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BIOGRAFIA

Me llamo Camila Pia Saldias Ruiz, oriunda de Curico,
que significa “aguas negras” en mapudungun. Curico es
ciudad productora de frutas y verduras para Chile y el
mundo, conocida ademas por las tortas del milhoja, las
bicicletas y los vinos. Ubicada en la region del Maule,
donde se encuentra un hotspot de biodiversidad
mundial, y en donde sistematicamente se ha talado
bosque nativo para plantar monocultivos de pino
insigne. Por todo esto es que me siento responsable y
orgullosa de ser “provinciana”, y a mis comparieros de
carrera, siempre les decia que Santiago no es Chile.
Para haber estudiado Biologia Ambiental, algo de mi
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mama, siempre vi racionalidad en el uso de los recursos con que contabamos, en mi casa
reciclamos desde nifios porque ella nos lo inculc6. Ademas, los veraneos en carpa,
recorriendo Chile, siempre me acercaron a la naturaleza, tan diversa y exuberante. De mis
bisabuelos maternos, emprendedores en tiempos de crisis, rescaté el espiritu de lucha. De
mi abuela materna, quimica farmacéutica y de las primeras mujeres cientificas, capté la
valentia y el amor al trabajo cuando es vocacion. De mi abuela mas querida, Nubia Camila,
profesora rural y madre soltera en tiempos de opresién, tomé la valentia para ser uno mismo
y expresar ideas diferentes, a pesar de que el resto discrimine.

Mi llegada a la universidad comienza en Bachillerato, pues no estaba segura de qué
estudiar, pero si sabia que me gustaba la biologia y la evolucion de los seres vivos, el origen
de la vida, los increibles mecanismos de la naturaleza, entre otras cosas (tuve dos o tres
profesores que en el colegio me despertaron estos intereses). Luego de terminar
Bachillerato, postulé a Ingenieria en Biotecnologia Molecular, pues aun estaba llena de
miedo respecto al futuro, y creia que esta carrera me aseguraria algun lugar “seguro”. En el
camino me di cuenta que me interesaban muchos otros temas, y me dispersé. Sin embargo,
en mi dispersiéon, conoci personas valiosas con quienes desarrollé amistad y proyectos
importantes para ir haciendo mi propio camino. Tuve contacto con diferentes personajes
universitarios, desde los guardias y jardineros, hasta los profesores y administrativos.
Participé de los espacios politicos, pues queria cambiar el mundo. Lo mas genial eran las
conversaciones sui generis (de todos los temas) con profesores y funcionarios a los que yo
admiraba o estimaba por sus experiencias de vida.

Luego, me cambié a Biologia Ambiental, donde me sentia mas comoda, menos bicho raro.
Pude ser yo misma con mis ganas de hacer proyectos de educacién ambiental, pues mi
conviccion era (y es todavia) que la educacion ambiental es la madre de las soluciones para
lograr vivir en armonia con la naturaleza de la que somos parte.

Ya el ultimo afio de carrera, conoci a la profe Margarita y a Julieta, donde comenzaria mi
lucha, contra mis inseguridades, mis miedos intelectuales y profesionales. Me puse a trabajar
en el laboratorio sin mucha claridad del por qué y para qué, busqué otros nichos siempre
buscando respuestas, cosa que siempre me afligié, pues me sentia dividida entre ciencia o
gestion, ciencia o educacion. Pero a pesar de todo, lo bueno y lo malo sumé, y logré escribir
la tesis, y sobre todo logré definir mi rumbo por la educacion y la ética ambiental, integrando
la experiencia de trabajo cientifico, para mejorar el mundo inteligentemente, con argumentos
y proyectos bien hechos, pues las solas ganas no bastan.
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amor y libertad.
A mis hermanos, Ignacio y Cristian, a mi sobrinc Facundo, y a mi cufiada Ximena, por
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A Richy de mi corazén, por ser un precioso catalizador para que terminara este
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RESUMEN

El biogds es una mezcla gaseosa compuesta principalmente de metano y dioxido de
carbono, y otros gases traza considerados contaminantes {(N;, O, HzS, CO, vapor de
agua, siloxanos, mercaptanos). Dicha mezcla es producida por la fermentacion
anaerébica de materia organica, proceso microbioldgico que ocurre en ambientes
naturales y por medio de diferentes actividades humanas. Su utilizacion como energia
renovable no convencional (ERNC) requiere la remocion de H;S, dado su alto poder
corrosivo que dafia la maquinaria y el sistema de distribucion, su efecto nocivo para la
salud humana y de ofros organismos, y su efecto contaminante ya que su combustidn
produce 6xidos de azufre que generan la lluvia acida. Entre los métodos para eliminar
H.S se pueden distinguir dos tipos: los fisicoquimicos y microbioldgicos; estos tltimos
son preferidos dado su bajo costo y minimo impacto ambiental. Los métodos
microbiolégicos se fundamentan en la capacidad de los microorganismos de utilizar el
H.S como dador de electrones para la generacion de NADH y ATP en el proceso de
fijacion de CO, por via fotosintética o quimiosintética. En este trabajo se evalu¢ la
capacidad de remocion de H,S de microorganismos fotoanoxigénicos pertenecientes al
grupo de las bacterias parpuras. Para obtenerlos, se enriquecié una muestra de suelo
mediante la construccion de una columna de Winogradsky, luego se exirajo el estrato
de interés, se cultivd y purificd en condiciones selectivas. Para determinar las
condiciones de crecimiento mas favorables, se utilizaron tratamientos con distintas
fuentes de carbono (acetato y piruvato) y atmésferas gaseosas (biogas y CO,). Se

determindé una mayor densidad optica en medio de cultivo con acetato o piruvato y

atmosfera de biogas, no existiendo diferencia significativa entre ambas fuentes de




carbono organico. Por lo tanto, se escogié la condicién con piruvato y biogas para
continuar los ensayos. La capacidad fotoanoxigénica de los cultivos seleccionados en
la condicion mas favorable, se determind por la presencia de marcadores moleculares,
entre ellos el gen pufM que codifica para la subunidad M del centro de reaccion
fotosintético de bacterias purpuras, y el rDNA 16S para el grupo de bacterias verdes
del azufre, verdes no del azufre y heliobacterias. Posteriormente, debido a que el
cultivo seleccionado se fraté de un consorcio y no de un cultive puro, se determind la
compasicion bacteriana del mismo mediante la construccion de una genoteca del gen
rDNA 16S. El andlisis de secuencias indica un 69% de abundancia de clones
relacionados al género Rhodopseudomonas, perteneciente al grupo fotoanoxigénico de
bacterias plrpuras no del azufre, y en segundo lugar, un 19,5% de clones relacionados
al género Clostridium, de metabolismo fermentador. Luego, en abundancias menores
se detectaron secuencias relacionadas a los géneros Pseudomonas (4,5%) y
Achromobacter (3,0%), de metabolismo quimiocorganotréfico. Finalmente, se realizé un
ensayo de purificacion de biogas utilizando el cultivo seleccionado en un sistema tipo
batch en el que se compard la capacidad de remocion de H,S presente en la fase
gaseosa a distintos tiempos de incubacion. La concentracion de H,S disminuy6 a
mayor velocidad en el tratamiento con cuitivo de bacterias en relacion al tratamiento

controf sin bacterias. El resto de los componentes del biogas no se vio

significativamente afectado por la presencia del in6culo.




ABSTRACT

Biogas is a gas mixture composed mainly of methane, carbon dioxide, and other trace
gases considered contaminants (N, O, H,S, CO, water vapor, siloxanes,
mercaptanes). This mixture is produced by the anaercbic fermentation of organic
matter, microbiological process that occurs in natural environments by different human
activities. Its use as non-conventional renewable energy (NCRE) requires the removal
of H;S, given its high corrosive damage to machinery and distribution system, its
harmful effect on hurman health and other organisms, and its polluting effect because its
combustion produces sulfur oxides which generate acid rain. The methods to remove
HzS can distinguish two types: the physicochemical and microbiological; the latter are
preferred because of their low cost and minimal environmental impact. Microbiological
methods are based on ability of microorganisms to use H,S as electron donor for
generation of NADH and ATP in the process of CO, fixation via photosynthesis or
chemosynthesis. This study evaluated the H.,S removal capacity of photosynthetic
microorganisms belonging to the group of purple bacteria. To obtain them, a soil
sample was enriched by constructing a Winogradsky column; then the layer of interest
was extracted, cultivated and purified under selective conditions. To determine the most
favorable growth conditions, treatments with two carbon sources (acetate and pyruvate)
and gaseous atmospheres (biogas and CO;) were used. A higher optical density in
culture medium with pyruvate or acetate in biogas atmosphere was determined, without

statistical significant difference between the two organic carbon sources. Therefore, the

condition with pyruvate and biogas was chosen to continue testing. The
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photoanoxygenic ability of the selected cultures in the most favorable condition was
determined by the presence of molecular markers, including the pufM gene which
encodes the subunit M of the reaction photosynthetic center of purple bacteria, and the
16S rDNA for the group of green sulfur bacteria, green non-sulfur bacteria and
heliobacterias. Subsequently, because the selected culture was a consortium rather
than a pure culture, its bacterial composition was determined by library construction of
the 16S rDNA gene. Sequence analysis indicates 69% of clones were related to the
genus Rhodopseudomonas, belonging to the photoanoxygenic group of purple non-
sulfur bacteria, and in the second place, 19.5% of clones were related to the genus
Clostridium, of fermenter metabolism. Then in lower abundances detected sequences
were related to the genera Pseudomonas (4.5%) and Achromobacter (3.0%), of
chemorganotrophic metabolism. Finally, a biogas purification assay was performed
using the selected culture in a batch-type system, in which the H,S removal capacity
from the gas phase was compared at different incubation times. The H;S concentration
decreased faster in the treatment with the selected culture in relation to contro! without
bacteria. The other biogas components were not significantly affected by the presence

of inoculum.
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1. INTRODUCCION

La creciente demanda energética, junto a las politicas ambientales para disminuir y
mitigar las emisiones de efecto invernadero, han llevado a los paises a diversificar su
matriz energética (IPCC, 2012). Por esto, el uso de las energias renovables adquiere
importancia en politicas y planes de desarrollo a nivel internacional. Chile, por su parte,
ha reorientado su matriz con la promulgacién de la Ley de Energias Renovables el afio
2008, que establece la obligacién a empresas generadoras eléciricas de comercializar
un 10% de energia proveniente de fuentes renovables no convencionales (ERNC)
(Chile, Ministerio de Economia, 2007). El biogas, es un tipo de ERNC y constituye uno
de los productos energéticos con alto potencial en Chile, sin embargo uno de los
principales obstaculos para su utilizacion a nivel industrial es su contenido de
contaminantes sulfurados, entre ellos el H,S. Si bien se han desarrollado tecnologias
fisicoquimicas eficaces para remover este compuesto, no cumplen con las exigencias
ambientales debido a que generan subproductos contaminantes, ademas de ser
altamente costosas. Por el contrario, ia tecnclogia de biofiltros en base a
microorganismos quimiosintéticos y fotosintéticos, es una alternativa efectiva y eficaz
en el proceso de purificacion de biogéds y otros gases sulfurados. En particular, existen
grupos microbianos capaces de utilizar el H,S, entre ellos las bacterias

fotoandxigénicas, que relinen las caracteristicas metabélicas necesarias para ser

aplicados como biofiliros de H,S.




1.1. Energias renovables: Biogas

El biogas se define como una mezcla gaseosa compuesta principalmente de
metano (CH,), didéxido de carbono (CO,) y oiros gases ftraza considerados
contaminantes (H;S, CO, O,, vapor de agua, siloxanos). Se considera que la utilizacion
de biogas lleva a la reduccion neta de emisiones de efecto invernadero porque de ofra
forma el metano es liberado a la atmdsfera provocando un efecto invernadero 21 veces
mayor al CQ, (Fredriksson y cols.,, 2006). Dicha mezcla es producida por la
fermentaciéon anaerdbica de materia organica, proceso microbiologico que ocurre en
ambientes naturales y en diferentes actividades humanas tales como rellenos
sanitarios, compostaje comercial, tratamiento de aguas residuales y lodos de la
industria agroalimentaria (Abatzoglou y Boivin, 2009).

Estudios recientes indican la factibilidad de incorporar el biogas en el parque
generador de electricidad, estimando un potencial de 400 MW de capacidad instalable
equivalente al 3,5% de la capacidad nacional, destacando que existe un potencial
directo de aproximadamente 150 MW correspondientes a la produccién de metano a
través de reactores ya existentes (Chamy y Vivanco, 2007). Otro estudio reciente
sefiala que el potencial bruto de biogas es de un 30% del total biomasico (Ponit, 2008).

La produccion de biogas se debe al proceso de digestion anaerdbica de la materia
organica desarrollado por una secuencia acoplada de interacciones microbianas en la
que se pueden distinguir cuatro etapas fundamentales: hidrédlisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis (Weiland, 2010). Cada una de dichas etapas es
realizada por distintos consorcios microbianos con requerimientos de nutrientes y

condiciones ambientales especificas {Angelidaki y cols., 1993). En la etapa de hidrdlisis




un tipo de microorganismos libera al medio exiracelular enzimas hidroliticas que
degradan los polimeros insolubles de alto peso molecular tales como proteinas,
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, que convierten a sus respectivos monomeros
simples de bajo peso molecular (aminoacidos, azlcares y acidos grasos de cadena
larga), los cuales quedan biodisponibles para ser oxidados por bacterias
fermentadoras, ya sea a CO, e H; (susirato de las bacterias metandgenas), o bien a
acidos grasos volatiles (sustrato de bacterias acetogénicas). Luego, en la etapa
acetogénica, los dacidos grasos voldtiles son utilizados por microorganismos que
producen acetato e H,. Finalmente, arqueas metandgenas utilizan el acetato o Hy y
CO; para producir metano, siendo el H; el sustrato limitante de la reaccién (Bagi y
cols., 2007).

El equilibrio enire las distintas etapas del proceso metanogénico determina la
composicion y, por ende, la calidad del biogas como combustible. Se entiende por
biogas de alta calidad a aquel con mayor contenido de CH, (componente con un alto
poder calorificc) y menor contenido de CO, que actida como diluyente del poder
combustible. Diversos estudios han propuesto estrategias para optimizar la produccion
de biogés, con mayor contenido de CH4, en base al manejo de parametros como
temperatura, tiempo de retencion hidraulica, pH, tamafio de las particulas, composicién
de la materia prima, entre otros (Yadvika y cols., 2004).

Sin embargo, a pesar de que es factible el uso de biogas como ERNC en Chile, de
que la legislacién exige su uso a nivel industrial y de que es posible optimizar su
calidad en la etapa de produccion, ain es una fuente de energia cuyo uso no se ha
masificado a nivel industrial. Uno de los principales obstaculos para la utilizacion del

biogas es la presencia de contaminantes (H»S, NH,", siloxanos, mercaptanos), por lo




que a gran escala requiere necesariamente de su purificacion previa. En este aspecto,
el acido sulfhidrico (H.S) es el contaminante mas importanie de remover en el proceso
de purificacién, debido a su alto poder corrosive (Syed y cols., 2006) que se ve
aumentado al reaccionar con el vapor de agua presente en la mezcla formando acido
sulfirico (Varnero, 2011). El dafio que produce se puede observar en las paredes de
concreto de los reactores, sistemas de alcantarillado y tuberias de acero (Buisman y
cols., 1989). Ademas de su impacio negativo sobre instalaciones urbanas e
industriales, es considerado un gas téxico para la salud tantc humana como de otros
seres vivos. La exposicion a este gas se sefiala como una importante causa de
mortalidad en lugares de trabajo, siendo frecuentes los sintomas de intoxicacion en
emplazamientos industriales donde se han producido fugas accidentales (Strickland y
cols., 2003). Ademas, los producios de oxidacién de este gas, SO, y SO; son
considerados como los principales contribuyentes de la lluvia acida (Jin y cols., 2005).
La concentracion de H,S en el biogas es variable y dependiendo de las materias
primas empleadas en la digestion anaerobica, puede estar entre 10 a 10.000 ppm

{Abatzoglou y Boivin, 2009).

1.2. Purificacién de biogas

Considerando por una parte la factibilidad de usar biogas como ERNC y por otra
los efectos nocivos de su liberacién o combustién cuando esta presente el H,S, se
hace necesario desarrollar tecnologias no contaminantes y de bajo costo para su
remocién. Dentro de los métodos de purificacion de H,S se pueden distinguir dos

categorias: los métodos fisicoguimicos (absorcion y adsorcion) y los métodos

microbiologicos (microorganismos que consumen los contaminantes y los transforman




a formas menos perjudiciales). Los métodos fisicoquimicos de absorcion se basan en
la afinidad del H,S por iones metalicos como Fe*, Cu*, SO los métodos de
adsorcion, en cambio, se fundamentan en la adherencia del H.S sobre diferentes tipos
de catalizadores sdlidos, como por ejemplo Fe;O,; carbdn activado o matrices
derivadas de lodos (Abatzoglou y Boivin, 2009). Si bien las estrategias de purificacién
fisicoquimicas son las mas utilizadas porque pueden llegar a remover un alto
porcentaje del H,S presente en el biogas, alcanzando incluso el 100% de eliminacién
(Horikawa y cols., 2004), son consideradas tecnologfas de alto costo econdmico debido
a que requieren grandes cantidades de compuestos quimicos y condiciones de
operacion extremas (utilizacion de altas temperaturas, pH acidos o basicos para
regenerar el estado de oxidacion de los compuestos quimicos absorbentes). Ademas,
es necesario considerar los costos ambientales asociados a la saturacion de
catalizadores y a la produccién de precipitados de azufre, ambos subproductos
contaminantes que deben ser procesados y dispuestos en lugares adecuados.

A diferencia de los métodos de purificacion fisicoquimica, los métodos
microbioldgicos, que utilizan microorganismos para oxidar el H,S, implican un bajo
costo de inversion dada la minima necesidad de nutrientes, Ia no utilizacion de
compuestos quimicos en grandes volimenes, y las condiciones de operacién gque no
requieren un alto gasto energético (temperatura ambiente, presién normal). Ademas,
su funcionamiento es inocuo para el medio ambiente ya que no se generan
subproductos contaminantes, y en algunos casos al contrario, se genera azufre
elemental, un soélido no corrosivo de facil manipulacién y transporte que posee valor
comercial pues es utilizado para el procesamiento de feriilizantes (Henshaw y Zhu,

2001). Por lo anterior y debido a la mayor demanda por procesos mas econdmicos y




ambientaimente aceptables, se ha incentivado en Chile la investigacion del método de
purificacién microbiolégico, el cual cumple con las caracteristicas deseables de
oxidacién de H.S con un bajo requerimiento nutricional en condiciones anaerdbicas o
microaerdfilas, siendo esto Ultimo importante considerando que la composicién del
biogas puede presentar bajos niveles de oxigeno debido a filtraciones en la exiraccién

o durante su transporte hacia los estanques purificadores.

1.3. Bacterias fotoanoxigénicas

La oxidacion bioldgica del azufre es un rasgo filogenéticamente diverso, que se
ehcuentra en microorganismos de metabolismo tanto fototrofo como quimidtrofo.
Ambos tipos de metabolismo utilizan H.S como fuente dadora de electrones para la
generacion de poder reductor y formacién de ATP en el proceso de respiracion o
asimilacion de CO; (Ghosh y Dam, 2009).

Dichos metabolismos microbianos se distribuyen en los dominios Bacteria (foto y
quimiotrofia) y Archaea (quimiotrofia), los cuales llevan a cabo la mitad de los procesos
oxidativos del ciclo del azufre (Bruser y cols., 2000). Dentro del dominio Bacteria,
existen varios linajes tanto fotétrofos como quimibtrofos capaces de degradar el H,S en
condiciones aerdbicas, microaerdfilas o anaerdbicas. Por el contrario, dentro del
dominio Archaea, las especies oxidadoras de H,S son quimidirofas y aerdbicas,
restringiéndose al orden Sulfolobales del reino Crenarchaeota (Stetter y cols., 1990;
Fuchs y cols., 1980; Huber y Stetter, 2001).

En general, la oxidacién de H,S por bacterias quimidtrofas ocurre en condiciones

aerdbicas con O, como aceptor de electrones, o bien en condiciones anaerdbicas con

un aceptor alternativo de electrones (Prescott y cols.,, 2003). Dentro de los taxa

k



quimiétrofos mas utilizados en esiudios de remocion de H,S desde el biogas, se
encuentra el género Thiobacteria. En particular la especie Thiobacillus sp. ha sido
ampliamente utilizada debido a su capacidad de resistir condiciones de estrés (Syed y
cols., 2006).

Considerando que los microorganismos quimiolitdtrofos crecen limitados por el
bajo rendimiento energético molar de los sustratos donadores de electrones, y que
generalmente oxidan el H,S en condiciones aerdbicas; entonces los microorganismos
fotosintéticos serfan una alternativa conveniente para oxidar H,S y purificar el biogas.
Esto debido a su mejor rendimiento y capacidad de crecer en anaerobiosis o
microaerofilia.

La capacidad fotosintética se encuenira en cinco linajes bacterianos: Bacterias
verdes del azufre (Chlorobiales), Bacterias verdes no del azufre (subgrupo
Chlorofiexus), Bacterias purpuras (o, B y vy proteobacterias), la familia
Heliobacteriaceae y cianobacterias (Figura 1). Con excepcion de las cianobacterias,
todos los otros linajes realizan fotosintesis anoxigénica, que no conduce a la formacion
de oxigeno molecular pues no inveolucra el clivaje fotoquimico del agua (Frigaard y
Dahl, 2009). Este tipo de bacterias son incapaces de utilizar agua como donador de
electrones debido a que la arquitectura de su aparato fotosintético sélo les permite usar
un donador de electrones con un potencial estandar mas negative que el agua, por
ejemplo compuestos reducidos del azufre y otras sustancias presentes en el medio, tal
como H,, Fe** o compuestos organicos de bajo peso molecular (Overmann y Garcia

Pichel, 2006).

Fste proceso estd ampliamente distribuido en el ambiente y cumple un rol

importante en el ciclo biogeoquimico del carbono y del azufre. Ocurre principalmente

o



en sedimentos de lagos que se caracterizan por ser ambientes anoxicos con alta

concentraciéon de compuestos reducidos del azufre (Zeng y Jiao, 2007).

Bacterias Verdes del Azufre .. - .
, ##3 Centro de reaccion Feofitina-Quinona

X === Centro de reaccion Fe-S
Bacterias Verdes no del Azufre

Heliobacteria

. Cianobacteria

Bacterias Purpuras

Figura 1. Arbol evolutivo de organismos fotosintéticos, basado en el analisis del RNA
ribosomal 16S. El triangulo achurado en cada rama indica el tipo de centro de reaccion
encontrado en representantes fotosintéticos. El largo de las ramas no esta a escala.
(Blankenship, 1992).

La utilizacion de H,S por bacterias fototrofas anoxigénicas ha sido estudiada
principalmente en el género Chlorobium del grupo de las bacterias verdes del azufre.
En general las bacterias verdes del azufre son fotétrofas obligadas, utilizan 8%, 5%0
S,0,> como donadores de electrones para la reduccion de CO,. Son las menos
versatiles de todos los procariotas fototréficos ya que todas las especies son
fotolitétrofas obligadas. En cuanto a su habitat, dominan bajo la acumulacion de
bacterias purpuras, debido a que poseen una capacidad superior para captar la luz
disponible. En cuanto a su tolerancia al H,S, se ha reportado que toleran una
concentracion de 250 puM en medios de cultivo para enriquecimiento (Overmann,

2006). Por otra parte, se ha reportado que Cholorobium limicola o C. thiosulfatophilum




serian especies fotdtrofas convenientes para purificar el biogas ya que se caracterizan
por oxidar H,S a S° crecer en condiciones anaerdbicas estrictas, con CO,, luz y
nutrientes inorganicos (Syed y Henshaw, 2003; Henshaw y Zhu, 2001).

Dentro del grupo de las bacterias verdes no del azufre, el grupo Chloroflexus
corresponde a uno de los filos mas antiguos de la ramificacion bacteriana. Respecto a
su metabolismo, son fotoheterdtrofos o fotoautétrofos usando S* como donador de
electrones. Sin embargo, se ha demostrado que cultivos fotoautotrdficos de
Chloroflexus aurantiacus que utilizan H.S o H, como donador de electrones, crecen a
una baja velocidad (Pierson y Castenholz, 1974). Crecen de preferencia por
fotoheterotrofia utilizando diversos compuestos organicos. Esta versatilidad seria la
principal causa del abundante crecimiento de Chloroflexus en tapetes microbianos
junto a cianobacterias (Siervag, 1995).

Otfro de los linajes bacterianos de interés, menos estudiados en cuanto a su
aplicacion para purificar biogas, es el de las bacterias purpuras. En particular las
bacterias purpuras del azufre (y proteobacterias), estan restringidas a habitats
acuaticos caracterizados por su baja tensién de oxigeno, condiciones de luz y
concentraciones de sulfuro moderadas. En condiciones optimas, forman afloramientos
coloreados debido a Ia gran cantidad de pigmentos localizados en la membrana interna
(Overmann y Garcia-Pichel, 2006). Las bacterias purpuras dei azufre de la familia
Chromatiaceae incluyen miembros fotoautétrofos obligados y también facultativos;
todos utilizan S% o S° como donadores de electrones para la fotosintesis. Los fot6trofos
obligados requieren condiciones de anaerobiosis estricta, en cambio los fotdtrofos

facultativos pueden crecer quimiotréficamente bajo una tension reducida de oxigeno.

Por otra parte, las bacterias plrpuras de la familia Ectothiorhodospiraceae oxidan S?,




10

usualmente depositan glébulos de S° fuera de la célula (Frigaard y Dahi, 2009).
Respecto a su tolerancia al H,S, los miembros de la familia Ectothiorhodospiraceae, al
igual que las bacterias verdes del azufre, exhiben 5 a 7 veces mas afinidad que
aquellos de la fal:nilia Chromatiaceae (Van Gemerden y Mas, 1995).

Por su parte, bacterias plrpuras no del azufre ( a y B protecbacterias) se
caracterizan por su excepcional versatilidad metabdlica. Por esto, son componentes
importantes de sistemas de fratamiento de aguas, fotoasimilacion y mineralizacion de
una variedad de compuestos organicos (Kobayashi y Nakanishi, 1971). Respecto a la
generalidad de su metabolismo, las bacterias purpuras no del azufre
(Rhodopseudomonas sp. y Rhodobacter sp.) son preferentemente fotoheterétrofas bajo
condiciones anaerdbicas. Sin embargo, muchas ofras pueden crecer
fotolitoautotroficamente con S* y S,0;* como donadores de electrones o bien por
quimioorganotrofia/quimiolitotrofia (Frigaard y Dahl, 2009). Respecto a su tolerancia al
H,S, se ha descrito que crecen en conceniraciones de 0,4 a 1 mM, hasta 2 mM las
mas tolerantes (Imhoff, 2006).

Finalmente, heliobacterias son ofro tipo de bacterias fotoanoxigénicas,
pertenecientes al Philum Firmicutes dentro del linaje de Bacillus/Clostridium. Son
formadoras de esporas y su metabolismo es anaerobio estricto, pudiendo crecer
fototréficamente, quimiotréficamente por fermentacion, oxidando S* a S° vy
fotoheterotroficamente con un nimero limitado de compuestos organicos. Se
encuenifran principalmente en el suelo y difieren significativamente en sus aspectos
ecologicos de las bacterias plrpuras y verdes (Frigaard y Dahl, 2009).

De todos los linajes fotoanoxigénicos mencionados, las bacterias plrpuras ademas

de presentar el metabolismo oxidador de H.S, poseen Ila ventaja de ser
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fisiolégicamente versatiles ya que pueden crecer en anaerobiosis o microaerofilia y
utilizar variadas fuentes de carbono por fotoheterotrofia. De acuerde a tales
antecedentes, se propone evaluar la capacidad de bacterias fotoanoxigénicas

purpuras, para remover el H,S presente en el biogas.

1.4. Estrategias de enriquecimiento de bacterias

En relacién a los métodos de obtencién de muestras enriquecidas de bacterias
fotoanoxigénicas, un disefio de microcosmo clasico es la columna de Winogradsky
(Charlton y cols., 1996; Yasa y cols., 2006). Dicho sistema permite aumentar la
inicialmente baja proporcion de microorganismos fotoanoxigénicos en una muestra de
suelo o lodo. Durante el desarrollo de este microcosmos los microorganismos se
estratifican de acuerdo a las condiciones ambientales (gradiente de potencial redox,
luminosidad, concentracion de sulfure, de oxigeno, etc.). En la columna hay un
continuo reciclaje de azufre que genera microambientes y condiciones abidticas
especificas que favorecen la proliferacion y mantencién de distintos grupos de
microorganismos por un pericdo de tiempo prolongado. De este modo, se desarrollan
bacterias fotoandxigénicas a distintas alturas de la columna: purpuras y verdes del
azufre en la zona anaerdbica, y bacterias puUrpuras y verdes no del azufre en la zona
microaerofilica. En la zona mas profunda: andxica y con mayor concentracién de azufre
reducido, se encuentran bacterias reductoras de sulfato y heterétrofas fermentativas,
por el contrario, en el extremo opuesto: aerébico y con mayor concentracion de azufre
oxidado, se encuentran algas y cianobacterias de metabolismo heterdtrofo y aerdbico
(Figura 2). Este es un modelo de ecosistema que imita la situacién de una columna

antxica de agua que recibe luz, en el que se produce una zonacion semejante a la de
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los sedimentos naturales, pero a escala milimétrica (Atlas y Bartha, 1998). De esta
forma, cuando se logra la estratificacion de microorganismos fotoanoxigénicos en la
columna de Winogradsky, entonces es posible seleccionar el estrato de interés para
cultivarlo en medios liquidos y sélidos selectivos. A su vez, los medios de cultivo
liquido, en sistemas tanto batch (sin recambio de medio), como continuo (con recambio
de medio), permiten la aclimatacion y purificaciéon de los microorganismos gracias a la
adicion de nutrientes esenciales para el crecimiento especifico de aquellos que realizan
fotosintesis anoxigénica. Asi, existen protocolos establecidos para cultivar y aislar

bacterias de este tipo (Cetinkaya y cols.,1999; Haskins y Kihara, 1966; Truper, 1970).

Figura 2. Esquema de una Columna de Winogradsky estratificada.
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Por ofra parte, se han descrito métodos eficientes de deteccidon de bacterias
fotoanoxigénicas. Un estudio reciente ha reportado el disefio de un set de partidores
cuyo blanco es el gen rDNA 16S de bacterias verdes del azufre, bacterias verdes no
del azufre, heliobacterias; ademas de un gen conservado de la fotosintesis (pufM) en
bacterias plrpuras y en Chioroflexus (Achenbach y cols.,, 2001). La aproximacion
molecular basada en PCR presenta la ventaja de ser sensible a la presencia de
organismos poco abundantes que podrian jugar un rol ecolégico significativo en la
comunidad (Achenbach y cols., 2001). En particular el gen pufM forma parte del operén
puf y codifica para la cadena polipeptidica M del centro de reaccidn fotosintético tipo Il

(Tank y cols., 2009).

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General
Seleccionar bacterias fotoanoxigénicas y determinar su capacidad de remover el H,S

presente en el biogas.

1.5.2. Objetivos Especificos
1. Seleccionar bacterias fotoanoxigénicas por técnicas de cultivo y verificar la
presencia de los microorganismos de interés mediante la amplificacién de marcadores
moleculares.
2. ldentificar la composicion del cuitivo seleccionado mediante clonacion y
secuenciacion del gen del RNA ribosomal 16S.
3. Determinar la capacidad del cultivo seleccionado de remover H,S registrando la

composicion del biogas en el tiempo.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccidn de bacterias fotoanoxigénicas

2.1.1. Columna de Winogradsky y seleccion del estrato de interés

Se construyd una columna de Winogradsky para obtener bacterias
fotoandxigenicas. Dicho sistema fue montado en un cilindro de vidrio (h=60cm,d =6
cm), utilizando como relleno una mezcla de lodo a partir de 100 g de suelo tamizado a
la que se agregé trozos de papel filtro como fuente de celulosa, CaSQO, al 1% como
fuente de sulfato, Na,S al 1% como fuente de azufre reducido y CO;Ca al 1% como
fuente de carbonato y amortiguador. Dos tercios del volumen de la columna se
completaron con la mezcla de lodo descrita, el tltimo tercio se cubrié con agua. La
columna se mantuvo a temperatura ambiente, expuesta a la luz y después de
aproximadamente 2 meses se observo la estratificacion de microorganismos esperada.

A partir de la columna construida se seleccioné el estrato de color rojizo (bacterias
ptrpuras) adherido a las paredes y ubicado en la parte inferior de la columna, donde
existe menor disponibilidad de oxigeno y mayor disponibilidad de suliuros. Para
acceder a dicha zona primero se retird el lodo del centro y luego se raspo la superficie

del vidrio con una espatula.

2.1.2. Aclimatacion en medio liquido
Un gramo del estrato recuperado de la columna en el paso anterior, se

resuspendid en 10 mL de agua destilada esteéril y se inoculd por triplicado en frascos de
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20 mL con 10 mL de medio liquido (Tabla 1) y una atmédsfera de CO, incubados a
25°C, a 150 rpm y con luz permanente durante una semana. El medio de cultivo se
recambié 5 veces para aumentar la biomasa y favorecer la aclimatacion de las

bacterias de interés.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo salino estandar utilizado para el
enriquecimiento de bacterias purpuras.

Compuesto Concentracion
MgSO, 0,2 mM
CaCl, 0,1 mM
Na-EDTA 0,02 mM
NH,CI 10 mM
FeSO, 1,8 mM
NaHCO, 4 mM
Na;S 5mM
Vitaminas (*) 1 mL/L
Micronutrientes (*) 1 mL/L
PBS Buffer fosfato (*) 5 mM

(*) solucién stock en anexo

2.1.3. Aclimatacion en medio sélido

Una alfcuota de cada cultivo aclimatado en medio liquido se transfirié a un medio
sélido de doble fase (Tabla 2), con un gradiente de oxigeno y azufre. Esta estrategia
permite, al igual que la columna de Winogradsky, favorecer el crecimiento de las
bacterias de interés en la zona inferior del tubo donde se encuentra una mayor

disponibilidad de sulfuros y una menor disponibilidad de oxigeno.
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Tabla 2. Composicion del medio de cuitive sélido en dos fases.

Fase Compuesto Concentracion
Na-EDTA 0,02 mM
. MgSO, 0,5 mM
xggg:gs:mbas fases) Micronutrientes (*) 1mUL
CaCl, 0,1 mM
Buffer Fosfato Potasio (*) 5 mM
Bactoagar 0,25¢g/l
NaHCOa 4 mM
NH,CI 10 mM
Fase Superior Na,S,0. 0,2 g/l
FeSO, 1.8 mM
Vitamina Bsz 1 mL/L
Vitaminas (*) 1,5 mi/lL
Fase Inferior ﬁz—;;:tsoagar :Il'sm%l

(*) solucién stock en anexo.

2.2. Seleccidn de las condiciones de crecimiento

Para favorecer el crecimiento de las bacterias de interés se evaluaron 6
condiciones de crecimiento, en un disefio factorial 2 X 3: utilizando dos tipos de
atmosferas gaseosas (Biogas (Tabla 3) y CO,} y medio de cultivo salino suplementado
con tres diferentes fuentes de carbono (piruvato, acetato, sin carbono organico).

Cada condicién fue ensayada por triplicado y consistic en tubos de 6 mL que
contenian 3,5 mL del medio de cultivc a los que se le inocularon 100 pL de un cultivo
fresco (DO saomm = 0,4) de las bacterias previamente aclimatadas. El acetato y piruvato
(10 mM) se afiadieron al medio de cultivo, actuando como fuentes de carbono y
ademas como potenciales dadores de electrones para la fotosintesis, segin indica la
literatura (Imhoff, 1995). Para evaluar el crecimiento se registro la densidad dptica a

800 nm cada 2 horas en un espectofotémetro Spectronic 21.
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Para determinar qué condiciones de cultivo favorecen mas el crecimiento
bacteriano se aplicd el analisis de varianza de una via a los parametros entregados por
el ajuste de los datos de crecimiento, a la ecuacion de Gomperiz modificada, en el
programa STATISTICA 7. Los parametros caracteristicos fueron: A=maxima densidad

optica, yn=velocidad de crecimiento especifica maxima y A=tiempo de latencia.

Tabla 3. Composicion del biogas.

Compuesto Concentracion
Metano 68 %
Diéxido de Carbono 31%
Oxigeno 0,1%
Acido sulfhidrico 750 ppm
Monodxido de Carbono 28 ppm

2.3. Enriquecimiento de las bacterias seleccionadas

Para enriquecer el cultivo con las bacterias seleccionadas en la condicion de
crecimiento mas favorable, se utilizaron dos estrategias: cultivo liquido y cultivo en
placa.

El enriquecimiento por cultivo liquido consistid en transferencias sucesivas (5x) del
indculo bacteriano enriquecido, en las condiciones de fuente de carbono y atmaosfera
establecidas en el punto anterior. Cada vez el cultivo se incubd a 25°C, 150 rpm y en
presencia de luz permanente por una semana.

Por otra parie, la estrategia de enriquecimiento en placa consistié en realizar
diluciones decimales seriadas de alicuotas del mismo cultivo, usado en la estrategia

anterior, y sembrar 100 pL de la dilucién 10 en placas con el medio de cultivo salino

adicionado con la fuente de carbono seleccionada previamenie. El cultivo se dispuso
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enitre dos capas de medio sdlido para asegurar el minimo contacto con el aire y
alcanzar cierto nivel de anaerobiosis. La capa inferior se preparé al 2% de agar y la
superior al 1% de agar. Después de una semana de incubacién en un recipiente sin
oxigeno, las colonias aisladas se transfirieron nuevamente a medio liquido y asi

sucesivamente (10x).

2.4. Identificacion de los cultivos seleccionados

2.4.1. Obtenciéon de DNA

El DNA gendmico se obtuvo a partir de 1,8 mL del cultivo enriquecido en medio
liquido, segtin indica el protocolo del kit “Ultraclean Microbial DNA Isolation” {MobioLab
Inc.) y se eluyd en 50 pL de buifer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Por otra
parte, el DNA de las colonias aisladas se obtuvo por lisis celular de una suspension de
cada colonia en 15 pl. de buffer TE, mediante 8 ciclos sucesivos de choques térmicos
de 1 min a 98°C / 1 min a 4°C. EI DNA obtenido desde los cultivos liquidos y desde las
colonias se guardd a -20°C hasta su posterior analisis.

Para comprobar la calidad del DNA genémico se visualizé el producto de
purificacion mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en buffer TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0) y se visualizé por tincién con GelRed™
(Biotium) comparéndolo con cantidades conocidas del marcador de peso molecular

MHindlll (Gibco BRL®).

2.4.2. Amplificacion por PCR del marcador molecular rDNA 16S
A partir del DNA obtenido desde los cultivos liquidos y desde las colonias, se

amplifico por PCR el gen del rRNA 16S (fDNA 168}, marcador molecular de bacterias,
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que codifica para la subunidad menor del ribosoma. Para ello, se utilizaron los
partidores universales fD1 y rP2 (Tabla 4). La reaccion se realizé en un volumen final
de 25 pL, que contenia GoTaq® Green Master Mix (GoTag® DNA Polimerasa en 1X
Green GoTag® Reaction Buffer (pH 8,5), 200 uM de cada dNTP y 1,5 mM de MgCl,)
{Promega) y los partidores en una concentracion de 200 pM. Se corrobord el tamario
del producto amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en buifer
TAE 1X tefiido con GelRed™, el tamafio de los amplicones se determiné con el

estandar de tamafio molecular 100 bp DNA Ladder (Fermentas).

Tabla 4. Partidores utilizados en [a amplificacién del gen rDNA168S.

Partidores Secuencia (5°-3') Referencia
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT

Weisburg y cols., 1991

2.4.3. Amplificacién por PCR del marcador funcional pufM

Para verificar la presencia del metabolismo fotoanoxigénico, se amplificd por PCR
el gen pufM que codifica para la subunidad M del centro de reaccion fotosintético
distribuido universalmente en el grupo de Bacterias parpuras. Ademas, se utilizaron
partidores basados en la secuencia del gen rDNA 16S para la deteccion de grupos
fotoanoxigénicos no pertenecientes a este tipo de bacterias, entre ellos: Bacterias
verdes del azufre, Bacterias verdes no del azufre, y algunas especies del género
Heliobacteria (Achenbach y cols., 2001). La secuencia de cada par de partidores y los

tamarios esperados de los productos de amplificacion se indican en {a Tabla 5. La
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reaccion se realizd en un volumen final de 25 yL, que contenfa GoTaq® Green Master
Mix (Promega) y los partidores en una concentracion 10 uM.
El tamafo de los productos amplificados se determiné mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1,2% como se describié anteriormente.

Tabla 5. Partidores utilizados en la amplificacion de marcadores funcionales
(Achenbach y cols., 2001).

Tamaiio esperado del
producto amplificado

Grupo

Bacteriano Partidores  Secuencia (5°-3’)

pufM.557F CGCACCTGGACTGGAC

B.pdrpuras  — 1 750R  CCCATGGTCCAGCGCCAGAA 229 pb
B. verdes dol GS.619F  GGGGTTAAATCCATGTGCT 525 ot
azufre GS.1144R _ CAGTTCARTTAGAGTCC
B verdes no CFX.856F  TGCCTTAGCTCACGCGGTAA 254 o
delazufte  CEX1240R GCAACGCATTGTCGTGGCCA P

. T HB.A18F  TCTTCGGATTGTAAACGCC
Heliobacteria 741 pb

HB.1159R CCGGTCGTCCCGGGCA

2.4.4. Anilisis de secuencias de los genes rDNA 16S y pufil

LLos productos de PCR del gen rDNA 16S y pufM se secuenciaron en un sentido
utilizando un Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems) (Macrogen Inc.). Las
secuencias obtenidas se editaron con el software MEGA 4.1 (Tamura y cols., 2007) y
se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) mediante la herramienta bicinformatica BLAST-n
(Altschul y cols., 1997).

Ademas, las secuencias del gen pufM se alinearon mediante ClustalX v 1.81
(Thompson y cols., 1997) y se construyo un dendrograma con el programa MEGA 4.1

(Tamura y cols., 2007) usando la distancia genética de Jukes & Cantor (Jukes y
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Cantor, 1969) y el algoritmo de agrupamiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987).
Para estimar la robustez de los nodos se realizd un analisis de bootstrap de 500

iteraciones.

2.5. Composicion bacteriana del cultivo seleccionado

2.51. Construccion de una genoteca del rDNA 16S

Para determinar la composicion bacteriana de la fraccion enriquecida y purificada
se construyé una genoteca clonando los amplicones del marcador molecular rDNA
16S. En primer lugar, se purificaron 20 pL del producto de PCR del gen con el kit
“Ultraclean PCR Clean-up DNA Purification” (MoBiolLab, Inc.) y se determind su
concentracién comparando la intensidad de las bandas con el marcador de peso
molecular 100 bp (Fermentas). El producto purificado se ligé al vector pTZ57R/T
(Fermentas) con la enzima T4 DNA ligasa incubando la reaccion a 4°C toda la noche.
El producto de la reaccion de ligacion se utilizo para transformar células competentes
de Escherichia coli JM107 segtin las indicaciones del kit “InsTAclone TM PCR Cloning”
(Fermentas). Las colonias recombinantes se seleccionaron en placas de agar LB-
ampicilina (Triptona 1%, NaCl 1%, exiracto de levadura 0,5%, ampicilina 100 pg/mL,
pH 7}, en presencia de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopirandsido) como
indicador, e IPTG (isopropil-B-D-tio-galactésido) como inductor de! gen LacZ. La
presencia del inserfo se confimé mediante PCR utilizando los partidores M13f
(GACGTTGTAAAACGACGGCC) y M13r (CACAGGAAACAGCTATGACC) a una
concentracién de 120 nM en GoTagq® Master Mix (Promega) y como molde una
suspension de células recombinantes lisadas en 15 L de buffer TE durante 8 ciclos

sucesivos de 1 minuto a 98°C y 1 minuto a 4°C.




22

2.5.2. Perfiles de RFLP, secuenciacion y analisis de secuencias

La diversidad de secuencias se evalud mediante perfiles de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Para ello los amplicones se digirieron con 30 U de la
enzima de restriccién de corte frecuente Haelll (Fermentas) toda la noche a 37°C,
seguido de una incubacién de 10 min a 65°C para inactivar la enzima. Los fragmentos
de restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,2% en buffer
TAE 1X y los tamafios de las bandas se compararon con el marcador de peso
molecular 50 bp (Gibco BRL®) y 100 bp (Fermentas). Se seleccionaron 50 perfiles de
RFLP dGnicos, los cuales se secuenciaron con el analizador genético 3730XL (Applied
Biosystems) (Macrogen Inc.). Los clones secuenciados se guardaron en glicerol al 20
% a -80°C (Sambrook y cols., 1989).

Las secuencias de los clones obtenidos se compararon con aquellas disponibles
en la base de datos del NCBI mediante el programa BLAST-n (Altschul y cols., 1997).
La edicidn y el alineamiento de las secuencias se realizaron con el programa MEGA
4.1 (Tamura y cols., 2007) como se indicd anteriormente. El analisis de similitud entre
las secuencias obtenidas se realizé con el programa MOTHUR 1.24.0. La similitud
entre los perfiles de restriccidn observados se corroboré comparando éstos con los
perfiles de restriccion obtenidos por digestién in silico utilizando la misma enzima

(Haelll) en el programa Bioedit version 7.0.9.0 (Hall, 1999).

2.6. Ensayo de purificacion de biogas
La capacidad del consorcio seleccionado de remover el H,S del biogas se evalud
por triplicado con respecto al tratamiento control (medio de cultive sin bacterias). Para

ello se realizd un ensayo de cultivo en batch utilizando bolsas herméticas de 10 L
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cebadas con biogas (cuya composicién se indica en la Tabla 3), a las que se les
inyectd un volumen de 280 mL de medio salino con piruvato 10 mM y 20 mL de indcufo
obtenido de un cultivo fresco (DO goonm= 0,5). Las bolsas se incubaron a temperatura
ambiente (25°C aprox.} en presencia de luz solar. Luego se registré alos 2, 4, 8 y 14
dias de incubacidon la composicién del biogas (CH,;, H.S, CO,, CO, O;) con un
analizador de gases DragerSensor® Smart CAT Ex (Drager), a la vez que se determiné
el crecimiento bacteriano mediante D.O. a 600 nm en un espectofotémetro Spectronic
21.

Considerando los rangos de error de cada sensor, los datos de concentracion de
H,S se ajustaron a una regresioén lineal, y l[as pendientes de cada tratamiento se
compararon mediante el test de Mann-Whiiney para evaluar la existencia de diferencia

significativa entre ellos, utilizando para ello el programa STATISTICA 7.




3. RESULTADOS

3.1. Seleccion de bacterias fotoanoxigénicas por técnicas de cultivo

3.1.1. Estratificacion y seleccion de microorganismos

Para lograr la obtencién de un cultivo enriquecido de bacterias fotoanoxigénicas se
construy6 una columna de Winogradsky, cuya estratificacion se observé al cabo de dos

meses aproximadamente; el aspecto final de la columna se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Columna de Winogradsky. (A) Estratificacion después de 2 meses de
incubacién (B) Region seleccionada correspondiente a Bacterias purpuras (area
punteada)

24
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La estratificacion de microorganismos en la columna se desarrolld debido al
gradiente de condiciones fisicoquimicas determinadas por los sustratos agregados
inicialimente a la muestra de suelo y por las condiciones de iluminacién. La celulosa
constituyd una fuente de carbono organico para los microorganismos heterdtrofos
fermentadores; la adicion de CaSO, y Na.S permitid establecer un gradiente de azufre
desde su estado reducido en la zona anaerdbica, hasta su estado mas oxidado en la
zona aerdbica. El CaCOs aporté como amortiguador y ademas como fuente de carbono
(CO5%) para el metabolismo de bacterias autotréficas anaerébicas y aerdbicas.

Como se observa en la Figura 3B, la aparicion de coloraciones rojas en el borde
externo de la columna podria indicar la presencia de pigmentos fotosintéticos que
correspondientes a bacterias parpuras, entre éstas, las bacterias purpuras del azufre
que utilizan la luz como fuente de energia y el H,S como dador de electrones para la
fijacién de CO,. La aparicion de estas coloraciones se presentd en la zona inferior de la
columna, lo que indica que se desarrollaron en condiciones anaerdbicas. También se
observaron en esta zona coloraciones verdes, posiblemente debido a bacterias verdes
del azufre, y coloraciones negras (FeS) que se podrian atribuir a bacterias sulfato-

reductoras.

3.1.2. Aclimatacién y enriquecimiento de las bacterias de interés

Las zonas de color rojizo se transfirieron cuidadosamente con una espatula, en
condiciones estériles, a un medio de cultivo liquido salino con carbonato, Na,S y en
atmosfera de CO,. Luego, este cultivo se inoculd en tubos con medio sélido en dos
fases, con el objetivo de estratificar nuevamente a los microorganismos en un

gradiente de oxigenc y Na,S. La etapa de crecimiento en medio sélido de dos fases se
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observa en la Figura 4. El crecimiento de las bacterias seleccionadas se observa
mayoritariamente en el agar inferior en que se encuentran condiciones de relativa

anaerobiosis y presencia de azufre en forma de ién S*.

Figura 4. Medio soélido en dos fases con gradiente de azufre y oxigeno. La fase inferior
contiene agar 1,5 % y Na,S 1 mM, y la fase superior contiene agar 0,25 % y Na,S,0;
0,8 mM.

3.2. Seleccion de las condiciones de crecimiento

Para definir las condiciones de crecimiento del inéculo seleccionado, se evalud el
efecto de dos fuentes de carbono (acetato y piruvato) en combinacién con distintas
atmosferas (CO; y Biogas). En la Figura 5 se muestra el efecto, sobre el crecimiento
bacteriano, de los seis tratamientos aplicados (1: medio salino + CO,; 2: medio salino +
biogas; 3: medio salino + piruvato + CO,; 4: medio salino + piruvato + biogas; 5: medio
salino + acetato + CO,; 6: medio salino + acetato + biogas). Se observa que sélo
aquellos tratamientos con una fuente de carbono organico (acetato o piruvato) y
atmésfera de biogas permitieron el crecimiento esperado. En el resto de los

tratamientos no se observé un crecimiento significativo.
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Con los datos de crecimiento, se realizd un ajuste de las curvas de mayor
crecimiento (piruvato/biogas y acetato/biogas) utilizando la ecuacion de Gompertz
modificada para obtener los parametros caracteristicos: A (Densidad optica maxima),
Hm (Velocidad especifica de crecimiento maxima), A (Tiempo de latencia). Como se
indica en la Tabla 6, segun el test de ANOVA de una via, no existen diferencias
significativas entre los parametros de cada tratamiento. Por lo tanto, se seleccioné una
de las dos mejores condiciones de cultivo (medio salino con piruvato en atmésfera de

biogas) para continuar con los ensayos posteriores.

DO 600 nm

Dias

Figura 5. Curva de crecimiento en seis condiciones. 1: medio salino + CO, (azul), 2:
medio salino + biogas (rojo), 3: medio salino + piruvato + CO, (verde), 4: medio salino +
piruvato + biogas (morado), 5: medio salino + acetato + CO; (celeste); 6: medio salino +
acetato + biogas (anaranjado). Las barras verticales corresponden a las desviaciones
estandar de las mediciones, por triplicado, de cada curva.
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Tabla 6. Parametros de crecimiento del cultivo bacteriano. A: DO maxima, Mm:
velocidad especifica de crecimiento maxima, A: tiempo de latencia. R coeficiente de
correlacion. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Parametros de crecimiento A B A R?
medio salino + piruvato + biogas 0,5016a 0,1386a 1,8727a 0,9854a
medio salino + acetato + biogas 0,9689a 0,1847a 2,8363a 0,9795a

3.3. Enriquecimiento del cultivo de interés

A partir del cultivo enriquecido desde la columna de Winogradsky mediante el
cultivo en dos fases, se realizé una segunda etapa de enriquecimiento del consorcio de
interés mediante dos estrategias: cultivo liquido y cultivo sélido. La primera consistio en
sucesivas transferencias en medio liquido, y la segunda consistid en tfransferencias
sucesivas y alternadas en medio solide y medio liquido para obtener colonias aisladas

en medio sélido.

3.3.1. Enriquecimiento en cultivo liquido

El enriquecimiento en cultivo liquido se realizé a partir de 10 mL. de medio de
cultivo liquide inoculado con 100 pL de indculo bacteriano en las condiciones definidas
(medio salino + piruvato + biogas). El cultivo se incubd a 25°C en agitacion con luz por
una semana, hasta observar crecimiento (furbidez rojiza en el medio), ciclo que fue
repetido 5 veces. El cultivo enriquecido, denominado C,, presenta una intensa

coloracién roja como se muestra en la Figura 8.
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Figura 6. Cultivo C, enriquecido en medio liquido.

3.3.2. Enriquecimiento en cultivo sélido

Para el enriquecimiento en medio sélido, se realizaron diluciones seriadas del
cultivo y se sembré en placas la dilucion apropiada entre dos capas de medio sélido.
Las placas se incubaron en ausencia de oxigeno a temperatura ambiente, hasta
observar el crecimiento de colonias aisladas, que fueron reinoculadas en medio liquido
de igual composicion que las placas (medio salino + piruvato), en atmésfera de biogas.
Este ciclo se repitid 10 veces, hasta obtener crecimiento de morfotipos homogéneos,
como se observa en la Figura 7. Se lograron obtener 4 morfotipos diferentes: C,, Cs, C4
y Cs. El morfotipo C, corresponde a colonias de color blanco con halos concéntricos y

borde difuso; C; a colonias de color rojo intenso, forma circular y borde irregular; el
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morfotipo C4 presenté color anaranjado, con forma ovalada y borde liso; finalmente, el

morfotipo Cs presenté color blanquecino y un nicleo rodeado de un crecimiento difuso.

Figura 7. Morfotipos purificados en medio sélido con piruvato (parte superior) y las
correspondientes fotografias en campo de microscopio éptico en aumento 100X (parte

inferior).

3.4. Identificacion de los cultivos enriquecidos

3.4.1. Obtencion de DNA genémico y amplificacion del gen rDNA 16S

Los cultivos microbianos se identificaron mediante la secuencia del gen que
codifica para el rRNA16S. Para esto se purifico el DNA total a partir de 1,8 mL de cada
cultivo. La calidad del DNA genémico obtenido se visualizé por electroforesis en un gel

de agarosa al 0,8%. A partir del DNA gendmico, obtenido de cada uno de los cultivos
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enriquecidos (C;-Cs), se amplificé6 por PCR el marcador molecular rDNA 16S y se
visualizé el producto amplificado en un gel de agarosa al 1,2%. Se corroboré la
presencia del amplificado de tamarfio esperado (~1500 bp) para C; (cultivo liquido), y
para C,, Cs, C4y Cs (colonias aisladas en medio sélido). Cada reaccién se realizd en

duplicado (Figura 8).

M € © © €C & € ©C G

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador
molecular rDNA16S amplificado desde el DNA obtenido de cada uno de los cultivos
purificados (C;-Cs). M: marcador de tamafio molecular 100 bp.

3.4.2. Analisis de las secuencias del gen del rRNA 16S

Los amplicones de la reaccion de PCR para el gen rDNA 16S se secuenciaron.
Las secuencias obtenidas se editaron y compararon con secuencias disponibles en la
base de datos del NCBI mediante la herramienta bioinformatica BLAST-n. El analisis
de los cromatogramas muestra que en el caso de los cultivos C, y C; se trata de un
consorcio y no de un cultivo puro (Figura 9). En estos consorcios la secuencia
mayoritaria se relaciona al género Rhodopseudomonas, perteneciente al linaje de

bacterias purpuras no del azufre (Tabla 7). El resto de los aislados (C, C4 y Cs) no se
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relacionaron a organismos que presenten el metabolismo de interés, relacionandose a
organismos principalmente quimioorganotréficos: C, al género Rizhobium, C, al género

Kocuria, y Cs al género Methyloversatilis (Tabla 7).

230 240 250 260 270 280 290 300 310
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GG ACA

300 310

230 240 250 60 270 280 200
GAGGATGATCAGCCACATTIGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGOGG AGGCAGCAGTGEGGGGAA TGGACAATGGGCGC
I\AMMM\ AI\M /W\[\N\ J\MM/\A!\MAA!W\ AM \N'
C GAGAGGA TCAGCCA C TGGGACT G ACA CGGCCC«*. \C TCCT (‘GGG \GGC 4 C-C WG TGGGG A

Figura 9. Cromatogramas de la secuencia del gen del rRNA 16S obtenida para cada
cultivo purificado (C4, C,, Cs, Cy, Cs).

Tabla 7. Comparacién de las secuencias del gen del rRNA 16S obtenidas para cada
cultivo purificado (C,, C,, C;, C4, Cs) con secuencias desde la base de datos.

Organismo mas

Cultivo % Cobertura % ldentidad Tipo de Metabolismo

relacionado
Ci(*) 100 99 Rhodopseudomonas sp. Fotoanoxigénico
C, 99 99 Rhizobium sp. Quimioorganotréfico
Cs; (M 100 100 Rhodopseudomonas sp. Fotoanoxigénico
Ca 100 99 Kocuria sp. Quimioorganotréfico
Cs 100 99 Methyloversatilis sp. Quimiorganotrofico

(*) Consorcio microbiano
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3.4.3. Amplificacion de marcadores moleculares para verificar la presencia
del metabolismo de interés

Para verificar la presencia del metabolismo fotoanoxigénico en C; (enriquecido en
medio liquido) y C; (enriquecido en medio sélido), se amplific6 mediante PCR el
marcador molecular pufM, presente en bacterias purpuras, y los marcadores basados
en la secuencias del gen rDNA 16S para la deteccién de otros grupos fotoanoxigénicos
(bacterias verdes del azufre, bacterias verdes no del azufre, y algunas especies del
género Heliobacteria). Como se observa en la Figura 10, se obtuvo un producto de
amplificacién del tamafio esperado (229 pb) con los partidores especificos para
bacterias purpuras. Ademas, aunque muy tenue, se puede observar un producto de

amplificacion del tamano esperado en los carriles correspondientes a Heliobacterias.

BP BV CFX HB

M €1 €3 () €1 €3 (J €1 €3 () €1 €3 () M

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% del DNA amplificado con
partidores para genes funcionales de bacterias fotoanoxiaénicas. C.. DNA del cultivo
purificado en medio liquido. C.: DNA del cultivo purificado en medio sdlido. (-) indica
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Posteriormente se obtuvo la secuencia del producto amplificado con los partidores
pufM y utilizando secuencias disponibles en la base de datos del NCBI pertenencientes
al grupo de bacterias purpuras, se construyé un dendrograma utilizando el indice de
distancia de Jukes & Cantor y el algoritmo de agrupamiento de Neighbor-Joining. El
resultado se observa en la Figura 11, que indica que las secuencias del gen pufM de
C; y C; forman un grupo definido, con un 85% de robustez, con la secuencia de

Rhodopseudomonas palustris, una bacteria purpura no del azufre.

— pufM C1
ﬂ[ pufM C3
Rhodopseudomonas palustris FR846224
Rhodoferax antarcticus AF333236
Rhodocyclus tenuis D50651
Rhodomicrobium vannielii ABO10830

Rhodobaca bogoriensis EU910958

Rhodobacter capsulatus DQ017879
Rhodobacter sphaeroides DQ017878

—— Rhodobacter blasticus D50649
Rhodospinflum rubrum AH000927

0.1

Figura 11. Dendrograma del gen pufM construido utilizando el indice de distancia de
Jukes & Cantor y el método de agrupamiento Neighbor-Joining. Sobre las ramas se
muestra el valor de bootstrap mayor a 75 obtenido utilizando 500 réplicas. C1: DNA del
cultivo purificado en medio liquido, C3: DNA del cultivo purificado en medio sélido. Los
numeros de acceso de las secuencias de referencia se muestran junto al nombre de
cada una.
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3.5. Composicion bacteriana del consorcio aislado

3.5.1. Perfiles de RFLP

Considerando que los cultivos C; y C; no se purificaron completamente, como
puede deducirse por el analisis de los cromatogramas del rDNA 16S, y teniendo en
cuenta que ambos cultivos estarian dominados por bacterias relacionadas a
Rhodopseudomonas, se determind la composicién bacteriana de C; mediante la
construccion de una genoteca del gen rDNA 16S. Luege de confirmar la obtencidn del
producto de PCR esperado, éste se purific, se ligé al vector pTZ57R/T y se cloné en
E. coli JM107. Las colonias seleccionadas por su incapacidad de hidrolizar X-Gal en
presencia de IPTG, se lisaron y se confirmé la presencia del inserto mediante PCR,
usando los partidores especificos del vector de clonacién, M13F y M13R, seguido de
una electroforesis en gel de agarosa. El tamario esperado para estos fragmentos fue
de ~1500 bp, obteniendo en total 200 clones positivos.

Para estimar la variabilidad entre los clones se determinaron los perfiles de
restriccion (RFLP) de los amplicones clonados, a modo de ejemplo se muestra uno de
los geles de RFLP en la Figura 12.

El analisis de los perfiles de restriccién (RFLP) o haplotipos, usando la enzima de
restriccion Haelll, reveld 18 haplotipos (H1 al H18) con diferentes frecuencias relativas,
y 7 Haplotipos tinicos (H19 al H26). Los haplotipos H1 y H2 concentran el 67,5% de
abundancia de la genoteca (Tabla 8). Clones pertenecientes a cada perfil de restriccién

se seleccionaron para secuenciar (Detalle de clones secuenciados en Anexo).
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M1H12 H1H10 H1 H1 H1 H1H24 H1 M2 H1 H1 H1 H9 H1 H1 H1 H1 H1

Figura 12. Perfiles de restriccion en gel de agarosa al 2% de las secuencias del
rDNA16S en los clones obtenidos. M1: marcador de peso molecular 100 bp, M2:
Marcador de peso molecular 50 bp. Se indican con una H seguida de un numero los
haplotipos o perfiles de restriccion (ej. H1).

Tabla 8. Analisis de los clones de la genoteca del rDNA 168S.

Abundancia N° Clones N° clones

kapletipa (%) obtenidos secuenciados
H1 ar.5 7D 3
H2 28,0 56 4
H3 5.5 11 6
H4 4.0 8 4
H5 3,0 6 4
H6 3,0 6 4
H7 3,0 6 4
H8 2,0 4 2
H9 1,5 3 2
H10 1,5 3 1
H11 1,5 3 1
H12 1,0 2 2
H13 1,0 2 2
H14 1,0 2 2
H15 10 2 1
H16 0,5 1 0
H17 0,5 1 0
H18 0,5 1 0
H19 - H26* 4,0 8 8

o\
o

Total 100 200
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3.5.2. Analisis de secuencias

Las secuencias de los clones se editaron y se compararon con secuencias
disponibles en la base de datos del NCBI, utilizando la herramienta bioinformatica
BLAST-n. La composicion de la genoteca (Figura 13) esta dominada en un 67,5% por
los haplotipos H1, H2, H12 y H13 que se asocian al género Rhodopseudomonas con
un rango de 97 a 99% de identidad y de 94 a 97% de cobertura. Agregando los
haplotipos unicos H19, H21 y H23, el género Rhodopseudomonas alcanza un 69% de
abundancia. Los haplotipos H3, H4, H5, H6, H8 y H14 representan el 18,5% de los
clones y se asocian al género Clostridium con un rango de 94 al 100% de identidad y
de 97 a 100% de cobertura. Agregando los haplotipos unicos H20 y H22, el género
Clostridium alcanza un 19,5% de representacion. En proporcion mucho menor (4,5%),
se encuentran representados el género Pseudomonas y el género Achromobacter
(3,0%); y en porcentajes del 1,5%, 1,0% y 0,5% se encontraron clones relacionados a
los géneros Ochrobactrum, Anaerospora y Bacteroides, respectivamente. La identidad

del 1,5% de los clones no pudo ser determinada (N.D.).

30% 15% 10%10%, o

45% 4

B Rhodopseudomonas

® Clostridium
Pseudomonas

B Achromobacter

® N.D.

© Anaerospora
Ochrobactrum
Bacteroides

Figura 13. Abundancia relativa de los géneros mas cercanamente relacionados a cada
haplotipo de la genoteca del rDNA 16S para el cultivo C;.
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3.6. Ensayo de purificacion de biogas

Para estimar [a capacidad del cultivo C; de remover el H,S presente en el biogas,
se realizd un ensayo de purificacion en cultivo del tipo batch. Para ello, se inoculd 20
mL de cultivo fresco en una bolsa de polietileno (10 L) que contenia 280 mL de medio
de culiivo salino con piruvato y una atmosfera de biogas. Las bolsas se incubaron a
temperatura ambiente, con exposicion a la luz solar, y se registré la composicién del
biogas y la densidad 6ptica a 600 nm a diferentes tiempos de incubacién (0, 2, 4, 8, 14

dias). Los resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Composicién del biogas en presencia (indculo) y ausencia (control) del
consorcio seleccionado crecido en cultivo batch (promedio de tres réplicas con
desviacion estandar).

Tiempo (dias) 0 2 4 8 14
Control 68+00 663+06 68+0,0 68+0,0 71,3+1.2
CH,4 (%) .
Indculo 68+ 0,0 68 0,0 68 + 0,0 68+ 0,0 68 £ 0,0
CO; (%) Control 31+0,0 29x0,0 29+0,0 28+£0,0 27,706
210 Inoculo 31+0,0 2700 2700 28306 280+0,0
Control 2700 21300 217+#00 11,7+06 5000
CO (%) ,
In6eulo 27+ 0,0 24+00 207+06 11,3206 50+00
0, (%) Control 03+0,0 0600 0,9+01 1,1%£0,0 0,9+00
214 Indculo 03+00 0500 0,7%0,0 0,7+ 0,0 0,8+0,0
Control 585400 410,7+1,2 367,3+3,1 1983+31 15706
H:S (ppm)

In6culo 585+0,0 389,3x12 3287+%12 161,325 0,0+£0,0

En la Tabla 10 se indican los rangos de error asociados a cada sensor. Con
ellos se puede determinar que el CH,, principal componente del biogas, presenta un

valor inicial de 68% y que en presencia de bacterias no se ve afectado, mientras que
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en ausencia de bacterias aumenta levemente a un 71,3%. El CO; no varia su
concentracién inicial al considerar los errores asociados a las mediciones iniciales y
finales, alcanzando un valor de 27,7% en el tratamiento control y 27,9% en el
tratamiento con indculo. El CO disminuye su concentracion de 27% a 5% en ambos
tratamientos. El O, presenta un comportamiento inverso al CO, aumentando en ambos
tratamientos y llegando a un 0,9% en el control, y a un 0,8% en presencia de indculo.
Por tltimo, el H,S disminuye de manera notable en ambos tratamientos, alcanzando un
valor de 0 ppm en el tratamiento con indculo, mientras que en el fratamiento control, se

registran atin 16,5 ppm.

Tabla 10. Rangos de error de los sensores asociados a cada tipo de gas medido

Rango de error

Sensor (% del valor medido)
CH, t+ 0,2%
CO, + 5,0%
O; *1,0%
CO +1,0%
H,S % 5,0%

Considerando el limite inferior de deteccidén del sensor de H;S (1 ppm), se
evaludé estadisticamente la diferencia encontrada entre los tratamientos para este
componente del biogas. Para ello, se realizd un analisis de regresion lineal para
obtener las respectivas pendientes de los tratamientos y compararlas mediante el test

de Mann-Withney. El resultado del test indica que el tratamiento con inéculo presenta

una pendiente de -1,55 con un coeficiente de correlacién (R equivalente a 0,94;
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mientras que el tratamiento sin in6culo presenta una pendiente menor de -1,53, con un
R? igual a 0,96. La diferencia encontrada entre las pendientes es significativa, avalado
por un valor de p menor a 0,05. Como se observa en la Figura 14, el crecimiento
bacteriano fue evidente en el tratamiento con inoculo, y ausente en el tratamiento

control.

0,12
Control

0,10
——|noculo

0,08

0.06

D.0. 600 nm

0,04
0,02
0,00

0 5 10 15
Dias

Figura 14. Curva de crecimiento (DO s nm) del tratamiento con inéculo (color azul) y
del tratamiento sin indculo (color verde) durante el ensayo de purificacion de biogas.




4. DISCUSION

El uso de bacterias en el proceso de purificacidon de biogas (métodos
microbiolagicos) ha sido un tema estudiado con diferentes enfoques desde hace mas
de tres décadas, lo que ha permitido ampliar y actualizar el conocimiento en dos
ambitos principales: condiciones dptimas de crecimiento de las cepas mas aptas, y
disefio de biorreactores. Desde esta perspectiva, han surgido mayores posibilidades de
rentabilizar el escalamiento, tanto asi, que a la fecha se registran varias patentes a
nivel mundial. Ademas, se ha hecho un balance de las ventajas y desventajas de esta
biotecnologia, en los numerosos trabajos de revision. Los primeros estudios, se
enfocaron en evaluar la viabilidad de crecimiento en sistemas de cultivo batch y
continuo. Cork y cols. (1983), demostraron por primera vez que una especie
fotosintética (Chiorobium limicola) era capaz de crecer con nutrientes inorganicos de un
flujo gaseoso continuo. Luego Kobayashi y cols. (1983) evaluarfan por primera vez esta
misma especie en condiciones controladas de iluminacién y potencial redox. Ya en la
década de los 90 se realizaron confribuciones en el area de optimizacion de
parametros (luz, temperatura, pH, nutrientes) y también en aspectos de disefio de los
biorreactores. Asi, Maka y Cork. (1990) estudiaron en Chiorobium thiosulfatophilum, el
efecto de la intensidad luminosa, area irradiada y flujo de H;S en el metabolismo
oxidativo del azufre. Por otra parte, Kim y cols. (1992) realizaron estudios de cinética
comparando diferentes tamafios de bioreactor. Asimismo, Kim y cols. (1996)

estudiaron un modelo de reactor bidimensional con luz LED, demostrando una
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eficiencia 5 veces superior en relacidén a reactores cilindricos. Otro aporie lo realizo
Basu y cols. (1996), cuando estudiaron la remocién de H,S con la especie C.
thiosulfatophilum, obteniendo 100% de eficiencia y una alta recuperacion de S°, pero
ademas incorporando un exhaustivo analisis econémico, que permitidé concluir la
rentabilidad del proceso. Finalmente, desde el afio 2000 en adelante, se han publicado
estudios similares de optimizacién del proceso, en el que se ha seguido usando como
modelo la especie C. thiosulfatophilum. En este sentido, existe una fuerte tendencia
hacia la especializacion y una falta de estudios de exploracion, en donde se evaltien
nuevos grupos bacterianos fotoanoxigénicos con potencial uso como biofiltros para
purificar el biogas y otros gases sulfurados. En este trabajo se estudi6 el potencial de
un grupo bacteriano fotoanoxigénico con fines aplicados en la purificacién de biogas,

las bacterias ptrpuras no del azufre.

4.1. Seleccion y enriquecimiento de bacterias fotoanoxigénicas

El consorcio de bacterias fotoanoxigénicas (purpuras no del azufre) se selecciond
a partir de microcosmos del tipo Winogradsky, y posterior enriquecimiento en cultivo
liquido tipo batch en condiciones controladas. En la etapa de seleccion se formuld un
medio de cultivo y condiciones que permitieran un crecimiento inicial rapido, entre ellas
la presencia de biogas y fuentes de carbono organico que estimulan el crecimiento
fotosintético, favoreciendo la fotoheterotrofia. Se sabe que las bacterias purpuras no
del azufre requieren de compuestos de carbono organico para crecer mas rapido, y los
acidos mono o dicarboxilicos, cominmente productos finales de la fermentacién (como
acetato y piruvato) son generalmente los mejores sustratos (Gibson, 1974). Los

resultados obtenidos también muestran que el crecimiento con una fuente carbono
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organica es mejor en presencia de biogas que en una atmosfera de CO,. Esto sugiere
que alguno de los componentes del biogas puede ser necesario para el crecimiento. En
relacién a esto, se ha descrito que algunas bacterias purpuras no del azufre son
capaces de tolerar y usar el sulfuro como donador de electrones fotosintético, casos en
los cuales se afiade al medio de cultivo Na,S en concentraciones de 0,4 a 1 mM, o
hasta 2 mM para las mas tolerantes (Imhoff, 2006). Otro estudio reporté que R.
palustris tiene la capacidad de crecer en un medio basal suplementado con 0,01% de
extracto de levadura y 0,8 mM de sulfuro (Hansen y Gemerden, 1972). El extracto de
levadura es fuente de vitaminas y minerales, pero también de carbono organico, lo que
permitiria suponer que en este trabajo el cultivo podria estar comportandose de Ia
misma manera y que entonces estaria consumiendo el H,S proveniente del biogas.

Por otra parte Ia presencia de pigmentos también esta asociada a la presencia de
biogés y a las condiciones de cultivo con luz fluorescente. En un estudio reciente se
obtienen resultados coincidentes, al comparar el crecimiento y contenido de
carotenoides en la especie R. palustris variando la fuente de Iuz, entre ellas
incandescente, halégena, fluorescente, LEDs, blanca, amarilla, roja, azul, y verde. Se
encontré mayor crecimiento con luz azul y fluorescente, y menor crecimiento con verde
y amarilla (Kuo y cols., 2012).

Otro factor selectivo fue la baja tension de oxigeno generada por el biogas. En
este trabajo, se corrobora la condicion anaerdbica con el hallazgo de secuencias
relacionadas a especies anaerobias estrictas (Clostridium). Ademas, se sabe que

bacterias fotoanoxigénicas comienzan a sintetizar pigmentos cuando la tensién de

oxigeno es reducida, en particular se ha descrito que las bacterias parpuras no del




azufre, requieren un umbral especie especifico de oxigeno minimo para desencadenar
su formacién (Drews y Oelze, 1981; Kiley y Kaplan, 1988).

La presencia de bacterias fotosintéticas anéxigénicas en el consorcio enriquecido
pudo ser demostrada mediante la amplificacion de un marcador molecular especifico
(pufM) el cual codifica para la subunidad M del centro de reaccion fotosintético
distribuido universalmente en el grupo de bacterias purpuras. Este marcador presenta
la ventaja de ser especifico de un grupo fisiclégico filogenéticamente diverso, lo que ha
sido aprovechado en numerosos estudios para detectar bacterias fotoanoxigénicas en
diferentes ambientes tanto naturales como artificiales: superficie de hojas, lagos, agua
de mar, lodos activados, entre otros (Atamna-Ismaeel y cols., 2012; Karr y cols., 2003;
Waidner y cols., 2008; Hirose y cols., 2012; Liang y cols., 2010). La amplificacion de
este marcador mediante PCR en combinacion con otras técnicas moleculares (PCR
cuantitativo, genoteca, DGGE, T-RFLP) se han utilizado para estudiar la diversidad y
dinamica de las comunidades bacterianas fotosintéticas (Ying y cols., 2008; Tank y
cols., 2011; Ranchou-Peyruse y cols.,, 2008). Por ofra parte, el resultado de la
identificacion y del analisis de agrupamienio de las secuencias pufM obtenidas, fue
coherente con los resultados de composicidn bacteriana obtenidos de la genoteca del
gen rDNA 168, ya que con ambas estrategias la secuencia del marcador se asocid con
la especie R. palustris. También cabe destacar que con el marcador molecular para
Heliobacterias se detectdé una tenue amplificacion, lo que indicaria presencia de otro
grupo fotoandxigénico en el consorcio seleccionado, distinto al de bacterias purpuras.
Este resultado también es coherente con los resultados de composicion obtenida

mediante la genoteca del gen rDNA 1683, en la cual se obtuvieron clones asociados al

género Clostridium, perteneciente al grupo de Heliobacterias.
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La composicion bacteriana del consorcio obtenido estuvo dominada por dos
géneros: Rhodopseudomonas (69%) y Clostridium (19,5%). La mayor abundancia, de
Rhodopseudomonas (género de bacterias purpuras no del azufre), es un indicador del
éxito en la seleccion y purificacion de las bacterias de interés. En particular, la especie
R. palustris, es conocida por su extraordinaria versatilidad metabdlica, ya que es capaz
de crecer mediante cuatro estrategias diferentes: i) anaerdbica y fotoautétrofamente ii)
anaerébica y fotoheterétrofamente sobre varias fuentes de carbono, fii)
anaerdébicamente y en oscuridad por fermentacién de aziicares como tnica fuente de
carbono y energia, iv) aerébica y quimioautotéficamente en oscuridad con H, como
fuente de energia y poder reductor (Larimer y cols., 2004). Dada su capacidad de
crecer en distintas condiciones, se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
y recientemente han obtenido la secuencia de su genoma completo (Larimer y cols.,
2004). Se ha reportado que la tolerancia de R. palustris al sulfuro es de 0,5 mM, y que
lo transforma directamente a sulfato, sin producir intermediarios (Hansen y Gemerden,
1972), lo que explicaria la reduccion de sulfuro observada en el biogas de cultivo.

Por ofra parte, el género Clostridium, se caracteriza por poseer un metabolismo
fermentador y :;naerobio estricto. En particular se encontraron secuencias relacionadas
a las especies C. tunisiense (7,5%), C. xylanovorans (6%), y C. mesophilum (5%). Se
ha descrito que las dos primeras fermentan diversos compuestos organicos a acetato,
H, y CO,, v que no utilizan sulfato como aceptor de electrones; sin embargo, C.
tunisiense utiliza azufre como aceptor de electrones y es productor de H,S (Thabet y
cols., 2004; Mechichi y cols., 1999). Estos resultados sugieren que en el caso de
aumentar la fraccion de C. tunisiense, podria verse amenazada la eficacia del biofiltro

para remover H,S. No obstante, los consorcios pueden realizar tareas complejas y
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eventualmente podrian ser mas estables a perturbaciones o condiciones ambientales
cambiantes respecto de poblaciones clonales o monoespecificas (Brenner y cols.,
2008). Asi también, se sabe que las interacciones interespecificas juegarian un rol
importante en la estabilidad del ensamble microbiano. Estos antecedentes apoyarian la
aproximacion del uso de consorcios o cultivos mixtos para la purificacion de biogas, ya
que es posible que el acetato y el CO, producidos por microorganismos fermentadores

sea una fuente de carbono adicional para Ia fraccién fotoanoxigénica.

4.2. Aplicacion del consorcio microbiano a la purificacion de biogas

En este trabajo, mediante un cultivo mixto de bacterias fotoanoxigénicas, crecido
en condiciones ambientales y en un sistema tipo batch, se logrd registrar la remocion
total del H,S presente en la mezcla de biogas, desde 585 a O ppm (+ 1 ppm),
mostrando diferencia significativa con el fratamiento control (medio de cultivo sin
bacterias). Aunque es importante destacar que el tratamiento control también tuvo la
capacidad de atrapar H,S, probablemente por oxidacidon quimica de H,S a sulfato,
también es importante mencionar que el biofltro microbiolégico podria presentar la
ventaja de no saturarse o tener mayor vida Util que una solucion quelante de sulfuro, lo
que tiene sin duda, directa relacion con los costos de mantencion y por ende
rentabilidad del proceso. Por ofra parte, una mayor eficiencia y eficacia en la extraccion
de sulfuros se podria conseguir optimizando la funcién de estos consorcios mejorando
las condiciones de cultivo tales como intensidad Iluminosa, temperatura, pH o
condiciones nutricionales que favorezcan el consumo de H,S. Estudios con C.

thiosulfatophilum, una bacteria verde del azufre muestra que es altamente eficiente en
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reducir el H.S cuando se confrolaron de manera exhaustiva otras variables como Iuz,
temperatura, pH (Henshaw y cols., 2001).

Otra ventaja comparativa del uso de filtros microbianos como el que se describe en
este trabajo, es la produccion de biomasa con valor agregado, ya que R. palustris
tendria un alto potencial como fuente de proteina, suplemento animal y biofertilizante
(Carlozzi y cols, 2001; Saikeur y cols., 2009).

Adicionalmente, casi todas las especies de bacterias purpuras no del azufre son
capaces de crecer en microaerofilia, las bacterias purpuras del azufre poseen esta
capacidad menos distribuida entre sus miembros, en tanto que las bacterias verdes del
azufre y heliobacterias son anaerobias estrictas y el subgrupo Chloroflexus posee una
Gnica especie aerdbica facultativa (Overmann y Garcia-Pichel, 2006). |.a capacidad de
las bacterias plrpuras no del azufre de crecer en presencia de bajas concentraciones
de oxigeno puede ser un factor que favorece su usc como biofiltro ya que el biogas
generalmente contiene un pequeiio porcentaje de oxigeno ya sea por el origen de éste
o por contaminacién posterior a su extraccion.

Por otra parte, bacterias fotoanoxigénicas como Rhodopseudomonas sp., que
exhiben un metabolismo diverso, constituyen un buen recurso microbiano para
aplicaciones en biofiltros ya que se pueden producir mayores vollimenes de inoculo
cuando se cultivan con fuentes de carbono organico para favorecer el metabolismo
fotoheterotrofico; a la vez que se podria favorecer el metabolismo anaerdbico
fotoautétrofico, lo cual podria reducir parte del CO, presente en el biogas (diluyente del

poder combustible), ademas de asimilar el H,S.




5. CONCLUSIONES

« Los principales factores que determinaron la seleccion y aislamiento del consorcio
enriquecido en bacterias fotoanoxigénicas del grupo de bacterias parpuras no del
azufre fueron: las fuentes de carbono organico (piruvato y acetato), el biogas y la luz

fluorescente.

o La amplificacion del marcador molecular pufM corrobord la efectividad del método
de seleccion y enriquecimiento utilizado para obtener bacterias plrpuras desde una

muestra ambiental.

+ El consorcio bacteriano aislado presenta potencial para la purificacién de biogas
dado que:
= Su composicion genética estuvo dominada por el género
Rhodopseudomonas, cuyo metabolismo es asimilador de H,S en
presencia de fuentes de carbono.
» El ensayo de reduccion de los niveles de H,S mostréd diferencias

significativas entre el tratamiento control y el tratamiento con bacterias.
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ANEXO

Tabla A1. Solucién stock de vitaminas para adicionar al medio de cultivo salino
estandar utilizado para el enriquecimiento de bacterias purpuras.

Concentracion
Compuesto (mgi00 mL)

Cobalamina (B,2) 1
Inositol (Bs) 100
Biotina 5

Ac. Fdlico (Bo) 10

Ac. P-amincbenzoico 10

Ac. Nicotinico 50
Ca-D-pantotenato (Bs) 10
Riboflavina (B,) 10

Tabla A2. Solucion stock de micronutrientes para adicionar al medio de cultivo salino
estandar utilizado para el enriquecimiento de bacterias parpuras.

Concentracion

Compuesto (g/L)
HsBO; 0,500
MnC|2' 4H20 2,280
ZnSQ, 7H.0 0,500
CUS0,- 5H,0 0,025
Na,MoO,- 2H,0 0,025 ‘
CoS0,- 7H.0 0,045
NiCls 0,010

Tabla A3. Solucion stock de buffer fosfato para adicionar al medio de cultivo salino
estandar utilizado para el enriquecimiento de bacterias purpuras.

Compuesto c°“°‘inmt)f30l0n
KH2P04 1

KoHPO,4 1




Tabla A4. Secuencia mas cercana a cada una de las secuencias de los clones.

Clon % Cobertura

% ldentidad

Género mas

Organismo mas

relacionado relacionado
H1.1 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H1.2 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H1.3 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H2.1 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H2.2 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H2.3 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H2.4 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H3.1 100 94 Clostridium C. tunisiense
H3.2 100 94 Clostridium C. tunisiense
H3.3 100 94 Clostridium C. tunisiense
H3.4 100 94 Clostridium C. tunisiense
H3.5 100 94 Clostridium C. tunisiense
H3.6 100 94 Clostridium C. tunisiense
H4.1 100 g5 Clostridium C. mesophilum
H4.2 100 94 Clostridium C. mesophilum
H4.3 100 95 Clostridium C. mesophilum
H4.4 100 95 Clostridium C. mesophilum
H5.1 89 96 Clostridium C. xylanovorans
H5.2 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H5.3 99 06 Clostridium C. xylanovorans
H5.4 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H6.1 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H6.2 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H6.3 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H6.4 99 96 Clostridium C. xylanovorans
H7.1 100 100 Pseudomonas P. citronellolis
H7.2 99 99 Pseudomonas P. citronellolis
H7.3 100 100 Pseudomonas P. citronellolis
H7.4 100 92 Pseudomonas P. citronellolis
H8.1 100 94 Clostridium C. tunisiense
H8.2 100 94 Clostridium C. tunisiense
H.9 100 99 Achromobacter A. xylosoxidans
H10 100 100 Pseudomonas -




Tabla A4. Continuacion.

% Cobertura

Género mas

Organismo mas

Clon %ldentidad relacionado relacionado
H11.1 99 99 Achromobacter -

H11.2 99 99 Achromobacter -

H12.1 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H12.2 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H13.1 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H13.2 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris
H14.1 100 a5 Clostridium -

H14.2 100 . 95 Clostridium -

H15 100 99 Ochrobactrum -

H19 100 99 Rhodopseudomonas  R. palustris

H20 99 96 Clostridium C. magnum

H21 97 100 Rhodopseudomonas  R. palustris

H22 100 93 Clostridium C. subterminale
H23 100 99 Rhodopseudomonas  R. palustris

H24 95 96 Petrimonas P. sulfuriphifa
H25 99 a8 Anaerospora A. hongkongensis
H26 99 o8 Anaerospora A. hongkongensis




