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RESUMEN

TITULO: SELECCION Y EVALUACION DE ACTINOBACTERIAS AISLADAS
DE “AGUAS MIEL” PARA LA PRODUCCION DE HIDROGENO EN
MUCILAGO DE CAFE *

AUTORES: ANGIE NATHALIA LIZARAZO ROMAN
ERIKA LUCIA RODRIGUEZ LACHE**

PALABRAS CLAVE: ACTINOBACTERIAS, HIDROGENO, MUCILAGO, CAFE,
FERMENTACION, OSCURA.

DESCRIPCION:

La fermentacién bacteriana en residuos agroindustriales es una forma de obtencion
de productos valiosos para la industria, uno de estos productos es el hidrégeno, el
cual es obtenido mediante el proceso de fermentacion oscura. El hidrégeno es una
alternativa energética que ha despertado gran interés debido a su alto contenido
energético por unidad de masa, ademas su combustion no genera gases
contaminantes para el medio ambiente.

En este proyecto de investigacion se midio y cuantificd la produccién de hidrégeno
de catorce actinobacterias aisladas de aguas residuales del proceso de despulpado
y lavado del café comunmente llamadas “aguas miel”. Diez cepas presentaron
produccion de hidrégeno tomando como sustrato sacarosa, de estas, tres cepas
presentaron produccién de hidrégeno en mucilago de café fresco diluido a pH 4,41
y pH neutro. La cepa que presentd mayor produccion de hidrégeno en mucilago de
café fresco diluido con pH inicial 7.0 fue seleccionada para realizar curvas de
produccion de hidrégeno, pH, crecimiento bacteriano tomando como sustrato
sacarosa, azucares reductores (ART), acidos grasos volatiles (AGV), prueba de
produccion de hidrégeno en mucilago de café fresco diluido enriquecido con fuentes
adicionales de carbono o nitrdgeno y presencia de enzimas extracelulares.A partir
del analisis de estos resultados se buscéd posibles factores que afecten la
produccién de hidrogeno. Se aprecio que, al ajustar el pH inicial del mucilago de
café fresco diluido a 7.0 se favorecio la fermentacion oscura, esto se hizo evidente
comparando la produccion tanto de hidrogeno como de &cidos. También se observo
qgue la cepa MFSR 8 presentd la mejor produccion de hidrogeno (50 pmol/L),
ademas de alta produccion de acidos grasos volatiles, por ende, se puede afirmar
gue es una cepa facultada para realizar fermentacién oscura.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Viviana
Sanchez Torres, Ingeniera Quimica, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: SELECTION AND EVALUATION OF ACTINOMYCETES ISOLATED
FROM “HONEY WATER” FOR THE PRODUCTION OF HYDROGEN
IN COFFEE MUCILAGE *

AUTHOR: ANGIE NATHALIA LIZARAZO ROMAN
ERIKA LUCIA RODRIGUEZ LACHE**

KEYWORDS: ACTINOMYCETES, HYDROGEN, MUCILAGE, COFFEE,
FERMENTATION, DARK.

DESCRIPTION:

Fermenting bacteria in agroindustrial waste is a way of obtaining valuable industrial
products, one of these products is hydrogen, which is obtained by the process of
dark fermentation. Hydrogen is an energetic alternative that has aroused great
interest because of its energy content per unit mass, also its combustion does not
generate polluting gases to the environment.

In this project, the production of hydrogen was measured and quantified in fourteen
actinomycetes isolated from wastewater of the washing and pulping process of
coffee commonly known as “honey water”. Ten strains showed hydrogen production
using sacarose as substrate, of these, three strains showed hydrogen production in
fresh coffee mucilage in pH 4,41 and neutral pH. The strain that showed the most
production of hydrogen in fresh coffee mucilage with an initial pH of 7.0 was chosen
to do curves of hydrogen production, pH, bacterial growth using sacarose as
substrate, reducing sugars, volatile fatty acids, hydrogen production test in diluted
fresh coffee mucilage enriched with additional sources of carbon and nitrogen and
presence of extracellular enzymes.From the analysis of these results, possible
factors affecting hydrogen production were sought. It was appreciated that, by
adjusting the initial pH of the fresh coffee mucilage diluted to 7.0 the dark
fermentation is favored. This was evident by comparing the production of both
hydrogen and acids. It was also observed that the strain MFSR 8 showed the best
hydrogen production (50 mmol/L) besides the high production of volatile fatty acids,
therefore it is possible to say that it is an empowered strain to make dark
fermentation.

* Bachelor Thesis

** College of Physicochemical Engineering.School of Cheical Engineering. Director: Viviana Sanchez
Torres, Chemical Engineer, Ph.D.
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INTRODUCCION

El café es importante en la economia Colombiana debido a que es uno de los
productos agricolas de mayor exportacion (Cano, Vallejo, Caicedo , Amador , &
Tique , 2012). En febrero de 2016 tuvo una produccién mensual que alcanz6 1113
miles de sacos de 60 kg (International Coffee Organization, 2016). En el proceso
del café se estima que menos del 5% de la biomasa generada se aprovecha en la
elaboracion de la bebida, el resto queda en forma residual (Rodriguez Valencia &
Zambrano Franco, 2010). Uno de los principales residuos es el mucilago, el cual es
obtenido en el proceso de transformacién de café cereza (con mesocarpio y
endocarpio) en café pergamino (granos despulpados y secos) (Puerta, Influencia

del porceso del beneficio en la calidad del café, 1999).

En la degradaciéon anaerobia de sustratos organicos complejos intervienen
miembros de los dominios Bacteria y Archaea. En condiciones anaerobias se
produce lactato, piruvato, acetato y formiato, los cuales son utilizados por algunos
grupos microbianos para la producciéon de CO2, CHs4 y H2 (Sua Rojas, 2015). La
fermentacién microbiana a partir de desechos agricolas puede llegar a ser un
método econdmico para la produccion de hidrégeno a gran escala comparada con
la implementada actualmente como el reformado del metano y la electrdlisis (Das &
Veziroglu, 2001). El hidrégeno es un combustible alternativo y prometedor, pues
tiene alto contenido energético por unidad de masa, su combustién no produce
contaminantes atmosféricos y tiene aplicabilidad para la generacion de energia
eléctrica utilizando celdas de combustible (Zhang, Evans, Mielenz, Hopkins, &
Adams, 2007). El grupo actinobacteria, es importante ya que se hace evidente en la
descomposicion de tejidos animales, vegetales y del humus (Corredor , Andrade ,
Tohme, Duque, & Flérez, 2000).

En este trabajo se realizdé un estudio del uso del mucilago de café como sustrato

para la produccion de hidrégeno, mediante el proceso de fermentacion oscura por
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catorce actinobacterias del cepario del Grupo de Investigacion en Biotecnologia
Industrial y Biologia Molecular (CINBIN) de la Universidad Industrial de Santander,
las cuales fueron aisladas de aguas residuales del proceso de despulpado y lavado

del café, comunmente llamadas “aguas miel”.

17



1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

v

Evaluar la produccién de hidrogeno de actinobacterias previamente aisladas

de “aguas miel” en mucilago de café con ausencia de oxigeno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Identificar la produccién de hidrégeno de actinobacterias usando como medio

de cultivo sacarosa.

Determinar la produccion de hidrégeno en mucilago de café fresco diluido.

Identificar el efecto del pH en la produccién de hidrégeno en mucilago de

café.

Evaluar el efecto de la adicion de fuentes adicionales de carbono y nitrégeno

en la produccién de hidrégeno a partir de mucilago de café fresco diluido.

Realizar curvas de crecimiento microbiano, acidos grasos volatiles, azlcares
reductores totales y presencia de enzimas extracelulares de la cepa con

mayor produccion de hidrogeno en mucilago de café.
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2 MARCO TEORICO

2.1FERMENTACION OSCURA

La fermentacion oscura consiste en la obtenciébn de hidrogeno a partir de
compuestos organicos ricos en carbohidratos en ausencia de luz por la accién
combinada de un grupo de bacterias anaerobicas (CEBAS-CDIC, CTC, &
AGRUPAL, 2014). Entre los distintos procesos de produccion de hidrégeno por via
biolégica, el proceso de fermentacion oscura presenta mayor posibilidad de
escalado y aplicacion industrial a corto plazo, gracias a la similitud de las
condiciones de operacion frente a los procesos de digestion anaerobia
convencional. Los rendimientos de produccién de gas en el proceso de fermentacion
oscura, al ser comparados en términos de volumen de reactor, son superiores a los
demas procesos biologicos, en algunos casos capaces de lograr una mayor
conversion de la materia organica en hidrégeno, pero con menores rendimientos a
la misma unidad de reactor considerada. Otra ventaja que presenta el proceso
produccién de hidrégeno por fermentacién oscura, es que no depende de fuentes
de luz externa y por lo tanto no requiere transparencia en el licor en el que estan

presentes los microorganismos (Redondas, 2013).

2.2 MUCILAGO DE CAFE EN COLOMBIA

El café de Colombia es la denominacion que se le otorga al café 100% Arabico
producido en las regiones cafeteras de Colombia. La combinacion de diversos
factores climaticos y ambientales conduce a la produccién de un café sobresaliente,
ademas la arraigada tradicion de la recoleccién selectiva del café, el proceso de
beneficio o post cosecha por la via humeda, el proceso de secado y su posterior
clasificacion, garantizan una Optima calidad del producto (Federacion Colombiana
de Cafeteros, 2010).
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La cereza de un café en un estado de madurez es un fruto de color rojo o amarillo,
el cual tiene una piel exterior (exocarpio) que envuelve una pulpa dulce
(mesocarpio), debajo de la pulpa estan los granos que son utilizados para la
elaboracion de la bebida de café. El proceso de post cosecha o beneficio del café
consiste en la transformacién de la cereza en un producto seco, listo para el proceso
de trilla. En Colombia, el café se beneficia por via hUmeda incluyendo los procesos
de despulpado, fermentacion, lavado y secado del grano. En el despulpado, a las
cerezas se les retira la pulpa rapidamente después de la recoleccion,
posteriormente se retira el mucilago (mesocarpio) por medio de la fermentacion del
grano o por medios mecéanicos, terminada esta etapa se hace un lavado del grano
donde se elimina completamente el mucilago del grano, después se seca el grano
al sol o con secadores mecéanicos (Federacion Colombiana de Cafeteros, 2010).EI
mucilago y las mieles fermentadas de café se generan en forma discontinua, en
cantidades que dependen de la produccién de café, en cada época y zona cafetera
colombiana (Puerta & Rios, 2011).

2.3 ACTINOBACTERIAS

La actinobacterias son bacterias filamentosas Gram positivas, abundantes en la
rizosfera, por lo que se encuentran involucradas en el ciclaje de nutrientes en el
suelo. La mayoria de estos microorganismos tienen diversas propiedades como
produccion de metabolitos secundarios (antibioticos, antifiUngicos), descomposicion
de materia organica y produccién de enzimas de interés industrial (amilasas,
celulasas, xilanasas). Estos microorganismos utilizan mecanismos como: fijacion de
nitrégeno atmosférico, solubilizacion de fésforo en el suelo obteniendo formas
solubles disponibles, formacién de micorrizas arbusculares, produccién de
sideroforos, induccion de resistencia sistémica contra enfermedades y plagas,
produccion de enzimas para la degradacion de materia organica y compuestos
recalcitrantes, y generacion de metabolitos secundarios con actividad antagonica

contra microorganismos patégenos (Ferreira , 2012).
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2.4 RUTA METABOLICA PARA LA PRODUCCION DE HIDROGENO

Han sido realizados estudios estequiométricos en microorganismos productores de
hidrogeno con el fin de aclarar las vias metabdlicas utilizadas en su produccion
(Chen, Chang, & Lee, 2005). Estos estudios indican que la produccién de hidrogeno
por via microbiana esta basada principalmente en el metabolismo anaerobio del
piruvato formado mediante el catabolismo de diferentes sustratos, los
microorganismos facultativos generan hidrogeno usando el sistema de degradacion
piruvato-formiato-liasa (PFL). El piruvato se degrada en acido formico y acetil-CoA
por la accion del sistema PFL. El acido formico es oxidado a didxido de carbono por
medio del sistema formiato-hidrogeno-liasa (FHL). Este complejo enzimatico esta
constituido por formiato-deshidrogenasa e hidrogenasa permitiendo la produccién
de hidrégeno (Redondas, 2013) (Anexo A).

2.5 ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV)

La energia para el crecimiento microbiano es derivada de la fermentacion de los
carbohidratos, principalmente almidon y celulosa, cuya digestion anaerobia produce
acidos grasos volatiles (AGV), succinato, formato, lactato, etanol, diéxido de
carbono (CO2), metano (CH4), y trazas de hidrégeno (H2); sin embargo, ellos
también aportan esqueletos de carbono esenciales para la sintesis de biomasa
microbiana (Alvarez, 2006).

2.6 AZUCARES REDUCTORES TOTALES (ART).

Los azucares reductores son aquellos azlUcares que possen su grupo carbonilo
(grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar como
reductores con otras moléculas. Todos los monosacéaridos son azucares reductores,
ya que al menos tienen un —OH hemicetdlico librem por lo que dan positivo a la
reaccion con reactivo de Fehling, a la reaccion con reactivo Tollens y a la reaccion

de Benedict. Los ART provocan la alteracion de las proteinas mediante la reaccion
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de glucosilacion no enzimaticaa también denominada reaccion de Millard o
glicacién. Esta reaccidn se produce en varias etapas: las iniciales son reversibles y
se completan en tiempos relativamente cortos, mientas que las posteriores
transcurren mas lentamente y son irreversibves. Se postula que tanto las etapas
iniciales como finales de la glucosilacion estan implicadas en los procesos de
envejecimiento celular y en el desarrollo de las complicaciones cronicas de la
diabetes (Medina, 2013).

2.7 ACTINOBACTERIAS DEL GRUPO DE INVESTIGACION CINBIN

Diferentes cepas fueron aisladas de aguas residuales del proceso de despulpado y
lavado del café, comunmente llamadas “aguas miel”. Se realizaron diluciones
seriadas de las muestras recolectadas en agar CYC pH 7.0 (Agar Czapek-Dox—
Extracto de Levadura—Casaminoacidos (Revollo Escudero, Serna Daza, &
Hernandez Torres, 2012)) (Anexo B). Posteriormente se incubaron a temperatura
ambiente durante 14 dias. Se individualizaron diferentes cepas repicando colonias
individuales en agar agar CYC bajo las mismas condiciones para la obtencion de

cultivos axénicos.

La identificaciébn de las cepas se llevd a cabo analizando las caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y por medio de la secuenciaciéon del gen 16S rRNA.

La Tabla 1 muestra la asignacion taxondmica de las cepas aisladas.
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Tabla 1. Asignacion taxonémica de las cepas del phylum Actinobacteria aisladas de

“aguas miel” con base en alineamientos BlastN del gen 16S rRNA.

Aislado
MFSR-1
MFSR-2
MFSR-3
MFSR-4
MFSR-5
MFSR-7
MFSR-8
MFSR-9
MFSR-10
MFSR-11
MFSR-13
MFSR-15
MFSR-17
MFSR-20

Fuente: (Sua Rojas, 2015)

Género mas cercano (N° de acceso)
Streptomyces (EU384279)
Streptomyces (FJ951435)
Arthrobacter (KJ626449)
Micrococcus (KF424616)
Micrococcus (KJ843153)
Streptomyces (KF996505)
Gordonia (NC013441)
Gordonia (JQ658421)
Streptomyces (KF996505)
Leifsonia (JX067673)
Micrococcus (KC469953)
Streptomyces (AB184106)
No determinada

Streptomyces (AY641538)
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3 METODOLOGIA

En la Figura 1 se muestra un esquema de la metodologia usada, la cual fue dividida

en tres etapas principales.

Figura 1. Metodologia usada en el desarrollo del proyecto.

Seleccion de cepas
Seleccién de cepas productoras de Reconocimiento de
productoras de hidrégeno usando las cepas con
hidrégeno a partir como medio de mayor produccidn
de sacarosa. cultivo mucilago de de hidrégeno.
café.

3.1 MICROORGANISMOS Y CULTIVO

Las cepas evaluadas se reportan en la Tabla 1, las cuales se encuentran en el
cepario del Grupo de Investigacion en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular
(CINBIN) de la Universidad Industrial de Santander.

Los medios de cultivo usados fueron CYC pH 7.0 (Agar y liquido Czapek-Dox—
Extracto de Levadura—Casaminoé&cidos) (Revollo Escudero, Serna Daza, &

Hernandez Torres, 2012) (Anexo B) y mucilago de café fresco.

Las cepas aisladas fueron cultivadas en medio agar CYC, colonias independientes
se seleccionaron para iniciar un cultivo fresco en tubos de ensayo con 6 ml de CYC
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liquido, el cual se mantuvo por 5 dias a 180 rpm y 25°C. EIl crecimiento microbiano
se cuantifico6 midiendo la densidad oOptica a 600 nm usando un espectrofotometro
UV/VIS Lambda 25 (PerkinElmer, USA) y se selecciond el volumen necesario de
cultivo para inocular los viales con una densidad Optica inicial de 0,5. Dicho volumen
se centrifugd a 5000 rpm por 3 min, se descarté el sobrenadante y se suspendio la
muestra en 0,5 ml de NaCl 0,15 M.

Para medir la concentracion de hidrégeno, se usaron viales de 12 ml sellados
herméticamente, los cuales fueron autoclavados a 120°C por 25 minutos y purgados

con nitrégeno por 2 minutos garantizando anaerobiosis.

3.2 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE HIDROGENO A PARTIR DE
SACAROSA

Viales de 12 ml se llenaron con 5,5 ml de CYC liquido y se dejaron por 6 dias a
25°C y 180 rpm, por triplicado. Se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm y la produccion
de hidrégeno en cada uno de los viales con el equipo TETRA GAS (Crowcon, UK),
el cual mide la concentracion de hidrégeno en ppm y su rango de deteccién es 0 a
10.000 ppm en volumen, las cepas que no tenian produccion significativa de

hidrogeno fueron descartadas.

La siguiente ecuacion se us6 para determinar la concentraciéon de hidrégeno en

pmol/L.

PV
umol H, RT ~PPMr

L Viiquido

Donde

P: Presion del gas en el vial [Pa]
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V: Volumen del gas en el vial [m?]

R: Constante universal de los gases 8,314472 [Pa-m3-mol*-K!]
T: Temperatura del gas en el vial [K]

ppmr: Partes por millén reportado por el detector [umol/mol]

Viiquido: Volumen del liquido en el vial [L]

3.3 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE HIDROGENO USANDO
COMO MEDIO DE CULTIVO MUCILAGO DE CAFE

3.3.1 Preparacién y caracterizacion del mucilago de café. El mucilago de café
fresco se extrajo del fruto mediante el desmucilaginador, se filtr6 en serie con mallas
de 105 ym y 75 pm, posteriormente se conservo a 4°C. Se midio los solidos
suspendidos centrifugando 1 ml de mucilago de café fresco, descartando el
sobrenadante y pesando el precipitado. Adicional a esto se midi6 el pH y se realizd

un analisis fisicoquimico (Anexo C).

3.3.2 Produccion de hidréogeno usando mucilago de café como medio de
cultivo. Las cepas que produjeron hidrégeno en CYC liquido se inocularon en
viales con mucilago de café fresco diluido (MCFD) pH 4.41, el cultivo se dejo6 el
mismo tiempo y a las mismas condiciones de temperatura, agitacion y tiempo que
en CYC liquido, estos viales contenian 3 ml de mucilago de café fresco y 2,5 ml de
agua destilada.

Con el fin de mejorar la produccién de hidrégeno en MCFD, se ajusto el pH inicial a
7.0, pues es el pH optimo para el crecimiento de las actinobacterias (Piedrahita &
Gonzalez , 2014), y se repitio el procedimiento. De igual forma se agregaron varios
reactivos para enriquecer el MCFD con fuentes de carbono y nitrdgeno. Como

fuentes de carbono se usaron glicerol puro, glicerol crudo y glucosa (concentracion
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de 5 g/L y 10 g/L cada uno), como fuentes de nitrdgeno se uso sulfato de amonio
(concentracion de 0,5 g/L y 1 g/L) y extracto de levadura (concentracion de 4 g/L y
8 g/L) (Ferreira , 2012), esta ultima prueba tuvo como control cultivos en MCFD sin

fuentes adicionales de carbono o nitrogeno.

3.4 RECONOCIMIENTO DE LAS CEPAS CON MAYOR PRODUCCION DE
HIDROGENO

Para encontrar el tiempo que permita obtener la mayor produccién de hidrégeno, la
mejor cepa productora de hidrégeno en MCFD se cultivé en las mismas condiciones
que el ensayo anterior durante 9 dias y se tomaron muestras los dias 1, 2, 3,6 y 9.

Cada medicién se hizo al menos con dos cultivos independientes.

3.4.1 Curva de produccion de hidrogeno y pH. En los dias de toma de muestra,
se registré la producciéon de hidrégeno en la fase gaseosa para cada uno de los
viales con el equipo TETRA GAS (Crowcon, UK). Para determinar el pH una
muestra del cultivo fue centrifugada a 5000 rpm por 3 minutos; 2 ml del
sobrenadante se diluyeron en 18 ml de agua destilada y se midi6 el pH usando el

pH-metro digital Orion 3 Star (Thermo scientific, USA).

3.4.2 Curvade crecimiento microbiano. Como el mucilago de café tiene presencia
de sdlidos suspendidos no se puede medir el crecimiento mediante la densidad
Optica, por esta razon para caracterizar la cepa se realizaron cultivos en medio CYC
pH 7.0 (Agar y liquido Czapek-Dox—Extracto de Levadura—Casaminoacidos)
(Revollo Escudero, Serna Daza, & Hernandez Torres, 2012) (Anexo B), en las
mismas condiciones de agitacion, temperatura y tiempo de cultivo que las pruebas
de producciéon de hidrégeno. La densidad 6ptica a 600 nm se midio a diferentes

tiempos durante el cultivo.
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3.4.3 Acidos grasos volétiles (AGV). Se tom6 una muestra de cultivo en MCFD y
se centrifugé a 5000 rpm, 5 ml de sobrenadante se tomaron para determinar la
concentracion de acidos grasos volatiles siguiendo el método titrimétrico (Anderson

& Yang, 1992) (Anexo E), el control de esta prueba se realizé con MCFD sin indculo.

3.4.4 Azucares reductores totales (ART). Al cultivo se le determiné la
concentracion de azucares reductores totales por medio del método de Miller (Mlller,
1959) (Anexo F). Este método consiste en una reaccion redox entre el acido 3,5
dinitro-salicilico (DNS) y los azucares reductores presentes en la muestra, el control

de esta prueba se realiz6 con MCFD sin in6culo.

3.4.5 Presencia de enzimas extracelulares. Se realizé una prueba cualitativa con
el fin de conocer la presencia de enzimas extracelulares como Amilasas, Celulasas
y Proteasas (Song & Hu, 2006) (Shoichiro, 2008)(Anexo G).

3.4.6 Preservacion de cepas. Cultivos bacterianos en CYC liquido fueron
criopreservados en 20% glicerol y almacenados a -70°C por triplicado (Sambrook &
Russell , 2001).
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4 RESULTADOS

4.1 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE HIDROGENO A PARTIR DE
SACAROSA

La densidad 6ptica determina la absorbancia a través de la muestra, indicando la
turbidez de la misma, este es un método indirecto que ayuda a determinar el
crecimiento bacteriano. La Figura 2 muestra la densidad 6ptica registrada después
de 6 dias de crecimiento en viales con 6 ml de cultivo en CYC liquido. Se observa
crecimiento de todas las cepas en condiciones anaerobias, resaltando mayor
crecimiento en la cepa MFSR 17 y MFSR 3. Algunas cepas no registran densidad
Optica considerable a los 6 dias de crecimiento, esto puede ser debido a que las
células se encuentren realizando actividades de mantenimiento celular, o en fase

de muerte.

Figura 2. Densidad Optica final de las cepas en cultivo anaerobio con CYC liquido.
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Al mismo tiempo se cuantifico la produccion de hidrégeno de cada una de las cepas,
para conocer las cepas que poseen la capacidad de producir hidrégeno a partir de
sacarosa. La Figura 3 muestra la concentracion de hidrégeno en pmol/L en la cual
se evidencia que las cepas MFSR 2, MFSR 3, MFSR 4, MFSR 5, MFSR 8, MFSR
9, MFSR 11, MFSR 13, MFSR 17 y MFSR 20 producen hidrégeno en medio CYC
liguido, destacando con mayor produccion las cepas MFSR 2, MFSR 3 y MFSR 4.

Figura 3. Produccion de hidrégeno en CYC liquido.
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4.2 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE HIDROGENO USANDO
COMO MEDIO DE CULTIVO MUCILAGO DE CAFE

El mucilago de café presenté una relacion de solidos suspendidos de 0,0506 g/ml,
pH 4.41, carbono organico total de 36,17 mg C/L, nitrégeno organico de 783,24 mg
N/L, relacion C/N de 0,04 y demanda quimica de oxigeno de 92184 mg O2/L. La
Figura 4 muestra la produccion de hidrégeno en MCFD de las cepas anteriormente
seleccionadas. Las cepas MFSR 4, MFSR 8 y MFSR 20 registraron produccion de
hidrogeno. Las demas cepas no presentan produccion de hidrogeno,
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probablemente se debe a que el MCFD es una mezcla de sustratos mas dificiles de
metabolizar que la sacarosa, la cual es el principal sustrato en CYC liquido, ademas

es posible que el MCFD tenga limitacion de algunos nutrientes.

Figura 4. Produccion de hidrégeno en MCFD pH 4.41.
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Como se describe en la literatura el pH 6ptimo para el crecimiento es
aproximadamente 7.0 y en vista de la presencia de mayor concentracién de
hidrégeno en CYC liquido con pH neutro, se ajusté el pH del MCFD con NaOH de
4.41 a 7.0. La Figura 5 muestra la produccion de hidrogeno en este medio de cultivo
con las cepas MFSR 4, MFSR 8 y MFSR 20. Se selecciond la cepa MFSR 8 para
continuar con el proyecto pues muestra la mayor produccion de hidrogeno de 50
pmol/L.
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Figura 5. Produccion de hidrégeno en MCFD con pH inicial 7.0.
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4.2.1 Curva de produccion de hidrégeno. La Figura 6 muestra la curva de
produccién de hidrogeno de la cepa MFSR 8, en la cual se observa que al sexto dia
se obtuvo la mayor produccién de hidrégeno (58 pumol/L), a partir de este dia la
concentracion de hidrogeno comienza a descender, esto puede ser causado por un
cambio en el metabolismo hacia el consumo de hidrégeno, dado que las
actinobacterias pueden tener varias clases de hidrogenasas (Sanchez Torres, y
otros, 2013), tales como, hidrogenasa consumidora de hidrogeno e hidrogenasa
reversible, esta Ultima tiene la capacidad de producir y consumir hidrégeno

dependiendo de las condiciones de la siguiente reaccion (Redondas, 2013).

H, & 2H* + 2e~
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Figura 6. Curva de produccion de hidrégeno de la cepa MFSR 8 en MCFD con pH
inicial 7.0 por 9 dias.
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De igual forma, la Figura 7 muestra la curva del pH registrado para los mismos dias,
donde se observa un descenso abrupto del pH en el primer dia de evolucion, esto
debido a la formacion de acidos tales como acido butirico, succinico, propionico,
acético, lactico y férmico, los cuales son productos de diferentes reacciones de
fermentacioén del piruvato (Redondas, 2013), confirmando la existencia del proceso

de fermentacion oscura.
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Figura 7. Curva de pH del MCFD inoculado con la cepa MFSR 8 por 9 dias.

6,5

255

45 i .

Dia

4.2.2 Produccioén de hidrégeno en MCFD enriquecido con diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno. La concentracion de las fuentes adicionales de carbono
fue seleccionada segun el rango de concentraciones que se ha reportado en la
literatura. En la Figura 8 se observa que a los 6 dias de crecimiento en los medios
enriquecidos con fuentes de carbono la producciéon no mejora respecto al control el
cual fue el dato presentado anteriormente en MCFD con pH inicial 7.0, sin ninguna
adicién de fuentes adicionales. La mayor concentracion de hidrogeno se alcanzé
usando 10 g/L de glicerol y 10 g/L de glicerol crudo respectivamente la cual fue 42
pmol/L.
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Figura 8. Produccion de hidrogeno de la cepa MFSR 8 en MCFD enriquecido con

fuentes adicionales de carbono.
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Por otra parte, la concentracion de la fuente adicional de nitrégeno se eligio en base
a los estudios presentados en la literatura (Pérez , Ledn, & Joseph, 2015). La Figura
9 muestra la produccion de hidrégeno en presencia de diferentes fuentes de
nitrégeno, no se evidencia aumento en la concentracion de hidrégeno al cabo de 6
dias con respecto al control, el cual fue la produccion presentada anteriormente en
MCFD a PH 7.0 sin adicion de fuentes adicional adicionales. La mayor
concentracion de hidrégeno alcanzada fue 28 umol/L usando 8 g/L de extracto de

levadura.

Se encontré que la adicion de sustratos adicionales para enriquecer el MCFD no
incidié en el aumento de la produccion de hidrégeno de la cepa MFSR 8, esto puede
ser porque las bacterias usaron las diferentes fuentes de carbono y nitrogeno para
la produccion de otros productos. Cabe resaltar que el pH inicial fue modificado a

7.0, para garantizar el pH 6ptimo para el crecimiento microbiano.
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Figura 9. Produccion de hidrogeno de la cepa MFSR 8 en MCFD enriquecido con
fuentes adicionales de nitrégeno
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4.3 RECONOCIMIENTO DE LAS CEPAS CON MAYOR PRODUCCION DE
HIDROGENO

4.3.1 Curvas de crecimiento microbiano. Se realizé una curva de crecimiento
microbiano de la cepa MFSR 8 para caracterizar la cepa. En la Figura 10 se observa
que la fase de latencia dura aproximadamente 1 dia después de iniciar el cultivo en
CYC liquido, seguido por la fase exponencial que permanece hasta el tercer dia y
continuando con un corto periodo en fase estacionaria antes de comenzar la fase
de muerte. La velocidad especifica de crecimiento maxima encontrada €s W =
0,14 dia™t.
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Figura 10. Curva de crecimiento microbiano en CYC liquido.
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4.3.2 Acidos grasos volatiles (AGV). Diferentes acidos organicos con cadenas de
menos de seis carbonos se producen cuando se lleva a cabo la fermentacion

oscura, dichos acidos se denominan acidos grasos volatiles.

La figura 11 muestra la diferencia de AGV producidos durante 9 dias en el cultivo
de MCFD con pH inicial 7.0 comparado a un control negativo el cual fue MCFD sin
in6culo. Se observa incremento de los mismos desde el primer dia de cultivo, esto
permite confirmar la existencia de un proceso fermentativo debido a que los acidos

volatiles son productos de este proceso
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Figura 11. Curva de acidos grasos volétiles del MCFD con pH inicial 7.0.
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4.3.3 Azucares reductores totales (ART). Durante la fermentacion se lleva a cabo
una oxidacion de los ART por parte de las bacterias, obteniendo como productos
etanol, acido lactico, entre otros. Por lo tanto, se realizé una cuantificacion de ART
para comprobar el consumo de sustrato para la formacion de nuevos productos

mediante diferentes rutas metabdlicas

La Figura 12 presenta el consumo de los ART que se han empleado en la oxidacion
a lo largo de 9 dias en el cultivo de MCFD con pH inicial 7.0, con respecto al control
negativo, el cual fue MCFD sin inéculo. Se observa un consumo considerable desde
el primer dia en comparacion con el control, demostrando que existe un

metabolismo del sustrato hacia la formacién de productos.
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Figura 12. Curva de azlcares reductores totales del MCFD con pH inicial 7.0.
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4.3.4 Presencia de enzimas extracelulares. De acuerdo a los protocolos
seguidos, se repicaron tres colonias independientes en el medio correspondiente y
se dejaron en incubacion por dos dias a temperatura ambiente. En la Figura 13 se
aprecia la ausencia de las enzimas analizadas (proteasas, celulasas y amilasas).
Posiblemente la cepa MFSR 8 produce otro tipo de enzima extracelular para

degradar los compuestos complejos presentes en el mucilago de café.

Figura 13. Presencia de enzimas extracelulares (a) Proteasas, (b) Celulasas, (c)
Amilasas.
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5 CONCLUSIONES

Las cepas MFSR 2, MFSR 3, MFSR 4, MFSR 5, MFSR 8, MFSR 9, MFSR
11, MFSR 13, MFSR 17 y MFSR 20 producen hidrégeno usando como

sustrato sacarosa, en medio CYC liquido a los 6 dias.

Las cepas MFSR 4, MFSR 8 y MFSR 20 registran produccion de hidrogeno
a los 6 dias de cultivo, usando como sustrato mucilago de café fresco diluido

con pH sin ajustar (pH 4,41).

Las cepas MFSR 4, MFSR 8 y MFSR 20 producen hidrogeno usando como
sustrato mucilago de café fresco diluido con pH ajustado (pH 7), siendo la
MFSR 8 la mejor con una produccion de 50 umol/L presentada a los 6 dias

de cultivo.

El enriquecimiento del mucilago de café fresco diluido con diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno no afecta positivamente en la produccion de

hidrégeno.

Realizando los cultivos en mucilago pH 7 se obtiene mayor produccion de

hidrogeno que sin el pH ajustado (pH 4,41).

La inoculacion de la cepa MFSR 8 en los viales se debe hacer
preferiblemente el dia 2 o 3 de crecimiento en cultivo CYC liquido, ya que en

estos dias presenta la fase exponencial de crecimiento.
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6 RECOMENDACIONES

v" Realizar otro método de inoculacion en los viales donde se garantice que la
mayoria de las células del cultivo se encuentren vivas, debido a que la prueba
de Densidad 6ptica (DO) garantiza que existan un determinado de células

pero que no todas estén vivas en el cultivo.

v Realizar una continuacion del proyecto, con el fin de aprovechar los residuos
agroindustriales como mucilago de café, glicerol crudo, suero de leche, entre
otros, modificando variables como pH, temperatura, tiempo de crecimiento o
disponibilidad de nutrientes en los medios para mejorar la produccién de

hidroégeno u otros productos valiosos.
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ANEXOS

ANEXO A. ESQUEMA DE LAS PRINCIPALES RUTAS DE FERMENTACION DE
GLUCOSA IMPLICADAS EN LA PRODUCCION DE HIDROGENO DE
ESCHERICHIA COLI.

Glucosa
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Fuente:

REDONDAS, Vanessa. Obtencién de hidrégeno mediante la fermentacion oscura
de residuos de comida y lactosuero. Trabajo de Doctorado. Lebn, Espafa:

Universidad de Leon. Facultad de Ingenierias. 2013.
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ANEXO B. MEDIO DE CULTIVO CYC CZAPEK-DOX-EXTRACTO DE
LEVADURA-CASAMINOACIDOS.

Componente g/L
Sacarosa 30
Agar Bacterioldgico 15
Casaminoacidos 6
NaNO3 3
Extracto de levadura 2
K2HPO4 1
MgSO4 * 7 H20 0,5
FeS04 * 7 H20 0,01
KCI 0,5

Fuente:

REVOLLO, Enrrigue, SERNA, Oriana, & HERNANDEZ, Jorge. Caracterizacion de
actinobacterias raras, degradadoras de lignocelulosa: demostracién de actividad
lacasa en dos aislados de Tsukamurella sp y Cellulosimicrobium sp. Revista
Colombiana de Biotecnologia [online]. Diciembre 2012, Vol 14. No 2. [Citado 23,
Enero, 2016].
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ANEXO C. ANALISIS FISICOQUIMICO DE MUCILAGO DE CAFE FILTRADO.

LABORATORIO QUIMICO DE Cadigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
POST-ANALITICO Version: 05
Fecha:
, B INFORME DE RESULTADOS 2012/01/16 ‘ ‘
5 Pagina 1 de 2 ‘ j
Informe de resultados No. [-16-089 Fecha de emision: Marzo 15 de 2016

Cliente: ERIKA LUCIA RODRIGUEZ — PROFESORA VIVIANA SANCHEZ

Direccion del cliente: Carrera 16 AW No. 61-60

Solicitud de servicio No. 16-079 No. de muestras: 01

Fecha de recepcion de las muestras: Marzo 02 de 2016

Muestras recibidas por: Amparo Lopez

Fecha de analisis: Marzo 02 de 2016 — Marzo 15 de 2016

1. ANALISIS FISICOQUIMICO

Codificacién de la Muestra: 16-079-01 Tipo de muestra: Puntual

Identificacion de la muestra: MUCILAGO FRESCO

Matriz de la muestra: Agua Cruda

Muestreo realizado por: El Cliente

Lugar y punto de muestreo: Mesa de los Santos / Hacienda El Roble

Fecha del muestreo: Diciembre 20 de 2015

PARAMETRO RESULTADO METODO
Carbono Organico Total (mg C/L) 36,17 Espectrofotométrico/ SM 5310 C
Nitrégeno Organico (mg Norg/L) 783,24 Kjeldahl/Titrimétrico/ SM 4500-NorgC
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Relacién Carbono Nitr6geno

0,04

Relacién Matematica

Demanda Quimica Oxigeno (mg Oz/L)

92184

Titrimétrico -Reflujo Cerrado/SM 5220 C

Observaciones: Ninguna

Nota 1: Estos resultados son validos nicamente para las muestras analizadas y reportadas por el

laboratorio.

Nota 2: En caso de ser copia del resultado original se realizara la siguiente aclaracion: Copia del

resultado original.

aclarar y/o resolver su requerimiento.

Estimado cliente: Para nosotros es muy importante conocer sus inquietudes, sugerencias,
felicitaciones, quejas y/o reclamos en los servicios prestados por el laboratorio, con el propésito de
mejorar nuestros servicios. Le agradecemos que se comunique con el laboratorio, donde un miembro

del personal amablemente recibira su solicitud y pronto estaremos en comunicacién con usted para

Informe de resultados No.

Revis6 y aprobo:

'\RQOIQ&UQTQ:F

Luz Yolanda Vargas Fiallo
Directora del Laboratorio
Quimica. M.Sc Quimica UIS
MP PQ 1144

Elabor6: Amparo Lépez G

[-16-089

Solicitud de servicio No. 16-079
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ANEXO D. MEDIO MINIMO DE SALES.

Componente g/L
H3BOs3 0,3
CoClz - 6H20 0,2
ZnS04 - 7TH20 0,1
MnClz - 4H20 0,03
NaMoOs - 2H20 0,03
NiClz - 6H20 0,02
CuSOs4- 5H20 0,01
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ANEXO E. PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS
VOLATILES Y ALCALINIDAD TOTAL, ESTAS DOS ULTIMAS USANDO EL
METODO TITRIMETRICO.

) BIOQUIMICA DE LA DIGESTION ANAEROBIA
/ DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES
Y ALCALINIDAD TOTAL
4 METODO TITRIMETRICO

Definicion
Los acidos grasos volatiles -AGV- son &cidos organicos (acético, propionico, butirico
y lactico) producto de la fermentacion de carbohidratos, lipidos y proteinas por
bacterias acidogénicas durante la digestion anaerobia. La alcalinidad es una medida
de la capacidad de una muestra de neutralizar &cidos. Los carbonatos y
bicarbonatos son los compuestos que mas contribuyen a la alcalinidad total -AT- y
se forman por reaccién del diéxido de carbono con la materia organica.
Fundamento
Cuando una muestra se lleva a pH 3.0 con HCL 0.1N, el bicarbonato presente es
convertido en diéxido de carbono; los &cidos grasos volatiles -AGV- estan presentes
en forma no ionizada en la solucion. Cuando la muestra se somete a calentamiento
hasta el punto de ebullicion con un sistema de condensacion para remover el CO:z
y posteriormente se titula con NaOH 0.1N hasta pH 6.5, los &cidos grasos volatiles
son convertidos a su forma disociada. Los equivalentes de bicarbonato y &cidos
grasos se pueden calcular a partir de los volumenes de acido y base utilizados en
la titulacion.
Procedimiento
1. Centrifugar entre 7 y 20 mL de muestra (el volumen depende de los sélidos que
ésta tenga) a 5000 rpm por 30 minutos en un tubo Falcon de 50 mL.

2. Pasar el sobrenadante a un tubo o vaso de precipitado y medir el pH inicial.
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3. A5 mL de la muestra, adicionar 25 mL de agua destilada -AD- y llevar a la plancha
de agitacion usando agitador magnético (perla) en vaso de 50 mL.

4. Medir nuevamente el pH. Si es mayor de 6.5, se agrega HCI 0.1N hasta pH 6.5
para iniciar la titulacion con HCI 0.1N hasta pH 3.0. Anotar el volumen utilizado
(A).

5. Pasar la muestra a un balon de destilacion, conectar al equipo y calentarlo con
mechero o estufa hasta ligera ebullicion por 2 min.

6. Desmontar el balon del destilador e introducirlo en hielo para hacer choque
térmico.

7. Pasar la muestra al vaso y llevarla nuevamente a agitacion con la perla mientras

se mide el pH y se adiciona NaOH 0.1N hasta pH 6.5. Anotar el volumen gastado

(B).

Célculos

Para hallar la concentracién de AT y AGV, se despeja la ecuacion:

Vl*C1:V2*C2

AT: Se expresa como carbonato de calcio (mg CaCOs/L). Entonces:
A+ N HCl

En donde:
A = Volumen de HCI utilizado
NHCI=0.1 Vol. muestra=5mL
50000 = 50 mg CaCO3/meq x 1000 mL/L
AGV: Se expresa como acido acético (mg acido acético/L). Entonces:

o B+ N NaOH
AGV (mg Ac. Acético/L) = ——— 60000
Vol.muestra

En donde:

B= Volumen de NaOH utilizado
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N NaOH=0.2  Vol. Muestra= 5ml
60000= 60 mg Ac. Acético/ meg* 1000 ml/L

Fuente:

ANDERSON,G.. And YANG, G., 1992. Determination of bicarbonate and total
volatile acid concentration in anaerobic digesters using a simple titration. Water

Environment Research 64, 53-59.
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ANEXO F. PROTOCOLO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE
AZUCARES REDUCTORES POR MEDIO DEL METODO DNS.

Protocolo DNS

Para la aplicacion del método DNS de Miller se necesita preparar el reactivo DNS
con el fin de determinar los azucares reductores presentes en los medios de cultivo
que utilizaremos en la produccion de surfactina. El procedimiento se indica a

continuacion:

Preparacion reactivo DNS

1. Disolver 8g de NaOH en agua destilada

2. Adicionar 150 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado y 5g de DNS
(acido3,5-dinitrosalisilico)

3. Con un agitador magnético agitar la mezcla hasta que se disuelva
completamente el DNS

4. Aforarla mezcla a 500mL con agua destilada y almacenar en un frasco ambar
a 4°C.

El procedimiento anterior debe realizarse en ausencia de luz. La concentracion de
azucares reductores se determina utilizando una curva de calibracién absorbancia

en funcién de concentracion, utilizando glucosa.
Para obtener esta curva se requiere:

1. Preparar 5 muestras que contengan concentraciones de glucosa las cuales
varien de 200-1000 mg/L. Ademas, se debe utilizar una muestra denominada
“Blanco” la cual seria la base y tendria una concentracion de Omg/L de

glucosa.
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2. Mezclar 0,5 mL de cada una de las 6 muestras preparadas anteriormente con
0,5mL del reactivo DNS almacenado.

3. Ebullir por 5 minutos en bafio de maria e inmediatamente detener la reaccion
con bafo de agua y hielo.

4. Reconstruir las muestras con 5mL de agua destilada.

5. Agitar y dejar en reposo por 15 min.

6. Determinar la absorbancia de las muestras en un espectro-fotometro a una
longitud de onda de 540nm.

7. Realizar el procedimiento anterior 3 veces y con el promedio determinar la
curva de calibracion de la glucosa, teniendo en cuenta que el R"2 debe ser

mayor a 0,96 y la desviacion estandar de 10% maximo.

Fuente:

AVILA R., RIVAS B., HERNANDEZ R., CHIRINOS M. Contenido de azucares
totales, reductores y no reductores en Agave cocui Trelease. Centro de
Investigaciones en Ciencias Béasicas, Universidad Nacional Experimental Francisco
de Miranda, Nudcleo Académico Los Perozos. Santa Ana de Coro, Falcon,

Venezuela.
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ANEXO G. IDENTIFICACION CUALITATIVA DE BACTERIAS PRODUCTORAS

DE AMILASAS, PROTEASAS Y CELULASAS.
1

Medio para el ensayo de amilasa.

Componente g/L
Almidon soluble 5
Extracto de levadura 1
Triptona 2
CaCl2 0,0032
MgCl2 0,1
K2HPO4 0,36
NazHPO4 1,3

Medio para el ensayo de proteasas.

Componente g/L
Leche en polvo descremada 10
Extracto de levadura 3

Medio para el ensayo de celulasas.

- 10X M9 bufer (pH 7.0)

Componente g/L
NazHPO4 60
KH2PO4 30
NaCl 5
NH4Cl 10

- Platos (1 L)

Componente

10X M9 bufer 100 ml

! Para todos los medios se le agregaron 15 g/L de agar
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Extracto de levadura 19
Fuente:

SONG Yu, and HONG Hu. (2006). Isolation and characterization of thermophilic
bacteria capable of lysing microbial cells in activated sludge. IWA Publishing [online].

Febrary 2006, No 9. [Cited 24th, January,2016]. p 35-43.

SHOICHIRO, M. Screening of cellulolytic bacteria. Ogawa Laboratory Protocol. 2008
[Cited 23th March, 2016].
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