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Abstract

Se enfoca principalmente en la mejora de los tratamientos anaerobios de efluentes de la industria
lactea. Se trata de una primera aproximacién al desarrollo de un in6culo de bacterias capaces de

contribuir a la degradacion de grasas o sus derivados en un reactor de digestién anaerobia.

El procedimiento consistié en un seguimiento de dos enriquecimientos distintos. Para ello, se inoculé
en un medio anaerobio mineral minimo, una muestra de un lodo proveniente de un digestor de grasa.
A cada medio se le adicioné un sustrato derivado de la degradacion de grasa: glicerol o acido oleico.
Las inoculaciones fueron incubadas a 37°C y 55°C durante aproximadamente 1 mes. En cada
enriguecimiento se midio la produccion de gas asi como el consumo del sustrato, y se estudid la
comunidad microbiana con la técnica de Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-

RFLP), en los tiempos iniciales y finales de la incubacion.

Como resultado del seguimiento, se obtuvo produccién de gas asi como una disminucién de los
sustratos a lo largo de la incubacién. Ademas, el estudio de la comunidad microbiana evidencié una
variacion en la misma entre los tiempos iniciales y finales de la incubacion. Esto podria indicar que

la comunidad microbiana se adapt6 a la degradacién de los sustratos durante la incubacién.

Este proyecto permiti6 una primera aproximacion al desarrollo de un inéculo especializado en
mejorar la degradacién de grasas y sus derivados en un reactor anaerobio. Permiti6 ademas
proyectar la posibilidad de una continuacién del mismo, incorporando andlisis mas exhaustivos de
la comunidad microbiana asi como de las reacciones metabdlicas que toman lugar en los

enriquecimientos.



Palabras clave

Comunidades microbioldgicas, digestor de grasas, degradacién anaerobia, degradacién de lipidos,
glicerol, acido oleico, acidos grasos, industria lechera, inoculantes, Terminal-Restriction Fragment
Length Polymorphism.



INDICE

1. INTRODUCCION 8
1.1. Los efluentes industriales
1.2. Tratamientos preliminares de los efluentes industriales
1.3. LaIndustria lactea en Uruguay 10
1.4. Tipos de digestores anaerobios 12
1.5. Degradacién anaerobia 13
1.6. Microbiologia de la degradacion anaerobia 14
1.7. Etapas y microbiologia de la degradacion anaerobia de lipidos 15
1.8. Técnicas moleculares para el estudio de comunidades microbianas 18
1.9. Latecnologia de la 454- pirosecuenciacion 21
1.10.  Antecedentes de aplicaciones para aumentar la degradacién de lipidos 23
2. OBJETIVOS 25
2.1.  Objetivo general 25
2.2. Objetivos especificos 25
3. METODOLOGIA 26
3.1. Sistema de tratamiento 28
3.2.  Andlisis de la comunidad microbiana de una muestra de lodo del reactor R3
mediante 454- pirosecuenciacion de los genes de ARNr 16S 31
3.3.  Muestreo y procesamiento de las muestras 31
3.4. Enriquecimientos anaerobios 31
3.5. Andlisis de la comunidad microbiana 33
4. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION 39
4.1. Produccion de gas por degradacion anaerobia de glicerol 39
4.2. Determinacion de la presencia de glicerol 43
4.3. Produccion de gas por degradacion anaerobia de acido oleico 46
4.4. Determinacion de la presencia de acido oleico a7
4.5. Andlisis de la comunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S 48
4.6. Andlisis de la comunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S en las
muestras de los enriguecimientos de glicerol 50
4.7. Andlisis de la comunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S en las
muestras de los enriquecimientos de acido oleico 54
4.8. Comparacion de los resultados obtenidos en los dos enriquecimientos 58
4.9. Andlisis de la 454- pirosecuenciacion de la muestra de lodo del digestor de
grasa 59
5. ANALISIS ECONOMICO 62

6



6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. ANEXO

63
64

68



1. INTRODUCCION

1.1. Los efluentes industriales

Los efluentes industriales son liquidos extremadamente heterogéneos que resultan de un proceso
de extraccion o de transformacion de materia prima, a los efectos de fabricar un producto industrial.
La cantidad y composicion de los efluentes varia en funcion de la industria de la cuél provienen (1).
En general, tienen compuestos organicos o bioldgicos , que son principalmente residuos cloacales,
microorganismos y algas. También pueden encontrarse compuestos quimicos inorganicos, como
por ejemplo nitratos, nitritos, metales pesados y sales. Asi como compuestos quimicos organicos
de los cuales se destacan los fenoles, hidrocarburos y detergentes. Por Ultimo, pueden contener
presencia de solidos suspendidos como basura y arcilla. La temperatura, coloraciéon y olor le

confieren sus caracteristicas fisicas (2).

La contaminacion ambiental se describe como la incorporacion de sustancias sélidas, liquidas,
gaseosas 0 mezcla de ellas que alteren desfavorablemente, las condiciones naturales de un medio
y/o puedan afectar la sanidad, la higiene o el bienestar publico (3).

Al verter los efluentes industriales directamente al medio-ambiente, los rios o aguas subterraneas
alcanzados por los mismos sufren variaciones en su composicion, temperatura, pH y coloracion.
Esto impacta en los medios naturales provocando un desequilibrio en la flora y fauna del eco-

sistema, pudiendo ocasionar repercusiones irreversibles en la salud de los animales y humanos (4).

Por ello, es requerido un tratamiento de los efluentes industriales antes de su liberacién directa al
medio-ambiente, previniendo asi toda contaminacion posterior. Sin embargo, los efluentes son

particulares de cada industria y por consecuente requieren de tratamientos especificos (2).

1.2. Tratamientos preliminares de los efluentes industriales

Es fundamental conocer en profundidad los efluentes industriales. Esto es su composicion y
concentraciéon de contaminantes, con el fin de aplicar el tratamiento mas apropiado a cada uno,
logrando la mayor descontaminacién al menor costo. Otro factor a tener en cuenta es la obtencion
de un producto con valor agregado luego del tratamiento lo cual podria disminuir los costos del

mismo (1).



Los efluentes se caracterizan de acuerdo a parametros fisicos y quimicos. Por fisicos se entienden
las caracteristicas organolépticas, temperatura, turbidez, contenido en sélidos y conductividad. Los
parametros quimicos se pueden organizar en materia organica y materia inorganica.

Dentro de materia inorganica se incluye la acidez, la presencia de sulfatos, cloruros, nitratos, nitritos,
cianuros y metales toxicos. La caracterizacion de la materia organica se divide en parametros que
informan sobre la materia organica en general, como la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), la
Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBOs), el Carbono Orgéanico Total (COT) o sobre la presencia de
sustancias especificas (aceites y grasas, detergentes, fenoles, etc). Por ultimo, se utiliza también
como parametro la presencia de distintos microorganismos, como bacterias, hongos, algas y

protozoos (5).

En general, el contenido de materia orgénica es el pardmetro de mayor utilidad en el andlisis de
efluentes industriales. La demanda quimica de oxigeno (DQO) mide la cantidad de oxigeno
necesaria para oxidar quimicamente a la materia organica. La demanda biolégica de oxigeno (DBOs)
indica la presencia y biodegradabilidad de la materia organica. Es una forma de estimar la cantidad
de oxigeno que se requiere para estabilizar el carbono organico y de saber con qué rapidez la
materia va a ser metabolizada por las bacterias, que normalmente se encuentran presentes en las

aguas residuales (6).

Los distintos tratamientos que se aplican a los efluentes industriales dependeran del nivel de
contaminacion medido a través de los parametros explicados anteriormente y de las normas
vigentes en casa pais, y en la zona de ubicacion de las plantas de tratamiento.

Existen tres categorias de tratamientos, que se suelen usar combinados. El tratamiento primario, se
usa para la eliminaciéon de los solidos en suspension y de materiales flotantes. El tratamiento
segundario, se basa en tratamientos biol6gicos convencionales, y consiste en una serie de
reacciones quimicas producidas por microorganismos (aerobios o anaerobios) que actlan sobre la
materia orgénica. Por Ultimo, el tratamiento terciario o avanzado consiste en eliminar aquellos
compuestos - como por ejemplo el amonio, sulfdrico, entre otros - que son de dificil eliminacién con
los tratamientos anteriores, y es de gran importancia en casos de re-utilizacion del efluente, dado
gque se necesita alcanzar una mejor calidad del mismo (8). En la Figura 1 se presentan ejemplos de

los procedimientos que aplican a cada tipo de tratamiento.



Tratamiento primario

*Cribado o desbrozo
*Sedimentacion
*Flotacion

*Separacion de aceites
*Homogeneizacion
*Neutralizacién

Tratamientos secundarios

*Lodos activos

*Aireacién prolongada

«Estabilizacién por contacto

*Lagunaje con aireacion

«Estabilizacién por lagunaje

*Filtros biolégicos (percoladores)

*Discos biologicos

* Tratamiento anaerobios: procesos de contacto, filtros (sumergidos)
*Otros

Tratamiento terciario o avanzado

*Microtamizado

«Filtracion (lecho de arena, antracita, diatomeas...)
*Precipitacion y coagulacion

* Adsorcién (carbon activado)

*Intercambio inénico

+Osmosis inversa

«Electrodialisis

*Cloracion y ozonicacion

*Procesos de reduccion de nutrientes

*Otros

Figura 1. Tipos de tratamientos de efluentes industriales. Adaptado de Ramalho R.S. (1996).

1.3. Lalndustria lactea en Uruguay

El sector lacteo uruguayo ha venido aumentando su produccion y exportaciones desde 1975. Entre
los aflos 2003 y 2011, el crecimiento fue aun mas importante, alcanzando un 52 % a una tasa
acumulativa anual de 6,2 %, siendo superada solo por la de China. Valores menores fueron
registrados a nivel de la produccion mundial de lacteos, con un crecimiento de 14% en el mismo
periodo, concentrado principalmente en la Union Europea y Estados Unidos, y en una menor medida

en India, Rusia, China y Brasil (9).



En el afio 2013, se reportdé una produccion anual de 2,4 mil toneladas de productos lacteos en
Uruguay (10). Posicionandolo como el mayor productor de leche per capita de América Latina, con
412 litros por habitante. Tiene ademas un consumo de 228 litros por habitantes cada afio, que
también lo ubica en primer lugar en el continente (9). Cada afio se obtienen alrededor de 4 millones

de m3 de residuos de la produccién de lacteos cada afio (11).

El sector lacteo nacional, estd compuesto por unas 35 industrias habilitadas por el Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca. El 93% de la produccion es realizada por las 7 empresas mas
grandes. Entre estas se encuentran la empresa Conaprole que capto el 65 % de la leche nacional,
Ecolat e Indulacsa captando 7% cada una. El 5 % restante es captado por empresas Micro,
Pequefias y Medianas (MIPYMES) que suman un total de 29 empresas. .Entre estas se destaca la

empresa Coleme que capta aproximadamente un 1 % de la leche nacional (12).

En las industrias lacteas se producen una diversidad de productos con procesos productivos
diversos como ser la produccién de leche pasteurizada, leche y suero de leche en polvo, queso,
manteca, leche evaporada, helado, y yogurt. Estos productos tienen altos valores de DBOs y DQO,
alrededor de 250 veces mas que el contenido en las aguas residuales domésticas (7, 8,13,14,15).
El agua utilizada en una planta de procesamiento de lacteos se asocia principalmente a las
actividades de limpieza y lavado de pisos, botellas, vehiculos, y la “limpieza a lugar” (del inglés Clean
in Place o CIP) de los equipamientos de la fabrica. Por ello, se espera que los efluentes tengan una
carga organica relativamente alta, siendo los mayores contribuidores la lactosa, grasas y proteinas
(principalmente caseina), al igual que un alto nivel de nitrégeno y fésforo que se relacionan con las
proteinas de la leche. La amplia variedad de compuestos contaminantes implica la necesidad de un
tratamiento secundario (16). En general las industrias de lacteos cuentan con una planta de

tratamiento que se localiza dentro del territorio de la misma (7).

En estas plantas de tratamiento, los sistemas anaerobios son uno de los tratamientos mas usados
(11). La digestion anaerobia es un proceso realizado por un consorcio de microorganismos
(comunidad) en ausencia de aceptores de electrones exdgenos. Hasta un 95% de la carga orgénica
en los efluentes puede ser transformada a biogas (metano, hidrégeno y dioxido de carbono). Este
es el tratamiento de preferencia, qye que comparado con el tratamiento aerobio, es percibido como
mas econdmico, principalmente por los bajos requerimientos energéticos. Ademas el gas metano
generado durante la digestion anaerobia puede ser utilizado como fuente de energia. Entre otras
ventajas frente a los tratamiento aerébios se encuentran, la generacion de menor cantidad de lodo,
reduciendo los tipicos problemas de la eliminacion del mismo, los requerimientos nutricionales bajos

(17), y por altimo la no generacion de olores, dado que se trata de reactores cerrados (18).
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Hay ciertas desventajas que se asocian a estossistemas, entre ellas se encuentra los altos costos
capitales, los controles esctrictos de las condiciones de operacion, la sensibilidad a las variaciones
del flujo de alimentacion de los reactores y a las concentraciones organicas, asi como a compuestos
téxicos (19). Ademas las temperaturas operacionales deben ser mantenidas alrededor de 33-37°C

para una cinética eficiente (19).

1.4. Tipos de digestores anaerobios

La digestion anaerobia tiene una larga historia en el campo del tratamiento de las aguas residuales.
Los digestores se han ido adaptando para satisfacer los requerimientos de cada planta de
tratamiento. La gran variedad de digestores anaerobios pueden ser clasificados en funcién del tipo
de crecimiento bacteriano que comprenden. Se tiene por un lado los reactores con una biomasa

suspendida y por otro lado los reactores con retencién de la biomasa (20).

Los reactores con una biomasa suspendida pueden tener dos tipos de sistemas. Por un lado, un
sistema de recirculacion que genera una separacion de los microorganismos en un decantador como
es el caso de los reactores de contacto anaerobio (ACP). El sistema sin recirculacion permite una
distibucién uniforme de concentraciones, tanto de substrato como de microorganismos, y es el caso

de los reactores de mezcla completa (CSTR) (20).

Los reactores con retencion de bacterias evitan la formacion de una mezcla. Los dos principales
meétodos de retencion son la inmovilizacibn sobre un soporte como es el caso de los filtros
anaerobios y de los lechos fluidizados, y la agregacion o floculacién de biomasa y su retencién por

gravedad como es el caso de los reactores de lecho de lodos (UASB) (Figura 2) (20).

Biogas
Effluent
Effluent
Trap
ved N
T I Granular bed
T Pure
| oot__| |
- —
-
Foed Feed

Figura 2. Algunos ejemplos de los principales reactores anaerobios con fijacion de microorganismos
para el tratamiento de efluentes. Se observa un digestor anaerobio con filtro (izq.), un reactor de lecho fluido
(cent.) y un reactor UASB (der.) (15, 16, 17, 18).
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1.5. Degradacion anaerobia

La degradacién anaerobia es un proceso microbioldgico de descomposicién de la materia organica
en ausencia de oxigeno, y concluye con la produccién de biogas (principalmente metano y diéxido
de carbono) y digestato (sustratos descompuestos). La energia producida por la degradacién no se
manifiesta como calor, sino que reside principalmente en el biogas producido. La degradacion
anaerobia y la produccion final de biogas se dan por una serie de procesos relacionados. La materia
inicial es continuamente degradada a unidades menores. Microorganismos especificos estan
involucrados en cada paso individual, y descomponen sucesivamente el producto del paso anterior.
En la Figura 3, se muestran los cuatro pasos principales de la degradacion anaerobia: la hidrélisis,
la acidogénesis, la acetogénesis y la metanogénesis. Estos procesos son paralelos en el tiempo y
en el espacio en un tanque digestor. La velocidad de descomposicién dependera de la reaccion mas
lenta de la cadena (19).

Carbo-hydrates Supgars —
» Carbon acids
Alcohols
. Acid acetic Meth
Fats -+ Fattyacids = — —» Carbon dioxide . STOS
Hydrogen
Hydrogen
—#= Carbon dioxide
Proteins 4=  Amino acids = — Ammaonia
S e M N —
HYDROLYSIS ACIDOGEMESIS ACETOGENESIS METHANOGEMESIS

Figura 3. Etapas del proceso principal de degradacién anaerobia. Fuente: Seadi T.A. et al, 2008 (19).

- Primera etapa: la hidrolisis

En la hidrdlisis, la materia organica formada principalmente de polimeros, es descompuesta a
unidades mas chicas, como monémenors y oligébmeros. Por ejemplo, polimeros como polisacaridos
son convertidos a monosacaridos, lipidos a acidos grasos y glicerol, y proteinas a aminoacidos (25).
Estas conversiones son posibles por la presencia de enzimas excretadas por microorganismos
hidroliticos. Asi, las enzimas, como lipasas, celulasas, celobiasas, xilanasas, amilasas y proteasas,

son capaces de convertir los biopolimeros en unidades mas simples y solubles (25).
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- Segunda etapa: la acidogénesis

Durante la acidogénesis, los productos de la hidrélisis son convertidos por bacterias acidogénicas
(fermentativas) en sustrato metanogénicos. AzUcares simples, aminoacidos y acidos grasos son
degradados a acetato, dioxido de carbono e hidrogeno (70%) asi como a acidos grasos volatiles
(AGV) y alcohol (30%) (25).

- Tercera etapa: la acetogénesis

En la acetogénesis, los productos de la acidogénesis que no pueden ser convertidos directamente
a metano por bacterias metanogénicas, son convertidos primero a sustrato metanogénicos. Es el
caso de los AGV y alcohol, los cuales son oxidados a sustrato metanogénicos como acetato,
hidrégeno y diéxido de carbono. La producciéon de hidrégeno aumenta la presién parcial de
hidrégeno inhibiendo el metabolismo de las bacterias acetogénicas, por ello, la reacciones de
acetogénesis y metanogénesis se dan en paralelo, permitiendo que los organismos metanogénicos-
hidrogendficos conviertan el hidrogeno en metano, desinhibiendo a los organismos acetogénicos
(25).

- Ultima etapa: la metanogénesis

Durante la metanogénesis, la produccién de metano y dioxido de carbono es realizada por
organismos metanogénicos. El 70% del metano formado es originario del acetato, mientras que el
restante 30% es producido por la conversién de hidrégeno y diéxido de carbono. Este paso es critico
para el proceso entero de degradacién anaerobia, ya que es el que tiene la reaccion biogquimica mas
lenta. La misma es severamente influenciada por las condiciones de operacién, tal la composicién
del influente, la velocidad de alimentacién, temperatura y pH, entre otras. Una sobrecarga del
digestor, cambios de temperatura o entradas de oxigeno pueden dar por terminada la produccién

de metano (25).

1.6. Microbiologia de la degradacion anaerobia

La degradacién anaerobia requiere de reacciones consecutivas y sinergisticas entre cuatro grupos
de microorganismos: bacterias hidroliticas, bacterias fermentativas y [-oxidacion, bacterias

acetogénicas y organismos metanogénicos (25).
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- Las bacterias hidroliticas

Las bacterias hidroliticas producen enzimas extracelulares que degradan la materia organica a
monomeros solubles. Las bacterias reconocidas por ser hidroliticas y participar en la fase de
hidrélisis de la materia organica son las especies pertenecen a los géneros Clostridium, Bacteroides,

Staphyloccocus, Acetovibrio y Coprothermobacter. (26, 27, 28, 29)

- Las bacterias fermentativas y B-oxidacion

Las bacterias fermentativas y f-oxidacion convierten los mondémeros en acidos organicos, alcoholes
y cetonas, CO:2 y Hz Entre ellas, se destaca el género Clostridium, y las bacterias del acido lactico
(30).

- Las bacterias acetogénicas

Las bacterias acetogénicas convierten los acidos grasos y alcoholes en acetato, CO:2 y H2, para ser
usados por los organismos metanogénicos. Su particularidad reside en que a presiones altas (si se
acumula mucho Hz y sube la presion parcial de H2) se inhiben. Su estrecha relacién con los
organismos metanogénicos se manifiesta por la reduccion de la presion parcial del Hz por parte de
las ultimas, permitiendo asi la actividad de las acetogénicas. En este grupo se encuentran las

bacterias Syntrophobacterwolinii, Syntrophomonaswolfei (31, 32).

- Los organismos metanogénicos

Los organismos metanogénicos son particularmente sensibles al oxigeno y no son capaces de
utilizar productos complejos. Su metabolismo energético se dirige exclusivamente a la produccion
de metano. Su crecimiento se caracteriza por ser lento, de 3 dias a 35°C y 50 dias a 10°C. En esta
categoria se dividen las bacterias metandgenas-hidrogenotréficas, como por ejemplo los géneros
Methanobacterium, Methanospirillum, y las bacterias metandgenas-acetotroficas o acetoclasticas
como los géneros Methanosarcina, Methanosaeta. Ademas, estas bacterias compiten con las
bacterias sulfatorreductoras, que incluyen géneros como Desulfovibrio, por los mismos sustratos
(33).

1.7. Etapasy microbiologia de la degradaciéon anaerobia de lipidos

La hidrdlisis anaerobia de lipidos (Figura 4) produce glicerol y acidos grasos libres (LCFAs del inglés
Long Chain Fatty Acids) por lipasas extracelulares que son secretadas por bacterias acidogénicas.
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Figura 4. Reaccion de hidrolisis de un lipido (triglicérido) a acidos grasos y glicerol. Fuente: Martin Dion,
2010).

La consecuente conversion de los productos de la hidrdlisis de lipidos se da dentro de las células
bacterianas. El glicerol es convertido a acetato durante la acidogénesis mientras los &cidos grasos
libres (LCFASs) son convertidos a acetato e hidrogeno a través de la ruta de B-oxidacion, con la
participacion de bacterias acetogénicas en sintrofia con organismos metanogénicos-
hidrogenotroéficos y metanogénicos-acetoclasticos (31). Esta conversion es lenta en comparacion
con la hidrélisis anaerobia de lipidos y ademas esta limitada por la presién parcial de hidrégeno en
el medio, y por ende condicionada por la cooperacion de microorganismos consumidores de
hidrégeno.

Se conocen alrededor de 10 especies y/o subespecies que son capaces de degradar
anaerébicamente los acidos grasos libres con mas de 4 y hasta 18 atomos de carbonos. Todas
pertenecen a las familias Syntrophomonadaceae (32,34, 35) y Syntrophaceae (36). Particularmente,
los &cidos grasos libres con mé&s de 18 atomos de carbono son usados por las bacterias
Syntophomonas sapovarans (37), Syntrophomonaswolfeisubsp. Saponavida (38) Syntrophomonas
curvata (39), Thermosyntropha lipolytica (40) y Syntrophus acidritrophicus (36). Ademas, entre estos
organismos, se diferencia la capacidad de consumir acidos grasos libre mono y/o poliinsaturados
(con mas de 12 atomos de carbono), pero aln no se conoce porqué algunos tienen mayor facilidad
por dicho consumo. Particularmente, se han encontrados microorganismos pertenecientes a los filos

Firmicutes y Proteobacteria como posibles degradadores de oleico (32).

Segun D.Z. Souza et al., (41) la degradacién metanogénica del acido oleico se da siguiendo una
combinacion de las reacciones de degradacion, de metanogénesis-hidrogenotrofica y de

metanogénesis-acetoclastica (Tabla 1).
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Tabla 1.Degradacion anaerobia del acido oleico. Reacciones que de la conversién sintréfica del acido oleico
durante la degradacion anaerobia. Adaptado de D.Z. Souza et al. (2007).

Degradacion del acido oleico CygH3305 + 16H,0 —» 9C,H;0; + 15H, + 8H™

Metanogénesis-hidrogénotrofica 4H, + HCO3 + H* - CH, + 3H,0

Metanogénesis-acetoclastica C,H;07 + H,0 - HCO3 + CH,

Debido a la lenta degradacion de los &cidos grasos libres, en contraste con una rapida degradacion
de los lipidos, se genera una acumulacién de acidos grasos libres, y de productos segundarios
(41,42). Esta acumulacién ha demostrado ocasionar inhibicion de la degradacion de las bacterias
acetogénicas y metanogénicas-hidrogénotréficas (43). Sin llegar a tal punto, la acumulacién

mencionada puede provocar una menor produccién de gas comparado con lo esperado.

La degradacién anaerobia de glicerol fue establecida por Bielb et al. a través de una ruta reductiva
y otra ruta oxidativa. En la ruta reductiva, el glicerol es deshidratado por una enzima (glicerol
dehidratasa), produciendo 3-hidroxipropionaldehido que es a su vez reducido a 1,3 propanediol,
mediado por la enzima 1,3 propanediol deshidrogenasa. En la ruta oxidativa, el glicerol es
deshidrogenado por la enzima glicerol deshidrogenasa, formando dihidroxiacetona, que tras unas
fosforilacion es mediado por la enzima dihidroxiacetona quinasa, para ser convertido a succinato.
Este altimo es convertido a propionato o a piruvato. De aqui en mas, las reacciones que forman
compuestos a partir del piruvato dependen de diversas condiciones que median la reaccion,
pudiéndose formar compuesto mas simples como 2,3-butanediol, lactato, butirato, etanol, formiato,

acetato, hidrogeno, y didxido de carbono (44,45).

Por un lado, la limitacion principal para la degradacion del glicerol es la acumulacion de
intermediarios de la degradacién o de metabolitos. La acumulacion de intermediarios que se debe
a una diferencia en la velocidad de consumo, puede ocasionar sobrecarga organica en el reactor y
desestabilizar las condiciones 6ptimas de degradacién (45). Por otro lado, la presencia de
microorganismos capaces de formar los compuestos formiato, acetato, hidrégeno y dioxido de
carbono (en la forma de bicarbonato) es fundamental para la consecuente formacion de metano.

Las bacterias acetogénicas no pueden llevar a cabo estas reacciones sin la previa remocion de H:
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del medio, esto es principalmente la responsabilidad de arqueas metanogénicas-hidrogenotréficas
(46).

Los microorganismos involucrados en la degradacion anaerobia de glicerol fueron reportados
pertenecientes a los géneros Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Clostridium, Lactobacillus,
Bacillus, Anarobiospirillum, Actinobacillus y Proponiobacterium. Sin embargo, en recientes estudios
realizados por B.T. Maru et al. (47), se han confirmado la capacidad de degradadacién de glicerol,
de bacterias pertenecientes al orden Thermotogales, principalmente los géneros Thermotoga y
Kosmotoga.

La degradacion anaerobia de glicerol fue descrita por Buswell y Muellepi (48). De ésta degradacion,
la reaccién de metanogénesis fue adaptada por M.B.Viana et al. (43) y la reaccién de acetogénesis
por B.T. Maru et al. (47). Estos ultimos se enfocaron particularmente en el metabolismo de

Kosmotoga. Ambas ecuaciones se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Degradacién anaerobia del glicerol. Produccion de gas hidrégeno y de gas metano por la
degradacion anaerobia del glicerol. Adaptado de M.B. Viana et al. (2012), y B.T. Maru et al. (2013).

Acetogénesis  C;Hg03 — C,H;0; + HCO3 + 3H, + 2H*

Metanogénesis C;HgO3 — 1.75CH4 + 1.25C02 + 0.5H20 (2)

1.8. Técnicas moleculares para el estudio de comunidades microbianas

Las comunidades microbiana son el conjunto de especies microbianas que coexisten en un lugar y
tiempo. De la gran diversidad de microorganismos solo se han aislado y descrito y/o caracterizado
algunos miles. Esto se debe principalmente a que unos cuantos organismos — organismos ho
cultivables - de muestras ambientales no son capaces de crecer en medios nutritivos en las
instalaciones de un laboratorio (49). Esta es la razén por la cual se han desarrollado diferentes
estrategias, principalmente moleculares, para identificar y/o caracterizar a las comunidades

microbianas sin necesidad de cultivo.
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Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

El método Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) es uno de los métodos
méas poderosos dentro del campo de la ecologia microbiana para comparar rapidamente la
diversidad de grupos bacterianos entre distintas muestras (50). El método se basa en la variacion

de la posicién y longitud del primer sitio de restriccién entre distintas secuencias.

El procedimiento comienza por una amplificacion del gen que codifica para la unidad 16S del
ribosoma (ARNTr 16S), utilizando primers universales. Uno de los primers se marca con una molécula
fluorescente en el extremo 5. Para obtener los fragmentos terminales de restriccion (T-RFs) se
digieren las secuencias amplificadas con uno o varias enzimas de restriccion. Los T-RFs son
desnaturalizados y las hebras simples separadas por electroforesis capilar en condiciones
desnaturalizantes. Solo se detectan los fragmentos marcados por fluorescencia y los tamafios son
determinados por comparacion con un estdndar también marcado fluorescentemente. El resultado
es una distribucién de abundancias de fragmentos de diferentes tamafios, apreciable gracias a la

medida de la intensidad de la fluorescencia (50).

El resultado se presenta con un cromatograma, con picos de distintas alturas. Cada pico
corresponde a un tamafo de fragmento y su altura corresponde a la abundancia del fragmento en
la muestra. Asi, es posible determinar la abundancia relativa de cada T-RF, comparando la
abundancia de cada pico relativo a la suma de la abundancia total en la muestra. Los pasos de este

analisis se resumen en la Figura 5 (50,51).

Las caracteristicas mas importantes de éste método son su gran velocidad de analisis de muestras,
lo que permite hacer réplicas de los experimentos y lograr analisis estadisticos (52). Este método,
puede ser usado para identificar diferencias entre comunidades, comparar la riqueza relativa de filos
y estructuras de comunidades y para identificar organismos especificos en una comunidad. Sin
embargo, también aporta algunas limitaciones. A pesar de ser un método rapido de andlisis
comparativo de comunidades, tiene baja resolucion, ya que existe la posibilidad de que varios filos
se encuentren representados por un solo tamafio de fragmento y representen entonces un solo pico

en la distribucion. Esto puede llevar a subestimar la riqueza de especies (50).

Al estudiar comunidades de microorganismos menos variadas, como aquellas pertenecientes al
dominio arqueas, es posible identificar la poblacién microbiana presente en una comunidad por
comparacion de los T-RFs obtenidos con T-RFs tedricos presentes en diversas bases de datos. Sin
embargo, si se analizan comunidades microbianas mas diversas, es imposible relacionar los datos
obtenidos con datos tedricos. Para lograrlo, se deberian incluir otros analisis con mayor resolucion
filogenética pero a mayor costo, como por ejemplo la secuenciacion del gen ARNr 16S de cada

muestra (51).
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Figura 5. Andlisis T-RFLP de una comunidad microbiana. Fuente: BioMine Wiki “Molecular approaches for
microbial community analysis”, consultado el 1 de febrero 2014.

Analisis multivariados

La cantidad de datos genéticos crecen cada dia, y por ello se recurre a métodos estadisticos que
permiten entender los resultados de los analisis moleculares y presentarlos de un modo visualmente

mas accesible.

El andlisis multivariado es un método estadistico que refiere en un sentido amplio a todos los
meétodos estadisticos que analizan simultaneamente medidas multiples (mas de dos variables) de
individuos. Los métodos multivariados se pueden clasificar en método de ordenacién y en métodos
de clasificacion. Dentro de los métodos de ordenacion el mas cominmente usado es el andlisis por
cluster, mientras que en los métodos de clasificacion en general se recurre al andlisis de

componentes principales (53).

Analisis por cluster o agrupamiento

La clasificacion es uno de los objetivos fundamentales de la microbiologia ecoldgica. El andlisis de
cluster proporciona los medios para realizarla. El proposito principal del andlisis de cluster es de

representar las similitudes o disimilitudes entre objetos (muestras, sitios, etc) basadas en valores de
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variables multiples asociadas entre ellas, de modo que los objetos similares son posicionados cerca
y los disimilares a mayor distancia. Este tipo de andlisis son Utiles para revelar patrones en una
muestra amplia pero no sirven para explicar por qué se dan dichos patrones. Su objetivo es
minimizar las variaciones entre una misma agrupacién y maximizar las variaciones entre-
agrupamientos para poder enfatizar cuales son las categorias que comparten las mismas
caracteristicas, creando grupos homogéneos y ademas reduciendo la dimensionalidad de las
muestras (54,55).

En un analisis de una comunidad microbiolégica, este método marca distancias basandose en las
de patrones T-RFs obtenidos que permiten describir a la diversidad microbiana. Los
microorganismos que comparten los mismos patrones se agrupan y se separan de aquellos con
quienes tienen mayores diferencias. Asi, el método refleja distintos patrones que pueden ser
temporales o espaciales permitiendo un mayor entendimiento de los cambios en la comunidad

microbiolégica (50).

Anélisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales (PCA de la sigla en inglés Principal Component Analysis) es
uno de los métodos de ordenaciéon mas usados para diferenciar comunidades microbianas. El
procedimiento de PCA calcula variables artificiales llamadas componentes principales que son
combinaciones lineales de las variables originales que caracterizan a la comunidad. El propésito es
de representar los objetos y las variables con una nueva combinacion de coordenadas. De tal modo,
este método busca preservar y representar las posiciones relativas de los objetos y la magnitud de
variaciones entre las variables en un espacio mas reducido, pudiendo apreciarse un resultado

visualmente simple (56).

1.9. Latecnologiade la 454- pirosecuenciacion

Las tecnologias de secuenciacion de la Nueva Generacion hicieron posible la secuenciacion de alto
rendimiento a precios accesibles (57). La 454-pirosecuenciacién es una secuenciacion de alto
rendimiento que es capaz de generar mas de 400.000 lecturas efectivas con una precision del 99,5%

(57,58). Esta tecnologia se basa en la secuenciacion a través de la sintesis de secuencias.

Cada fragmento simple es unido a una nanoesfera que se localiza en una placa (PicoTiterPlata™)

conteniendo aproximadamente un millon de pocillos, y al menos una nanoesfera por cada pocillo
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Primero el ADN a secuenciar es fragmentado a tamafios de 300-800 pb. Cada fragmento es unido
a dos adaptadores (uno de cada extremo) lo que facilita su unién a una nanoesfera en solucion
(Figura 6). Se amplifica cada fragmento gracias a la creacién de un microambiente alrededor de la
nanoesfera. Un Unico fragmento es amplificado en toda la nanoesfera (Figura 7). Luego se adicionan
las nanoesferas a una placa (PicoTiterPlata™) donde aproximadamente hay una nanoesfera por

pocillo- junto con las enzimas y reactivos requeridos para la secuenciacion.
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Figura 6. Primera etapa de la pirosecuenciacion 454. Se muestra la formacion de una libreria de fragmentos
que derivan del genoma que se quiere secuenciar, las dobles hebras del ADN son separadas a hebras simples
y su union a adaptadores y a las nanoesferas. Fuente: 454 LifeSciences “How is genome sequencing done?”.

Figura 7. Paso de amplificacién de los fragmentos en las nanoesferas por PCR en emulsién. Se ilustra
de izg. a der. los pasos bésicos de la etapa. Se crea el microambiente alrededor de cada nanoesfera, se une
el fragmento a la nanoesfera, se amplifica gracias al microambiente y se rompe el microambiente. Fuente: 454
LifeSciences “How is genome sequencing done?”.

Luego, se aplica un flujo de nuceldtidos a la placa y la enzima ADN polimerasa se encarga de
sintetizar la cadena complementaria de cada fragmento en las nanoesferas. Los nucleétidos son
enviados uno a la vez. Cuando un nucleétido se complementa con la primera base des-pareada del
fragmento, se genera una molécula de pirofosfato (PPi) que reacciona con adenosina 5’-fosfosulfato
(APS) para formar trifosfato de adenosina (ATP) a través de la enzima ATP sulfurilasa. La molécula
de ATP a su vez reacciona con la luciferina para emitir luz, de una intensidad determinada (Figura
8) (59).Varios nucledtidos idénticos pueden ser incorporados en un mismo ciclo, en tal caso la
intensidad de la luz corresponde al nUmero de bases incorporadas. La intensidad de la luz es
registrada y luego procesada para presentar la intensidad de la luz emitida por cada nucleétido en
forma de picos en un cromatograma (60).
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Figura 8. Ultimo paso de la 454-pirosecuenciacion. Se muestra la reaccion que se da en cada uno de los
fragmentos. La sintesis la realiza la enzima polimerasa a partir del primer y finaliza por la emisién de luz. Fuente:
454 LifeSciences “How is genome sequencing done?”.

El gen de ARNr 16S es una secuencia que se ha mantenido bastante uniformes a lo largo de la
evolucién, y por eso permite distinguir claramente las diferencias entre los distintos
microorganismos. Este gen permite de clasificar los organismos estudiados en distintos filos
bacterianos e incluso géneros. Por ello, en el primer paso del ensayo se puede comenzar con una
previa amplificacion de una region del gen anteriormente mencionado, obteniéndose asi fragmentos

del tamafio adecuado para el ensayo.

Si bien la 454-pirosecuenciacion es una técnica facil de llevar a cabo, existen distintos analisis que
buscan facilitarla sobre todo cuando el andlisis de gran cantidad de muestras. Por ejemplo, el
analisis de Multiplex permite marcar con un codigo de barra a las secuencias pertenecientes a una
misma muestra, para poder ser distinguidas y analizadas en conjunto. La mezcla de las muestras
permite de este modo aumentar el nUmero de muestras analizadas en una Unica corrida sin

necesariamente aumentar el costo o el tiempo.

1.10. Antecedentes de aplicaciones para aumentar la degradacion de
lipidos

Este trabajo surgi6 en respuesta a la complejidad que presenta el proceso de degradacion de lipidos.
Como fue mencionado anteriormente, las inhibiciones ocasionadas por la acumulacién de
intermediarios, de acidos grasos libres, la alta carga organica que ocasiona una digestion lenta y la
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acumulacion de lodo granular pueden provocar una baja eficiencia de los reactores. En vista de

solucionar estos inconvenientes, se utilizan tres estrategias distintas:

- Pre-tratamientos quimicos y fisicos:

Por un lado se acude a pre-tratamientos quimicos vy fisicos, controlando la velocidad del flujo de
alimentacion, el tiempo de retencién hidraulico (HRT) y la retencién del lodo, asi como otro tipo de
parametros fisicoquimicos. Ademas, el disefio de los reactores anaerobios se adapta
constantemente, enfocando el disefio, el sistema operacional y la ingenieria catalitica para la mejor

y mas rapida digestion de lipidos (61).

- Adicién de enzimas:

Por otro lado, se puede recurrir a la adicion de enzimas. La adicion de enzimas dio resultados
positivos en diversos estudios. Principalmente se adicionan lipasas, para aumentar la hidrélisis
enzimatica de lipidos, ya que es uno de los pasos limitantes y podria derivar en una inhibicion de la
actividad microbiana. Se han usado enzima aisladas de pancreas porcinos obteniendo un
incremento en la producciéon de metano y disminuyendo la DQO, sobre todo al adicionar las enzimas
durante la biodegradabilidad (62). Sin embargo, también se reportaron problemas de inhibicién de
las enzimas a altas concentracién de acidos grasos libres. Este tipo de procesos son costosos y de
larga duracion, pero pueden ser mas accesible variando la concentracion enzimatica requerida (61).

- Adicién de un consorcio de microorganismos:

Por Gltimo, la adicién de un consorcio de microorganismos puede permitir la produccién de enzimas
hidroliticas requeridas para la degradacion de los lipidos asi como el resto de las enzimas
necesarias, durante un tiempo prolongado. Permite ademdas ejercer cierto control sobre la
comunidad anaerobia cuyo control genera siempre grandes (63). Si bien, esta alternativa requiere
de una larga fase de adaptacion por parte de la comunidad microbiana, una vez adaptada puede
llegar a rendir durante afios. Es en este punto que la biotecnologia puede hacer aportes muy

valiosos, y es por esta razén el principal enfoque de este trabajo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Enriquecimiento de una comunidad degradadora de glicerol u oleico con miras al desarrollo de un

inoculante que aumente la eficiencia de la degradacién de grasas

2.2. Objetivos especificos

= Enriquecimiento de un lodo de un reactor anaerobio en bacterias degradadoras de acido
oleico.

= Enriquecimiento de un lodo de un reactor anaerobio en bacterias degradadoras de glicerol.

= Deteccion de los filos presentes en el lodo de un reactor anaerobio por 454-
pirosecuenciacion.

= Determinacién de los cambios en las comunidades microbianas de los enriquecimientos por
la técnica de T-RFLP.
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3. METODOLOGIA

Materiales

Los reactivos obtenidos de o por el laboratorio de Biotecnologia incluyen: los kit ZR Soil Microbe
DNA Miniprep™y DNA Clean & Concentrator™-5 (ambos de Zymo Research Irvine, California, US).
La enzima ADN Tag. Polimerasa, junto con buffer de ADN Tag. Buffer + (NHs)2 SO4 — MgCl2 10 X
(que contiene 750 mM Tris-HCL (pH 8,8 a 25°C), 200 mM (NH4)2S04, 0,1% (v/v) Tween 20), MgCl:
25 mM y 2,5 mM dNTP (los nombrado anteriormente de Thermo Fisher Scientific, Waltham, US).
La enzima FastDigest® Haelll y el buffer FastDigest® 10 X (Fermentas, Termo Fisher
Scientific, Waltham, US). El marcador de peso molecular Hyperladder™ 100 bp (Bioline, Londres,
GB). Los primers EUB27F y EUB1492, el ultimo marcado en el extremo 5’ con la molécula 6-FAM.
El intercalante GoodView™ Nucleic Acid Stain (Ecoli s.r.o, Bratislava, SK). El agua cuando
especificada ultrapura fue usada agua Ultrapure™ Distilled water (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, US). El metanol p.a., hexano p.a., y acido acético p.a. (los anteriores de Dorwil
S.A., Buenos Aires, AR), el MgS04.7H20 p.a. (Biopack, Buenos Aires, AR). El cloruro de potasio
p.a., cloroformo p.a.y el éter dietilico p.a. (ambos de EMSURE®, Merck KGaA, Darmstadt, DE). Las
placas de TLC ALUGRAM® SIL G. (Macherey-Nagel, Diren, DE). El aceite (Oliovita, San Juan,
AR), el sulfato de cobre en forma hidratada (CuS0O4-5H20) 25% cu y el acido fosférico 85% grado
alimenticio (ambos de Drogueria Industrial Uruguaya, Emilio Benzo S.A., Montevideo UR). El glicerol
adicionado como sustrato p.a. (AppliChem Inc., Darmstadt, DE). El acetato de amonio >98% vy el
periodato de sodio >=99,8% (ambos de Life Science, Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri, US),

alcohol etilico 95% (Drogueria Industrial Uruguaya, Emilio Benzo S.A., Montevideo UR).

El solvente acetilacetona 98% (Fluka AG, Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri, US) una donacién de

Mg. Giovani Galietta.

Los solventes usados en el Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable (IIBCE)
incluyen: parte de los nutrientes requeridos para preparar el medio mineral basico, como el cloruro
de potasio, cloruro de amonio, cloruro de calcio, fosfato de potasio monobasico, trazas minerales,
resazurin, extracto de levadura, 0,5M NazS preparada con Cys 2,5 g/L y Na2S 2,5 g/L), Biotina,
acido félico, piridoxina.HCI (Bs), Tiamina.HCI (B1), riboflavina (B2), &cido nicotinico, DL-Pantotenato
de calcio, cianocobalamina (B1z2), paraaminobenzoico acido tioctico (lipoico), NaOH, gas nitrégeno,
glicerol. Los materiales incluyeron viales de vidrio, tapones de caucho, precinto de aluminio, Jeringas
Descartables BD PLASTIPAK de 1 ml (Gramo6n Bag6, Montevideo, Uruguay).
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El 4cido oleico 90% técnico adicionado como sustrato (Sigma Aldrich®, St Louis, Missouri, US) fue

obtenido de la Facultad de Quimica, Catedra de Microbiologia.
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Métodos

3.1. Sistema de tratamiento

Se estudiod el tanque digestor del sistema de tratamiento de efluentes de la industria lactea Coleme
ubicada en el departamento Cerro Largo en Uruguay. El Sistema de tratamiento consta de un tanque
de almacenamiento de 50 m? que recibe el influente y lo dirige hacia un tanque de alimentacion. En
este punto, el influente se separa hacia dos reactores anaerobios de flujo ascendente con manto de
lodos (siglas UASB del inglés Up-Flow Anaerobic Slugde Bed) de 40 m? a los cuales se les aplico
una modificacion. Ademas de contar con un tanque digestor de 5 m?3 para los desechos de grasa,
se les adicion6, un separador de grasa interno para cada reactor, y un decantador de placas
inclinadas de 1 m3 (con una separacién de 5 cm y una inclinaciéon de 60°), ubicado después de la
descarga de los reactores ya que retiene el lodo que salié de los mismos para re-dirigirlos al tanque
de alimentacion. El efluente que sale del decantador de placas inclinadas es descargado en las

cloacas municipales. (Figura 9, Figura 10).

El tanque digestor cuenta con una entrada y salida del flujo, un calentador que utiliza la energia
proporcionada por el gas producido en los reactores UASB, para mantener la temperatura éptima
para una mayor digestion (aprox. 37°C) con agitacion, asi como una salida del gas producido por la
digestion de las grasas (principalmente metano e hidrogeno). (Figura 11). Dentro del digestor se

acumula una manta de lodo formada por microorganismos.

28



Effluent

i
|
|

Feed
|
|

"
R
R2

Sludge
-‘_ ——— —

a
N\
T'
b

[

\
\ A1

F[:?H -
-\-f.l"lah.h
-\_._\__H{*

T

;;F’

b el

3

&

|

—d [ %, %:J _
II," 5 o o o
E f %'“ [
Eg_ x"‘li 51‘1 *'_'U%: E
= “ . wE 5
e %y | E
| -\‘H % | g
. ’ 3
f ’r'“ﬁ‘f;%x "\ L
."II ﬂ@i,;c;H i
~ I
/X ‘y \'..\ ] i
£/ . St B
' 2 | '(f')g]
| -E )
=
[an]

Influent

Figura 9.Plano de la planta de tratamiento en la empresa lactea Coleme, ubicada en el departamento
de Cerro Largo, Uruguay. La planta est4 formada de un tanque de almacenamiento, un tanque de
alimentacion, dos reactores anaerobios UASB (R1y R2), un tanque digestor, un separador de grasa interno
para cada reactor y un decantador de placas inclinadas. Obtenida de Passeggi et al. (2012).
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Tanque de alimentacion

Reactores UASB

Figura 10. Fotografia de la planta de tratamiento en la empresa lactea Coleme. Se observan los dos
reactores UASB, y el tanque de alimentacion. Obtenida de “Entrevista: La experiencia de COLEME con su
Planta de tratamiento de Efluentes.” Cooperativas Agrarias Federadas (julio 2007).

Figura 11. Fotografia del digestor de grasa de la planta de tratamiento en la empresa lactea Coleme. Obtenida
de “biotecnologia de procesos para el ambiente”. Departamento de Ingenieria de Reactores, Facultad de
Ingenieria.
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3.2. Analisis de la comunidad microbiana de una muestra de lodo del
reactor R3 mediante 454- pirosecuenciacion de los genes de ARNr
16S

La region V4 hipervariable del gen ARNr 16S fue amplificada usando los primers universales F563
y R802, y se secuencié utilizando el secuenciador Genome Sequencer FLX (454 Life Sciences,
Branford, CT, US) en el Instituto Indear (Rosario, AR). Las secuencias obtenidas fueron procesadas

usando el software Qiime por el equipo bioinformético de INDEAR.

3.3. Muestreo y procesamiento de las muestras

Una muestra de aproximadamente 500 mL del lodo del tanque digestor de la empresa Coleme
(Figura 11), fue recolectada por operarios de la empresa y enviada al Laboratorio de Biotecnologia.
La misma se conservo a 4°C hasta su uso. Previo a la inoculacién en medio de cultivo, se centrifugé
el lodo a 5.000 rpm durante 15 minutos. Se diluyé al medio con agua destilada y se agit6
brevemente. Adicionalmente, para alcanzar una consistencia mas liquida se procesé con mortero

durante unos minutos.

3.4. Enriquecimientos anaerobios

Se prepararon enriguecimientos a partir del lodo del tanque digestor de la industria lactea Coleme,
en medio anaerobio utilizando tres sustratos diferentes: glicerol, acido oleico y grasa de leche. Los
mismos se incubaron a dos temperaturas y se hizo un seguimiento midiendo el gas producido, la
desaparicién de oleico por TLC y de glicerol por espectrometria UV-Visible. La composicién de la

comunidad microbiana se determiné por T-RFLP de genes del ARNr 168S.

3.4.1. Preparacion de medio de cultivo anaerobio

El medio de cultivo para los enriquecimientos anaerobios fue preparado en el Instituto de
Investigaciones Bioldgicas "Clemente Estable” (IIBCE) bajo el asesoramiento del Lic. Jorge Wenzel.
Se preparé un medio mineral basico con 0,33 g/L KCI, 0,25 g/L NH4Cl, 0,45 g/L KH2POg4, 1,0 mL
trazas minerales (Widdel et al 1983), 7,0 mL resarzurina 0,02%, 1g/L extracto de levadura. El pH se
ajusto a 6,8 con NaOH 1M. El medio se repartio en viales de vidrio con un volumen tal que el medio

ocupe un cuarto del volumen total del frasco, se gase6 con gas nitrégeno, se sellaron con tapones
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de caucho y precinto de aluminio, y se autoclavaron. Luego de autoclavar se adicionaron 2 mL de
una solucion de Ca y Mg con 7,5 g/L de MgCI2.2H20, 10 mL de solucién de vitaminas compuesta
por 2,0 mg/L de Biotina, 2,0 mg/L de acido félico, 10,0 mg/L de piridoxina.HCI (Bs), 5,0 mg/L de
Tiamina.HCI (Bi1), 5,0 mg/L de riboflavina (B2), 5,0 mg/L de &cido nicotinico, 5,0 mg/L de DL-
Pantotenato de calcio, 0,1 mg/L de cianocobalamina (B12), 5,0 mg/L de paraaminobenzoico y 5,0
mg/L de acido tioctico (lipoico), 4,0 mL de 0,5 M Na2S.9H20 y 1,4 g MgS04.7H20.

3.4.2. Sustratos

Se prepararon dos sustratos distintos: glicerol y acido oleico.

El glicerol fue diluido en agua ultrapura para agregar 500 pL con jeringa, obteniendo una
concentracion final de 2,5 g/L en cada vial. Esta concentracion fue reportada por B.T. Maru et al.,
(47) como eficiente para una produccion de gas por degradacion anaerobia del glicerol por

Thermotoga maritima.

El &cido oleico fue pesado en una balanza analitica, diluido en SDS 5% y agregado a los viales con
jeringa hasta alcanzar una concentracién de 1,0 mM en cada vial. Esta concentracién fue reportada
por D.Z. Souza et al., (41) como la 6ptima para una produccion de gas por degradacion anaerobia

del &cido oleico en condiciones similares.

3.4.3. Procedimiento experimental

Se incubaron viales de 120 mL con 20 mL de medio de cultivo y 2 % de lodo procesado como se
explicé anteriormente. Se hicieron triplicados en medio de cultivo con 2,5 g/L de glicerol y 1 mM de
acido oleico, tomando los viales sin fuente de carbono como blancos del sistema. La incubacion se
realizé a 37°C y a 55°C en estufa, durante 38 dias para los viales con glicerol y 33 dias para los
viales con &cido oleico. En el dia 18 se adicioné 2,5 g/L de glicerol a los triplicados de glicerol, y en
el dia 31 se adicion6 3,5 g/L de glicerol a los mismos viales. Durante la incubacion se tomaron
muestras de 500 pL del in6culo cada semana en condiciones asépticas y se guardaron a -20°C. Se
midié el gas producido en cada vial con un dispositivo disefiado con una probeta invertida (Figura
12). La probeta se conecto al vial mediante un tubo de diametro 0,11 mm y largo 70 cm a una
jeringa (sin el émbolo) que se inyectd a cada vial para permitir el flujo del gas. Para determinar el
volumen de gas producido en los viales triplicados, se rest6 el volumen de produccion de gas medido

en el vial blanco.
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Figura 12. Dispositivo de medicién del gas producido. El dispositivo estd compuesto por un vaso de
bohemia de 1000 mL con la mitad de agua conteniendo una probeta graduada invertida de 100 mL llena de
agua. Del interior de la probeta invertida sale un tubo que la conecta con la jeringa (sin el émbolo) inyectada
en el vial, permitiendo el pasaje del gas hacia la probeta.

3.5. Anaélisis de la comunidad microbiana

3.5.1. Extraccion de ADN

Se realizd extraccién de ADN de las muestras de los viales con glicerol (dias 0 y 38) y con acido
oleico (dia 0 y 33) de la primera etapa del experimento a 37°C, usando el kit ZR Soil Microbe DNA
Miniprep™'Yy el protocolo del fabricante al cual se le hicieron algunas adaptaciones (Zymo Research
Irvine, CA, US) que se indican a continuacion.

Previo a la extraccion se centrifugaron las muestras tomadas a 4.000 g durante 15 minutos para
separar las células (pellet) del medio de cultivo (sobrenadante). El sobrenadante se guardo a -20°C
para la determinacion de sustratos. Las adaptaciones incluyeron, pesar el pellet de cada muestra

diluido en 50 pL de agua Ultrapura™ Distilled Water en el paso inicial, homogeneizar durante 6
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minutos en el paso de lisis, transferir 500 yL del sobrenadante lisado en el paso de filtracion,
transferir 850 pL del filtrado con buffer Soil DNA Binding en los dos pasos de unién a la columna
Zymo-Spin™IIC, y por ultimo se eluyd el ADN con 20 yL de buffer de elucién de ADN. ElI ADN

extraido fue guardado a -20°C hasta su uso.

3.5.2. Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)

Se realiz6 el método molecular de huella digital T-RFLP a las muestras del ADN extraido. El mismo
consta de una PCR con el primer forward marcado con fluoresceina y una etapa de restriccion con

la enzima Haelll. A continuacién se detallan las etapas del mismo:

- PCR:

Se amplifico el gen de ARNr 16S mediante PCR en un volumen total de 50 pl, conteniendo 1 pl de
ADN, 5 U de ADN Tag Polimerasa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US), 20 pmol de los
primers (64) EUB27F [5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3] y EUB1492 [5-56-FAM-
TACCTTGTTACGACTT-3, 1 X de ADN Tagq. Buffer + (NH4)2 SO4 — MgCl2, 3 mM MgClz, y 200 uM
cada dNTP. La reaccién de PCR fue llevada a cabo en un termociclador Little Genius BOER
(Hangzhou, CN) usando el siguiente programa: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos de: 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 3
minutos; con un paso final de extension de 72°C durante 7 minutos. Los tamafios y la presencia de
los productos de PCR fueron visualizados en una electroforesis de gel de agarosa 1% en buffer TAE
1X y 1,5 pl de GoodView™ Nucleic Acid Stain (Ecoli s.r.o, Bratislava, SK). Se sembré un marcador
de peso molecular Hyperladder™ 100 bp (Bioline, Londres, GB), y 5 uL de cada muestra junto con
2,5 uL de buffer de corrida.

Los productos de PCR fueron purificados usando el kit DNA Clean & Concentrator™ -5
(ZymoResearch, Irvine, US) siguiendo el protocolo del fabricante, y con algunas modificaciones. Las
modificaciones incluyeron eluir el ADN en 30 ul de buffer de eluciéon e incubar a temperatura

ambiente durante 2 minutos.
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- Cuantificacion del ADN

Se cuantifico el ADN de los productos de la PCR, con un Biospec-mini (Schimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) a 260 nm. Para las medidas, se realizaron diluciones de 1/10 y de 1/20 de los

productos de PCR, y la linea de barrido fue establecida con agua Ultrapura™ Distilled Water.

- Digestién con enzima de restriccion:

La enzima FastDigest® Haelll (Fermentas, Termo Fisher Scientific, Waltham, US) fue elegida para
digerir el ADN ultra-puro siguiendo el protocolo especificado por el fabricante. La mezcla de
digestion, compuesta de 8 pL de producto de PCR purificado (alrededor de 300 y 2500 ng de ADN),
2 ul de buffer FastDigest® 10 X, y 1 pl de enzima de restricciéon fue incubada a 37°C durante 10
minutos. El ADN digerido fue directamente precipitaron con 60 ul de etanol 95% (v/v) durante 30
minutos a 4°C y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos. Los pellets de ADN fueron
lavados con 100 pl de etanol 70% (v/v), centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos, y luego
secados en una estufa a 65°C hasta sequedad total. La cantidad de ADN analizada resulté en una

saturacion, y por ello se deberia repetir el ensayo, analizando aproximadamente 50 ng.

- Separacion y deteccion de fragmentos:

Las digestiones obtenidas para cada muestra fueron analizadas en un secuenciador capilar por el
Instituto Pasteur de Montevideo. Para ello los fragmentos precipitados fueron resuspendidos en 8 pl
de formamide y 0,3 yL de estandar interno (GeneScan-1200 Liz Standard, Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US). Los fragmentos se separaron por electroforesis capilar
utilizando un secuenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, US). La corrida se realizé con capilares de 36 cm, el polimero POP-7™ y la
matriz DS-33 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, US).

El tiempo de inyeccion fue de 16 segundos, la pre-corrida de 180 segundos y la corrida de 20

minutos, a 15 kV y a una temperatura de 60°C.
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3.5.3. Determinacion de la presencia de glicerol

Se determiné la presencia de glicerol en las muestras extraidas a los tiempos iniciales y finales de
los viales suplementados con glicerol. Para ello, se prepararon estandares de glicerol de
concentraciones 2,5 g/L, 1,5 g/L, 0,5 g/L y 0 g/L a un volumen final de 200 yL en una solucion
solvente conteniendo H20 destilada/etanol 95 % (1:1). Los estandares se prepararon a partir de una
solucion de glicerol de referencia 2,5 g/L, como se muestras en la Tabla 3. Las muestras se
mezclaron en relacion 1:4 con la solucion solvente, para alcanzar un volumen final de 200 yL. En
tubos de ensayo, tanto a los estandares como a las muestras se les adicioné 120 uL de periodato
de sodio 10 mM y se agit6 por 30 segundos en un homogeneizador. Luego, se adicionaron 120 uL
de una solucion de acetilacetona 0,2 M y se trasladaron a un bafio maria a 70°C durante 1 minuto,
agitando manualmente. Los tubos fueron enseguida enfriados en hielo. Se midié la absorbancia de
cada estandar y muestra en un Multiskan™ FC Microplate Photometer a 405 nm (Thermo Scientific,
Waltham, US),y se les resté la absorbancia obtenida en la muestra con 0 g/L de glicerol (estdndar
1).

Para determinar la concentracion glicerol en las muestras, se construyd una curva estandar de
Absorbancia vs Concentracion (g/L) y a partir de la funcién de la recta de ajuste se calcularon las

concentraciones en cada muestra.

Tabla 3. Preparaciéon de los estandares de glicerol y su concentracion final. Se prepararon 4 estandares
de glicerol a partir de una solucién de glicerol de referencia (2,5 g/L) y la solucién solvente (H20 destilada/etanol
95% (1:1)).

Nombre Solucién de glicerol de Solucién Concentracién
referencia (pL) solvente (mL) final (g/L)
Estandar 1 0 200 0,0
Estandar 2 40 160 0,5
Estandar 3 120 80 15
Estandar 4 200 0 25
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3.5.4. Determinacion de la presencia de &cido oleico

Se determind la presencia de acido oleico en las muestras extraidas a los tiempos iniciales y finales

de los viales suplementados con acido oleico.

Primeramente se extrajeron los lipidos de las muestras siguiendo el método de extraccion de Bligh

y Dyer (65) con las siguientes adaptaciones:

Se adicion6 a cada muestra una mezcla de cloroformo/metanol (1:2) y se homogeneizé durante 4
minutos. Cuando se observé la formacién de dos fases, se adicioné mas solvente. Se adicioné el
mismo volumen que la muestra de KCI 0,88%, se agitd levemente y se dejé descansar hasta
observar la formacion de dos fases: una fase superior con nutrientes y demas componentes, y una
fase inferior con lipidos. Se tomé un volumen igual de cada muestra, se dej6é evaporar al aire libre
todo el solvente de la fase inferior al aire libre y se pesaron en balanza analitica. La masa de los
lipidos totales extraidos se obtuvo por la diferencia entre la masa de los Eppendorf luego de la

extraccon y la masa de los Eppendorf vacios.

Segundo, se realiz6 una separacion de las clases lipidicas por cromatografia en capa fina. Los
lipidos fueron resuspendidos en cloroformo a una concentracién final de 10 mg/mL. Se usé una
mezcla para solventes neutros (apolares) formada por hexano/éter dietilico/acido acético (80:20:2
v/v). La cromatografia se llevd a cabo en una placa de TLC ALUGRAM® SIL G., la cual fue
previamente lavada con cloroformo: metanol (2:1) y activada a 100°C durante 30 minutos. Se
sembraron aproximadamente 5 pl de cada muestra (10 mg/mL), de aceite de oliva (10 mg/mL) y
de acido oleico 70% técnico (10 mg/mL y 5 mg/mL). Se adiciond la fase mévil trabajando en una
campana y se dejo equilibrar los vapores durante 5 minutos aproximadamente, luego se colocé la
placa con las muestra ya sembradas en contacto con el solvente, sin que el mismo moje
directamente la linea de base. Una vez que el solvente alcanz6é méas de la mitad de la placa
(aproximadamente), se retird y se dejé secar por unos minutos. Se procedi6 a revelarla rociandola
con una solucién de 8% m/v de CuSOa4 en 10% v/v de H3POa. Se dejo escurrir, y se dejé un minimo
de 3 minutos en una estufa a 140°C. Una vez carbonizados los lipidos, se procedi6 a interpretar la
presencia de las distintas clases lipidicas por correlacion de los Rf (del inglés, Ratio of Front) con

los estandares sembrados (aceite de oliva y acido oleico).
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3.5.5. Anadlisis de resultados de T-RFLP

El software Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EEUU), fue usado para analizar los perfiles TRF. Los picos con tamafios de 50-1200 pares de
bases fueron analizados con una altura mayor a 0,5% de cada muestra. La fluorescencia total de
una muestra fue definida como la suma de todas las alturas de los picos de la mismay se
interpreté como una medida de la cantidad de ADN que fue sembrada. Los perfiles fueron
corregidos manualmente y luego normalizados de acuerdo a lo propuesto por Dunbar et al.
(2001)(52) Los perfiles obtenidos fueron analizados en el software PAST 2.17. para determinar el
significado de las similitudes o diferencias entre muestras. Las muestras GL 1f y OL 3i no
reportaron picos en el cromatograma debido a un problema en la corrida del secuenciador. Se

repetiran en una préxima instancia.
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4. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

4.1. Produccion de gas por degradacion anaerobia de glicerol

- Produccion real de gas en el ensayo:

Como seguimiento de la degradacion de los sustratos en los enriquecimientos se midié el volumen
de gas producido. En las incubaciones realizadas en viales de 100 mL, (primer etapa), el volumen
total de gas producido luego del primer agregado de glicerol (2,5¢/L) fue de 22,0 + 2,1 mL a 37°C,
y de 11,0 + 0,6 mL a 55°C al cabo de 17 dias (Figura 13). Tras el segundo agregado de glicerol
(2,5g/L), se obtuvo un volumen total de gas producido de 19,0 £ 3,5 mLa37°Cyde 2,0+1,7mL a
55°C a los 13 dias. Y por ultimo, luego del tercer agregado de glicerol, donde se aumenté la
concentracién a 3,5 g/L, se obtuvo un volumen total de gas producido de 0 mL a 37°Cyde 4,0+2,2
mL a 55°C a los 7 dias. Estos valores no incluyen el volumen de gas producido por consumo del
carbono enddgeno en el lodo mismo (blanco sin agregado de sustrato), por lo cual pueden atribuirse
al consumo de una fuente de carbono exégena, como ser el glicerol, o intermediarios de la

degradacion del mismo.

37°C
T m55°C

VOLUMEN TOTAL DE GAS PRODUCIDO (mL)

Figura 13.Medida del gas total producido con cada agregado de glicerol. Se midi6 el volumen total de gas
producido (ml) con cada agregado de glicerol a 37°C y a 55°C para los enriquecimientos de la primera etapa.
En los dos primeros agregados (1 y 2), se agregé 2,5 g/L de glicerol, mientras que en el tercer y Gltimo agregado
(3), se agreg6 3,5 g/L de glicerol.

Los datos obtenidos para los dos primeros agregados de glicerol, denotan una gran diferencia entre

las dos incubaciones. El volumen total de gas producido a 55°C equivale a la mitad o menos del
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volumen total de gas producido a 37°C. Dado que el Unico parametro operacional que se vario en
estos casos fue la temperatura de incubacién, se podria inferir que esta diferencia en el volumen
total de gas producido se debe principalmente a la diferencia de temperaturas de incubacion. Los
datos sugieren que a 37°C se degrada mas rapido el glicerol obteniéndose mayor cantidad de
biogas. Esta temperatura pareceria ser mas adecuada para la produccidon de biogas a partir de
glicerol.

La diferencia de volumen de produccién de gas entre las dos temperaturas se observa también en
las medidas en el tiempo (Figura 14). El volumen de gas producido hasta el dia 10 es
aproximadamente similar para todos los viales (tanto a 37°C como a 55°C), pero en el intervalo entre
el dia 10 y el dia 31, la diferencia incrementa. El volumen de produccion de gas en los viales a 55°C
es muy bajo y nulo para algunos casos, mientras que a 37°C alcanza su maximo en el dia 24 (17 +
2,6 mL). A la medida siguiente (dia 31) la situacion es diferente, el volumen de gas producido en los

viales a 37°C disminuyo, y se asemeja con el volumen de gas producido a 55°C.
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3|, —e—GL 337°C
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Figura 14.Medida del volumen de gas producido en funcion del tiempo. Volumen de gas medido (ml) a los
dias 0,10, 17, 24,31, 33y 38 de la primera etapa del experimento a 37°C y 55°C, para los triplicados con glicerol
como sustrato. Los valores no cuentan el volumen da gas producido por consumo del carbono endégeno.

Luego del dia 31, en el cual se aumenté la concentracién de glicerol a 3,5 g/L, la situacién se revierte.
Se registré un volumen total de gas producido a 55°C mayor que a 37°C. Esta discrepancia con el
resto de los resultados, se puede atribuir a la variacion en la concentraciéon del sustrato, y podria
indicar una dificultad en la degradacion de una concentracién de glicerol mayor a 2,5 g/L a 37°C,
gue pareceria facilitarse a 55°C. También, podria deberse a la presencia de algun intermediario o
de un cambio de pH. Este resultado coincide con lo observado por B.T. Maru et al. (2013) (47),

donde se encontrd una relacion entre la disminucion de produccion de gas y el aumento en la
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concentracion de glicerol inicial (2,5 g/L) como Gnico sustrato. Seria interesante realizar un ensayo
con mayores concentraciones para evidenciar si efectivamente a mayor temperatura la degradacion

es mas efectiva.

El maximo volumen a 37°C (dia 24) no solo es un maximo para dicha temperatura, ademas es el
maximo volumen registrado en todo el ensayo. El maximo volumen a 55°C fue registrado en el dia
10y esde 11 + 0,6 mL. Sin embargo, la inclinacion de la pendiente al dia 38 del volumen de gas a
55°C, indica que posiblemente el volumen fuera a aumentar en los dias siguientes, quizas
denotando una degradacion anaerobia a 55°C con un ritmo mas lento que a 37°C. Las bacterias
presentes en el lodo estan acostumbradas a degradar grasas y/o derivados a 37°C ya que es la
temperatura a la cual opera el reactor R3. Al incubar a 55°C la comunidad microbiana se tiene que
adaptar a la nueva condicidn, lo cual puede reflejarse en una fase de retardo (en inglés lag phase)

mas larga.

La produccién de gas medido se asumio ser producto de la degradacion del glicerol, dado que es el
la Unica fuente de carbono adicionada al medio de cultivo. Sin embargo, mas adelante se
determinard si el glicerol fue efectivamente consumido. En el alcance de este experimento, no se ha
auln confirmado la identidad de los gases producidos. Para identificar el/los gas/es producidos se

hara en una préxima instancia una cromatografia de gas.

- Produccidn teérica de gas en el ensayo:

La degradacion anaerobia del glicerol puede producir dos gases distintos. Principalmente, se
produce gas hidrégeno si la degradacion llega hasta la acetogénesis, y gas metano si la degradacién

alcanza la metanogénesis (59).

El volumen de gas hidrogeno que teéricamente se produce por consumo de 2,5 g/L de glicerol fue
determinado a partir de la ecuacion de degradacion anaerobia del glicerol en la acetogénesis
descrita por B.T. Maru et al. (2013) (47). Segun esta ecuacién, la relacién glicerol
consumido/hidrégeno producido es 1:3. Por lo cual en la primera etapa del experimento,
teéricamente se deberian producir 1,62 x 102 moles de gas hidrégeno, dado que se adicionaron

5,41 x 104 moles de glicerol.

Se aplico la formula de gases perfectos PV=nRT dénde P=1 atm es la presion a la cual se midi6 el

gas, V (L) el volumen de gas producido, R=0,082 L.atm/Kmol la constante de los gases y T=294 K
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la temperatura a la cual se midi6 el gas, para determinar el volumen de gas que ocupan n=1,62 x

103 moles de gas hidrégeno.

Ve (1,62 x 1073) x (0,082) x (294)
- 1

=0,039L =39mL

La ecuacién (1) determina que teéricamente 2,5 g/L de glicerol deberian producir, por degradacién
anaerobia, 39 mL de gas hidrégeno. De igual modo, se obtiene un valor de 13 mL de produccion de

gas COs..

Si la degradacion del glicerol alcanza la metanogénesis, la relacion glicerol consumido/metano
producido es 1:1,75. En la primera etapa del experimento, se deberian producir teéricamente 9,5 x
104 moles de gas metano. Aplicando la formula de los gases perfectos, con la misma presién y
temperaturas anteriores, se determina el volumen de gas que ocupan n=9,5 x 10 moles de gas

metano.

Ve (9,5 x 107%) x (0,082) x (294)
B 1

=0,023L=23mL

La ecuacion (2) describe que, teéricamente la degradacion de 2,5 g/L de glicerol produce un volumen

de 23 mL de gas metano y 16 mL de gas CO..

Los valores de produccién teorica de gas total (hidrégeno y diéxido de carbono, metano y diéxido
de carbono) se resumen en la Tabla 5, junto con un promedio de los valores de produccion real

obtenidos.
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Tabla 5- Comparacién de los datos reales y tedricos de produccion de gas en las condiciones del
ensayo. Los valores de produccion real triplicados fueron promediados para una mejor comparacion.

Temperatura (°C) Produccion real (mL) Produccidn tedrica (mL)
acetogénesis metanogénesis
37 20
55 7

52 39

La produccion de gas real fue menor a la esperada teéricamente. Las razones de esto pueden ser
una degradacién incompleta del glicerol, una acumulacién de intermediarios de la degradacién del
glicerol que no hayan convertido a gas, o la baja sensibilidad del método de medida del volumen de

gas producido.

4.2. Determinacién de la presencia de glicerol

Con el propdsito de confirmar si se degradé el glicerol en los enriquecimientos, se realizé un ensayo
colorimétrico (66), en las muestras al tiempo inicial y al tiempo final a 37°C. La eleccion de la
temperatura se basé en los resultados de gas obtenidos, y en el hecho de que siendo este estudio
con propésitos industriales, es mas propicio considerar una temperatura reproducible a nivel

industrial.

El método colorimétrico se basa en la reaccion del glicerol libre con periodato de sodio para formar
formaldehido, que a su vez reacciona con acetilacetona formando 3,5 diacetil-1,4 dihydrolutidina. El
producto final de la reaccién es un compuesto de color amarillo que puede ser detectado por
espectofotometria a 405 nm. Como la formacién de este compuesto es proporcional a la cantidad
de glicerol que hay presente en la muestra (66), se puede determinar directamente la concentracion
de glicerol a partir de la concentracién del compuesto amarillo. Para ello, primero se hizo una curva
de calibracién con estdndares de glicerol (distintas concentraciones) para luego calcular la

concentraciéon en cada muestra a los tiempos inicial y final.
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- Curva de calibracion:

La curva de calibracién y los datos de los estandares de glicerol son representados en la Figura 15
y Tabla 5, respectivamente. Se obtuvo una curva de calibracién con un coeficiente de correlacion
(R?) de 0,9898.

©
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CONCENTRACION (g/L)

Figura 15. Curva de calibracion de los estandares de glicerol.

Tabla 5.Datos de la calibracién de los estandares de glicerol
R2=0,9898
Funcién: Y=0,0704x+0,0078

Nombres Concentracion (g/L) UA (405 nm)

Estandar1 0,0 0,000
Estandar2 0,5 0,049
Estandar 3 1,5 0,121
Estandar4 2,5 0,178

- Contenido de glicerol en muestras de los enriquecimientos de glicerol a tiempo
inicial y final:

Se calculé la concentracion de glicerol (Tabla 6) en las muestras a tiempo inicial (con el primer
agregado de glicerol de 2,5 g/L) y a tiempo final (7 dias después del ultimo agregado de glicerol de

3,5 g/L) usando la curva de calibracién (Figura 15). Se determind que la concentracion de glicerol
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presente en las muestras finales es marcadamente menor que en las muestras iniciales. Se obtuvo
una disminucion de 69 + 17% en promedio. Este resultado sugiere que el glicerol fue degradado por
las comunidades microbianas presentes en los enriquecimientos. Se podria considerar entonces

que la produccién de gas se debe a la degradacién de glicerol.

Tabla 6. Concentracién de glicerol en muestras de los enriquecimientos de glicerol a tiempo inicial y

final del ensayo.

GL 1i 1,8 0,131
GL 2i 19 0,141
GL 3i 1,6 0,121
GL 1f 0,5 0,044
GL 2f 0,9 0,074
GL 3f 0,2 0,025

En la Tabla 6, se destaca que las muestras iniciales tienen una concentracion menor a la del
agregado (2,5 g/L). Esto se puede explicar por errores en la manipulacién, ya que al manipular
volimenes tan chicos es posible que se haya perdido muestra resultando en una dilucién mayor.
También puede explicarse por una baja precisién del ensayo. Es posible, que el mismo no sea del
todo 6ptimo para concentraciones bajas de glicerol. Seria necesario repetir el ensayo para confirmar
la autenticidad de los resultados obtenidos.

La concentracion real de glicerol al tiempo inicial determinada anteriormente, permite de determinar
una nueva produccion de gas tedrica, mas acorde al ensayo. Con una concentracion de glicerol de
1,8 g/L (valor promediado) se obtendria una produccién de gas total de 37 mL para la acetogénesis
(28 mL de hidrogeno y 9 mL de diéxido de carbono) y una produccion de gas total de 28 mL para la
metanogénesis (16 mL de metano y 12 mL de didxido de carbono). Estos valores tedricos se acercan

a los valores de produccién real de gas en el ensayo.
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4.3. Produccioén de gas por degradacion anaerobia de acido oleico

-Produccion real de gas en el ensayo:

En los viales suplementados con 1mM de acido oleico a 37°C y a 55°C no se observé produccion
de gas neto. Inicialmente se obtuvieron volimenes de gas inferiores al volumen de gas producido

por consumo de carbono enddgeno, y al cabo de 14 dias, se registraron solo valores nulos.

-Produccion teérica de gas en el ensayo:

En el estudio realizado por D.Z. Souza et al. (2007) (41) se analiz6 la produccién de gas por
degradacion anaerébica a 37°C de 1 mM de &cido oleico. En los resultados obtenidos, se reportd
que la produccién de gas aument6 al cabo del dia 30 alcanzando un valor de 0,64 mL. Teniendo
esto en cuenta, en este ensayo pueden darse tres situaciones. Por un lado, es posible que el acido
oleico no haya sido degradado, o que su degradacion se haya alcanzado la produccién de gas. Por
otro lado es posible que haya produccién de gas en los enriquecimientos, pero de ser tan baja no

puede ser apreciada con el método de medicion elegido.

La ecuacién de degradacién del acido oleico presentada por D.Z Souza et al. (2007) (41) describe
una relacién acido oleico consumido/hidrogeno producido de 1:15 para la descomposicién
acetogénica, y una relacién de acido oleico consumido/metano producido de 1:12,5 si se alcanza la
descomposicion metanogénica. Es decir, teéricamente una concentracion de 1 mM de oleico
produciria 7,2 mL de hidrégeno, y 6,1 mL de metano. Estos valores tedricos implican que la
degradacion sea total (o casi), lo cual en general no es el caso para acidos grasos de cadena larga,
dadas las diversas condiciones que inhiben la degradacion de los mismos (7). Ademas, son

volumenes muy bajos para el método de medida que se usé.

Para confirmar si hubo degradacion anaerobia de acido oleico por las bacterias presentes en el lodo
inoculado, se realiz6 una cromatografia de capa fina (TLC) de las muestras de los tiempos inicial y
final del ensayo a 37°C. Se toma en cuenta Unicamente dicha temperatura ya que segun varios
estudios la degradacién de oleico es 6ptima a 37°C (8) y como ya hombrado anteriormente se trata

de una temperatura reproducible a nivel industrial.
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4.4. Determinaciéon de la presencia de acido oleico

Se determin6 por cromatografia en capa fina (TLC) la presencia de &cido oleico en las muestras de
medio extraidas de los viales OL 1, 2 y 3 con &cido oleico como sustrato, a los tiempos inicial y final.
Previo al sembrado en la placa, se extrajeron los lipidos de las muestras, con el método de Bligh y
Dyer (65), y por gravimetria se determind la masa de lipidos, para sembrar en la placa la misma

concentracién para cada muestra y lograr una buena comparacion.

En la cromatografia de capa fina se observaron bandas en el aceite correspondientes a:
monogliceridos, digliceridos (1,2 digliceridos y 1,3 digliceridos), acidos grasos libres, y triglicéridos
(14). En la muestra de oleico 70% técnico sembrada se observé una Unica banda al mismo Rf que
los acidos grasos libres del aceite. En las muestras de los enriquecimientos de acido oleico a tiempo
inicial sembradas se observoé la presencia de ésta misma banda mientras que en las muestras de a
tiempo final no se observé (Figura 16). Se puede co-relacionar la banda observada con la banda
observada en el 4cido oleico 70% técnico sembrado, ya que tienen el mismo Rf. La presencia de
dicha banda indica que en las muestras a tiempo inicial hay acido oleico mientras que en las
muestras finales no hay acido oleico (apreciable con la sensibilidad de la técnica). Este resultado
significa que el acido oleico fue consumido durante la incubacién por la comunidad microbioldgica

presente en los enriquecimientos.

A pesar de no haber registrado produccion de gas a 37°C, la técnica de cromatografia en capa fina
permitid determinar que el acido oleico fue consumido durante la incubacién. Entonces, el no haber
registrado produccién de gas podria deberse a una degradacion incompleta del 4cido oleico o a la
baja sensibilidad del método de medicién de gas. Para concluir al respecto se deberia confirmar si
hay presencia de intermediarios, realizar incubaciones mas largas o aumentar la sensibilidad del

método de medicion de gas.
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Figura 16. Determinacién de la presencia de acido oleico en muestras OL. Se realiz6 una cromatografia
en capa fina (TLC) para la determinacion de la presencia de acido oleico en las muestras OL 1,OL2yOL 3 a
los tiempos inicial y final. De izqg. a der. se sembré una concentracién de 10 mg/mL de aceite de oliva, 19 mg/mL
(Std1) y 5 mg/mL (Stdz) de acido oleico 70% técnico (el mismo &cido oleico agregado como sustrato al medio
de cultivo), y 10 mg/mL de las muestras de OL 1, OL 2 y OL 3 al tiempo inicial, y OL 1, OL 2 y OL3 al tiempo
final. La separacion de las clases lipidicas en el aceite se muestras a la izquierda con flechas.

4.5. Andlisis de la comunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S

Las medidas del volumen de produccién de gas y los ensayos de determinacion de la presencia del
sustrato en la muestras iniciales y finales, permiti6 determinar que la comunidad microbiana
presente en los enriquecimientos, se encuentra activa y degradando los sustratos proporcionados
en condiciones anaerobias a 37°C. Al adicionar un Unico sustrato en particular, como el glicerol o
el acido oleico, se esta forzando a la comunidad a adaptarse a las nuevas condiciones. Por ello, la
comunidad presente en la muestra a tiempo inicial deberia haber variado a los largo de incubacion.
Se busc6 monitorear el cambio en la estructura y composicion de la comunidad microbiana a lo largo

de la incubacion, mediante la técnica T-RFLP del gen ARNr 16S.

Se realizé extraccion de ADN de las muestras de los tiempos inicial y final de los enriquecimientos
de glicerol (1, 2 y 3) y de acido oleico (1, 2 y 3,) a 37°C. El ADN extraido con el kit ZR SoilMicrobe
DNA Miniprep™ fue sembrado en un gel de agarosa 1%, donde no se observé la presencia de
ADN (no se muestra). Esto podria deberse a la baja concentracién de ADN extraida a partir de las

muestras de 500 pL. Por esta razon es que se realizaron nuevas incubaciones en una segunda
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etapa del procedimiento, para repetir el estudio con un mayor volumen, tomando muestras de mayor

volumen también.

A pesar de la baja concentracion de ADN se logré amplificar el gen de ARNr 16S con primers
especificos. Se obtuvieron fragmentos de 1500 pb aproximadamente (Figura 17), lo cual coincide

con el tamafio del fragmento del gen ARNr 16S amplificado en bacterias (50).

Tamafio (pb)

1013
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Figura 17. Gel de electroforesis de agarosa 1% para confirmar la presencia de los productos de PCR.
De izg. a der. se sembré un marcador de peso molecular HyperLadder | 100 pb (carril 1), los triplicados de GL
iniciales (carriles 2,3 y 4), los triplicados de GL finales (carriles 5,6 y 7), los triplicados de OL iniciales (carriles
8,9 y 10) ), un control negativo (carril 11), un control positivo (carril 12) y los triplicado de OL finales (carriles
13,14y 15).

Se midi6 la concentracion de ADN en las mismas muestras y se obtuvieron los valores presentados

a continuacion (Tabla 7):

Tabla 7. Concentracion de ADN en muestras de los enriquecimientos de glicerol y de oleico en los
tiempos inicial y final.

Muestra Concentracion ADN (ng/pl)
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OL 2f 51,6
OL 3f 25,0

4.6. Analisis de lacomunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S
en las muestras de los enriquecimientos de glicerol

- Abundancias relativas de la composicion microbiana en las muestras de los
enriquecimientos de glicerol

A partir de los datos obtenidos por T-RFLP se realizaron gréficas de abundancia relativa,
agrupamientos por indice de Bray Curtis y Andlisis de componentes principales. A partir del analisis
de la abundancia relativa de T-RFs de las muestras de los enriquecimientos de glicerol a tiempo
final, se detectaron 4 picos (296 pb, 285 pb, 283 pb y 260 pb en la Figural8) que no se encuentran
presentes en las muestras iniciales. Entre estos, los picos con mayor abundancia relativa son el de
296 pb, y de 285 pb. Ademas, los picos correspondientes a los tamafios 227 pb, 213 pb, 75 pby 63
pb, se encuentran presentes en las muestras finales, pero con una abundancia mucho mayor en el
tiempo final. Los picos 227 pb y 213 pb, tienen una abundancia relativa de 13% en una de las
muestras a tiempo final (en la muestra GL 3f para el pico 227 pb y en la muestra GL 2f para el pico
213 pb).

Estos resultados demuestran que la comunidad bacteriana sufrié un proceso de adaptacion durante
los 38 dias de incubacion con glicerol como fuente de carbono. Se observaron dos perfiles de T-
RFs que aumentaron notoriamente su abundancia relativa al tiempo final, lo que podria significar
que se trata de posiblemente dos grupos bacterianos que encontraron buenas condiciones para su
crecimiento. Otros perfiles aparecieron Unicamente al tiempo final, en este caso podria tratarse de
grupos en muy baja concentracion inicialmente que lograron multiplicarse como resultado de la

incubacion y cuyo metabolismo es 6ptimo para la degradacion de glicerol.
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Figura 18. Abundancias relativas de los perfiles T-RFsde las muestras de los enriquecimientos de
glicerol. Se presentan las abundancias relativas de T-RFs en perfiles TRFs normalizados generados por la
digestion con la enzima Haelll, de las amplificaciones del gen ARNr 16S en las muestras GL 1,2 y 3 al tiempo
inicial, y GL 2 y 3 al tiempo final. Cada color equivale a un pico (y tamafio) Unico, y se destacan los picos
principales. Realizada en Microsoft Excel 2013.

- Andélisis de cluster y de componentes principales en las muestras de los
enriquecimientos de glicerol

El andlisis por agrupamiento de los resultados de abundancia relativa de los perfiles T-RFs de las
muestras de glicerol muestra un agrupamiento de las muestras iniciales con una similitud mayor a
0,6 aproximadamente y de las muestras finales con una similitud también mayor a 0,6 (Figura 19).
El andlisis de componentes principales de las muestras de glicerol sigue la misma tendencia: las
muestras a tiempo inicial estan muy agrupadas y en un mismo cuadrante del diagrama, mientras
que las muestras a tiempo final se separan en dos cuadrantes (distintos del cuadrante de las

muestras iniciales) (Figura 20). Ademas, se pueden apreciar los perfiles T-RFs que tienen un peso
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mayor en tal diferencia, los mismos coinciden con casi todos los distinguidos anterormente en el
analisis de abundancia relativa (296 pb, 285 pb, 227 pb y 213 pb).

Estos dos andlisis, aportan un respaldo estadistico a lo obtenido con el analisis de abundancia

relativas. Se observa que las comunidades presentes en las muestras finales son distintos de

aquellos en las muestras iniciales.
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Figura 19. Andlisis de cluster de los perfiles T-RFs obtenidos paralas muestras de los enriquecimientos
de glicerol. Se hizo un andlisis de cluster con el algortimo Pair-Group y la formula de similitud de Bray-Curtis
(67) de los perfiles T-RFs obtenidos de las muestras GL a tiempos incial y final. El eje vertical muestra el indice
de similitud que varia de 0,2 a 1,0. Realizado en el software PAST version 2.17c.
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Figura 20. Anélisis de componentes principales (PCA) de las muestras de los enriquecimientos de
glicerol. El andlisis fue realizado con los perfiles T-RFs de las muestras de GL de los tiempos inicial y final. El
componente 1 explica el 69% y el componente 2 el 23 % de la variacion. Los puntos negros representan a las
distintas muestras, y las lineas azules a los distintos picos. Realizado en el software PAST 2.17c.

- Andlisis de las comunidades por indices de diversidad de las muestras de los
enriquecimientos de glicerol

Se calcularon los indices de diversidad (Simpson, Shannon y Chao) de los perfiles T-RFs de las
muestras de los enriquecimientos de glicerol (Tabla 8). El indice de Simpson parte de la base de
gue un sistema es méas diverso cuanto menos dominancia de especies hay, y por ende, la
distribucion es més equitativa. Mide la uniformidad de la comunidad en una escala del O al 1, siendo
1 la mayor uniformidad posible. El indice de Shannon contempla la cantidad de especies presentes
en la totalidad de las muestras y la cantidad relativa de individuos de cada una de esas especies.
Sus valores varian entre 1y 4,5. Un mayor valor del indice indica una mayor biodiversidad, e indices
de 3 son considerados muy biodiversos. El indice de Chao estima la riqueza total de especies en
la muestra. Este indice permite confirman los resultados obtenidos en el andlisis de abundancia
relativa ya que los distintos colores en dicha grafica representan un grupo bacteriano distinto en la

comunidad, y la suma de todos los grupos equivale al indice de Chao (68).

El calculo de indices de diversidad de los perfiles T-RFs de las muestras de los enriquecimientos

de glicerol (Tabla 8), permitié observar que las dos muestras finales (GL 2f y GL 3f) son menos
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diversas que las muestras iniciales, con valores del indice de Simpson de 0,90y 0,91
respectivamente, en comparacion con indice méas cercano a 1 para las muestras iniciales. Todas
las muestras iniciales son biodiversas, ya que tienen un indice de Shannon mayor a 3, mientras
que las muestras finales tienen un indice de Shannon menor a 3, y por ende no son consideradas
como biodiversas. Y por ultimo, los perfiles mostraron en las muestras iniciales una variedad de 33

picos en promedio contra 23 picos en promedio en las muestras finales.

Tabla 8. indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles T-RFs de las muestras de los enriquecimientos
de glicerol a tiempos inicial y final. Obtenidos en el software PAST 2.17c.

GL1li GL2 GL3i GL2f GL3f
Simpson_1_D 0,95 0,97 0,96 0,90 0,91

Shannon_H 3,2 3,5 33 2,7 2,7
Evenness_e"s 0,73 0,93 0,86 0,64 0,66

Chao_1 34 35 30 23 23

4.7. Analisis de la comunidad bacteriana por T-RFLP del gen ARNr 16S
en las muestras de los enriquecimientos de acido oleico

- Abundancias relativas de la composicion microbiana en las muestras de los
enriguecimientos de acido oleico

A partir de las abundancias relativas obtenidas a partir del T-RFLP para las muestras de a tiempo
final se observaron 3picoscon una destacada abundancia relativa no presentes en las muestras
iniciales. Los mismos corresponden a los tamafios285 pb, 283 pb y 71 pb. Ademas, hay picos cuya
baja abundancia relativa en las muestras iniciales se vio aumentada en las muestras finales. Es el
caso de los picos que corresponden a los tamafios 236 pb y 63 pb. El fragmento 236 pb tiene ademas

la abundancia relativa mayor a todas (13% en la muestra OL 3f).
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Figura 22. Abundancias relativas de los perfiles T-RFs de las muestras con acido oleico. Se presentan
las abundancias relativas de T-RFs en perfiles T-RFs normalizados generados por la digestion con la enzima,
de las amplificaciones del gen ARNr 16S en las muestras OL 1,2 y 3 al tiempo inicial, OL 2 y 3 al tiempo final.
Cada color equivale a un pico (y tamafio) Unico, y se destacan los picos principales. Realizada en Microsoft
Excel 2013.

De estos resultados, se desprende que la comunidad bacteriana final se diferencié de la comunidad
inicial como resultados de la incubacién durante 33 dias, en un medio suplementado con acido
oleico. Hay un grupo bacteriano presente en el tiempo inicial que mostré una mayor abundancia al
tiempo final, lo que indica que su adaptacion a la fuente de carbono le permitié crecer en mayor
abundancia. Los tres perfiles de T-RFs que aparecieron Unicamente al tiempo final son posiblemente

grupos bacterianos degradadores de acido oleico.

- Andlisis de cluster y de componentes principales en las muestras de los
enriquecimientos de &acido oleico

El andlisis de agrupamiento de los perfiles T-RFs en las muestras de los enriquecimientos de acido
oleico, permite observar una marcada separacion entre las muestras iniciales y las muestras finales
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(Figura 23). Las muestras iniciales se agrupan con una similitud de 0,70, mientras que las muestras
finales se agrupan con una similitud de 0,47, debido a la muestra OL 3f que se diferencia
considerablemente de las otras dos. Es decir, las muestras finales son mas diversas que las
muestras iniciales. Esto se observa ademas en el analisis de componentes principales (Figura 24).
En el diagrama, se observa que las muestras iniciales estan casi superpuestas, y que las muestras
finales se separan en dos distintos cuadrante, la muestra OL 3f por un lado y las otras dos por el
otro. Adicionalmente, se distingue el pico responsable de tal separacion en las muestras finales que

es el mismo mencionado en el andlisis de abundancia relativa (236 pb).
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Figura 23.Anédlisis de cluster de los perfiles T-RFs obtenidos para las muestras de los enriquecimientos
de acido oleico. Se hizo un andlisis de cluster con el algortimo Pair-Group y la formula de similitud de Bray-
Curtis (67) de los perfiles T-RFs obtenidos de las muestras OL a tiempos inicial y final. El eje vertical muestra
el indice de similitud que varia de 0,32 a 1,0. Realizado en el software PAST version 2.17c.
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Figura 24. Analisis de componentes principales (PCA) de las muestras de los enriquecimientos de acido
oleico. Se realiz6 el analisis de los perfiles T-RFs obtenidos de las muestras OL de los tiempos inicial y final.
El componente 1 explica el 60 % y el componente 2 el 31% de la variacion. Las muestras son representadas
por los puntos negros, y las lineas azules equivalen a los distintos picos. Realizado en el software PAST 2.17c.

- Andlisis de las comunidades por indices de diversidad de las muestras de los
enriguecimientos de acido oleico

A partir de los datos obtenidos de perfiles T-RFs en las muestras de acido oleico, se calcularon los
indices de diversidad Simpson, Shannon, y Chao (Tabla 9).

Segun los valores calculados, solo la muestra OL 3f se distingue de las demas por una menor
diversidad. Las muestras OL 1f y OL 2f tienen indices de Simpson muy similares a las muestras
iniciales. Segun el indice de Shannon, son todas las muestras son biodiversas, pero la muestra OL

3f nuevamente se distingue por una biodiversidad algo inferior al del resto de las muestras.

El indice de Chao describe que las muestras iniciales alcanzan un promedio de 37 picos contra un

promedio similar para las muestras finales, de 35 picos.
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Tabla 9. indices de diversidad obtenidos a partir de los perfiles TRFs de las muestras de los enriquecimientos
de &cido oleico a tiempos inicial y final. Obtenidos en el software PAST 2.17c.

‘OLLi OL2i OL1f oOL2f OL3f
0,96 0,96 0,97 0,94

Simpson_1_D 0,97 , ;

Shannon_H 3,6 3,4 3,4 3,5 31
Evenness_ets 091 0,87 0,81 0,89 0,72

Chao_1 39 35 39 36 31

4.8. Comparacion de los resultados obtenidos en los dos
enriguecimientos

Comparando los perfiles T-RFs de las muestras de glicerol y de acido oleico, se observa que dos T-
RFs se encuentran presentes en los tiempos finales de los enriquecimientos de glicerol y de acido
oleico, lo que podria implicar que se trata de grupos bacterianos capaces de consumir ambos

sustratos o un intermediario de la degradacién de estos (por ejemplo acetato).
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Figura 25. Abundancias relativas de los perfiles T-RFs de las muestras de los enriquecimientos de
glicerol (izq.) y de éacido oleico (der.). Se hizo una agrupacion de las Figuras 18 y 22 para una mejor
comparacion de los tiempos finales de los enriquecimientos de glicerol y de &cido oleico.

También se observa que la comunidad bacteriana en los enriquecimientos de glicerol se diferencio
en una mayor medida que la comunidad bacteriana en los enriquecimientos de oleico. Esto se
aprecia comparando los perfiles T-RFs de los tiempos finales para ambos enriquecimientos, asi
como en los indices de similitud obtenidos con los analisis de cluster. La similitud entre las muestras

iniciales y finales del enriquecimiento de glicerol fue de 0,15 en comparacion con una similitud de
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0,32 para las muestras iniciales y finales en el enriqguecimiento de acido oleico. Asi mismo, el andlisis

de componentes principales y los indices de diversidad respaldan lo anteriormente estipulado.

Esto pareceria indicar que la comunidad microbiana presente en el lodo se adaptdé mejor a la
degradacion de glicerol. Quizas se trate en su mayoria de organismos capaces de degradar dicho
compuesto por lo cual la adaptacion al sustrato fue rapida. También, se podria considerar que la
degradacion de acido oleico, al ser mas compleja, ocasioné la inhibicion de algunas vias
metabdlicas, derivando en una menor adaptacién de la comunidad en el enriquecimiento de acido

oleico.

4.9. Analisis de la 454- pirosecuenciacion de la muestra de lodo del
digestor de grasa

La muestra del lodo del digestor de grasa, que fue utilizada como inéculo inicialen los
enriquecimientos, fue pirosecuenciada. El| propoésito de este andlisis fue de identificar
filogenéticamente a los miembros de la comunidad bacteriana presentes en el inoculo inicial del
ensayo, asi como aproximarse a una identificacién de los T-RFs mas abundantes en las muestras

iniciales y finales de ambos enriquecimientos.

Se analizaron un total de 4.309 secuencias, y se detectaron 17 filos (Tabla 10). Los filos més
abundantes correspondieron a Proteobacteria (18 %), Thermotogae (17 %) y Chloroflexi (8,9 %).
Los géneros mas abundantes (abundancia mayor a 0,5 %) en la muestra el inéculo se muestran en
la Tabla 11. Se observa claramente que dos de ellos predominan frente al resto (Kosmotoga 10,0
% y Smithella 10,0 %).

Kosmotoga (del filo Thermotogae) es un género representado Unicamente por dos especies
identificadas, Kosmotoga olearia y Kosmotoga arenicorallina. La especie Kosmotoga oleariafue
aislada de los efluentes de una plataforma de produccion de petréleo (69) y la especie Kosmotoga
arenicorallina de aguas hidrotermales (70). Ambas especies se caracterizan por ser termofilas o
hipertermdfilas, y metabolizar una gran variedad de carbohidratos en condiciones anaerobias (47).
No se han detectado bacterias de este género en sistemas de tratamiento de efluentes de la industria
lactea. Por lo tanto, seria interesante profundizar en el aislamiento y caracterizacion de la misma ya
que podria tratarse de una nueva especie con alta capacidad degradadora de grasas. Smithella (del
filo Proteobacteria) es una bacteria anaerobia estricta, mesofilica y capaz de degradar propionato
formando acetato y menor cantidad de metano en comparacién a otras bacterias que degradan
propionato. La especie Smithella propionica ha sido la Gnica aislada hasta la fecha, y fue crecida y
aislada de un reactor anaerobio doméstico (71). Probablemente se encuentre degradando
intermediarios de la degradacién de grasas en el digestor del sistema de tratamiento. Por lo tanto,
podria también estar presente en las incubaciones asociadas a la comunidad degradadora de acido

oleico o glicerol.
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Tabla 10. Filos detectados en el lodo del digestor por 454-
pirosecuenciacion

n°secuencias %
Bacterias no clasificados 1611 37,4
Proteobacteria 774 18,0
Thermotogae 731 17,0
Chloroflexi 383 8,9
Firmicutes 250 5,8
Euryarchaeota 176 4,1
Bacteroidetes 132 3,1 Tabla 11. Composicién del reactor R3
obtenida por 454-pirosecuenciacié. Se
Acidobacteria 107 2,5 analiz6 la composicion del reactor R3 por
454-pirosecuenciacion, se presentan los
Verrucomicrobia 76 1,8 géneros hasta un 0,5% de abundancia.
Synergistetes 2 R,
ynergi 3 0.5 Kosmotoga 10,0
Actinobacteria 5 0,1 Smithella 10,0
Spirochaetes 5 0.1 Methanolinea 3,5
Leptolinea 2,3
obl 2 0.0 Fervidobacterium 1,2
Armatimonadetes 2 0,0 Sulfuricurvum 0,7
Lentisphaerae 2 0,0 Caldisericum 0.6
. Syntrophobacter 0,6
Cyanobacteria/Chloroplast 1 0,0 Arcobacter 05
Gemmatimonadetes 1 0,0

El andlisis in silico de corte con la enzima Haelll de las secuencias del gen ARNr 16S con mayor
abundancia en el resultado de la pirosecuenciacién (Tabla 12), permitié una posible asignacion de2

fragmentos T-RFs.

La especie Kosmotoga olearia genera un T-RF in silico de 211 pb. Este fragmento podria coincidir
con un T-RFs presente en las muestras iniciales y finales de los enriquecimientos de glicerol y de
acido oleico, de 213 pb. Este fragmento se encuentra en una abundancia notoria en las muestras
iniciales, y duplica su abundancia en una de las muestra finales del enriquecimiento de glicerol.
También, la especie Smithella propionica genera un T-RF in silico de 71 pb. En las muestras iniciales
del enriquecimiento con glicerol se detect6 un fragmento de 71 pb con una abundancia considerable,
que luego desaparecid en las muestras finales. Contrariamente, en los enriquecimientos de acido

oleico, este mismo fragmento esta presente Unicamente en las muestras finales del enriquecimiento

60



con una abundancia notoria también. Esto implica que pude tratarse de la presencia del género

Smithella, en cuya caso, su adaptacion se vio favorecida por la degradacién del acido oleico.

No obstante, este analisis in silico no permite una confirmacién de los grupos bacterianos presentes
en los enriquecimientos. Si bien se secuencié una muestra del mismo lodo que fue el inéculo del
ensayo, los tiempos entre el secuenciado y el comienzo del ensayo, no permiten la total correlacion
de los resultados obtenidos, ya que los grupos microbianos pueden haber evolucionado. Asi mismo,
los grupos microbianos presentes en el lodo secuenciado se alejan ain mas de aquellos presentes

luego de la incubacion.

Tabla 12. Andlisis in silico de los perfiles T-RFs de los géneros presentes en el lodo del reactor R3. Se
determiné con la herramienta WebCutter 2.0, el largo de bases del primer fragmento resultantes del corte con
la enzima de restriccion Haelll. Se indica la presencia del T-RF en los T-RFLP de los enriquecimientos de
glicerol y de &cido oleico a tiempos inicial y final.

. T-RF in
Especies -,
silico

: Lo 71
Smithella propionica
Fervidobacterium islandicum 89
Methanospirillum hungatei 167
Kosmotoga arenicorallina 186
Ferwplobacterlum 189
pennivorans
Fervidobacterium riparium 191
Syntrophobacter

) 209

sulfatireducens
Syntrophobacter 209
fumaroxidans
Kosmotoga olearia 211
Caldisericum exile 308
Arcobacter skirrowii 907
Sulfuricurvum kujiense 953

Para lograr una correcta identificacion de los picos mas abundantes en los enriquecimientos se
deberia pirosecuenciar las mismas muestras que fueron analizadas por T-RFLP. De esta forma
se lograria una mejor correlacion entre los T-RFs obtenidos in silico y en el ensayo. Esto
permitiria una correcta identificacibn de los grupos microbianos presentes en los
enriquecimientos finales. Los filos obtenidos por secuenciacion de las muestras con menor
diversidad (tiempos finales) permitirian de determinar aquellos filos que mejor se adaptaron al
medio proporcionado en el ensayo, y esto daria un gran aporte para la consecuente creacion

de un inoculante que mejore la degradacion de grasas y sus derivados.
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5. ANALISIS ECONOMICO

Este capitulo no aplica como requerimiento para la obtencidn del titulo de Licenciada en
Biotecnologia.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este proyecto permitié obtener una primera aproximacion al desarrollo de un inoculante capaz de
mejorar la degradacion de grasas en los efluentes de la industria lechera. Se centré el estudio en la
degradacion de dos componentes principales en dichos efluentes, el glicerol y el acido oleico.
Obteniendo asi, un enriquecimiento de una muestra de un lodo proveniente de un reactor anaerobio

degradador de grasa, en bacterias degradadoras de estos compuestos.

Durante el ensayo se logré un buen seguimiento de los enriquecimientos, con el uso de técnicas
sencillas y rapidas, tanto para la deteccién de los sustratos como para la medida de produccion de

gas.

El estudio de las comunidades bacterianas por la técnica molecular de T-RFLP junto con los analisis
multivariados, permitieron determinar cambios entre los tiempos iniciales y finales de ambas
incubaciones. Las muestras de los tiempos finales demostraron tener una diversidad en la
comunidad microbiana inferior. Esto pareceria indicar que algunos grupos bacterianos se adaptaron

mejor a los sustratos, glicerol o acido oleico.

Los resultados obtenidos proponen un seguimiento incorporando mejoras. Por un lado, la
incorporacion de un tercer sustrato: la grasa de leche. Esto permitiria de abarcar los tres pasos
claves de la degradacion de lipidos. Luego, la confirmacion de la identidad del o de los gases
producidos por cromatografia de gas. Considerar ademas, variaciones a nivel de la concentracion
de sustrato, buscando acercarse a la concentracién de grasa, glicerol o acido oleico real en los
efluentes de industrias lecheras. También, se deberia variar la escala de los enriquecimientos asi
como los tiempos de incubacién. Para mejorar el analisis molecular, se deberia pirosecuenciar las
muestras analizadas por T-RFLP (muestras iniciales y finales) de modo de poder correlacionar los
T-RFs obtenidos con T-RFs teéricos de los filos que se encuentran presentes en las muestras
mismas. Se podria ademas, considerar la incorporacién de reactivos para la deteccion de arqueas
(primers especificos para la PCR del gen ARNr 16S, primers para la 454-pirosecuenciacion). En una
Gltima instancia, se realizaria un aislamiento de las bacterias responsables de la degradaciéon de

grasa, acido oleico y glicerol.

Este proyecto permitié de sentar las bases para en un futuro, desarrollar un inoculante que mejore

la degradacion de grasas o sus derivados en efluentes de la industria lactea.
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8. ANEXO

Cromatogramas de T-RFLP obtenidos en Peak Scanner™ Software
Version 1.9
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Muestra GL 3i
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