MM 3.09971e5 1.58245e4  0.3265 8.266 8.946
2 10.662 MM 1.593%6e6 4.45892e4 0.5958 10.321 11.471
31124202 MM 6.50814e5 2.60413e4 0.4165 12.005 12.846
4 16.684 MM 3.28745e5 1.14054e4  0.4804 16.342 17.151
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Anexo H. Cromatogramas de fermentacion aerébica de glicerol crudo a las 24
horas por Lactobacillus CYP4

Current Chromatogram(s)
RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\B.D)

Blanco de Fermentacioén

nRIU §
1 Glicerol Crudo ?r
4 !
200000 -{ : Ii
] il
] | Acido
i i — H Acético
s {1
i |
100000 - ‘ l
] . a
~ wn
50000 - S @ i 8
§ A E ] s
Oj_______,“_‘_m, r.-ﬁ}/ ] | S \.+ T e e et e e s A e
1 T T T | T . T | I T T T T I T T T i [ T T T T T T v >
&7 0 5 10 15 20 .25 s il
RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDAN.D)
nRIU | oli%%ol Crudo 24 Horas de Fermentacion
] e 1)
200000 — N
] =
150000 | Acido g gacido
1 Lactico ! Acético
3 [I Etanol
100000 o'l
] 5 ol 3
50000 ] o 0 . & o
{ N i ]
] h = M AN g
0 SRR A SO D5, SSUSTSSS TIPS 5400 ..., [ S [ O s
i e T e R - . e
0 - 1 15 20 25 ~_min
RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDAW.D)
nRIU 24 Horas de Fermentacion
i ;
!
] Glicerol Crudo g (2)
200000 — s
i =
4 A i (P
150000 - Ac@o fl Acido
1 Lactico |{Acético
1 Ik Etanol
100000 - I
] o
[ g | ~
S a1 3
50000 | .n 5 (AT’ Lo ©
] |"; N (11 A «
! | < I\ ©
04— S et A Nl N 4 T ——— Lozt R S o
- T T T T T T ! L 1 T S G R e M e ey S (R Ry ey e
0 5 10 15 20 25 min
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Datos de Integracion de fermentacion aerdbica de glicerol crudo a las 24 horas
por Lactobacillus CYP4

Integration Results

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\B.D)
Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]
e e et | e R | =z=F=— = |=====2== |
: 5.074 BV 6.21163e5 3.86996¢e4 0.2348 4.626 5.987
2 6.518 VV 3.78356e5 1.59185e4 0.3637 5.987 6t Tkl
3 6.910 VvV 4.92381e5 2.93754e4 0.2517 6. 7010 7.455
4 10.746 VV 5.07213e6 2.42777e5 0.3129 9.560 11.652
5 12.035 vv 6.41167e5 2.52058e4 0.3745 11..652 12,7155
Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\N.D)
Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]
i )l ot | e e Y e s |momme—e [E=ssssr= s s I
1 5.075 BV 5.92472e5 3.69715e4 0.2388 4.612 5.974
2 6.455 VV 3.66185e5 1.17413e4 0.4848 5..974 7.450
3 10.348 VvV 8.39690e5 5.06604e4 0.2495 9.582 10.452
4 10727 VNV 3.68973e6 1.71823e5 0.3153 10.452 11.636
5 12.044 vV 6.58652e5 2.61088e4 0.3764 11.636 12,817
6 16.312 VV 1.34244e5 3828.68945 0.5084 15780 16.970
Signal 3: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\M.D)
Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nNRIU] [rin] [min] [min]
b e i e B e B i s v frmmmmm e e |s==——o=r |
1 5.079 BV 6.05177e5 3.95078e4 0.2262 4.640 5.962
2 6.437 VV 3.58350e5 1.29775e4 0.4258 5.962 7.421
3 10.346 VV 7.89459e5 4.90432e4 0.2396 9.585 10.441
4 10.720 ViV 3.74122e6 1.75406e5 0:: 3180 10.441 135615
5 12.047 vv 7.29661e5 2.93892e4 03717 11615 12 ..825
6 16.313 VV 1.11266e5 3201.83350 0.5091 15.786 16.948
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Anexo |. Cromatogramas de fermentacion anaerobica de glicerol crudo a las 24
horas por Lactobacillus CYP4

Current Chromatogram(s)
e RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDAA.D)
Glicerol Crudo

nRIU -

200000
175000
150000
125000
100000 -
75000
50000 -

~=--5.082

25000
0 j L4

Blanco de Fermentacioén

10734

I Acido
Acético

= 12.047

T

(0 = . ; 10 N )
RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDAK.D)

nRIU
200000 —

175000
150000
125000 -
100000
75000
50000

5.060

25000 -

0
5

Glicerol Crudo

16.460

e e

20 25 min

24 Horas de Fermentacion

1)

10.723

ACidO :v;
Lactico

! Acido
Acético
Etanol

=10.339
12.030

" 16.326

Tt T T T T T T T

10 15 20 - o5 min

0 o
~ RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\L.D)

nRIU |
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Datos de Integracion de fermentacion anaerébica de glicerol crudo a las 24 horas
por Lactobacillus CYP4

Integration Results

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\A.D)

Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nNRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]

S L b i ettt e [es=snnstans [E=s=aes Issssssas [=Emassss |
3l 5.082 BV 5.72002e5 3.74173e4 0.2302 4.640 5.931
2 6.499 VV 3.53315e5 1.47015e4 0.3841 5.931 64713
3 6.917 VV 4.65748e5 2.92822e4 0.2417 6.713 7.438
4 10.734 VV 4.33747e6 2.09034e5 03112 95557, 11650
5 12.047 VvV 6.03703e5 2.39117e4 0.3723 11.650 12831

Signal 2: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\K.D)

Peak Time Type Area Height Width Start End
# [min] [nRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]

S s e e v | s=sarrmnes | === e = I
il 5.060 BV 5.81147e5 3.48129¢e4 0.2509 4.597 5::977
2 6.460 VV 3.55610e5 1.00759e4 0.5543 5% 9% T
3 10.339 vV 7.76321e5 4.51894e4 0.2566 9.542 10.449
4 10.:723 WV 3.22026e6 1.42033e5 0.3336 10.449 11.634
5 12.030 VvV 5.96932e5 2.34749e4 0.3744 11.634 1:2¢57192
6 16.326 VV 2.88708e5 652065723 -0.6116 15.749 18.334

Signal 3: RID1 A, Refractive Index Signal (SEGUNDA CORRIDA\L.D)

Peak Time Type Area Height Width Start End
i [min] [NRIU*s] [nRIU] [min] [min] [min]
s e e ek Essssssaanns Erss=ss [=Eruatiss [E=asssse |
1 5.064 BV 5.90761e5 3.54333e4 0.2464 4.612 5.985
2 6.468 VV 3.50710e5 1.00447e4 0.5499 5.985 7.706
3 10.346 VV 7.88251e5 4.57054e4 0..2530 9.552 10.459
4 10..732 VV 3.18496e6 1.39834e5 0.3348 10.459 11.644
5 12.039 vv 6.00196e5 2.35014e4 03757 11.644 12.800
6 16.334 VvV 2.73736e5 6136.61865 0.6155 15763 1.8 .37 3
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Anexo J. Espectros de *H-RMN (400 MHz, HDO) para los metabolitos de
fermentacién de Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

Tiempo 0 horas de fermentacién anaerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus
CYP4
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Tiempo 0 horas de fermentacion aerdbica de glicerol crudo por Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469
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