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Resumen 

El cambio climático es una amenaza para las diversas formas de vida de nuestro planeta. Este 

efecto se debe en parte al uso de combustibles fósiles. Los biocombustibles son una de las 

alternativas más prometedoras. Entre los más comunes se encuentran los alcoholes (butanol, 

etanol) que se pueden obtener de la fermentación microbiana. 

Se aisló una cepa termofílica y anaeróbica, que se clasificó como miembro del género 

Thermoanaerobacterium según el análisis de la secuencia del gen de RNAr 16S. La comparación 

con otros miembros del género indicó que pertenece a la especie T. thermosaccharolyticum, y 

fue designado Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSU5. Se identificaron los 

genes que codifican las enzimas de las vías de síntesis de butanol y etanol. GSU5 es capaz de 

producir butanol y etanol utilizando diferentes azúcares. 

Además se logró escalar la producción en fermentadores utilizándose xilosa y glucosa. Como 

era esperable, estos cultivos mostraron un aumento de biomasa y de producción de solventes 

comparado con los cultivos en tubos. Se observó un aumento en la concentración relativa de 

butanol mostrando un aumento en el flujo de carbono hacia este alcohol. 

Por otro lado, el análisis genómico utilizando dbCAM (servidor empleado para anotación 

automática de sitios activos para carbohidratos) reveló la presencia de varias enzimas 

hidrolíticas. en particular enzimas involucradas en la degradación de xilano. Utilizando 

Cromatografía líquida de alta resolución se observó que la cepa es capaz de degradar xilano y 

residuo agrícola de caña de azúcar (RAC). GSU5 fue capaz de producir butanol y etanol 

utilizando xilano y residuo agrícola de caña de azúcar como fuentes de carbono. 

Palabras clave: Thermoanaerobacterium, Butanol, Etanol, Xilosa, Xilano, Análisis Genómico 
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Abstract 

Climate change is a threat to the diverse life forms of our planet. This phenomenon is partially 

due to the preferential use of fossil fuels. The use of biofuels is one of the most promising 

alternatives. Among the most common biofuels are alcohols such as butanol and ethanol that 

can be obtained from microbial fermentation. 

A novel thermophilic and anaerobic strain was isolated in Buenos Aires, Argentina, and 

classified as a member of the Thermoanaerobacterium genus based on 16S rRNA analysis. 

Comparison of its genome with other members of the genus indicated it belongs to the T. 

thermosaccharolyticum species, and was designated Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum GSU5. Genes encoding the key enzymes leading to n-butanol and 

ethanol synthesis were identified. This microorganism was able to produce butanol and 

ethanol using different sugars.  

Additionally, production was scaled in a bioreactor using xylose and glucose as carbon sources. 

As expected, these cultures produced a much higher biomass and solvent production than tube 

cultures. The relative amounts of acids and alcohols varied in each case.  

Genomic analysis by dbCAN (server for automated Carbohydrate-active enzyme annotation) 

revealed the presence of several hydrolytic enzymes, particularly enzymes involved in the 

degradation of xylan. Using High Resolution Liquid Chromatograph (HPLC) we observed that 

GSU5 was able to degrade xylan and sugarcane agricultural residue. GSU5 was able to produce 

solvents and acids from both substrates.  

Key words: Thermoanaerobacterium, Butanol, Ethanol, Xylose, Xylan, Genomic analysis 

  

http://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php


20 
 

 

Introducción 



Introducción 
 

21 
 

Introducción 

1. Primera parte: Biocombustibles 

1.1. Cambio climático y demanda de energía 

El cambio climático es una amenaza para las diversas formas de vida de nuestro planeta. Este 

efecto se debe en parte al uso preferencial de los combustibles fósiles para sostener 

actividades humanas como la calefacción de viviendas, la agricultura o el transporte. Además 

el crecimiento poblacional implica un aumento en el requerimiento de energía primaria (se 

estima que en 2040 el requerimiento global aumentará en un 25%). 

En la actualidad, el petróleo es la fuente de energía más importante, comprendiendo alrededor 

del 38% de la energía total. En particular, el sector de transporte representa el 60% del uso del 

petróleo (World Energy Council, 2016) (Figura 1). 

En la actualidad se encuentra en marcha una búsqueda intensiva de alternativas, impulsada 

por una variedad de problemas incluyendo la inestabilidad de los precios del petróleo, el 

aumento de la demanda mundial, la dependencia de las importaciones de regiones 

políticamente inestables, el reconocimiento de los efectos dañinos de los gases de efecto 

invernadero y la contaminación del aire local (Hill et al., 2008). 

Según la Agencia Internacional de Energía (AIE), las emisiones globales de CO2 alcanzarían un 

punto crítico en los próximos años, y dependiendo de las políticas que se empleen, continuarán 

aumentando si se sigue con el escenario actual, o podrían disminuir si se emplea un desarrollo 

sostenible (Figura 2). 
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Figura 1. Consumo global de energía. Tomado de World Energy Resources, 2016. 

 

 

Figura 2. Posibles escenarios de emisiones de CO2 según las políticas futuras. Tomado de World Energy 
Resources, 2016. 
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1.2. Combustibles alternativos 

La búsqueda de energías alternativas ha llevado al desarrollo de diferentes estrategias. Tres 

tecnologías podrían potencialmente reemplazar al petróleo y servir como opciones 

renovables: la electricidad para propulsar vehículos eléctricos, el hidrógeno como portador de 

energía para celdas de combustible y los biocombustibles. 

El desarrollo de biocombustibles fue pasando por distintas etapas que implicaron la utilización 

de distintas materias primas y tecnologías. Se los denomina combustibles de primera, segunda, 

tercera y cuarta generación según las tecnologías empleadas. Los combustibles de tercera y 

cuarta generación actualmente  están en fase de desarrollo (Figura 3). 

 

Figura 3. Generaciones en la producción de biocombustibles. Tomado de Acheampong, 2017. 

 

 

1.2.1. Biocombustibles de primera generación 

En primer lugar surgieron los biocombustibles de “primera generación” que utilizan como 

materias primas azúcares fermentables, caña de azúcar y maíz  (R. A. Lee & Lavoie, 2013). La 

principal ventaja es que representan una disminución en la emisión de CO2 con respecto al uso 

de combustibles fósiles (Naik, Goud, Rout, & Dalai, 2010). 
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Los tres tipos principales de biocombustibles de primera generación utilizados comercialmente 

son el biodiesel (bioésteres), el bioetanol y el biogás, los cuales son comerciales actualmente 

y se los considera una "tecnología establecida". El biodiesel es un sustituto del diésel que se 

produce a través de la transesterificación de aceites vegetales y aceites y grasas residuales. El 

bioetanol es un sustituto de la gasolina y también puede servir como materia prima para el 

etilterbutil (ETBE), que se mezcla más fácilmente con gasolina. El biogás, o biometano, es un 

combustible que se puede utilizar en la gasolina (Naik et al., 2010). 

 El principal problema de estos combustibles es el suministro de materias primas, incluido el 

impacto que puede tener en la biodiversidad y el uso del suelo, y la competencia con los 

cultivos alimentarios (Naik et al., 2010). 

1.2.2. Biocombustibles de segunda generación 

Debido a las críticas que reciben los combustibles de primera generación, surgieron los 

biocombustibles de “segunda generación” que ofrecen una alternativa más ecológica, 

utilizando materias primas energéticamente eficientes que no compiten con los cultivos 

alimenticios, entre ellas: biomasa de residuos agrícolas y forestales, árboles, paja, bagazo y 

cultivos en tierras marginales (Acheampong, Ertem, Kappler, & Neubauer, 2017). Los 

biocombustibles de segunda generación presentan emisiones de CO2 equivalentes más bajas 

que los combustibles de primera generación (Bowyer et al., 2018). 

La comercialización de estos biocombustibles es reciente, ya que las plantas a escala comercial 

comenzaron a funcionar entre 2014 y 2017, y las cantidades producidas actualmente son 

pequeñas en comparación con los combustibles de primera generación (Bowyer et al., 2018). 

1.2.3. Biocombustibles de tercera generación  

Los combustibles de tercera generación son los combustibles producidos utilizando 

microalgas. Las microalgas transforman la energía solar en productos de almacenamiento y 

esto conduce a la acumulación de lípidos, incluidos los triacilgliceroles, que luego pueden ser 

transformados en biodiesel, bioetanol y biometanol (Maity, Bundschuh, Chen, & Bhattacharya, 

2014). 
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La producción depende de la capacidad de las microalgas de acumular lípidos. Por lo general, 

se utilizan especies como Chlorella debido a su alto contenido de lípidos y su alta 

productividad. Uno de los grandes desafíos es que se requieren grandes cantidades de agua y 

extensas superficies para la escala industrial (R. A. Lee & Lavoie, 2013). 

Actualmente están en fase de investigación y aún no son comerciales, aunque se están 

desarrollando algunas empresas pequeñas (Bowyer et al., 2018). 

1.2.4. Biocombustibles de cuarta generación  

Los biocombustibles de cuarta generación utilizan algas modificadas genéticamente para 

aumentar la producción. Las principales estrategias utilizadas para la modificación genética de 

las microalgas son mejorar la penetración de la luz en el cultivo, reduciendo el tamaño de la 

antena de clorofila, minimizar la absorción de luz y la manipulación de los pigmentos. La 

ingeniería metabólica de microalgas puede conducir a aumentos significativos en el contenido 

de lípidos o carbohidratos generando una mayor productividad (Abdullah et al., 2019). 

1.3. Etanol. 

1.3.1. Historia 

El etanol fue propuesto como biocombustible por Henry Ford para su modelo T en 1900; pero 

fue rápidamente reemplazado por gasolina debido a su menor costo (Service, 2007). Luego de 

la crisis petrolera de la década de 1970, volvió a utilizarse y tuvo un gran crecimiento cuando, 

en 1975, Brasil lanzó una campaña nacional para convertir la caña de azúcar en etanol debido 

al alto precio del petróleo. El país adquirió estaciones de servicio para mezclar 25% de etanol 

en gasolina y alentó a los fabricantes de automóviles a vender motores aptos para su 

utilización (Service, 2007). 

Actualmente, Estados Unidos y Brasil son los mayores productores mundiales de etanol con 

un 56% y 28% de la producción mundial, mientras que Argentina ocupa el octavo puesto con 

1% de la producción mundial (https://ethanolrfa.org/statistics/). 

https://ethanolrfa.org/statistics/
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1.3.2.  
1.3.3.  
1.3.4.  
1.3.5. Producción microbiana 

La producción de etanol ha sido típicamente estudiada en Saccharomyces cerevisiae. En este 

organismo la vía de síntesis de etanol está asociada a la producción de glicerol, 2,3-butanodiol, 

acetoína y acetato (Macedo & Brigham, 2014). 

S. cerevisiae posee varias ventajas para la producción de etanol, dado que tolera un amplio 

rango de pH, lo que hace que su fermentación sea menos susceptible a contaminaciones, y 

tolera altas concentraciones de etanol (Tesfaw & Assefa, 2014) (Figura 4). 

El principal sustrato para la producción de etanol con S. cerevisiaees es el jugo de caña de 

azúcar. Esta levadura es capaz de producir etanol a partir de distintos sustratos, sin embargo 

la utilización de biomasa lignocelulósica requiere de pre tratamiento enzimático (Tesfaw & 

Assefa, 2014). 

 

Figura 4. Vías de biosíntesis de etanol y los subproductos glicerol, 2,3-butanodiol, acetoína y acetato en 
Saccharomyces cerevisiae. Tomado de Macedo, 2014. 

 

Entre las bacterias, el productor de etanol más utilizado es Zymomonas mobilis que puede 

tolerar mayores concentraciones de etanol, y posee una vía de síntesis que resulta en mayores 
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concentraciones que S. cerevisiae, (Barnard, Casanueva, Tuffin, & Cowan, 2010). Sin embargo, 

al igual que S. cerevisiae, presenta limitaciones en la utilización de biomasa lignocelulósica. 

En la actualidad, se han dirigido considerables esfuerzos e inversiones hacia la investigación, 

desarrollo y ampliación de etanol celulósico. Sin embargo, recientemente, otras moléculas 

como el butanol han adquirido mucho interés como biocombustibles de segunda generación, 

dado que ofrecen mayor densidad de energía que el etanol, y tienen mejores propiedades tales 

como baja presión de vapor y baja naturaleza corrosiva, lo cual hace que estas moléculas sean 

más propicias para ser utilizadas con la infraestructura existente (Rojo, 2008).  

1.4. N-Butanol 

1.4.1. Historia 

El n-butanol, alcohol de cadena lineal de 4 carbonos, es utilizado como materia prima para la 

fabricación de pinturas, polímeros y plásticos. Este compuesto es sintetizado por algunas 

bacterias como producto de fermentación. 

El uso de butanol como biocombustible es muy reciente. Fue reportado por primera vez en 

2005 cuando David Ramsey cruzó Estados Unidos utilizando un motor funcionando con 100% 

butanol (Dürre, 2007). Posteriormente, en 2007, BP y DuPont formaron una empresa conjunta 

para la síntesis de butanol (Kumar & Gayen, 2011). 

Sin embargo, la utilización de butanol como solvente es anterior y, en particular, a principios 

de siglo XX, cobró interés como precursor para la fabricación de caucho. En Inglaterra, la 

compañía Strange y Graham contrató a varios científicos para que investiguen la producción 

microbiana de butanol. Entre ellos se encontraba Weismann, quien finalmente obtuvo la 

patente para la producción de butanol en 1915, con un proceso conocido como fermentación 

ABE utilizando Clostridium acetobutylicum (Dürre, 2007).  

Luego de la primera guerra mundial, la producción de butanol volvió a ser principalmente 

mediante síntesis química utilizando propileno (procedente del petróleo). Las variaciones en 
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el mercado del petróleo, junto con una mayor preocupación por la conservación del ambiente 

y los recursos naturales, han determinado recientemente el vuelco de la atención hacia el 

biobutanol, obtenido por fermentación bacteriana y, en especial, por su utilidad como 

biocombustible. 

 En nuestro país existen leyes recientes que establecen la obligatoriedad del uso de 5% de 

bioetanol anhidro en todas las naftas que se utilicen. Aunque el corte de las naftas por etanol 

tiene difusión internacional, el butanol tiene muchas ventajas sobre el etanol que hacen que 

sea una opción atractiva como biocombustible. El butanol es soluble en la mayor parte de los 

solventes comunes pero escasamente soluble en agua. Al no absorber agua, no hay separación 

de fase con las naftas. Además, no es corrosivo y tiene menor presión de vapor que el etanol. 

1.4.2. Producción microbiana 

Tradicionalmente la producción de butanol se hizo utilizando Clostridium acetobutylicum 

mediante la fermentación ABE (acetona, butanol, etanol). La producción de solventes por C. 

acetobutylicum ha sido largamente estudiada tanto a nivel genético como fisiológico. El 

crecimiento de C. acetobutylicum es un proceso bifásico. En la primera fase, denominada 

acidogénica, se sintetizan los ácidos acético y butírico con la concomitante síntesis de ATP. La 

acidez alcanzada promueve una segunda fase en la cual se sintetizan los alcoholes, etanol, 

butanol y acetona, con consumo del NADH generado (Yamada, Hasunuma, & Kondo, 2013) 

(Figura 5). 

Existen tres puntos de ramificación clave en la vía ABE que dirigen el flujo metabólico hacia 

ácidos o solventes. En el primero, el acetil-CoA sirve como punto de partida para la formación 

de acetato, etanol y acetoacetil-CoA. En el segundo punto, el acetoacetil-CoA sirve como 

precursor de la acetona y butiril-CoA. En el tercer punto, el butiril-CoA se puede convertir en 

butirato y butanol (Millat & Winzer, 2017) (Figura 6). 
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Figura 5. Fases de la fermentación ABE. Tomado de Millat, 2017. 

 

 

Figura 6. Vías metabólicas en C. acetobutylicum. Tomado de Lee, 2008. 
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1.5. Productores termófilos 

Desde un punto de vista industrial, la producción termófila de biocombustibles presenta 

algunas ventajas con respecto a la utilización de microorganismos mesófilos: disminuye la 

probabilidad de contaminación microbiana, a temperaturas elevadas disminuye la solubilidad 

de O2 ayudando a mantener el ambiente anaeróbico y, además, la fermentación termófila 

también disminuye el costo de enfriamiento de los fermentadores (Tukacs-Hájos et al., 2014). 

El uso de bacterias termófilas, como C. thermocellum, ha sido ampliamente estudiado para la 

producción de etanol a partir de celulosa (Lamed & Zeikus, 1980; Tian et al., 2016). Sin 

embargo, la mayoría de estos organismos no son capaces de producir butanol y/o utilizar 

hemicelulosa (Demain, Newcomb, & Wu, 2005). 

En el siglo pasado, varias bacterias anaerobias estrictas, gram positivas y termofílicas fueron 

aisladas de varias fuentes y, originalmente, clasificadas como miembros del género 

Clostridium. A principios de los años 90, algunos de estos microorganismos fueron 

reclasificados en un nuevo género: Thermoanaerobacterium. De hecho, 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, el miembro más antiguo del género, se aisló 

en 1935 y se denominó Clostridium thermosaccharolyticum (McClung, 1935). 

El género Thermoanaerobacterium se propuso por primera vez en 1993 (Y. E. Lee, Jain, Lee, 

Lowe, & Zeikus, 1993) en un artículo que estudió los anaerobios termofílicos sacarolíticos, con 

especial énfasis en la degradación del xilano. En este trabajo se analizó la relación entre 

bacterias basadas en rasgos fenotípicos y la hibridación de DNA-DNA, y se propuso la creación 

del género Thermoanaerobacterium para clasificar al antiguo Clostridium thermosulfurogenes 

(Schinkt & Zeikus, 2016), que pasó a llamarse Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 

(propuesto como especie tipo) junto a dos nuevos aislamientos considerados como especies 

nuevas: T. xylanolyticum LX11 y T. saccharolyticum B6A-RI.  

Al año siguiente, un estudio basado en el uso de secuencias de RNAr 16S para reordenar la 

filogenia dentro de Clostridia propuso la creación de cinco nuevos géneros, y reclasificó a 
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Clostridium thermosaccharolyticum (McClung, 1935) como Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum, porque se agrupó junto con las especies que ya había sido colocadas 

en este género (M. D. Collins et al., 1994). 

En los últimos años las bacterias del género Thermoanaerobacterium han generado un 

particular interés debido a su capacidad de usar diferentes sustratos para la producción de 

solventes. 

El mayor interés en microorganismos que podrían usarse para obtener bioproductos a partir 

de diferentes sustratos condujo a la identificación de nuevas bacterias termófilas. Por ejemplo, 

T. aotearoense (Liu, Rainey, Morgan, Mayer, & Wiegel, 1996), T. aciditolerans (Kublanov et al., 

2007) y T. butyriciformans (López et al., 2017) fueron aisladas de aguas termales, mientras que 

T. thermostercus (Romano et al., 2010) y algunas cepas de T. thermosaccharolyticum fueron 

aisladas de excremento de animal (Saripan & Reungsang, 2013). 

El género Thermoanaerobacterium contiene 8 especies validadas: T. aciditolerans, T. 

aotearoense, T. saccharolyticum, T. thermosaccharolyticum, T. thermostercoris, T. 

thermosulfurigenes, T. xylanolyticum y T. butyriciformans (Onyenwoke & Wiegel, 2015).  

T. saccharolyticum y T. thermostercus son capaces de producir etanol (Romano et al., 2010; J. 

A. Shaw, Jenney, Adams, & Lynd, 2008), y algunos aislamientos de T. thermosaccharolyticum 

son capaces de producir hidrógeno (Cao et al., 2016) y butanol (Bhandiwad, Guseva, & Lynd, 

2013; Jiang et al., 2018; T. Li, Zhang, Yang, & He, 2018) a partir de distintas fuentes como xilano 

(Jiang et al., 2018; T. Li et al., 2018)(Tabla 1). 

En los años 80, en nuestro laboratorio, se realizó una búsqueda de bacterias anaeróbicas 

solventogénicas. A partir de excremento de camello, se aisló una cepa termófila, anaeróbica y 

capaz de producir solventes (Mendez, Pettinari, Ivanier, Ramos, & Siñeriz, 1991). 

Originalmente se la nombró Clostridium thermopapyrolyticum en base a características 

fenotípicas (Figura 7), sin embargo, en este trabajo ha sido reclasificada como T. 

thermosaccharolyticum. 
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Figura 7. Imágenes de T. thermosaccharolyticum obtenidas mediante microscopía 
electrónica. Tomado de Méndez, 1991. 
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Especies Genomas 
secuenciados 

Sustratos Productos Temperatura 
de crecimiento 

T. aotearoense 1 Lactosa, xilano, manitol, pectina Etanol, acetato, lactato, CO2 36-66  

T. saccharolyticum 2 Glucosa, fructosa, manosa, galactosa, maltosa, celobiosa, sacarosa, 
lactosa, trehalosa, xilosa, almidón, ramnosa, rafinosa, xilano 

1,2-propanodiol, etanol, ácido 
acético, ácido láctico, H2, CO2 

45-70  

T. xylanolyticum 1 Xilano, manosa, sacarosa, celobiosa, arabinosa, ramnosa, galactosa, 
fructosa, maltosa, lactosa, glucosa 

Etanol, ácido acético, H2, CO2 45-70  

T. thermosaccharolyticum 6 Xilano, sacarosa, celobiosa, arabinosa, galactosa, fructosa, lactosa, 
glucosa, xilosa 

Etanol, butanol, ácido acético, 
ácido láctico, H2, CO2 

45-65  

T. aciditolerans  - Glucosa, maltosa, fructosa, sacarosa, lactosa, xilosa, ribosa, arabinosa, 
galactosa, sorbitol, almidón, xilano 

Etanol, ácido acético, ácido 
láctico, H2, CO2 

37-68 

T. thermostercoris 
(thermostercus) 

- Fructosa, galactosa, manosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, lactosa, 
maltosa, trehalosa, celobiosa, sacarosa, rafinosa, xilano, almidón 

H2, CO2, H2S, etanol, ácido 
acético, ácido láctico 

40-65  

T. thermosulfurigenes - Xilano, pectina, arabinosa, celobiosa, poligalacturonosa, ramnosa, 
manitol, xilosa, galactosa, glucosa, manosa, maltosa, almidón 

Etanol, ácido acético, ácido 
láctico, metanol, isopropanol, 
H2, CO2. 

55-75 

T. butyriciformans - Glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, celobiosa, manosa, rafinosa, 
xilano, almidón 

Ácido butírico, ácido acético, 
ácido láctico, CO2, H2 

35–65  

Tabla 1. Especies de Thermoanerobacterium. Principales sustratos utilizados y productos generados. 
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1.6. Estrategias de producción de etanol y butanol 

Existen varias estrategias para la producción de bioalcoholes. En el proceso de producción 

convencional los procesos de sacarificación (hidrólisis) y fermentación se realizan por separado. 

Este proceso se llama hidrólisis y fermentación separadas (SHF del inglés Separated Hydrolysis 

and Fermentation) (Figura 8A). La principal ventaja de SHF es que tanto la hidrólisis como la 

fermentación pueden realizarse en sus propias condiciones óptimas. Sin embargo, es un 

proceso costoso y lleva mucho tiempo (Jouzani & Taherzadeh, 2015). 

Una estrategia que permite aumentar la eficiencia de la conversión de biomasa en bioalcohol 

es la sacarificación y fermentación simultaneas (SSF del inglés Simultaneous saccharification 

and fermentation). En esta estrategia se combinan la hidrólisis enzimática y la fermentación de 

azúcares, pero las enzimas utilizadas son agregadas externamente (Mbaneme-Smith & Chinn, 

2015). De esta forma, el consumo de enzimas se maximiza ya que las concentraciones de azúcar 

soluble se mantienen por debajo de los niveles que puedan inhibir los microorganismos de 

fermentación (Jouzani & Taherzadeh, 2015) (Figura 8B). 

La hidrólisis enzimática también se puede realizar simultáneamente con la co-fermentación de 

hexosas y pentosas como operaciones separadas en un proceso conocido como sacarificación 

simultánea y co-fermentación (SSCF del inglés Simultaneous saccharification and co-

fermentation). En este caso, las enzimas también son agregadas externamente (Figura 8C).  

Actualmente se encuentra en desarrollo una nueva estrategia denominada bioprocesos 

consolidados (CBP del inglés Consolidated bioprocessing), en la cual se buscan organismos que 

posean tanto enzimas involucradas en la degradación de biomasa lignocelulósica como los 

caminos metabólicos para la producción de biocompuestos, de manera de reducir los costos 

del tratamiento enzimático. En la CBP, todos los procesos, incluida la producción de enzimas, la 

sacarificación enzimática y la fermentación de los azúcares resultantes a bioetanol u otros 

productos valiosos, se realizan simultáneamente (Jouzani & Taherzadeh, 2015) (Figura 8D). 
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Figura 8. Enfoques de bioprocesos para la conversión de biomasa lignocelulósica en biocombustibles. (A) 
Sacarificación (hidrólisis) y fermentación separada; (B) Sacarificación y fermentación simultánea; (C) 

Sacarificación y co-fermentación simultáneas; y (D) Bioprocesamiento consolidado. Adaptado de Mbaneme-
Smith2015. 
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2. Segunda parte: Degradación de sustratos complejos 

2.1. Estructura de la biomasa lignocelulósica  

 La biomasa lignocelulósica está compuesta por celulosa, hemicelulosas y lignina (Figura 9) en 

una estructura intrincada, que es recalcitrante a la descomposición (Haghighi Mood et al., 

2013). Una de las mejores estrategias para convertir dicha biomasa en azúcares es la 

sacarificación enzimática debido a su bajo requerimiento de energía, pero el principal problema 

es la baja accesibilidad de la celulosa debido a su asociación rígida con la lignina. Esto lleva a 

dificultades en el proceso de conversión; por lo tanto, uno de los principales objetivos del 

pretratamiento es romper el sello de lignina para hacer que la celulosa sea más accesible a la 

hidrólisis enzimática para la conversión (Figura 10) (Haghighi Mood et al., 2013).  

Los pretratamientos se pueden clasificar en físicos (por ejemplo, reducción de tamaño, 

autoclavado, irradiación, ultrasonidos, vapor y extrusión), químicos (uso de ácidos, bases, 

solventes), biológicos (uso de hongos de podredumbre blanca, hongos de podredumbre parda) 

y fisicoquímicos, que combinan tanto procesos físicos como químicos (C. Bensah & Y. Mensah, 

2019). 

2.1.1. Lignina 

La lignina es un polímero aromático sintetizado a partir de precursores de fenilpropanoides 

(Haghighi Mood et al., 2013), formado por tres monómeros diferentes: p-cumaril alcohol, 

coniferil alcohol y sinapil alcohol (Bugg, Ahmad, Hardiman, & Rahmanpour, 2011).  

Las enzimas involucradas en la degradación de la lignina generalmente se pueden dividir en dos 

grupos principales: enzimas modificadoras de lignina (LME) y enzimas auxiliares degradadoras 

de lignina (LDA) (Janusz et al., 2017).  
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Figura 9. Composición de la biomasa lignocelulósica. Adaptado de Haghighi Mood et al., 2013. 
 

 

Figura 10. Esquema de la estructura de la biomasa lignocelulósica. Tomado de Mood, 2013. 
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2.1.2. Celulosa 

La celulosa es un polímero de glucosa con uniones β 1-4. Cada residuo de glucosa tiene una 

rotación de 180 °C en relación con sus vecinos de manera que la unidad básica repetitiva es la 

celobiosa (dímero de glucosas). Las cadenas de celulosa forman numerosos enlaces de 

hidrógeno intra e intermoleculares, que generan la formación de microfibrillas rígidas e 

insolubles (Gilbert & Kadla, 1998). 

La escisión hidrolítica del enlace glucosídico β (1 → 4) en la celulosa, que conduce a la formación 

de glucosa y celodextrinas cortas, se lleva a cabo principalmente por celulasas, un grupo de 

enzimas que comprende: β-1,4-endoglucanasas (EC 3.2.1.4), exoglucanasas o celobiohidrolasas 

(EC 3.2.1.91) y β-glucosidasas (EC 3.2.1.21) (Sweeney & Xu, 2012) (Figura 11). 

 

Figura 11. Estructura y degradación enzimática de la celulosa.  Las endoglucanasas clivan internamente las 
cadenas de celulosa, generando extremos libres. Las celobiohidrolasas actúan sobre los extremos reductores y 

no reductores de la cadena, y las β-glucosidasas hidrolizan la celobiosa. 

2.1.3.  
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2.1.4. Hemicelulosa 

La hemicelulosa puede estar compuesta por distintos polímeros: β-glucano, xilano, xiloglucano, 

arabinoxilano, manano, galactomanano, arabinano, galactano, poligalacturonano (Zoghlami & 

Paës, 2019). La hemicelulosa más común es el xilano (Saha, 2003). 

Las composiciones y las estructuras de los xilanos varían según sus fuentes, pero todos están 

compuestos por una cadena principal de xilosas unidas mediante uniones β 1-4 y pueden 

presentar ramificaciones y sustituyentes, tales como residuos de arabinosa, ácido glucurónico, 

acetílo, ácido ferúlico y ácido cumárico (Polaina & MacCabe, 2007). 

La degradación de xilano involucra la acción de varias enzimas. La cadena principal es degradada 

por la β-1,4-endoxilanasa (EC 3.2.1.8) y la β-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37), y los sutituyentes por 

las enzimas accesorias α-L-arabinofuranosidasa (EC3.2.1.55), α-glucuronidasa (EC 3.2.1.139), 

acetilxilanoesterasa (EC 3.1.1.72),y feruloil esterasa (EC 3.1.1.73) (Figura 12). 

 

Figura 12. Estructura del xilano y degradación mediante enzimas xilanolíticas. El esqueleto de las cadenas de 
xilano está compuesto por residuos de xilanopiranosa ligados mediante enlaces β-1-4. La hidrólisis del esqueleto 
es llevada a cabo por la endoxilanasa y la xilosidasa mientras que el resto de las enzimas indicadas participan en 

la remoción de sustituyentes. Tomado de Polaina 2007. 
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2.2. Microorganismos degradadores de biomasa lignocelulósica 

La capacidad de degradar la lignocelulosa se distribuye principalmente entre hongos y 

bacterias. Las bacterias celulolíticas se pueden encontrar en diferentes géneros como 

Clostridium, Ruminococcus, Caldicellulosiruptor, Butyrivibrio, Acetivibrio, Cellulomonas, 

Erwinia, Thermobifida, Fibrobacter, Cytophaga, Sporocytophaga (de Souza, 2013) y también 

hay reportes de la capacidad degradativa tanto de celulosa como de hemicelulosa en bacterias 

del género Thermoanaerobacterium . 

La degradación bacteriana del material celulolítico está más restringida a la biomasa que 

contiene bajas cantidades de lignina (de Souza, 2013) debido a que la lignina es degradada 

principalmente por hongos aunque hay algunas bacterias del género Streptomyces que son 

capaces de degradarla (Bugg et al., 2011). 

La maquinaria de degradación de microorganismos aerobios y anaerobios difiere 

significativamente con respecto a su organización macromolecular. El aparato de celulasa / 

hemicelulasa de las bacterias anaerobias se ensambla frecuentemente en un gran complejo 

multienzimático, denominado celulosoma. Este complejo contiene enzimas con una variedad 

de actividades tales como polisacárido liasas, carbohidrato esterasas y glucósido hidrolasas (de 

Souza, 2013). Los componentes de los celulosomas incluyen una estructura llamada dockerinas, 

que son proteínas no catalíticas que se unen a los módulos de cohesina, ubicados en una gran 

proteína no catalítica que actúa como andamiaje. La interacción proteína-proteína entre 

dockerinas y cohesinas permite la integración de las enzimas hidrolíticas en el complejo. Se ha 

demostrado que los andamios también son responsables del anclaje de todo el complejo en la 

celulosa cristalina, a través de un módulo de unión a carbohidratos no catalítico (de Souza, 

2013). También están presentes en los complejos celulosomas los dominios de unión a capa S 

(SHL del inglés S-layer) y los dominios de unión a carbohidratos (CBM del inglés carbohydrate-

binding module) (Bayer, Belaich, Shoham, & Lamed, 2004). 
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2.3. Aplicaciones industriales de celulasas y xilanasas 

Tanto las celulasas como las xilanasas poseen muchas aplicaciones industriales y son utilizadas 

desde hace varias décadas. Los principales campos de aplicación son industrias de alimentos, 

como la alimentación animal, elaboración de cerveza y vino, pero también tienen aplicaciones 

en agricultura, y en las industrias de pulpa y papel, y textil (Kuhad, Gupta, & Singh, 2011).  

En la industria del papel se utilizan mezclas de celulasas y hemicelulasas para la biomodificación 

de las fibras con el objetivo de mejorar el drenaje del papel (Kuhad et al., 2011). 

En la industria textil el uso de enzimas está ampliamente extendido para mejorar las 

propiedades de absorción de agua de la fibra al eliminar las impurezas complejas situadas en la 

pared celular primaria. Se utilizan principalmente celulasas, aunque las xilanasas tienen 

aplicaciones en el fregado de las telas (Dhiman, Sharma, & Battan, 2008). 

En agricultura se utilizan tanto xilanasas como celulasas para mejorar la digestibilidad de los 

alimentos tanto para aves de corral como para rumiantes (Dhiman et al., 2008) y además las 

celulasas se utilizan para fabricar protoplastos que permiten generar plantas híbridas mediante 

injertos (Kuhad et al., 2011). 

En la industria de alimentos estas enzimas poseen varias aplicaciones, por ejemplo, tanto 

xilanasas como celulasas se utilizan en la maceración de jugos y para mejorar la extracción de 

aceite de oliva (Kuhad et al., 2011). Las celulasas se utilizan también en la fabricación de vinos 

y cervezas. 

Las celulasas y hemicelulasas se utilizan también en los procesos de obtención de 

biocombustibles que utilizan agregado de enzimas como SSF y SSCF mencionados 

anteriormente. 

La utilización de enzimas termófilas presentas ventajas biotecnológicas debido a que muchos 

de los procesos industriales se realizan a elevadas temperaturas y se necesitan enzimas que 

puedan resistirlas (Dhiman et al., 2008).  
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Con respecto al género Thermoanaerobacterium, se han caracterizado varias endoxilanas de la 

familia GH10 que podrían tener potenciales aplicaciones industriales (Han et al., 2013; Huang, 

Li, Du, Wang, & Li, 2015; Hung et al., 2011; X. Li, Shi, Ding, Zhang, & Wang, 2014; Podkaminer, 

Guss, Trajano, Hogsett, & Lynd, 2012). 
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Objetivos e hipótesis 

1. Objetivo general 

El butanol es un compuesto con múltiples aplicaciones, entre las que se destaca su uso como 

combustible, presentando varias ventajas sobre la utilización de etanol. La producción 

microbiana de butanol ha sido típicamente estudiada en organismos mesófilos como 

Clostridium acetobutylicum. Sin embargo, el uso de organismos termófilos presenta ventajas 

en biotecnología como, por ejemplo, ofrecer menores costos en la fermentación debido a que 

se ahorran los gastos de refrigeración. En nuestro laboratorio hemos aislado y caracterizado 

una nueva cepa anaerobia, termófila, GSU5, capaz de producir butanol y etanol como 

productos de fermentación. Debido al renovado interés en productos como el butanol y el 

etanol que han surgido en los últimos años, hemos decidido intensificar el estudio de este 

microorganismo, utilizando técnicas actuales que nos permitan obtener la mayor información 

posible acerca del metabolismo de la cepa. Se espera que el estudio de esta bacteria abra un 

abanico de nuevas aplicaciones biotecnológicas, tanto de este microorganismo como de 

nuevas enzimas termófilas que surjan durante el proyecto.  

2. Hipótesis 

El conocimiento del genoma y la caracterización metabólica y genética de una bacteria 

anaerobia termófila y solventogénica aislada en nuestro laboratorio permitirá el desarrollo de 

procesos para la obtención de biocombustibles a partir de diferentes sustratos, incluyendo 

residuos agroindustriales. 

3. Objetivos específicos 

3.1. Secuenciación y anotación del genoma de GSU5.  

3.2. Estudios filogenéticos para establecer la relación con especies del género 

Thermoanaerobacterium y con especies del género Clostridium.  
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3. 3. Identificación en el genoma de genes relevantes para la síntesis de diferentes compuestos 

de interés industrial, como ácidos, alcoholes e hidrógeno. 

3.4. Identificación de los genes involucrados en la degradación de hidratos de carbono 

incluidos polímeros, como la celulosa y xilano. 

3.5. Análisis de la síntesis de etanol  y butanol. En principio se estudiará la producción de 

alcoholes en sustratos simples, como monosacáridos y disacáridos, para luego evaluar la 

producción en sustratos complejos, como xilano y biomasa lignocelulósica.  
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Materiales y métodos  

1. Cepas utilizadas 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSU5 se aisló de estiércol animal (camello) 

recolectado en Buenos Aires, Argentina, en 1987. 

Aislamiento: Las muestras de 0,5 g de suelo y estiércol se suspendieron en 5 ml de medio CM4 

líquido (Herrero & Gomez, 1980), que contenía por litro: celobiosa, 7,0 g; extracto de levadura, 

5,0 g; (NH4) 2SO4, 1,3 g; MgCl2, 0,75 g; CaCl2, 0,1 g; K2HPO4, 2,9 g; KH2PO4, 1,5 g; cisteína, 0,5 g; 

FeSO4, 1,25 x 10-6 g ; y resazurina, 2,0 x 10-6g. Los cultivos se incubaron a 60° C hasta que se 

pudo detectar el crecimiento por turbidez. A continuación, los cultivos se sembraron en placas 

suplementadas con celobiosa al 0,6% (p/vol). Después de 48 horas de incubación en 

anaerobiosis, las colonias aisladas se reiniciaron y se volvieron a seleccionar dos veces en el 

mismo medio. Las colonias purificadas se transfirieron a CM4 líquido. Los cultivos de reserva se 

mantuvieron a 4° C en medio con una tira de papel de filtro. La cepa se designó originalmente 

como Clostridium thermopapyrolyticum debido a sus características fenotípicas (Mendez et al., 

1991). 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum DSM 571 se obtuvo de Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismenund Zellkulturen (DSMZ, Alemania). 

2. Análisis genómico 

2.1. Secuenciación y anotación 

La secuencia se obtuvo utilizando una estrategia whole-genome shotgun de genoma completo 

con un pirosecuenciador de titanio Roche 454 GS FLX en INDEAR, Argentina, logrando una 

cobertura de aproximadamente 37 veces. El ensamblaje se realizó con la versión 2.6 de Newbler 

y generaron 73 contigs, el mayor de los cuales tiene 81,110 bases. La anotación se realizó 

utilizando el proceso de anotación automática de genomas procariotas I (PGAAP del inglés 

Prokaryotic genome automatic annotation pipeline) del NCBI y Anotaciones rápidas utilizando 



Materiales y métodos 

48 
 

tecnología de subsistemas (RAST del inglés Rapid annotation using subsystem technology) 

(Overbeek et al., 2014). 

2.2. Relaciones filogenéticas 

2.2.1. Construcción del árbol de comparación de secuencias de rRNA16S 

El análisis del rRNA 16S se realizó utilizando el programa MEGA 6.0 (Tamura, Stecher, Peterson, 

Filipski, & Kumar, 2013) con el cual se construyó un árbol filogenético mediante el algoritmo de 

Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987). El análisis estadístico se realizó utilizando bootstrap con 

500 repeticiones. 

2.2.2. Comparaciones genoma-genoma  

Los cálculos de la distancia genoma a genoma se realizaron utilizando el programa GGDC, 

(https://ggdc.dsmz.de/), que proporciona una estimación in silico de los valores de hibridación 

DNA-DNA. (Meier-Kolthoff, Auch, Klenk, & Göker, 2013).  

El programa estima las relaciones filogénicas de dos genomas utilizando 3 algoritmos. En 

nuestro caso se eligió el algotitmo DDH2 que considera la identidad entre las secuencias y la 

longitud de los pares de alta puntuación (HSP del inglés high scoring segment pairs), que 

corresponden a secuencias de alineamiento local de alta identidad (Figura 13), debido a que 

este es el recomendado cuando se utilizan genomas que no están cerrados. 

ὈὈὌς  ρ
ςȢὍ

Ὄ Ὄ
 

Donde XY son los genomas utilizados X (subjet) Y (Query), IXY es la suma de pares de bases idénticos HSP, y HXY es 

la longitud total de todos los HSP.  

https://ggdc.dsmz.de/


Materiales y métodos 

49 
 

 

Figura 13. Ejemplo de un diseño hipotético de HSP entre dos genomas A y B producido durante la fase de 
alineación dada por el programa GGDC. Las sub secuencias que forman parte de un HSP en A o B están 

etiquetadas con letras minúsculas a-g. Tomado de Meier-Kolthoff, 2013. 

 

El valor de corte para especie es un porcentaje mayor a 70%, mientras que para subespecies es 

un porcentaje mayor a 79%. 

Las comparaciones genoma-genoma también se estimaron utilizando ANI (average nucleotide 

identity) (http://jspecies.ribohost.com/ jspeciesws) (Richter, Rosselló-Móra, Oliver Glöckner, & 

Peplies, 2016). Este programa utiliza dos métodos: ANIb, basado en BLAST y ANIm, basado en 

MUMmer. El valor de corte para especie es un porcentaje mayor a 95%. 

2.2.3. Construcción de árboles de genomas  

Los árboles de genomas completos se construyeron utilizando TYGS (Type Strain Genome 

Server) (https://tygs.dsmz.de/ ) 

2.2.4. Análisis del pangenoma de la especie  

El pan genoma de la especie se determinó utilizando el programa ROARY (https://sanger-

pathogens.github.io/Roary/) (Page et al., 2015). En primer lugar los genomas en formato FASTA 

se convirtieron al formato GFF3 utilizando la herramienta PROKKA 

(https://github.com/tseemann/prokka/blob/master/README.md). Luego fueron analizados 

por ROARY obteniéndose una lista de los genes del pangenoma a la cual se la separó en dos 

listas: una correspondiente al core genoma y otra correspondiente al genoma accesorio. 

https://tygs.dsmz.de/
https://tygs.dsmz.de/
https://tygs.dsmz.de/
https://sanger-pathogens.github.io/Roary/
https://sanger-pathogens.github.io/Roary/
https://github.com/tseemann/prokka/blob/master/README.md
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La asignación funcional de dichos genes se realizó utilizando Eggnog mapper (http://eggnog-

mapper.embl.de) (Huerta-Cepas et al., 2017, 2019) y el diagrama de Venn se construyó 

utilizando Jvenn (http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) (Bardou, Mariette, Escudié, 

Djemiel, & Klopp, 2014). 

2.3. Búsqueda de enzimas con sitios activos en carbohidratos 

Se realizó un estudió genómico con el fin de evaluar la presencia de las enzimas hidrolíticas 

utilizando el programa dbCAN (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/). El programa predice la presencia 

de dominios activos en carbohidratos utilizando 3 herramientas: 

¶ HMMER (biosequence analysis using profile hidden Markov models) para dominios 

CAZyme anotados de acuerdo con el modelo HMM. 

¶ DIAMOND para buscar Blast hits en la base de datos CAZy. Esta herramienta permite 

para alinear lecturas de DNA o secuencias de proteínas contra una base de datos de 

referencia de proteínas. 

¶ Hotpep (Homology to Peptide Pattern) que combina los motivos cortos y conservados 

con secuencias de proteínas no descritas para obtener una anotación rápida, sensible y 

precisa de las enzimas activas en carbohidratos  

3. Medios de cultivo 

3.1. Medio complejo de Thermoanaerobacterium saccharolitycum (TSC) modificado: 

Se trata de un medio rico que fue desarrollado por Shaw (J. A. Shaw et al., 2012). En este trabajo 

se utilizó un medio similar pero con otra concentración de cisteína-HCl. El medio contiene por 

litro: 1,85 g de (NH4)2SO4; 0,05 g de FeSO4.7H2O; 1,0 g de KH2PO4; 1,0 g de MgSO4; 0,1 g de 

CaCl2.2H2O; 2 g de citrato trisódico; 8,5 g de extracto de levadura; 1 g de L-cisteína-HCl; 0,002 g 

de resazurina y 10g de fuente de carbono. Para las manipulaciones genéticas se utilizó medio 

TSC agar con una concentración final de 12g/L. 

 

http://eggnog-mapper.embl.de/
http://eggnog-mapper.embl.de/
http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html
http://bcb.unl.edu/dbCAN2/
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3.2. Medio definido de Thermoanaerobacterium saccharolitycum (TSD) modificado: 

Este medio es similar al TSC pero la cantidad de extracto de levadura es 17 veces menor y se lo 

considera un medio semidefinido (Bhandiwad et al., 2013). La composición por litro es: 1,85 g 

de (NH4)2SO4; 0,05 g de FeSO4.7H2O; 1,0 g de KH2PO4; 1,0 g de MgSO4; 0,1 g de CaCl2.2H2O, 2 g 

de citrato trisódico; 0,5 g de extracto de levadura; 0,002 g de ácido p-amino benzoico; 0,002 g 

de tiamina-HCl; 0,01 mg de vitamina B12; 0,12 g de metionina; 1 g de L-cisteína-HCl; 0,002 g de 

resazurina y 10 g de fuente de carbono. 

4. Cultivos en tubos Hungate 

4.1. Método Hungate 

La anaerobiosis se mantuvo utilizando el método desarrollado por Hungate (Hungate, 1950), 

mediante burbujeo de Nitrógeno gaseoso ultra puro en tubos de 5 ml con tapa a rosca o frascos 

de antibiótico con tapa de goma y precinto metálico conteniendo el medio de cultivo recién 

autoclavado, de manera que el calor favorezca la eliminación de O2 debido a su baja solubilidad 

a altas temperaturas. 

4.2. Optimización de las condiciones de cultivo: 

Se probó utilizar el medio TSD y el TSC tal como fue descripto en bibliografía y además se 

probaron distintas modificaciones: 

¶ TSD/TSC con 1g/l de Cys-HCl (Originalmente el medio fue descripto con 0,5 g/l) 

¶ TSC glucosa pH 6,47 

¶ TSC glucosa pH 7 

¶ TSC xilosa pH 6,47 

¶ TSC xilosa pH 7 

Se decidió utilizar los medios TSC y TSD con 1 g/l de cisteína-HCl y pH 7. 
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4.3. Cultivos en medio rico TSC 

Para el análisis de producción de metabolitos, las cepas se cultivaron en medio TSC 

suplementado con 10 g/l de diferentes fuentes de carbono: monosacáridos xilosa, arabinosa, 

glucosa, galactosa y fructosa; y disacáridos sacarosa, celobiosa, xilano y RAC. El pH se ajustó a 

6,7 con NaOH 10 M. Las cepas se cultivaron a 60ºC durante 48 horas en tubos Hungate. 

4.4. Cultivos en medio semidefinido TSD 

Para el análisis de producción de metabolitos, las cepas se cultivaron en medio TSC 

suplementado con 10 g/l de diferentes fuentes de carbono: monosacáridos xilosa, arabinosa, 

glucosa, galactosa y fructosa; y disacáridos sacarosa, celobiosa. El pH se ajustó a 6,7 con NaOH 

10 M. Las cepas se cultivaron a 60ºC durante 72 horas en tubos Hungate.  

Para el estudio de la degradación de fuentes de carbono complejas se realizaron cultivos de 50 

ml en medio definido TSD suplementados con xilano de marlo de maíz (Carbosynth), xilano de 

haya (Sigma) o residuo agrícola de caña de azúcar (RAC, donado por el INTA) en concentración 

de 10g/l. Se crecieron 48 horas a 60ºC. Los cultivos se centrifugaron y se utilizaron los 

sobrenadantes para los distintos análisis. 

5. Cultivos en biorreactor 

Se utilizaron como inóculos 150 ml (3 botellas de antibióticos de 100ml con 50 ml de cultivo 

cada una) de cultivos en medio TSC crecidos en anaerobiosis a 60°C. Se utilizó un biorreactor 

Biostat A de 2,5 L con 1,5 ml de medio TSC. El pH inicial se ajustó a 7 mediante la adición de 

NaOH 2 M y H2SO4 1M, se dejó que el pH bajara durante la fermentación y se volvió a regular 

para evitar que bajara de 5. Se mantuvo la saturación de O2 cercana a 0% mediante burbujeo 

de N2. 

La temperatura se mantuvo a 60°C durante toda la fermentación (36 horas) y se monitorearon 

crecimiento, biomasa, producción de etanol, butanol y ácidos orgánicos. 
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Como fuentes de carbono se utilizaron: glucosa, xilosa, xilano de maíz y RAC en concentraciones 

iniciales de 10 g/l. 

Para los monosacáridos, la estrategia utilizada fue lote repetido, en la cual la fuente de carbono 

(xilosa, glucosa) se añadió inicialmente en concentración de 10 g/l y luego se volvió a alimentar 

el sistema cuando la fuente de carbono fue consumida. Para el xilano y el RAC se utilizó la 

estrategia de fermentación en lote sin alimentación posterior. 

6. Manipulaciones genéticas 

6.1. Construcción de la cepa mutante Δrex 

Para la construcción de variantes con mutaciones lo genes rex se usó la técnica de reemplazo 

alélico.  Se amplificaron por PCR dos fragmentos del gen rex utilizando DNA genómico 

proveniente de la cepa GSU5 extraído con el kit Easypure-genomic-DNA de Transgen. El primer 

fragmento (rex1) se amplificó utilizando los primers Foward 

(TATGAATTCTGAAGGGGGGATTTTATGAG) y reverse (TATCTCGAGCTTGTCCTAAGTTGCCTG), y el 

segundo fragmento (rex 2) utilizando los primers foward (ATTTCTAGACTATTGCTAACTATACGG) 

y reverse (GCGAAGCTTTTATTTTTCTTTCTTAATC). Por otro lado se amplificó el gen de resistencia 

a tetraciclina del plásmido PBB1-MCS3 (Kovach et al., 1995) usando los primers foward 

(TTACTCGAGCTCCGCAAGAATTGATTG) y reverse (ACATCTAGAGCTGTAGGCATAGGCTTG).  

El fragmento rex 1 y el gen de tetraciclina se cortaron con la enzima de restricción XhoI de NEB 

siguiendo las instrucciones del fabricante y luego se ligaron con ligasa T4 de NEB. El producto 

obtenido (rex 1-tet) y el fragmento rex 2 se cortaron con XbaI siguiendo las instrucciones del 

fabricante y luego se ligaron con ligasa T4 de NEB obteniéndose la construcción rex1-tet-rex2. 

La construcción rex1-tet-rex2 se ligó en el plásmido pSEVA  328. Para ello se cortó la 

construcción y el vector con las enzimas EcoR I y Hind III y  se ligó usando T4 ligasa de NEB. 

Luego se utilizó la reacción de ligado para transformar la cepa de  Escherichia coli JM109. 

El plásmido obtenido se utilizó para trasformar a la cepa GSU5 utilizando el protocolo descripto 

en (Bhandiwad et al., 2014) seleccionando con tetraciclina en medio TSC agar. 
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6.2. Clonado de la vía de producción de butanol de T. thermosaccharolyticum para su expresión 

en E.coli 

Utilizando DNA genómico de T. thermosaccharolyticum GSU5 como templado se intentó 

amplificar dos fragmentos, uno conteniendo el gen adhE y otro los genes del operón bcs. Para 

el diseño de los primers se utilizó la secuencia obtenida previamente.  

i) el gen adhE (2,5 kb) se intentó amplicar utilizando los primers 

TATCTCGAGTTAAAGAGGAAATGTTTTTTATGGCAACGG (forward) y 

ACTTCTAGACCGTCCTTTTTTATTAGTTA (reverse) con el fin de clonarlo en el vector 

pSEVA 234. 

ii)  el operón bcs (5,9 kb) se intentó amplicar utilizando los primers 

GCTGGTACCTTAAAGAGGAAAGGATTATTATGGACTCGA (forward) y 

TTTGGATCCTGCTATCTTTCGACAACCATTGCTATTCC (reverse) para ser ligados en el 

vector de expresión pSEVA 328.  

 

No fue posible obtener una amplificación adecuada, probablemente debido a la longitud de los 

fragmentos. Por ello se decidió utilizar la enzima Pfu DNA polimerasa de Promega la cual es más 

progresiva que la Taq polimerasa, pero esta estrategia no permitió solucionar el problema.    

7. Métodos analíticos 

7.1. Determinación de biomasa. 

El crecimiento celular se estimó por turbidometría, registrando la densidad óptica del cultivo (o 

una dilución apropiada del mismo) a 600 nm en un espectrofotómetro GeneSys5 UV-Vis 

(Spectronic Instruments Inc., Rochester, New York, EE.UU.). La concentración celular se expresó 

como gramo de biomasa (peso seco) por litro de cultivo (g/l). Con este fin, se tomaron muestras 

de 15 ml de los cultivos, se centrifugaron (5000 rpm, 4°C, durante 10 min) y el sedimento celular 

fue secado en estufa a 65°C durante 48 h.  
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7.2. Cuantificación de ácidos orgánicos 

Los sobrenadantes obtenidos por centrifugación de muestras de 1 ml fueron diluidos 1:4 en 

agua miliQ y filtrados a través de membranas de 0,22 μm. Se guardaron a -20°C hasta su análisis 

por cromatografía líquida de alta presión (HPLC). Los ácidos fueron detectados utilizando un 

equipo de HPLC (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, Maryland, EE.UU.) con una 

columna de intercambio de cationes (Aminex HPX-87H; BioRadLabs., Hercules, California, 

EE.UU.) y un detector UV-Vis (SPD-10A, Shimadzu Scientific Instruments) a una longitud de onda 

de 210 nm. La elución se desarrolló utilizando H2SO4 5  mM como fase móvil con un flujo 

constante de 0,6 ml/min, y la columna fue operada a 50°C. 

7.3. Medición de alcoholes mediante Headspace manual 

Para realizar las mediciones fue necesario poner a punto la técnica de Headspace manual 

acoplado a un cromatógrafo gaseoso. La técnica utilizada consistió en colocar 0,5 ml de 

sobrenadante, 0,5 ml de K2CO3 1 g/ml, y 10 µl de isobutanol 5g/l (estandar interno), calentar 1h 

a 60ºC. De esta forma, se favorece el pasaje de los alcoholes a la fase gaseosa mediante la 

saturación de muestra con la sal. 

Luego se tomaron las muestras de la fase gaseosa y se inyectó manualmente en un 

cromatógrafo gaseoso (GC del inglés Gas chromatography) 7820 A equipado con un detector 

de ionización de llama (FID del inglés Flame ionization detector) y un muestreador automático 

de líquidos ALS 7693 (Agilent, CA, EE. UU.) con una columna HP Innowax 30m x 0,25mm x 

0,25µm. La temperatura inicial del horno fue de 35°C y se mantuvo por 2 minutos, luego se 

aumentó hasta 45°C con una rampa de 30°C/min manteniendo 1 minuto una vez alcanzados los 

45°C, finalmente se calentó hasta 120 °C con una rampa de 50ºC/ml y manteniendo 1 min a 

120°C. Se utilizó nitrógeno como gas carrier a un flujo de 2ml/min con una relación de Split 5:1. 

El inyector se mantuvo a 150ºC y el detector a 300ºC.  
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7.4. Validación analítica de la determinación de alcoholes 

7.4.1. Linealidad 

La linealidad se evaluó mediante tres inyecciones de estándares de diferentes concentraciones. 

Los rangos probados fueron: 0,01–0,1g/l para el butanol y 0,1–5g/l para el etanol.  

7.4.2. Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ) 

Los LOD y LOQ fueron calculados como las concentraciones que generaron señales en el 

detector cromatográfico de tres y diez veces más altas que la línea de base, respectivamente. 

7.4.3. Precisión 

La precisión fue probada en dos niveles precisión intra día y precisión inter día. La precisión 

intra día fue evaluada mediante 7 inyecciones consecutivas del mismo estándar de butanol o 

etanol, utilizando las concentraciones 0,1 g/l butanol y 5 g/l etanol. 

La precisión inter día se determinó inyectando un estándar de cada compuesto preparado de 

forma independiente en 7 días consecutivos utilizando las concentraciones 0,1g/l butanol y 5 

g/l etanol. 

7.4.4. Exactitud 

La exactitud se evaluó en un blanco de medio TCS, al cual se le agregaron, por separado, 

concentraciones conocidas de butanol y etanol, y se evaluó la capacidad del método de predecir 

la concentración real de la muestra. Las concentraciones utilizadas fueron 0,1 g/l butanol y 5 

g/l etanol. 

7.5. Determinación de azúcares 

7.5.1. Determinación de azúcares mediante cromatografía líquida de alta resolución 

Los sobrenadantes obtenidos por centrifugación a partir de los cultivos fueron diluidos 1:4 en 

agua miliQ y filtrados a través de membranas de 0,22 μm. Se guardaron a -20°C hasta su análisis 
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por cromatografía líquida de alta presión (HPLC del inglés High performance liquid 

chromatography). 

Los azúcares, tanto monosacáridos como polisacáridos, fueron detectados utilizando un equipo 

de HPLC (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, Maryland, EE.UU.) con una columna de 

intercambio de cationes (Aminex HPX-87H; BioRad Labs., Hercules, California, EE.UU.) y un 

detector UV-Vis (SPD-10A, Shimadzu Scientific Instruments) a 195 nm. La elución se desarrolló 

utilizando H2SO4 5 mM como fase móvil con un flujo constante de 0,4 ml/min, y la columna fue 

operada a 50°C. La glucosa y la xilosa fueron cuantificadas mediante la realización de curvas de 

calibración utilizando estándares. 

7.5.2. Preparación de muestras para cromatografía gaseosa y resonancia magnética nuclear  

Se diluyeron los sobrenadantes de cultivo (50 ml) 1:2 en isopropanol y se los dejó en frío un día 

para precipitar el xilano remanente por centrifugación. Luego se liofilizó y se guardaron los 

liofilizados para el análisis por GC y RMN (Resonancia magnética nuclear). 

7.5.3. Hidrólisis de polisacáridos  

Los estándares de xilano maíz y haya (3mg) y los liofilizados obtenidos (10mg) de las muestras 

se hidrolizaron por calentamiento con ácido trifluoro acético (TFA) 2 M (0,5 ml) durante 2 horas, 

a 121°C. Luego se llevó a sequedad bajo corriente de aire seco. El hidrolizado se redisolvió en 

agua y nuevamente se llevó a sequedad hasta evaporar totalmente el ácido. 

7.5.4. Preparación de alditoles acetilados 

La mezcla de monosacáridos se disolvió en agua (3 ml) y se redujo con NaBH4, dejando 

reaccionar durante toda la noche. Luego se añadió resina Amberlite IR 120 plus (H+) para 

destruir el exceso de agente reductor y descationizar. Se filtró y evaporó a sequedad. El borato 

residual se eliminó como borato de metilo, por agregado de metano y evaporación a sequedad 

(5 x 0,5 ml). Se dejó en desecador al vacío durante una noche y los alditoles así obtenidos se 

acilaron con anhídrido acético (0,2 ml) y piridina (0,2 ml), calentando 45 min a 100°C. La solución 

se enfrió y extrajo con cloroformo agua 1:1 (5 ml). La fase acuosa se separó y volvió a extraer 
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con cloroformo (2 ml). Los extractos clorofórmicos combinados se lavaron con una solución 

saturada de NaHC03 (3 x 2 ml) y finalmente con agua (2 x 2 ml). El extracto clorofórmico, secado 

con NaZSO4 (anhhidro), se evaporó a sequedad y el residuo obtenido se disolvió en 1 ml de 

cloroformo inmediatamente antes de inyectar en el cromatógrafo gaseoso. 

7.5.5. Medición de azúcares mediante cromatografía gaseosa 

Las muestras obtenidas en el paso anterior se inyectaron en un equipo GC-FID Agilent 7820 A. 

Se usó una columna no polar HP-5 (30 m, espesor de película de 0,25 μm y diámetro interno de 

0,32 mm). El horno GC se calentó 190° C durante 23 minutos. El inyector y el FID se ajustaron a 

220°C y 260°C, respectivamente. La relación de split fue de 90: 1 y se inyectaron 3 μl de volumen 

de muestra.  

7.5.6. Obtención de espectros de Resonancia Magnética Nuclear 

Los espectros de resonancia magnética nuclear se registraron en un equipo Bruker AMX 500 

(1H: 500 MHz; 13C 125,7 MHz) en agua deuterada. Las asignaciones de los compuestos se 

realizaron utilizando la bibliografía disponible.  

7.6. Cromatografía en capa delgada  

Se prepararon estándares de azúcar de 2mg/ml. Se sembraron en una placa de sílica (6 cm alto 

x 7 cm de ancho) 6 µl de muestra (estándares y sobrenadantes de cultivo). 

Se corrieron en un recipiente conteniendo el solvente de corrida Butanol: etanol: agua (10:4:4) 

hasta llegar a medio centímetro del borde. Se dejó secar y se reveló con una solución de H2SO4 

5% en etanol y utilizando una pistola de calor.  

Se calcularon las distancias recorridas por cada estándar (Rf) como la distancia de la banda al 

punto de siembre relativizada por la distancia del frente de corrida al punto de siembra. 

8. Análisis estadístico 

Para las comparaciones entre cepas GSU5 y DSM 571 se utilizó la prueba T-Student a 2 colas 

con una significancia de p-valor< 0,05. 
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Las comparaciones entre las distintas condiciones de cultivos se realizaron mediante un ANOVA 

de un factor, para lo cual previamente se analizó la normalidad de los datos mediante la prueba 

de Shapiro Wilks (Shapiro & Wilk, 1965) y la homocedasticidad. Las comparaciones entre los 

tratamientos se realizaron utilizando la prueba Tukey (Tukey, 1949). Para estos análisis se utilizó 

Infostat Versión 2015 y se definió como significativo un p-valor< 0,05.  
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Capítulo I: Análisis filogenético de la cepa GSU5 

Prefacio 

El primer capítulo de esta tesis está dedicado al análisis del genoma de 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSU5 y a la comparación con otras cepas 

secuenciadas de dicha especie y de otras especies del género Thermoanaerobacterium. 

Originalmente la cepa había sido clasificada dentro del género Clostridium en base a 

características fenotípicas. Sin embargo, luego de la secuenciación de su genoma se pudieron 

realizar análisis que revelaron que pertenece al género Thermonaerobacterium. En la primera 

parte de este capítulo se muestran los resultados de los análisis filogénicos que llevaron a la 

inclusión de la cepa dentro de la especie T. thermosaccharolyticum. 

Además, se analizaron las relaciones filogenéticas de otras especies del género construyendo 

árboles de genomas completos. La mayor parte de los datos utilizados para la clasificación de 

estas especies corresponde a trabajos realizados antes de la publicación de los genomas 

completos de las mismas, por lo cual se revisaron dichas clasificaciones. 

Por último, para completar el estudio filogenético, se determinó el Pan genoma de la especie 

T. thermoasaccharolyticum utilizando los genomas de las 6 cepas secuenciadas. 
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Resultados: Capítulo I 

1. Análisis genómico en Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSU5 

1.1. Secuenciación del genoma 

En primer lugar, se realizó la secuenciación del genoma de T. thermosaccharolyticum GSU5 

obteniéndose 73 contigs con un total de 2,7 kilobases y un porcentaje de G+C de 33,9%. 

El análisis del genoma mediante PGAA reveló la presencia de 2668 genes incluyendo: 2501 

regiones codificantes, 102 pseudogenes y 65 genes que codifican RNA, dentro de los cuales 1 

codifica el rRNA 16S (Tabla 2).  

Tabla 2. Resultados obtenidos a partir del análisis del genoma secuenciado de GSU5. 

 
Tamaño del genoma 2,7 kb 

Contigs 73 

G+C 33,9% 

Número de genes 2668 

Regiones codificantes 2501 

Pseudogenes 102 

Genes que codifican RNA 65 

Subsistemas 339 

ORF proteínas hipotéticas 897 

                          Los resultados se obtuvieron mediante PGAAP y RAST annotation. 

 

Por otro lado, el análisis mediante RAST reveló la presencia de 339 subsistemas que incluyen 

un 44% de secuencias codificantes y 897 marcos de lectura abiertos (ORF del inglés open 

reading frame) que corresponden a proteínas hipotéticas (Figura 14). 
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Figura 14. Resultados obtenidos a partir del análisis del genoma secuenciado de GSU5 utilizando el programa 
RAST annotation. 

 

1.2. Análisis filogenético de GSU5 

El gen 16S rRNA de GSU5 se comparó con las secuencias depositadas en el Proyecto de Base 

de Datos Ribosomal, y se obtuvo un árbol filogenético utilizando el programa Mega 6.0. Se 

incluyó al menos un representante de cada especie de Thermoanaerobacterium, y todas las 

cepas con genomas secuenciados, junto con las dos especies de Caldanaerobium, 

anteriormente clasificadas dentro del género Thermoanaerobacterium. Clostridium 

acetobutylicum se utilizó como un grupo externo. Se excluyó del análisis a la cepa T. 

thermosaccharolyticum SP-H2 debido a que a pesar de estar secuenciada no se dispone de la 

secuencia del gen correspondiente al 16S rRNA. Este análisis reveló que GSU5 se agrupa junto 

con otras cepas de T. thermosaccharolyticum, y que su vecino más próximo es la cepa TG57 

(Figura 15). 
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Figura 15. Relación filogenética de GSU5 con otras bacterias basado en la comparación del gen 16S rRNA. 

* Cepas con genomas secuenciados 

 

Para profundizar el análisis, la relación filogenética de la cepa GSU5 con otras cepas y con otras 

especies del género Thermoanaerobacterium, se realizaron comparaciones genómicas in sílico.  

Por un lado, se estimó el valor de hibridación DNA-DNA (DDH) in sílico utilizando la plataforma 

GGDC (Meier-Kolthoff et al., 2013) la cual estima las relaciones filogénicas de dos genomas 

utilizando 3 algoritmos. En nuestro caso se eligió el algoritmo DDH2 debido a que es el 

recomendado cuando se utilizan genomas que no están cerrados. 

El valor de corte para especie es un porcentaje mayor a 70% mientras que para subespecies es 

un porcentaje mayor a 79%. Las fórmulas se detallan en materiales y métodos. 
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Los resultados obtenidos muestran valores mayores al 70% con todas las cepas de la especie 

T. thermosaccharolyticum utilizando los 3 algoritmos. Además, se obtuvieron valores mayores 

de 79% con la cepa TG57 indicando que podría tratarse de la misma subespecie (Tabla 3). 

Por otro lado, se realizó la comparación de genomas utilizando identidad nucleotídica 

promedio: ANI basado en BLAST (ANIb) y en MUMmer (ANIm). En este caso el valor de corte 

para  especie es de 90%. Los resultados fueron similares a los obtenidos mediante DDH, ya que 

se obtuvieron valores mayores a 90% cuando se comparó GSU5 con las otras cepas de la 

especie T. thermosaccharolyticum, y la mayor similitud se obtuvo con TG57, siendo 98% con 

ANIb y 98,8% con ANIm (Tabla 4). 

  

Cepa Número de acceso DDH 

T. thermosaccharolyticum GSU5 MINB01000001-MINB01000073 100% 

T. thermosaccharolyticum TG57 CP016893.1 87,3% 

T. thermosaccharolyticum DSM 571 CP002171 76,4 % 

T.thermosaccharolyticum M5 NKHD01000001-NKHD01000077 75,4% 

T. thermosaccharolyticum M0795 NC_019970 72,1% 

T. thermosaccharolyticum SP-H2 VWOK00000000.1 71,6% 

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 CP003184.1 24,3% 

T. saccharolyticum NTOU1 BBKT01000001-BBKT01000101 26,4% 

T. xylanolyticum lX-11 CP002739.1 25,0% 

T. aotearoense SCUT27 AYSN01000000 24,2% 

Thermoanaerobacteriumsp. PSU-2 MSQD00000000.1 24,4% 

Thermoanaerobacteriumsp. RBIITD LT906662.1 24,3% 

 
Los valores de hibridación DNA-DNA (DDH) se estimaron usando el programa Genome-to-Genome Distance 
Calculator 2. Valor de corte de la especie: 70%; valor de corte de subespecie: 79%. En verde se indican los 

valores superiores a 70%, que corresponderían a la misma especie (verde oscuro cada cepa con sí misma, verde 
intermedio indica misma subespecie y verde claro misma especie) en naranja los valores menores a 70% que 

corresponderían a distintas especies. 
 

 

 

Tabla 3. Comparaciones genoma a genoma de GSU5 con otros Thermoanaerobacterium utilizando DDH. 
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Average Nucleotide Identity basado en BLAST (ANIb) y basado en MUMmer (ANIm). Valor de corte de la especie: 

95%. En verde se indican los valores superiores a 95% que corresponderían a la misma especie (verde oscuro 
cada cepa con sí misma, y verde claro cepas que corresponderían a la misma especie) en naranja los valores 

menores a 95% que corresponderían a distintas especies. 
 

2. Análisis filogenético de otras especies con cepas  secuenciadas del género 

Thermoanaerobacterium 

Entre los 12 genomas de Thermoanaerobacterium disponibles, la especie mejor representada 

es T. thermosaccharolyticum, con seis cepas secuenciadas, seguida de T. saccharolyticum, con 

dos cepas, y un representante único para T. xylanolyticum y T. aotearoense. Los otros dos 

genomas corresponden a las cepas RBIITD y PSU2.  

Cuando el genoma de Thermoanaerobacterium sp. RBIITD se comparó con todas las cepas del 

género Thermoanaerobacterium, los valores de DDH variaron entre 21.3 y 24.70% (Tabla 5), 

los valores de ANIb variaron entre 75.92% y 79.93% (Tabla 6), y los valores de ANIm entre 

85,3% y 90,6% (Tabla 7), indicando que esta cepa no pertenece a ninguna de las especies con 

representantes secuenciados: T. thermosaccharolyticum, T. saccharolyticum, T. xylanolyticum 

o T. aotearoense. 

Cepa Número de acceso ANIb ANIm 

T. thermosaccharolyticum GSU5 MINB01000001-MINB01000073 100% 100% 

T. thermosaccharolyticum TG57 CP016893.1 98,5% 98,8% 

T. thermosaccharolyticum DSM 571 CP002171 96,5 % 97,7% 

T.thermosaccharolyticum M5 NKHD01000001-NKHD01000077 96,5% 97,8% 

T. thermosaccharolyticum M0795 NC_019970 96,3% 97,4% 

T. thermosaccharolyticum SP-H2 VWOK00000000.1 96,3% 97,4% 

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 CP003184.1 81,6% 87,4% 

T. saccharolyticum NTOU1 BBKT01000001-BBKT01000101 83,5% 88,9% 

T. xylanolyticum lX-11 CP002739.1 82,1% 87,3% 

T. aotearoense SCUT27 AYSN01000000 81,7% 86,8% 

Thermoanaerobacteriumsp. PSU-2 MSQD00000000.1 81,8% 87,1% 

Thermoanaerobacteriumsp. RBIITD LT906662.1 79,5% 90,0% 

Tabla 4. Comparaciones genoma a genoma de GSU5 con otros Thermoanaerobacterium utilizando ANI. 
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Se obtuvieron resultados similares para Thermoanaerobacterium sp. PSU2, con valores de DDH 

que van desde 21.30 a 58.30% (Tabla 5), valores de ANIb entre 76.68 y 94.20% (Tabla 6) y 

valores de ANIm entre 85% y 94,6% (Tabla 7). Estos resultados indican que estas cepas no 

pertenecen a ninguna de las especies con representantes secuenciados. 

Un caso particular fue el de las cepas de la especie T. saccharolyticum (JW/SL-YS485 y NTOU1) 

y T. aotearoense (SCUT27). T. saccharolyticum JW/SL-YS485 y T. aotearoense SCUT27 

parecerían pertenecer a la misma especie y subespecie  dado que los resultados del DDH 

mostraron una similitud de 99,9% (Tabla 5) y los de ANI de 100% (Tabla 6 y Tabla 7). Con 

respecto a T. saccharolyticum NTOU1 sólo ANIm lo clasifica como la misma especie que T. 

saccharolyticum  JW/SL-YS485 (Tabla 7). Además en el árbol del 16 S se observó que T. 

aotearoense SCUT27 y T. saccharolyticum JW/SL-YS485 se encuentran formando un grupo 

monofilético mientras que T. saccharolyticum NTOU1 no agrupa con ninguna de las dos (Figura 

15).  
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 Cepa GSU5 TG57 DSM 571 M5 M0795 SP-H2 
JW/SL-
YS485 NTOU1 LX-11 SCUT27 PSU-2 RBIITD 

T. thermosaccharolyticum GSU5 100                       

T. thermosaccharolyticum TG57 87,3 100                     

T. thermosaccharolyticum DSM 571 76,4 77,9 100                   

T. thermosaccharolyticum M5 75,4 79,0 73,5 100                 

T. thermosaccharolyticum M0795 72,1 75,1 72,1 69,8 100               

T. thermosaccharolyticum SP-H2 71,6 73,6 78,0 70,5 69,4 100             

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 24,3 24,2 24,6 24,1 24,7 24,8 100           

T. saccharolyticum NTOU1 26,4 26,4 26,6 26,1 26,8 26,5 60,1 100         

T. xylanolyticum LX-11 25,0 24,9 24,8 24,3 24,8 24,6 46,1 45,6 100       

T. aotearoense SCUT27 24,2 24 24,4 24,1 24,5 24,7 99,9 59,9 64,5 100     

Thermoanaerobacterium sp. PSU-2 24,4 24,6 24,8 24,1 24,9 24,8 48,9 48,2 58,3 48,7 100   

Thermoanaerobacterium  sp. RBIITD 24,3 24,3 24,5 23,5 24,5 24,1 21,5 23,3 21,3 21,4 21,3 100 

Los valores de hibridación DNA-DNA (DDH) se estimaron usando el programa Genome-to-Genome Distance Calculator 2. Valor de corte de la especie: 70%; valor de corte de 
subespecie: 79%. En verde se indican los valores superiores a 70%, que corresponderían a la misma especie (verde oscuro cada cepa con sí misma, verde intermedio indica 
misma subespecie y verde claro misma especie), en amarillo se indican los valores cercanos a 70% y en naranja los valores menores a 70% que corresponderían a distintas 

especies. 

 

Tabla 5. Comparaciones genoma a genoma de todas las cepas secuenciadas de las especies del género Thermoanaerobacterium, utilizando DDH. 
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 Cepa GSU5 TG57 DSM 571 M5 M0795 SP-H2 
JW/SL-
YS485 NTOU1 LX-11 SCUT27 PSU-2 RBIITD 

T. thermosaccharolyticum GSU5 100,0                       

T. thermosaccharolyticum TG57 98,5 100,0                     

T. thermosaccharolyticum DSM 571 96,5 96,7 100,0                   

T. thermosaccharolyticum M5 96,5 97,0 96,4 100,0                 

T. thermosaccharolyticum M0795 96,3 96,4 95,9 95,9 100,0               

T. thermosaccharolyticum SP-H2 96,3 96,1 97,1 95,9 95,9 100,0             

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 81,6 81,4 81,7 81,4 81,6 82,0 100,0           

T. saccharolyticum NTOU1 83,5 83,3 83,3 83,1 83,6 83,3 94,4 100,0         

T. xylanolyticum LX-11 82,1 82,0 82,1 81,8 81,9 81,9 91,7 91,3 100,0       

T. aotearoense SCUT27 81,7 80,7 80,6 80,6 80,8 81,0 100,0 94,5 91,3 100,0     

Thermoanaerobacterium sp. PSU-2 81,8 81,8 81,8 81,5 82,0 82,1 92,3 92,0 94,2 89,4 100,0   

Thermoanaerobacterium  sp. RBIITD 79,5 79,5 79,7 79,4 79,0 79,4 76,7 77,8 76,4 74,5 76,2 100,0 

Valores de Average Nucleotide Identity basado en BLAST (ANIb). Valor de corte de la especie: 95%. En verde se indican los valores superiores a 95% que corresponderían a la 
misma especie (verde oscuro cada cepa con sí misma, y verde claro cepas que corresponderían a la misma especie), en amarillo se indican los valores cercanos a 95% y en 

naranja los valores menores a 95% que corresponderían a distintas especies. 

 

Tabla 6. Comparaciones genoma a genoma de todas las cepas secuenciadas de las especies del género Thermoanaerobacterium, utilizando ANIb. 
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 Cepa GSU5 TG57 DSM 571 M5 M0795 SP-H2 
JW/SL-
YS485 NTOU1 LX-11 SCUT27 PSU-2 RBIITD 

T. thermosaccharolyticum GSU5 100,0                       

T. thermosaccharolyticum TG57 98,8 100,0                     

T. thermosaccharolyticum DSM 571 97,7 97,6 100,0                   

T. thermosaccharolyticum M5 97,8 97,8 97,1 100,0                 

T. thermosaccharolyticum M0795 97,4 97,4 96,9 96,9 100,0               

T. thermosaccharolyticum SP-H2 97,4 97,2 97,8 96,9 96,8 100,0             

T. saccharolyticum JW/SL-YS485 87,4 85,0 85,1 85,0 85,2 85,4 100,0           

T. saccharolyticum NTOU1 88,9 86,3 86,3 86,3 85,4 86,4 95,01 100,0         

T. xylanolyticum LX-11 87,3 84,9 84,7 84,7 84,9 84,8 92,0 92,0 100,0       

T. aotearoense SCUT27 86,8 83,8 83,7 84,1 84,1 84,0 100,0 94,5 91,4 100,0     

Thermoanaerobacterium sp. PSU-2 87,1 85,2 85,2 85 90,1 85,4 92,7 92,6 94,6 91,5 100,0   

Thermoanaerobacterium  sp. RBIITD 90,0 89,6 90,1 89,8 85,3 90,1 88,5 90,6 87,2 88,8 88,7 100,0 

Valores de Average Nucleotide Identity basado en BLAST (ANIb). Valor de corte de la especie: 95%. En verde se indican los valores superiores a 95% que corresponderían a la 
misma especie (verde oscuro cada cepa con sí misma, y verde claro cepas que corresponderían a la misma especie), en amarillo se indican los valores cercanos a 95% y en 

naranja los valores menores a 95% que corresponderían a distintas especies. 

 

Tabla 7. Comparaciones genoma a genoma de todas las cepas secuenciadas de las especies del género Thermoanaerobacterium, utilizando ANIm. 
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También se realizó un análisis filogenético comparativo utilizando genomas completos 

mediante la plataforma TYGS. Este programa utiliza los valores de DDH para construir las 

distancias filogenéticas y compara las cepas que se quieren analizar con las cepas tipo 

depositadas en su base de datos. Siendo así, se realizó un árbol considerando sólo las cepas de 

Thermoanaerobacterium (Figura 16) y otro comparando con todas las cepas similares 

presentes en la base de datos del programa, incluyendo otros géneros relacionados (Figura 

17). 

Los resultados obtenidos coinciden con el análisis del rRNA 16S y con las comparaciones de 

genomas realizados en la primera parte, confirmando que la cepa GSU5 pertenece a la especie 

T. thermosaccharolyticum y a la misma sub- especie que la cepa TG57. Sin embargo, se observó 

que, a pesar de la gran similitud entre ambas, el tamaño del genoma y el número de proteínas 

de GSU5 es menor que el de TG57. 

Por otro lado, la cepa M5 también es clasificada como miembro de la misma subespecie que 

GSU5 y TG57. Las comparaciones genoma-genoma mediante DDH no reflejan que M5 y GSU5 

pertenezcan a la misma subespecie pero sí se observa esa relación cuando se compara M5 con 

TG57 (Tabla 5, Figura 16).  

Consistentemente con los resultados anteriores T. saccharolyticum JW/SL-YS485 y T. 

aotearoense SCUT27 son clasificadas como miembros de la misma especie y subespecie, 

mientras que T. saccharolyticum NTOU1 es clasificada como una especie distinta de JW/SL-

YS485 (Figura 16). 

El programa también grafica el tamaño de los genomas y el contenido de G+C, observándose 

que el contenido de GC de todas las cepas de Thermoanaerobacterium analizadas es similar. 

Además, se informa el parámetro estadístico δ que indica la confiabilidad de las secuencias. 

Los valores de δ van de 0 a 1, los valores cercanos a 1 representan relaciones menos confiables. 

En nuestro caso se obtuvieron valores entre 0,08 y 0,3 indicando que las relaciones serían 

confiables (Holland, Huber, Dress, & Moulton, 2002; Meier-Kolthoff & Göker, 2019). 
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Figura 16. Árbol filogenético de genomas de cepas de T. Thermosaccharolyticum construido utilizando el 
programa TYGS. 

 

 

Figura 17. Árbol filogenético de genomas construido utilizando el programa TYGS. Valor de corte de la especie: 
70%; valor de corte de subespecie: 79%. 
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3. Análisis del Pangenoma de la especie Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

Se analizó el Pangenoma de la especie T. thermosaccharolyticum utilizando la plataforma 

Roary. Para ello, se utilizaron los genomas de las 6 cepas secuenciadas: T. 

thermosaccharolyticum GSU5, T. thermosaccharolyticum TG57, T. thermosaccharolyticum 

DSM 571, T. thermosaccharolyticum M5, T. thermosaccharolyticum M0795 y T. 

thermosaccharolyticum SP-H2. 

El pan genoma incluye el genoma core, constituidos por genes presentes en todas las cepas 

que generalmente corresponden a genes esenciales, y el genoma accesorio que no es 

compartido por todas las cepas y que corresponde a genes no esenciales.  

Se observó que el pan genoma de la especie está formado por 5280 genes de los cuales sólo 

1600 forman el core genome y los otros 3680 representan genes accesorios (Figura 18). 

 

Figura 18. Cantidad de genes que conforman el core genome y los genes accesorios de la especie T. 
thermosaccharolyticum. 

 

La mayor parte de los genes corresponden a genes específicos de alguna de las cepas, con un 

total de 2146 genes, siendo la cepa M0795 la que mayor número presentó (579). Por su parte 

GSU5 es la cepa con menor número de genes específicos (246) (Figura 19). 
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Figura 19. Resultados obtenidos utilizando la plataforma Roary. A) Diagrama de Venn representando la cantidad 
de genes compartidos por las distintas cepas. En las puntas de la estrella se indica el número de genes 

específicos de cada cepa y en el centro el número de genes compartidos por las 6 cepas. B) Cantidad de genes 
totales de cada cepa. C) Distribución de la cantidad de genes en función de cuántas cepas los contienen. 
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La clasificación funcional de los genes se realizó utilizando Eggnog. En el core se observó un 

alto porcentaje de genes correspondientes al metabolismo (37%), mientras que en el genoma 

accesorio el porcentaje de genes correspondientes al metabolismo es menor (30%). Los genes 

correspondientes a almacenamiento y procesamiento de la información genética son similares 

en el core (22%) y en el genoma acessorio (23%), mientras que los correspondientes a procesos 

celulares representan un mayor porcentaje en el core genome (19%) que en el genoma 

accesorio (16%). Por último, en el genoma accesorio hay un mayor porcentaje de proteínas de 

función desconocida (31%) en comparación con el core genome (22%) (Figuras 20 y 21). 

 

Figura 20. Anotación funcional realizada utilizando Eggnog de los genes correspondientes al core genome. En el 
gráfico de barras se indica el número de genes correspondientes a cada una de las subcategorías funcionales. 
Los colores indican las categorías funcionales: procesos celulares y señalización (violeta), almacenamiento y 

procesamiento de la información genética (rosa), metabolismo (azul) y función desconocida (gris). En el gráfico 
de torta se indica el porcentaje de genes correspondientes a cada una de las categorías funcionales. 
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Figura 21. Anotación funcional realizada utilizando Eggnog de los genes correspondientes al genoma accesorio. 
En el gráfico de barras se indica el número de genes correspondientes a cada una de las subcategorías 
funcionales. Los colores indican las categorías funcionales: procesos celulares y señalización (violeta), 

almacenamiento y procesamiento de la información genética (rosa), metabolismo (azul) y función desconocida 
(gris). En el gráfico de torta se indica el porcentaje de genes correspondientes a cada una de las categorías 

funcionales. 
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Discusión: Capítulo I 

1. Relaciones filogenéticas de GSU5 con las especies del género Thermoanaerobacterium 

En este trabajo doctoral se describió una nueva cepa de T. thermosaccharolyticum, a través del 

análisis del genoma y la caracterización metabólica.  

Originalmente esta cepa había sido descripta como perteneciente al género Clostridium (Méndez 

et al., 1991) basado en sus características fenotípicas. Al momento de realizar este trabajo se 

disponía de la secuencia completa del genoma, con lo cual se pudo realizar un análisis genotípico. 

Mediante el análisis de la secuencia del gen del RNA ribosomal 16S se vio que la cepa se agrupaba 

junto con otras cepas de la especie T. thermosaccharolyticum. En cuanto a las comparaciones de 

los genomas completos, realizadas mediante hibridización DNA-DNA in silico (DDH) e identidad 

nucleotídica promedio (ANI), también revelaron que la cepa GSU5 pertenece a la especie T. 

thermosaccharolyticum y, además, que es muy cercana a la cepa TG57. 

En base a todos estos resultados se denominó a la nueva cepa T. thermosaccharolyticum GSU5. 

2. Relaciones filogenéticas de todas las especies secuenciadas del género 

Thermoanaerobacterium 

Utilizando la información genómica disponible en las bases de datos se realizó también un análisis 

genómico de todas las cepas secuenciadas de otras especies del género Thermoanaerobacterium, 

incluidas dos cepas que aún no se han asignado a ninguna especie, PSU-2 y RBIITD. La cepa RBIITD 

no puedo ser clasificada dentro de las especies existentes del género y, de hecho, fue la que menor 

porcentaje de similitud mostró con el resto de las cepas, tanto cuando se realizó el análisis 

mediante DDH como mediante ANI. 

Con respecto a la cepa PSU-2, los resultados de ANI mostraron que no pertenece a las especies 

descriptas mientras que el análisis de DDH mostró dos algoritmos que lo clasificaban como T. 

xylanolyticum y uno (DDH2) que no lo clasificaba como ninguna de las especies descriptas. Sin 

embargo, como el genoma de PSU-2 no se encuentra cerrado este último algoritmo es el 

http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/
http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/


         

78 
 

recomendado (Meier-Kolthoff et al., 2013). Originalmente, PSU-2 había sido clasificada como una 

cepa de T. thermosaccharolyticum (O-Thong, Prasertsan, Karakashev, & Angelidaki, 2008) y, 

cuando se publicó su genoma, los autores informaron que, según estudios in silico utilizando ANI, 

no pertenecía T. thermosaccharolyticum, y que, aunque poseía una gran similitud con T. 

xylanolyticum, se trataba de especies diferentes (O-Thong et al., 2017). Los resultados de este 

trabajo de tesis muestran que no pertenece a ninguna de las especies con genomas secuenciados, 

aunque no puede confirmarse si es representante de una nueva especie o pertenece a alguna de 

las especies del género sin cepas secuenciadas.  

Por otro lado, se observó que la cepa T. aotearoense SCUT27 agrupaba con la cepa T. 

saccharolyticum JW/SL-YS485 en el árbol de genomas sugiriendo que son miembros de la misma 

especie y subespecie, mientras que la cepa T. saccharolyticum NTOU1 no parecería pertenecer a 

la misma especie que T. saccharolyticum JW/SL-YS485. Es probable que una de estas cepas deba 

ser asignada a otra especie. 

La cepa T. saccharolyticum JW/SL-YS485 fue descripta en 1996 (Liu, Gherardini, Matuschek, Bahl, 

& Wiegel, 1996) y su genoma fue depositado en NCBI en 2011. Es la cepa tipo de la especie. Sin 

embargo, la primera cepa de esta especie fue Thermoanaerobacterium saccharolyticum DSM 7060 

(originalmente llamada B6A-RI), descripta en 1993. Desafortunadamente no es posible comparar 

los genomas de las otras cepas denominadas como T. saccharolyticum con esta última, ya que no 

se encuentra secuenciada (Y. E. Lee et al., 1993). 

La cepa T. aotearoense SCUT27 fue descripta en 2010 y la clasificación se realizó mediante 

comparación de los rRNA 16S (S. Li et al., 2010). Los autores afirmaron que la cepa SCUT27 es 

cercana a una cepa de la especie T. aotearoense descripta en 1996 (Liu, Rainey, et al., 1996)y, por 

esa razón, la clasificaron como parte de la especie T. aotearoense (S. Li et al., 2010). El genoma 

completo de la cepa SCUT27 fue depositado recién en 2014 (Ai et al., 2014). 

La cepa T. saccharolyticum NTOU1 fue descripta en 2010 (Lin et al., 2010) y sus relaciones 

filogenéticas fueron establecidas mediante comparación de los rRNA 16S, que indicó que la cepa 

más relacionada era Thermoanaerobacterium saccharolyticum DSM 7060 (Tsai et al., 2011). El 
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genoma completo de NTOU1 fue publicado años después de esta clasificación, en 2014 (Tan et al., 

2014). 

Sin embargo, la comparación de los genes del RNA 16S mostrada en esta tesis refleja las mismas 

relaciones observadas con la comparación de genomas, ya que T. aotearoense SCUT27 agrupa con 

T. saccharolyticum JW/SL-YS485, la cepa tipo de la especie, y T. saccharolyticum NTOU1 se agrupa 

con cepas de otras especies.  

Teniendo en cuenta todo esto  debería reverse la taxonomía de las cepas SCUT27 y NTOU1, dado 

que probablemente no se encuentren correctamente clasificadas. En base a los resultados 

mostrados en esta tesis,  T. aotearoense SCUT27 debería ser reclasificada como T. saccharolyticum, 

y T. saccharolyticum NTOU1 probablemente corresponda a una nueva especie. 

3. Análisis del pangenoma de la especie T. thermosaccharolyticum 

Con el objetivo de analizar los elementos genómicos clave para la especie se construyó el 

pangenoma de T. thermosaccharolyticum, que comprende, hasta el momento, 6 genomas 

secuenciados. 

Se obtuvo un total de 5280 genes de los cuales el 30% resultaron ser parte del core (genes 

compartidos por las 6 especies).  

Sorprendentemente, se obtuvo un gran número de genes que son específicos de una sola cepa, 

representando el 40% del total de los genes, e indicando que podría tratarse de genomas abiertos 

con alta plasticidad genómica. Se sabe que varias cepas del género Thermoanaebacterium son 

competentes naturales (Bhandiwad et al., 2014; A. J. Shaw et al., 2010), lo que podría explicar la 

alta variabilidad genética entre las cepas de la especie. 
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Capítulo II 

(Resultados y discusión)  
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Capítulo II: Análisis genómico y metabólico de la síntesis de solventes y ácidos 

en T. thermosaccharolyticum GSU5 

Prefacio 

En la primera parte de este capítulo se describe un análisis comparativo de las vías de 

producción de solventes en todas las cepas secuenciadas del género. 

En la segunda parte, se analiza la capacidad de las cepas GSU5 y DSM 571 (cepa tipo de la 

especie) de crecer y producir diferentes metabolitos en distintas fuentes de carbono. Para ello 

se evaluó, en primer lugar, el crecimiento de ambas cepas en tubos de 5ml utilizando 

monosacáridos y disacáridos. Ambas cepas fueron capaces de producir butanol, etanol, ácido 

acético, butírico y láctico. En una segunda etapa, se eligieron las fuentes de carbono xilosa y 

glucosa para escalar la producción a un fermentador. 

Parte de los resultados que se presentan en este capítulo han sido incluidos en el siguiente 

trabajo: Genomic and metabolic in sights into Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum GSU5 solvent production. (Será publicado en la revista Biofuel 

Research Journal. Actualmente se encuentra en fase de revisión).  
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Resultados: Capítulo II 

1. Análisis bioinformático 

1.1. Análisis de las vías metabólicas involucradas en la producción de solventes y ácidos en 

GSU5 

Utilizando las herramientas RAST y BLAST, se identificaron los genes involucrados en la síntesis 

de alcoholes y solventes en el genoma de T. thermosaccharolyticum GSU5. 

Al buscar genes relacionados con la síntesis de butanol, se encontraron los 6 genes 

involucrados en la síntesis de butiril-CoA: thl (acetil-CoA C-acetiltransferasa), hbd (3-

hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa), crt (crotonasa), bcd (butiril-CoA deshidrogenasa), etfA 

(flavoproteína de transferencia de electrones subunidad A) y etfB (flavoproteína de 

transferencia de electrones subunidad B). Estos genes se encuentran organizados en un 

operón junto a los genes but y rex (Figura 22). El producto de but, la enzima butiril-CoA: acetil-

CoAtransferasa, cataliza la síntesis de butirato a partir de butiril-CoA utilizando acetato, y Rex 

(redox dependent transcriptional regulator) es un regulador transcripcional implicado en el 

control de la síntesis de solventes en Clostridium (Panitz et al., 2014). A diferencia de lo 

descripto para Clostridium, GSU5 no tiene los genes ptb y buk, involucrados en la síntesis de 

butirato, que en GSU5 sería sintetizado por acción de but (Figura 23). 

Rex es un regulador dependiente de NADH/NAD+, que se une a secuencias denominadas ROP 

(ROP: Rex operator site) y al NAD+, reprimiendo la transcripción. Cuando la concentración de 

NAD+ baja, la unión de NADH a Rex hace que se produzca un cambio conformacional que lo 

libera de la secuencia (Zheng 2018). Para buscar sitios ROP potenciales se construyó una matriz 

con el programa MEME (http://meme-suite.org/), utilizando secuencias ROP correspondientes 

a varias especies de Clostridium. La secuencia consenso obtenida (Figura 24) se buscó en el 

genoma de GSU5, encontrándose sitios ROP adelante del gen crt (primer gen del operón) 

(Figura 22).  

 

http://meme-suite.org/
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Figura 22. Organización de los genes involucrados en la síntesis de butiril-CoA y butirato en 
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GSU5. 

      

 

Figura 23. Principales vías metabólicas propuestas en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las flechas sólidas de 
color verde indican reacciones catalizadas por genes presentes en el genoma. Las flechas punteadas rojas 

indican reacciones catalizadas por genes ausentes en el genoma. Las enzimas separadas por una barra y/o con 
asteriscos indican reacciones que podrían ser catalizadas potencialmente por más de una enzima. Los nombres 

de las enzimas son: Crt: crotonasa; Bcd: butiril-CoA deshidrogenasa; EtfAB: flavoproteína de transferencia de 
electrones; Hbd: 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa; Thl: acetil-CoA C-acetiltransferasa; But: butiril-CoA: 

acetato-CoAtransferasa; Ptb: fosfotransbutirilasa; Buk: butirato quinasa; Ald: aldehído deshidrogenasa; Bdh: 
butanol deshidrogenasa; AdhE: aldehído bifuncional / alcohol deshidrogenasa; Pta: fosfotransacetilasa; Ak: 

acetato quinasa; CtfAB: acetoacetil coenzima A: acetato / butirato: coenzima A transferasa; Adc: 
acetoacetatodescarboxilasa; Fd red: ferredoxina reducida; Fdox: ferredoxina oxidada. 

 

 

Figura 24. Secuencia consenso para los sitios ROP (Rex operator site), sitios de unión del regulador Rex. 
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Se encontraron además genes que codifican 5 alcohol deshidrogenasas y una aldehído 

deshidrogenasa, entre ellas  AdhE involucrada tanto en la síntesis de butanol a partir de butiril-

CoA como de etanol a partir de acetil-CoA. Además, GSU5 posee los genes ak y pta, que le 

permitirían la síntesis de acetato a partir de acetil-CoA (Figura 23).  Río arriba de adhE se 

encontraron sitios ROP lo cual indicaría que su regulación también está relacionada con Rex, 

al igual que los genes del operón de síntesis de butanol. 

Con respecto a la síntesis de acetona, GSU5 no presenta los genes que codifican la butirato-

acetoacetato-CoA-transferasa (subunidad A y B), ctfAB, y la acetoacetato decarboxilasa, cdc, 

indicando que no sería capaz de producir acetona (Figura 23).  

1.2. Análisis de las vías involucradas en la producción de solventes y ácidos en las cepas del 

género Thermoanaerobacterium 

Este análisis fue luego ampliado, realizándose un estudio comparativo de los genes 

involucrados en la síntesis de butanol, etanol, acetona, acetato y butirato, en todas las cepas 

de Thermoanaerobacterium secuenciadas, a fin de caracterizar estas vías metabólicas en otras 

especies del género. 

Los genes que codifican para las enzimas clave en la síntesis de butanol: thl, hbd, crt, bcd, etfA, 

etfB, adh y bdh fueron encontrados en todas la cepas analizadas de T. thermosaccharolyticum 

(Tabla 8). En todas las cepas la organización genética es la misma, ya que están localizados en 

un cluster, seguidos de los genes but y rex. En C. acetobutylicum, los genes que codifican estas 

enzimas se encuentran organizados en el operón bcs, a excepción de thl, que se encuentra 

situado en una región diferente, y del gen rex, que se encuentra antes de crt (Figura 25). 

Los genes de la vía de síntesis de butanol se encontraron también en Thermoanaerobacterium 

sp. RBIITD, pero en esta cepa la organización es diferente, dado que thl se localiza en el operón 

bcs pero rex se encuentra antes del gen crt al igual que en C. acetobutylicum  (Figura 25). 

En contraste, T. xylanolyticum LX-11, T. saccharolyticum JW/SL-YS485, T. saccharolyticum 

NTOU1, T. aotearoense SCUT27 y Thermoanaerobacterium sp. PSU-2, tienen el gen bdh, 
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involucrado en el último paso de la síntesis de butanol, pero no presentan los genes del operón 

bcs, por lo cual no serían capaces de sintetizar butanol.  

            

Figura 25. Esquema de la disposición de los genes que codifican para las enzimas involucradas en la síntesis de 
butanol. 

 

Se identificaron varias alcohol deshidrogenasas. En particular, todas las cepas presentaron el 

gen que codifica la enzima ADHE (alcohol/aldehído deshidrogenasa bifuncional), involucrada 

tanto en la síntesis de n-butanol a partir de butiril-CoA como en la síntesis de etanol partir de 

acetil-CoA. (Tabla 8). Además delante de este gen se encontraron sitios ROP en todas las cepas 

por lo cual indicaría que su regulación también está relacionada con Rex. 

Con respecto a la síntesis de acetona, ninguna de las cepas presenta los genes que codifican la 

butirato-acetoacetato-CoA-transferasa (subunidad A y B), y acetoacetato decarboxilasa, 

indicando que no serían capaces de producir acetona. 

También identificamos los genes involucrados en la síntesis de acetato y butirato. Todas las 

cepas de T. thermosaccharolyticum presentan el gen que codifica para But que cataliza la 

conversión de butiril-CoA a butirato. Esta vía se encuentra también en 

Thermoanaerobacterium sp. RBIITD. Por otro lado, T. xylanolyticum LX-11, T. saccharolyticum 

JW/SL-YS485, T. saccharolyticum NTOU1, T. aotearoense SCUT27 y T. sp. PSU-2 tienen los 

genes que codifican para PTB1 y BUK, otra vía de síntesis de butirato, que se encuentra 

comúnmente en especies de Clostridium. En este caso, PTB1 cataliza la síntesis de butiril-CoA 

a butiril-P y luego BUK cataliza la conversión de butiril-P a butirato. Sin embargo, las cepas de 

Thermoanaerobacterium que presentan la vía PTB1/BUK no son capaces de sintetizar butiril-

CoA (debido a la ausencia de bcd y etfAB), el cual es un sustrato necesario para la síntesis de 

butirato. Siendo así, no son capaces de producir butirato y probablemente los genes ptb1 y 

buk tengan otra función en dichas cepas (Tabla 8). 
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 Cepa crt bcd 
etf 
B 

etf 
A 

hbd thl but ptb buk ald 
adh
1 

adh
2 

adh
3 

bhd 
adh
E 

pta ak ctfA ctfB adc 

T. thermosaccharolyticumGSU5 100 100 100 100 100 100 100     100 100 100 100 100 100 100 100       

T. thermosaccharolyticum TG57 100 100 99 100 100 100 100     58 100 99 99 99 99 99 99       

T. thermosaccharolyticum DSM 571 91 98 99 99 100 100 100       99 99 100 99 99 99 99       

T. thermosaccharolyticum M5 99 99 99 99 100 100 100       99 100 99 99 99 99 99       

T. thermosaccharolyticum M0795 99 99 98 95 98 100 100     58   99 99 95 99 99 99       

T. saccharolyticumJW/SL-YS485               0 0 93   92 90 90 97 94 94       

T. saccharolyticumNTOU1               0 0   98 92 92 91 98 94 94       

T. xylanolyticumlX-11               0 0 92   92 92 91 97 94 94       

T.aotearoenseSCUT27               0 0 93   92 90 90 97 94 94       

Thermoanaerobacteriumsp. PSU-2               0 0     91 91 90 98 93 93       

Thermoanaerobacteriumsp. RBIITD 77 96 91 96 88 90 82   58 67 89 89 84 55 87 87       

Clostridium acetobutylicumATCC 824 58 72 66 58 69 71   0 0         45 53 63 72 0 0 0 

Los números y colores indican el porcentaje de identidad de secuencia de proteína con la proteína correspondiente de la cepa GSU5. En color rojo se indican los genes que 
están presentes en la cepa correspondiente y ausentes en GSU5. En color blanco se indica la ausencia del gen en la cepa correspondiente. Los genes codifican las proteínas 

indicadas de la siguiente manera: crt: crotonasa; bcd: butiril-CoA deshidrogenasa; etfAB: flavoproteína de transferencia de electrones; hbd: 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidrogenasa; thl: acetil-CoA C-acetiltransferasa; but: butiril-CoA: acetato-CoAtransferasa; ptb: fosfotransbutirilasa; buk: butirato quinasa; ald: aldehído deshidrogenasa; 

adh: alcohol deshidrogenasa; bdh: butanol deshidrogenasa; adhE: aldehído / alcohol deshidrogenasa bifuncional; pta: fosfotransacetilasa; ak: acetato quinasa; ctfAB: 
acetoacetil coenzima A: acetato / butirato: coenzima A transferasa; adc: acetoacetato descarboxilasa. 

 

Tabla 8. Genes implicados en la síntesis de etanol, butanol y butirato en cepas secuenciadas. 
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2. Desarrollo del método cromatográfico para la determinación de solventes 

Para la medición de los alcoholes producidos fue necesario poner a punto un método 

cromatográfico que permitiera la cuantificación precisa de los mismos sin generar daños en el 

equipo debido a los componentes complejos de los medios de cultivos utilizados (en particular 

las fuentes de carbono complejas). 

Se probó, inicialmente, con extracciones con acetato de etilo pero no se logró obtener buenos 

rendimientos. Luego se probó diluir 1:4 las muestras en distintos solventes: 2-propanol, 

acetona, etanol, y centrifugar en frío para precipitar las sales del medio. Con este método se 

pudo medir etanol disuelto en acetona, y butanol y acetona disueltos en etanol. El problema 

fue que, al no poder encontrar un solvente en el cual se pudieran medir los tres compuestos a 

la vez, este método resultaba tedioso y, además, en los cromatogramas se observaba bastante 

interferencia de los componentes del medio. 

Por esta razón, se decidió utilizar la técnica de Headspace con inyección manual. Las muestras 

fueron preparadas como se indica en materiales y métodos y fue necesaria la utilización de un 

estándar interno para evitar errores, ya sea durante el calentamiento de las muestras o bien 

durante la inyección manual. 

Debido a que usualmente se utilizan equipos de headspace automáticos acoplados al 

cromatógrafo gaseoso para determinar este tipo de compuestos, decidimos validarlo para 

asegurar la confiabilidad de las mediciones. El método fue validado de acuerdo con las 

directrices de la United States Pharmacopeia (USP) y la International Conference on 

Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use 

(ICH) (United Nations Office on Drugs and Crime, 2009). 

De esta manera, se pudieron medir todos los compuestos en simultáneo y se observó que las 

muestras provenientes de la cepa GSU5 no producían acetona (Figura 26). 
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Figura 26. Cromatogramas obtenidos mediante la técnica de headspace manual para un estándar de acetona, 
etanol y butanol (A) y una muestra de fermentación de GSU5 (B). El isobutanol se utilizó como estándar interno. 

 

2.1. Linealidad y sensibilidad  

La sensibilidad del método se evaluó mediante LOD y LOQ. Las concentraciones de LOD (Señal 

> 3 veces la línea de base) fueron 0,0005 g/l para etanol y acetona, y 0,0002 g/l para butanol. 

El LOQ (señal > 10 veces la línea de base) fue de 0,001 g/l para etanol y acetona, y  0,004 g/l 

para butanol.  

Debido a que no se detectó presencia de acetona en ninguna de las muestras analizadas para 

el resto de los parámetros de validación se consideró solamente etanol y butanol. 
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La linealidad se mantuvo en el rango 0,1 g/l  a 5 g/l de etanol (R2=0,9995) y entre 0,01 y 1 g/l 

para butanol (R2=0,9976) (Figura 27). 

 

Figura 27. Curvas de calibración para etanol (A) y butanol (B) utilizando el método de Headspace manual. Se 
realizaron 3 inyecciones de 5 concentraciones de estándar. 

 

2.2. Precisión y exactitud 

La precisión se probó en 2 niveles: Intra-día e Inter-día. Los desvíos estándar relativos (DER) 

obtenidos fueron inferiores al 3 % en todos los casos, en conformidad con las normas 

internacionales. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 9 (etanol) y la Tabla 10 

(butanol). 

Para la evaluación de la exactitud, se evaluó la capacidad del método de predecir las 

concentraciones de los estándares y se la comparó con la concentración real calculando el 

porcentaje de recuperación. Para el etanol, la recuperación fue 101 ± 1 % y para butanol fue 

100 ± 2 % (Tablas 11 y 12). 
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Tabla 9. Determinación de la precisión del método para etanol. 

Precisión intra-díaa 

  1 2 3 4 5 6 7 Promedio DE DER 

Área Etanol 3,4E+07 3,7E+07 3,2E+07 3,7E+07 3,6E+07 4,7E+07 6,6E+07 
14,6 0,3 2% Área SI 2,3E+06 2,5E+06 2,2E+06 2,5E+06 2,5E+06 3,2E+06 4,6E+06 

A/A 15,0 14,5 14,5 14,7 14,6 14,7 14,2 

Precisión inter-díab 

  1 2 3 4 5 6 7 Promedio DE DER 

Área Etanol 4,1E+07 3,7E+07 3,6E+08 1,4E+08 3,1E+07 6,5E+07 3,0E+07 

14,4 0,5 3% Área SI 2,8E+06 2,5E+06 2,5E+07 1,0E+07 2,1E+06 4,5E+06 2,0E+06 

A/A 14,5 14,5 14,3 13,4 14,8 14,4 14,6 

a: siete inyecciones consecutivas estándares preparados el mismo día a partir de la misma solución madre. b: 
muestras preparadas en siete días diferentes a partir de diferentes soluciones madre. DE: desvío estándar. DER: 

desvío estándar relativo. 

 
Tabla 10. Determinación de la precisión del método para butanol. 

Precisión intra díaa 

  1 2 3 4 5 6 7 Promedio DE DER 

Área Butanol 2,2+E06 2,4E+06 2,0E+06 2,4E+06 2,4E+06 3,1E+06 4,5E+06 

0,96 0,02 2,0% Área SI 2,3+E06 2,5E+06 2,2E+06 2,4E+06 2,5E+06 3,2E+06 4,6E+06 

A/A 0,95 0,96 0,91 0,99 0,96 0,97 0,98 

Precisión inter-díab 

  1 2 3 4 5 6 7 Promedio DE DER 

Área Butanol 2,8E+06 2,4E+06 2,5E+07 1,0E+07 1,9E+06 4,4E+06 2,0E+06 

0,97 0,03 3,0% Área SI 2,9E+06 2,5E+06 2,5E+07 1,0E+07 2,1E+06 4,5E+06 2,0E+06 

A/A 0,96 0,96 1,0 0,98 0,90 0,96 0,97 

a: siete inyecciones consecutivas de estándares preparados el mismo día a partir de la misma solución madre. b: 
muestras preparadas en siete días diferentes a partir de diferentes soluciones madre. DE: desvío estándar. DER: 

desvío estándar relativo. 

 
 Tabla 11. Determinación de la exactitud del método para etanol. 

 

 
 
 
 
 
 
 

Se realizaron 7 inyecciones de estándares preparados el mismo día a partir de la misma solución madre y se 
calculó la concentración utilizando la curva de calibración. 

 1 2 3 4 5 6 7 

A/A 15,0 14,5 14,5 14,7 14,6 14,7 14,2 

Concentración predicha 5,2 5,0 5,0 5,1 5,1 5,1 4,9 

Concentración REAL 5 5 5 5 5 5 5 

Recovery 104% 100% 100% 101% 100% 101% 98% 

Promedio 101% 

DER 1,72% 
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Tabla 12. Determinación de la exactitud del método para butanol. 

  1 2 3 4 5 6 7 

A/A 0,954 0,962 0,914 0,985 0,961 0,973 0,978 
Concentración 
predicha 0,097 0,098 0,093 0,100 0,098 0,099 0,099 

Concentración REAL 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Recovery 97% 100% 100% 101% 100% 101% 98% 

Promedio  100% 

DER 1,68% 

Se realizaron 7 inyecciones de estándares preparados el mismo día a partir de la misma solución madre y se 
calculó la concentración utilizando la curva de calibración. DE: desvío estándar. DER: desvío estándar relativo. 

 

3. Producción de metabolitos en tubos Hungate 

3.1. Selección del medio adecuado para la producción de solventes en T. 

thermosaccharolyticum GSU5 y DSM 571 

a) Concentración de cisteína:  

Se probaron los medios TSD/TSC con concentraciones de 0,5 g/l y 1g/l de Cys-HCl. En 

ambos medios se observó un mejor crecimiento con 1 g/l, debido a que con 0,5 g/l no 

se alcanzó buena reducción del medio. 

b) pH del medio 

Se midió butanol utilizando TSC suplementado con glucosa o xilosa en dos condiciones 

de pH: 6,7 (utilizada en bibliografía) y 7. Para ambas fuentes de carbono se observó una 

mayor producción de butanol cuando el pH se ajustaba a 7, en lugar de 6,7 (Figura 28). 

 

                    Figura 28. Medición de butanol en TSC suplementado con glucosa o xilosa 10g/l a pH 6,7 o pH7. 
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3.2. Producción de metabolitos en monosacáridos y disacáridos en medio TSC 

La síntesis de solventes y ácidos por T. thermosaccharolyticum GSU5 se analizó en cultivos 

crecidos usando diferentes sustratos en tubos de 5 ml, y se comparó con la cepa tipo de la 

especie, DSM 571. Ambas cepas crecieron bien en varios monosacáridos: glucosa, xilosa, 

arabinosa y galactosa, y también en los disacáridos sacarosa y celobiosa. Crecieron un poco 

más al usar fructosa que pentosas y otras hexosas, y también mostraron una modesta 

preferencia por la celobiosa, en comparación con la sacarosa. 

En todos los casos produjeron alcoholes y ácidos, pero no acetona. El etanol fue el alcohol más 

abundante, y también se observó butanol en cantidades más bajas. Entre los ácidos, el butirato 

fue el más abundante, seguido de acetato y lactato (Figuras 29 y 30). 

La producción relativa de los diferentes metabolitos dependió del sustrato utilizado, y se 

observaron algunas diferencias entre las cepas. El producto principal de GSU5 fue el butirato, 

en todas las condiciones probadas, con un rango de 0,93 a 2,07 g/l, mientras que la cepa DSM 

571 produjo butirato como producto principal 0,99 a 1,35 g/l en todos los cultivos, excepto 

aquellos que usan glucosa y xilosa, en los que se observaron cantidades similares de etanol y 

butirato (Figuras 29 y 30). Ambas cepas produjeron mucho más etanol que butanol. GSU5 

produjo entre 0,12 y 0,73 g/l de etanol y 0,005 a 0,048 g/l de butanol, con la mayor cantidad 

de butanol producido en sacarosa. DSM 571 produjo entre 0,25 y 1,05 g/l de etanol y 0,014 a 

0,034 g/l de butanol, con la mayor cantidad de butanol obtenido en glucosa (Figura 30). 

La cepa GSU5 produjo 3.2 veces más butanol que DSM 571 en sacarosa (0,048 vs 0,015 g/l; p 

<0,05), y también acumuló más butanol que DSM 571 en arabinosa (p<0,05), mientras que se 

observó lo contrario en fructosa y celobiosa, en la cual la cepa DSM 571 produjo más butanol 

que GSU5 (p<0,05). Cuando se comparó la producción de etanol, la cepa DSM 571 produjo una 

mayor concentración de etanol que GSU5 en xilosa, glucosa y fructosa (p<0,05), observándose 

la mayor cantidad en xilosa (0,98 g/l), mientras que GSU5 acumuló más etanol en arabinosa 

en comparación con DSM 571 (p<0,05). La mayor producción fue en celobiosa (0,73 g/l) pero 

no se observaron diferencias significativas con DSM 571 (Figuras 29 y 30). 
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Figura 29. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las cepas se cultivaron en TSC 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 48 h. 

 

Figura 30. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum DSM 571. Las cepas se cultivaron en TSC 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 48 h. 

 
 
 
 

 



                                                                                                              Capítulo II 

94 
 

3.3.  Producción de metabolitos en monosacáridos y disacáridos en medio TSD 

También se analizó la producción de metabolitos en el medio definido TSD, suplementado con 

distintas fuentes de carbono, para evaluar la capacidad de las cepas de utilizar estas fuentes 

en los tubos Hungate de 5 ml en un medio que contiene muy baja cantidad de extracto de 

levadura (17 veces menos que la cantidad presente en el medio TSC).  

Al igual que en medio TSC ambas cepas crecieron en todas las fuentes ensayadas pero los 

cultivos tardaron 72 horas en crecer. En este caso, la cepa GSU5 creció mejor en fructosa y 

arabinosa, mientras que DSM 571 lo hizo en fructosa por sobre el resto de los monosacáridos. 

En cuanto a los disacáridos, nuevamente, ambas cepas mostraron una leve preferencia por 

celobiosa. Al igual que en TSC, no se detectó producción de acetona. El etanol fue el alcohol 

más abundante, y también se observó butanol en concentraciones más bajas. Entre los ácidos, 

el butirato fue el más abundante. 

La producción relativa de los diferentes metabolitos dependía del sustrato utilizado, y se 

observaron algunas diferencias entre las cepas. El producto principal de GSU5 fue el butirato 

en todas las condiciones probadas, con un rango de 0,85 a 1,65 g/l, mientras que DSM 571 

produjo butirato como producto principal 0,88 a 1,17 g/l en todos los cultivos, excepto 

aquellos que usan glucosa y xilosa, en los que se observaron cantidades similares de etanol y 

butirato (Figura 32). Ambas cepas produjeron mucho más etanol que butanol. 

GSU5 produjo entre 0,12 y 0,60 g/l de etanol con la mayor cantidad obtenida en celobiosa y 

0,007 a 0,032 g/l de butanol, con la mayor cantidad de butanol producido en sacarosa. DSM 

571 produjo entre 0,18 y 0,97 g/l de etanol, con la mayor cantidad obtenida en glucosa, y 0,013 

a 0,029 g/l de butanol, con la mayor cantidad de butanol obtenido en xilosa (Figuras 31 y 32). 

La cepa GSU5 produjo más butanol que DSM 571 en sacarosa (0,032 vs 0,015 g/l; p <0,05), 

mientras que DSM 571 produjo más butanol que GSU5 en fructosa (0,02 vs 0,007 g/l; p<0,05). 

En el resto de las fuentes no se observaron diferencias significativas (Figuras 31 y 32). Con 

respecto a la producción de etanol, la cepa DSM 571 produjo una mayor concentración de 
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etanol que GSU5 en xilosa, glucosa y fructosa (p<0,05). Por su parte, GSU5 acumuló más etanol 

en arabinosa y sacarosa, en comparación con DSM 571 (p<0,05) (Figuras 31 y 32). 

 

Figura 31. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las cepas se cultivaron en TSD 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 72 h. 

 

Figura 32. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum DSM 571. Las cepas se cultivaron en TSD 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 72 h. 
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3.4. Manipulaciones genéticas para aumentar la producción de butanol 

3.4.1. /ƻƴǎǘǊǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ŎŜǇŀ ɲǊŜȄ 

Se sabe  que el regulador transcripcional  REX (redox-sensing transcriptional repressor) regula 

la producción de solventes en Clostridium acetobutylicum y que su deleción está asociada a 

una mayor producción de etanol y butanol (Wietzke & Bahl, 2012). Debido a esto se intentó 

construir una  cepas mutante de GSU5 con el gen rex delecionado con el fin de lograr aumentar 

la producción de solventes. 

Para ello, se amplificaron por PCR dos fragmentos del gen rex y por otro lado se amplificó el 

gen de resistencia a tetraciclina del plásmido PBBR1-MS3. Luego se  ligaron los fragmentos y 

se clonó en Escherichia coli utilizando el plásmido pSEVA  328.  

Una vez obtenido este fragmento se lo utilizó para transformar a GSU5 sabiendo que se trata 

de bacterias competentes naturales (Bhandiwad et al., 2013; A. J. Shaw et al., 2010) 

Si bien se logró obtener la construcción necesaria para realizar la mutagénesis en GSU5 y se 

lograron obtener colonias transformantes, el experimento no se puedo completar debido a 

que en ausencia de una cámara anaeróbica resultó difícil recuperar dichas colonias.  

A raíz de las dificultades, que impidieron obtener recombinantes en GSU5 a pesar de 

numerosos intentos, se decidió no proseguir estos experimentos, que podrán retomarse en 

una etapa posterior. 

3.4.2. Clonado de la vía de producción de butanol en E.coli 

Se intentó clonar el operón bcs y el gen adhE en E.coli con el fin de construir una cepa de 

productora de butanol para poder realizar estudios fisiológicos en las distintas mutantes de 

reguladores globales presentes en el laboratorio. El objetivo era construir una recombinante 

de E. coli que produjera butanol en la cual analizar el posible aumento en la producción debido 

a  la expresión de la proteína Phasina PhaP,  la cual es una chaperona que se vio que aumenta 

la síntesis de etanol y 1,3 propanodiol en E.coli (Egoburo et al., 2018; Mezzina et al., 2017). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Clostridium_acetobutylicum
http://www.efesalud.com/e-coli-la-bacteria-peligrosa/
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Esta estrategia no puedo completarse debido a la gran longitud de los genes que dificultaron 

el clonado, y podrá retomarse en el futuro utilizando otras técnicas que permitan la obtención 

de un fragmento que codifique todo el operón.  

3.5. Producción de solventes en cultivos de GSU5 en bioreactor 

Se debieron probar diferentes alternativas para lograr condiciones de anaerobiosis adecuadas 

en el fermentador, lo que conllevó numerosas pruebas. 

En primer lugar, se tuvo que poner a punto la obtención de los precultivos dado que se 

necesitaba mucho volumen y los tubos Hungate no eran adecuados en este caso. Se intentó 

utilizar un frasco Schott sellado, que pudiera conectarse por medio de mangueras a las bombas 

del fermentador para poder introducir el inóculo. Este diseño no fue adecuado debido a que 

no se lograba mantener el medio reducido dentro del Schott, y los precultivos no crecían. 

Luego se decidió optar por botellas de antibióticos de 100 ml a las cuales se les introducía 50ml 

de medio TSC, se autoclavaban, se burbujeaban con N2 gaseoso, y finalmente se sellaban. En 

este caso, el precultivo debía ser introducido en el fermentador manualmente con jeringa. Este 

último diseño resultó el más adecuado para evitar la oxidación de los precultivos. 

Con respecto al medio de cultivo se decidió utilizar el medio rico TSC debido a que la cepa 

crecía más rápido en dicho medio y a que en la bibliografía es común el uso de medios con 

elevada concentración de extracto de levadura para las fermentaciones (Jiang et al., 2018; T. 

Li et al., 2018). 

Por otro lado, se realizaron varias pruebas para determinar las mejores condiciones de pH para 

el crecimiento y la producción de solventes, ya que estudios previos habían indicado que la 

producción de solventes aumentaba a un pH bajo en otras cepas de T. thermosaccharolyticum. 

Las pruebas preliminares en cultivos de glucosa con un pH inicial de 6,7 o 7,5 no permitieron 

un crecimiento adecuado, por lo que todos los cultivos se realizaron con un pH inicial de 7, con 

control de pH para evitar valores inferiores a 5. 
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Una vez establecidas las condiciones adecuadas, se realizaron cultivos con la cepa GSU5 

utilizando glucosa o xilosa como fuentes de carbono, para analizar la producción de solventes 

a mayor escala. Se agregaron azúcares a una concentración inicial de 10 g/l, con un agregado 

después de 17 h de la mitad de la cantidad inicial, para evitar el agotamiento del azúcar. 

El crecimiento fue mayor en cultivos de glucosa, logrando 1,9 veces más de biomasa que con 

xilosa (1,9 vs 1,0 g/l). La producción de solventes también fue mucho más alta en glucosa, 

mientras que los cultivos de xilosa produjeron más ácidos que solventes (Figuras 33 y 34). El 

ácido butírico siguió siendo el producto principal en los cultivos de xilosa, pero los cultivos de 

glucosa produjeron un poco más de etanol que de butirato. La concentración final de butanol 

obtenida fue 0,3 ± 0,1 g/l en glucosa y 0,26 ± 0,02 g/l en xilosa, mientras que la concentración 

final de etanol fue(4,34 ± 0,06 g/l en glucosa y 1,06 ± 0,05 g/l en xilosa (Tabla 13). 

Tabla 13. Productos de fermentación de T. thermosaccharolyticum GSU5 

 
Concentración 

g/l 
Rendimientoa 

g/g 
Rendimientob 

mol/mol 
Productividad volumétricac 

g/(L,h) 

  Glu Xil Glu Xil Glu Xil Glu Xil 

Butanol 0,3±0,10 0,26±0,15 0,034±0,008 0,022±0,007 0,09±0,02 0,05±0,01 0,015±0,004 0,013±0,006 

Etanol 4,35±0,06 1,06±0,05 0,46±0,07 0,08±0,01 1,8±0,1 0,31±0,0,05 0,19±0,01 0,050±0,002 

Butirato 3±1 6±3 0,39±0,24 0,33±0,19 0,8±0,3 0,6±0,3 0,12±0,08 0,28±0,09 

Acetato 2,3±0,9 0,96±0,2 0,13±0,08 0,10±0,07 0,5±0,2 0,15±0,07 0,11±0,04 0,05±0,01 

Lactato 1,1±0,3 1,2±0,8 0,15±0,07 0,09±0,07 0,22±0,06 0,2±0,1 0,05±0,01 0,06±0,04 

Biomasa 1,9±0,7 1,2±0,5 0,19±0,09 0,09±0,05 - - - - 

GSU5 en medio TSC suplementado con glucosa o xilosa a 10 g/L en un biorreactor, en condiciones anaerobicas 
durante 36 h. Los resultados representan medias ± las desviaciones estándar correspondientes a tres cultivos 
independientes. Glu: Glucosa; Xil: xilosa. 

a Rendimiento: g de producto / g de sustrato. 

b rendimiento: mol de producto / mol de sustrato. 

c: g de producto / (tiempo, volumen). 
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Figura 33. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5 en TSC suplementado con glucosa 10 
g/l en un biorreactor, en condiciones anaeróbicas durante 36 h. Se presentan datos de una fermentación 

representativa de tres réplicas independientes. 

 

          Figura 34. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5 en TSC suplementado con xilosa 10 g/l 
en un biorreactor, en condiciones anaeróbicas durante 36 h. Se presentan datos de una fermentación representativa 

de tres réplicas independientes. 

 

3.6. Comparación de los solventes producidos por GSU5 en las diferentes modalidades de 

cultivo 

Como se esperaba, los cultivos de fermentadores correspondientes a ambos azúcares tuvieron 

mayor biomasa y mayor producción de solventes que los cultivos en tubo de 5 ml. Cuando los 
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cultivos crecidos con glucosa en fermentador se compararon con los cultivos en tubo, se 

observó que la producción de solventes aumentaba más que la biomasa, con el aumento más 

importante observado en la producción de butanol. Si bien se observó un cambio de 8 veces 

en la biomasa (1,90 vs 0,22 g/l; p<0,05), la concentración de etanol aumentó 7 veces (0,6 vs 

4,45 g/L; p<0,05) y la de butanol 10 veces (0,03 vs 0,3 g/l; p<0,05), de modo que la cantidad de 

alcoholes producidos en el fermentador fue similar a la de ácidos. Los resultados obtenidos 

con xilosa fueron diferentes, ya que la biomasa aumentó 6 veces (1,22 vs 0,20 g/l), y el butanol 

aumentó 8 veces (0,03 vs 0,26 g/l; p<0,05), mientras que la concentración de etanol solo 

aumentó 3,4 veces (0,3 vs 1,0 g/l; p<0,05) cuando se compararon cultivos de fermentadores 

con cultivos de 5 ml. 

Aunque los productos principales fueron los mismos a los observados en cultivos en tubo, las 

cantidades relativas de ácidos y alcoholes variaron. Se observó una cantidad relativa más alta 

de butanol con ambos sustratos cuando se consideraron todos los metabolitos principales, 

mostrando un ligero aumento en los flujos de carbono hacia el butanol en cultivos de 

biorreactor (Figura 35).  

En glucosa se observó además un aumento en la proporción de etanol y una disminución en 

las proporciones de los ácidos (Figura 35 A y B). En los cultivos con xilosa la cantidad relativa 

de etanol fue menor que en los tubos, el ácido láctico y el acético disminuyeron, pero aumentó 

la proporción de ácido butírico (Figura 35 C y D).  
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Figura 35. Distribución relativa (%) de metabolitos producidos por T. thermosaccharolyticum GSU5 en tubos Hungate 
con glucosa (A), en fermentador con glucosa (B), en tubos Hungate con xilosa (C) y fermentador con xilosa (D). 
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Discusión: Capítulo II 

1. Caracterización metabólica de T. thermosaccharolyticum GSU5 y otras especies del género 

Se sabe que las cepas pertenecientes a la especie T. thermosaccharolyticum son capaces de 

sintetizar varios productos de importancia biotecnológica, entre los que el etanol, el butanol y 

el hidrógeno son los más relevantes (Bhandiwad et al., 2013; Cao et al., 2009; Cao, Zhao, Wang, 

Wang, & Ren, 2014; Jiang et al., 2018; T. Li et al., 2018). En este trabajo se pudo observar que 

las cepas GSU5 y DSM 571 producen ambos alcoholes a partir de todas las fuentes de carbono 

ensayadas en este estudio, incluyendo glucosa, fructosa, galactosa, xilosa, arabinosa, celobiosa 

y sacarosa.  

2. Análisis genómico 

En primer lugar, se realizó un análisis genómico comparativo con el objetivo de dilucidar las 

vías metabólicas tanto en la cepa GSU5 como en las otras cepas secuenciadas del género. Se 

observó que la organización de genes involucrados en la síntesis de butanol es la misma en 

todas las cepas de la especie T. thermosaccharolyticum, y diferente de la organización del 

conocido operón bcs encontrado en cepas de Clostridium solventogénicas (Berezina, Brandt, 

Yarotsky, Schwarz, & Zverlov, 2009), en las cuales el gen thl no forma parte del operón bcs, 

sino que constituye un operón monocistrónico en otra parte del genoma (Wietzke y Bahl, 

2012). 

Al investigar los posibles mecanismos regulatorios, se analizó la presencia de reguladores y sus 

posibles blancos. Se sabe que en C. acetobutylicum el regulador transcripcional Rex 

desempeña un papel fundamental en la regulación de la síntesis de solventes (Panitz et al., 

2014) y se une a secuencias específicas identificadas río arriba de thl, crt (el primer gen del 

operón bcs) y adhE (Wietzke & Bahl, 2012). En los genomas de T. thermosaccharolyticum GSU5 

y DSM 571 se identificó el gen que codifica Rex río abajo del operón bsc, y se encontraron 

posibles secuencias de unión a Rex (ROP) tanto río arriba de crt (el primer gen del operón bsc) 

como de adhE, lo que sugiere que Rex podría regular la expresión de estos genes, como se 

describe en Clostridium.  
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La síntesis de butanol se ha reportado anteriormente no solo en varias cepas de T. 

thermosaccharolyticum sino también en Thermoanaerobacterium sp. RBIITD (Biswas et al., 

2018). En este último organismo, la estructura del operón bcs es la misma que en T. 

thermosaccharolyticum, excepto que rex está río arriba del operón bcs, como en C. 

acetobutylicum. 

Todos los genomas analizados contienen adhE, que codifica la alcohol / aldehído 

deshidrogenasa bifuncional, mientras que ald, que corresponde a una aldehído 

deshidrogenasa, sólo se encontró en GSU5 y en algunas cepas analizadas. T. 

thermosaccharolyticum DSM 571 y M5 no tienen genes que codifiquen esta enzima, pero 

producen tanto butanol como etanol (Bhandiwad et al., 2013; Jiang et al., 2018; T. Li et al., 

2018). Estos resultados sugieren que ald no es esencial para la síntesis de alcoholes en 

Thermoanaerobacterium. Esta hipótesis sería apoyada por resultados de trabajos anteriores 

que indicaron que AdhE es la responsable de la síntesis de n-butanol a partir de butiril-CoA y 

etanol a partir de acetil-CoA (Bhandiwad et al., 2014). Todas las cepas poseen genes que 

codifican otras deshidrogenasas, incluida Bhd, que podrían en teoría participar en la síntesis 

de alcoholes en Thermoanaerobacterium.  

3. Análisis de metabolitos producidos en diferentes fuentes de carbono 

El camino metabólico más conocido de síntesis de butanol es el camino ABE, llevado a cabo 

por C. acetobutylicum (Jones & Woods, 1986). Los primeros estudios realizados durante la 

caracterización de GSU5 hace más de 20 años habían revelado la síntesis de butanol y etanol 

pero no de acetona.  

Cuando T. thermosaccharolyticum GSU5 o DSM 571 se cultivaron en diferentes fuentes de 

carbono, se detectaron varios de los metabolitos típicos asociados a los productores de 

butanol, como butirato, acetato, lactato, etanol y butanol, pero no se encontró acetona en 

ninguno de los cultivos. Además, durante el desarrollo de esta tesis se publicaron trabajos 

indicando que las cepas productoras de butanol RBIITD y TG57 no producen acetona durante 

la fermentación (Biswas et al., 2018; T. Li et al., 2018). Una búsqueda en el genoma de GSU5 
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para detectar la presencia de genes relacionados con la síntesis de acetona reveló que carece 

de adc, que codifica una acetato descarboxilasa y ctfAB, que codifica ambas unidades de  la 

enzima actoacetil-CoA: acetato/butirato- coenzima A transferasa.  

En los últimos años, el análisis del genoma de varias cepas de T. thermosaccharolyticum reveló 

diferencias importantes en la biosíntesis de butanol y butirato en comparación con la vía 

conocida en C. acetobutylicum. Estos trabajos indicaron que adc estaba ausente en T. 

thermosaccharolyticum M5 (Jiang et al., 2018), y que tanto adc como ctf estaban ausentes en 

T. thermosaccharolyticum TG57 (T. Li et al., 2018). El análisis realizado en esta tesis reveló una 

ausencia general de estos genes en todos los genomas de Thermoanaerobacterium, lo que 

indica que ninguna de las cepas analizadas podría producir acetona durante la fermentación 

debido a la ausencia de adc y ctf. Dado que el análisis incluyó todos los genomas disponibles 

de Thermoanaerobacterium, estos resultados sugieren que es un rasgo común en este género. 

Se ha informado la producción de butirato en varias cepas de T. thermosaccharolyticum 

(Biswas et al., 2018; Freier-Schröder, Wiegel, & Gottschalk, 1989; T. Li et al., 2018), y es el 

principal metabolito producido en la mayoría de las fuentes de carbono por ambas cepas 

probadas en este trabajo. Entre las rutas productoras de butirato conocidas, la más común es 

la ruta del acetil-CoA, que tiene dos variantes: i) la conversión en dos etapas catalizada por la 

fosfotransbutirilasa (Ptb) y la butirato quinasa (Buk) con un intermediario fosforilado que 

permite la formación de ATP, que se encuentra comúnmente en bacterias que tienen la vía 

ABE, y ii) la conversión en un solo paso de butiril-CoA a butirato catalizada por una butiril-CoA: 

acetato-CoA transferasa (But) (Vital, Howe, & Tiedje, 2014). En las cepas de T. 

thermosaccharolyticum se encuentra el camino de un solo paso, ya que poseen But 

(denominado Ach en T. thermosaccharolyticum TG57), y no Ptb o Buk (Bhandiwad et al., 2013; 

T. Li et al., 2018) (Figura 37). Se ha propuesto que la vía de dos pasos existe en la cepa M5 

(Jiang et al., 2018), pero el análisis de su genoma reveló que no posee genes que codifican Ptb 

o Buk.  

La conversión en un sólo paso de butiril-CoA a butirato ha sido ampliamente estudiada en C. 

kluyveri, que parece compensar la ausencia del paso de producción de ATP por medio de un 
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mecanismo de bifurcación de electrones que involucra la crotonil-CoA reductasa, que combina 

la reducción de crotonil -CoA con la reducción de ferredoxina utilizando NADH como donante 

de electrones para ambas reacciones. La reducción de crotonil-CoA a butiril-CoA es catalizada 

por el complejo citoplasmático de butiril-CoA deshidrogenasa, codificado por bcd y etfAB, 

mientras que la reducción de la ferredoxina es catalizada por NfnAB, una ferredoxina reducida 

dependiente de NADH: NADP oxidorreductasa (Wang, Huang, Moll, & Thauer, 2010). Estos 

genes están presentes en todas las cepas productoras de butanol y butirato: T. 

thermosaccharolyticum y Thermoanaerobacterium sp. RBIITD. Además, la actividad 

dependiente de ferredoxina de la butiril-CoA deshidrogenasa se demostró experimentalmente 

en T. thermoanaerobacterium DSM 571 (Bhandiwad et al., 2014) 

En base a esta información, se puede plantear la hipótesis de que todas las cepas del género 

Thermoanaerobacterium que producen butanol pueden obtener energía durante la síntesis de 

butirato en un solo paso (catalizado por But) a través del mecanismo de bifurcación de 

electrones mediada por ferredoxina (Figura 37). En contraste, los genes que codifican Ptb y 

Buk se identificaron en T. xylanolyticum, T. saccharolyticum, T. aotearoense y 

Thermoanaerobacterium sp. PSU-2. Estas cepas carecen de los genes necesarios para la 

síntesis de butanol (operon bcs), y también carecen de genes que codifiquen el complejo 

citoplasmático butiril-CoA deshidrogenasa (bcd y etfAB), lo que sugiere que no pueden 

sintetizar ni butanol ni butirato. En estos microorganismos, pbt y buk se agrupan junto con un 

gen que codifica una leucina / valina / fenilalanina deshidrogenasa. Esta organización genética 

se ha observado previamente en Bacillus megaterium. En este organismo se observó que la 

expresión de Ptb se induce en presencia de valina e isoleucina, y que la enzima puede usar 

butiril-CoA y 2-metil-propionil CoA como sustratos (Vazquez, Pettinari, & Méndez, 2001). En B. 

subtilis, estos genes son parte del operón bkd, involucrados en la degradación de los 

aminoácidos de cadena ramificada (Debarbouille, Gardan, Arnaud, & Rapoport, 1999). Es 

posible que en T. xylanolyticum, T. saccharolyticum, Thermoanaerobacterium sp. PSU-2 y T. 

aotearoense, Ptb y Buk estén involucrados en la degradación de aminoácidos de cadena 

ramificada como en Bacillus (Figura 36). 
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Figura 36. Organización de los genes buk y ptb en las cepas de Thermoanaerobacterium no productoras de 
butanol. 

 

Figura 37. Principales vías metabólicas propuestas en Thermoanaerobacterium. Las flechas sólidas de color 
verde indican reacciones catalizadas por genes presentes en el genoma. Las flechas punteadas rojas indican 

reacciones catalizadas por genes ausentes en el genoma. Las flechas punteadas azules indican reacciones 
correspondientes a genes que están presentes en el genoma, pero cuyos precursores no pueden ser 

sintetizados. Las enzimas separadas por una barra y/o con asteriscos indican reacciones que podrían ser 
catalizadas potencialmente por más de una enzima. Los nombres de las enzimas son: Crt: crotonasa; Bcd: 
butiril-CoA deshidrogenasa; EtfAB: flavoproteína de transferencia de electrones; Hbd: 3-hidroxibutiril-CoA 

deshidrogenasa; Thl: acetil-CoA C-acetiltransferasa; But: butiril-CoA: acetato-CoAtransferasa; Ptb: 
fosfotransbutirilasa; Buk: butirato quinasa; Ald: aldehído deshidrogenasa; Bdh: butanol deshidrogenasa; AdhE: 
aldehído bifuncional / alcohol deshidrogenasa; Pta: fosfotransacetilasa; Ak: acetato quinasa; CtfAB: acetoacetil 
coenzima A: acetato / butirato: coenzima A transferasa; Adc: acetoacetatodescarboxilasa; Fd red: ferredoxina 

reducida; Fdox: ferredoxina oxidada.
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Con toda esta información se reconstruyeron las posibles vías metabólicas presentes en las 

cepas productoras de butanol en las cuales está presente el operón bcs, por lo cual pueden 

producir butiril-CoA y, a partir de butiril-CoA, producen butanol por acción de las 

deshidrogenasas, y butirato mediante la vía de un solo paso codificada por but (Figura 37). Por 

otro lado, las cepas no productoras de butanol carecen del operón bcs y, por lo tanto, no se 

esperaría que sinteticen butanol y butirato a pesar de la presencia de los genes buk y ptb. 
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Capítulo III: Degradación de fuentes de carbono complejas 

Prefacio: 

El tercer capítulo de esta tesis está dedicado al análisis de la degradación de fuentes de 

carbono complejas utilizando T. thermosaccharolyticum GSU5. 

En primer lugar, se realizó un estudio bioinformático para identificar enzimas que podrían 

actuar en la degradación de xilano y biomasa lignocelulósica, tanto en la cepa GSU5 como en 

las otras cepas del género. La capacidad de degradar xilano y residuo agrícola de caña (RAC) se 

analizó en T. thermosaccharolyticum GSU5 y en la cepa tipo DSM 571, caracterizando los 

productos de degradación por métodos cromatográficos (HPLC y GC) y espectroscópicos 

(resonancia magnética nuclear, RMN). 

En segunda instancia se analizó la capacidad de las cepas GSU5 y DSM 571 de crecer y producir 

diferentes metabolitos en distintas fuentes de carbono, utilizando xilano de maíz, xilano de 

haya y RAC. Se llevaron a cabo pruebas en tubos de 5ml, para luego escalar la producción de 

solventes en fermentador con xilano de maíz y RAC como sustratos. 
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Resultados: Capítulo III 

1. Análisis bioinformático 

1.1. Análisis de las enzimas con sitios activos para carbohidratos en GSU5 

Se realizó un estudió genómico con el fin de evaluar la presencia de las enzimas con sitios de 

unión a carbohidratos en  el genoma de T. thermosaccharolyticum GSU5, utilizando el 

programa dbCAN (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/ ) y los algoritmos HMMER, DIAMOND y 

Hotpep. 

En la cepa GSU5 se detectaron 110 posibles enzimas activas frente a carbohidratos, predichas 

por dbCAN, dentro de las cuales 56 fueron predichas por las tres herramientas (Figura 38). 

 

Figura 38. Enzimas con sitos activos para carbohidratos en la cepa T. thermosaccharolyticum GSU5 predichas 
por los algoritmos Diamond (lila), HIMMER (verde) y Hotpep (celeste). 

 

http://bcb.unl.edu/dbCAN2/
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Dentro de las 110 enzimas predichas, se encontraron: 61 glicosil hidrolasas, 26 glicosil 

transferasas, 10 carbohidrato esterasas y 2 enzimas auxiliares. Se encontraron módulos de 

unión a carbohidratos en 16 de ellas, y una con dominio S-Layer (Figura 39). 

 

Figura 39. Distribución porcentual de los dominios de unión a carbohidratos predichos por dbCAN. 

 

El análisis del genoma de la cepa GSU5 reveló la presencia de una exoglucanasa perteneciente 

a la familia GH 51 y 5 β-glucosidasas pertenecientes a las familias GH 1 y 4 (Tabla 14). Sin 

embargo, no se encontró ninguna endoglucanasa.  

Con respecto a la degradación de xilano, se identificó una endo-xilanasa perteneciente a la 

familia 10 con un dominio de unión a carbohidratos CBM22 (Figura 40), dos xilosidasas 

pertenecientes a las familias 52 y 39 y enzimas involucradas en la degradación de cadenas 

laterales: dos xilano esterasas pertenecientes a la famila CE7, dos arabinofuranosidasas de la 

familia GH 51 y una α-glucoronidasa de la familia 67 (Tabla 15). 

 

  Figura 40. Esquema de los dominios encontrados en la β 1,4-endoxilanasa de GSU5 (BFT35_03750). 
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1.2. Análisis de las enzimas con sitios activos para carbohidratos en todas las cepas 

secuenciadas de las especies de Thermoanaerobacterium 

En las figuras 41 y 42 se muestran los resultados obtenidos para las cepas de T. 

thermosaccharolyticum y las cepas de otras especies del género respectivamente. 

Las cepas de la especie T. thermosaccharolyticum presentaron entre 109 y 113 posibles 

enzimas activas en carbohidratos de las cuales entre 44 y 61 son glicosil hidrolasas (Tabla 16). 

La cepa M5 es la que presentó el mayor número total de enzimas de este tipo, mientras que la 

cepa TG57 mostró  el mayor número de glicosil hidrolasas (Tabla 16) 

Función EC Locus tag Familia 

Exoglucanasa  3.2.1.9.1 BFT35_08785 GH5 

β-glucosidasa 3.2.1.21 BFT35_00775 GH1 

β-glucosidasa 3.2.1.21 BFT35_02985 GH4 

β-glucosidasa 3.2.1.21 BFT35_07280 GH1 

β-glucosidasa 3.2.1.21 BFT35_07365 GH1 

β-glucosidasa 3.2.1.21 BFT35_03340 GH4 

Función EC Locus tag Familia Otros dominios 

β-1,4- endoxilanasa 3.2.1.8 BFT35_03750 (XynA) GH10 CBM22 

β-1,4- xilosidasa 3.2.1.37 BFT35_03730 (XysB) GH52   

β-1,4- xilosidasa 3.2.1.37 BFT35_03725(XysC) GH39   

α-L-arabinofuranosidasa 3.2.1.55 BFT35_07275 GH51   

α-L-arabinofuranosidasa 3.2.1.55 BFT35_07255 GH51   

Acetil xilano esterasa  3.1.1.72 BFT35_03720 CE7   

Acetil xilano esterasa  3.1.1.72 BFT35_12120 CE7   

α-glucuronidasa 3.2.1.39 BFT35_03745 GH67   

Tabla 14. Enzimas relacionadas con la degradación de celulosa en GSU5. 

Tabla 15. Enzimas involucradas en la degradación de celulosa en GSU5. 
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Las cepas pertenecientes a otras especies del género presentaron entre 103 y 143 enzimas, 

siendo la cepa RBIITD la que presentó el mayor número de enzimas con sitios activos para 

carbohidratos  y el mayor número de posibles glicosil hidrolasas (Tabla 16). 

 

Figura 41. Enzimas con sitos activos para carbohidratos en cepas de T. thermosaccharolyticum predichas por los 
algoritmos Diamond (lila), HIMMER (verde) y Hotpep (celeste). 

 

 

Figura 42. Enzimas con sitos activos para carbohidratos en cepas de otras especies de Thermoanaerobacterium 
predichas por los algoritmos Diamond (lila), HIMMER (verde) y Hotpep (celeste). 
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Se lograron identificar varias enzimas que podrían estar involucradas en la degradación de 

xilano y celulosa. Con respecto a la degradación de celulosa, todas las cepas presentaron 

exoglucanasas y β-1,4-glucosidasas, aunque sólo la cepa TG57 presentó una β-1,4-

endoglucanasa, lo que sugeriría que esta cepa podría llevar a cabo la degradación completa de 

la celulosa. 

Con respecto a la degradación de xilano, todas las cepas presentaron endoxilanasas y 

xilosidasas, junto con  las enzimas accesorias xilano esterasas, arabinofurasidasas y α-

glucoronidasa (Tabla 17). 

La mayoría de las enzimas involucradas en la degradación de xilano se encuentran organizadas 

en un cluster en todas las cepas del género (Figura 43). 

 

Figura 43.  Principales genes involucrados en la degradación de xilano en cepas de T. thermosaccharolyticum 
M0795, GSU5, SP-H2, TG57, M5, DSM 571  y en las cepas de las otras especies del género: JW/SL-YS485, 

NTOU1, LX-11, SCUT27, PSU-2, RBIITD. 

 

 

 



 
 
 

Capítulo III 
 

115 
 

 

 

 

Cazymes predichas mediante el programa dbCAN utilizando los algoritmos HIMMER, DIAMOND y Hotpep. 

 

 

 T. thermosaccharolyticum Otras cepas del género Thermoanaerobacterium 

Enzimas  GSU5 TG57 

DSM 

571 M5 M0795 SP-H2 

JW/SL-

YS485 
NTOU1 

LX-11 SCUT27 PSU-2 RBIITD 

Glicosil hidrolasas (GH) 61 56 58 59 56 54 60 52 43 60 60 64 

Glicosil transferasas (GT) 26 28 27 33 33 28 29 23 33 29 27 45 

Carbohidrato esterasas (CE) 10 12 11 9 10 10 14 12 20 14 15 18 

Actividades auxiliares (AA) 2 2 2 1 2 2 1 1 2 1 1 2 

Polisacárido liasas (PL) 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 

Módulos de unión a carbohidratos (CBM) 16 14 19 17 12 17 20 18 12 20 18 20 

Módulos S-layer (SLH) 1 0 2 1 0 1 1 1 0 1 0 2 

Tabla 16. Enzimas con dominios de unión a hidratos de carbono. 
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 T. thermosaccharolyticum Otras cepas del género Thermoanaerobacterium 

Enzimas GSU5 TG57 

DSM 

571 M5 M0795 SP-H2 

JW/SL-

YS485  NTOU1 LX-11 SCUT27 PSU-2 RBIITD 

β 1,4-Endoglucanasas  0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Exoglucanasas 1 4 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 

β-Glucosidasas 5 6 6 8 6 4 4 5 2 4 9 8 

β-1,4-endoxilanasas 1 2 2 3 2 2 1 3 2 2 2 3 

 β-1,4-xilosidasas 2 3 3 2 3 2 2 1 3 2 3 3 

α-L-arabinofuranosidasas 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 

Acetil xilano esterasas  2 1 2 2 1  1 2 2 1 2 1 2 

α-glucuronidasas 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Tabla 17. Enzimas involucradas en la degradación de xilano y celulosa. 

 

Cazymes predichas mediante el programa dbCAN utilizando los algoritmos HIMMER, DIAMOND y Hotpep. 
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2. Análisis experimental de la degradación de fuentes de carbono complejas 

Se analizó la capacidad de las cepas GSU5 y DSM 571 de degradar dos fuentes de carbono 

complejas. Se utilizaron xilanos de maíz y de haya, como polisacáridos que pueden ser 

utilizados por diferentes cepas del género (Jiang et al., 2018; Tinggang, Chen, Kun-Lin, & 

Jianzhong, 2018), y RAC como ejemplo de biomasa lignocelulósica no tratada.  

Las primeras pruebas se realizaron utilizando una pequeña cantidad de xilano de haya, el más 

utilizado en este tipo de experimentos, disponible en el laboratorio. Cuando se quiso adquirir 

nuevamente este producto, la empresa que lo comercializaba (Sigma) había dejado de hacerlo, 

y se debió encontrar una alternativa. A partir de ese momento comenzó a utilizarse xilano de 

marlo de maíz provisto por otra empresa (Carbosynth). Se reservó un poco de xilano de haya 

para las pruebas de producción de solventes, por lo que se realizaron todas las pruebas de 

degradación con el xilano de maíz, y sólo algunas también con el de haya. 

2.1. Análisis de la composición y la estructura de los xilanos utilizados 

Se analizó la composición de monosacáridos de los dos tipos de xilano mediante cromatografía 

gaseosa. En ambos xilanos el componente principal es la xilosa; sin embargo se observaron 

algunas diferencias en la composición, ya que el xilano de haya presentó sólo xilosa (99%) y 

cantidades pequeñas de arabinosa (0,9%) mientras que el de maíz presentó xilosa (92,7%), 

arabinosa (1,2%), glucosa (5,1%) y galactosa (1,1 %) (Figura 44). 
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Figura 44. Composición porcentual del xilano de maíz y del xilano  de haya por cromatografía gaseosa.  

 

La estructura de los xilanos se estudió también por espectroscopía de resonancia magnética 

nuclear (RMN 1H y 13C).  Es importante destacar que el método de cromatografía gaseosa 

utilizado identifica y cuantifica los monosacáridos que componen el material, mientras que la 

espectroscopía RMN permite además identificar cuáles son las posiciones de unión y la 

configuración de los carbonos anoméricos de las unidades incluidas en el polisacárido. Ambos 

métodos se usan de manera independiente y complementaria en el análisis de los hidratos de 

carbono complejos. 

En los espectros RMN 1H, la asignación de las unidades principales presentes en el xilano se 

realizó en base a los hidrógenos anoméricos (H-1) y a los H-5 ecuatoriales. Estas señales 

diagnósticas aparecen en zonas características del espectro, lo cual permite identificar si se 

trata de unidades reductoras, terminales no reductoras o bien unidades internas (Figura 45). 
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Figura 45. Estructura de un oligosacárido de xilosa donde se indican las posiciones de los hidrógenos analizados. 
NR corresponde al extremo no reductor, R al extremo reductor e I al interior de la cadena. 

 

Se observó en los espectros RMN 1H del xilano de maíz que presenta señales importantes 

correspondientes a H-1 de los extremos reductores de configuración α y β y al extremo no 

reductor β, junto con la señal del H-1 de las unidades del interior de la cadena. Con respecto 

al H-5 ecuatorial, el xilano de maíz presenta las señales correspondientes a los extremos 

reductor, no reductor y al interior. Por el contrario, en el xilano de haya sólo se observan las 

señales correspondientes al interior de la cadena tanto en el H-1 como en el H-5 ecuatorial 

(Figura 46). 

 

Figura 46. Espectro 1H  obtenido mediante resonancia magnética nuclear (500 MHz). NR corresponde al 
extremo no reductor, R al extremo reductor, I al interior de la cadena, y EQ: corresponde al hidrógeno en 

posición ecuatorial. 
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La región anomérica del espectro RMN 13C (90-105 ppm) del xilano maíz presenta las señales 

importantes correspondientes a C-1 de los extremos reductores de configuración α y β y al 

extremo no reductor β, junto con la señal del C-1 de las unidades del interior de la cadena. En 

cambio, en el xilano de haya los extremos reductor y no reductor prácticamente no se 

observan, debido a que predomina la resonancia correspondiente al C anomérico de las 

unidades internas.  

Los resultados de estos ensayos indican que la longitud de la cadena del polisacárido de haya 

es mayor que la del xilano de maíz (Figura 47). 

El espectro obtenido para el xilano de maíz coincide con el obtenido por Pu y sus colaboradores 

en 2016, donde también analizaron oligosacáridos de xilanos de residuos de marlo de maíz. En 

este trabajo proponen que se trata de oligómeros de hasta 7 residuos de longitud (Pu, Zhao, 

Wang, Xiao, & Zhao, 2016).  

 

Figura 47. Espectro RMN  13C obtenido (500 MHz, D2O). Las unidades señaladas como NR corresponden al 
extremo no reductor, R al extremo reductor e I al interior de la cadena del xilano. 
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2.2. Caracterización de los mecanismos de degradación de xilano 

Para caracterizar los mecanismos de degradación  se realizaron cultivos utilizando medio 

definido TSD, suplementado con xilano de maíz. Los cultivos se crecieron en anaerobiosis a 

60°C durante 48 horas. Los sobrenadantes  obtenidos luego de centrifugar y filtrar, fueron 

analizados por HPLC-UV y el perfil obtenido se comparó con el perfil de los sustratos no 

sometidos a degradación bacteriana (Figura 48). 

Se observó que tanto la cepa GSU5 como DSM 571 fueron capaces de degradar el xilano. Este 

hecho se demostró por la disminución de las fracciones correspondientes a polisacáridos y el 

aumento de las fracciones correspondientes a monosacáridos y a los productos de 

degradación (Figura 49). 

 

Figura 48. Perfil de degradación de xilano de maíz obtenido mediante HPLC-UV. Las cepas fueron crecidas en 
medio TSD y se analizaron los sobrenadantes luego de 48 h de crecimiento. El control corresponde al medio TSD 

suplementado con xilano maíz 10 g/l. tR= 13,8 corresponde a xilosa. 

 

Además, mediante cromatografía gaseosa, se evaluó cómo se modificaba el xilano luego de 

ser degradado por las cepas GSU5 y DSM 571. Como se mencionó antes, este xilano está 

compuesto principalmente por xilosa y posee además porcentajes menores de arabinosa, 

glucosa y galactosa. En ambos casos se observó una disminución en el porcentaje de xilosa, lo 

cual indica que la degradación ocurre preferentemente en la cadena principal (Figura 49). 
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Figura 49. Composición porcentual del xilano de maíz (control) y del remanente de xilano luego de la 
degradación de GSU5 y DSM 571 por 48 h. El xilano se precipitó con isopropanol y luego su composición se 

determinó por hidrólisis, derivatización a los alditoles peracetilados y cromatografía gaseosa. 

 

Por otro lado, se pudo estudiar la degradación de xilano de maíz en ambas cepas mediante 

cromatografía en capa delgada (CCD). Comparando las calles correspondientes a xilano sin 

degradar y al sometido a la actividad de GSU5 y DSM 571, en los cuales se observa la aparición 

de una nueva banda que coincide con el control de xilosa (Figura 50). 

                                     

Se decidió complementar los estudios de degradación de xilano por RMN (500 MHz, D2O) con 

el objetivo de dilucidar las diferencias en las reacciones de degradación de xilano en ambas 

Figura 50. Cromatografía en capa delgada 
de muestras de xilano de maíz degradado 
por GSU5 y DSM 571 en medio TSD. 
Además, se sembraron los controles de 
glucosa, xilosa, arabinosa y xilano de maíz 
sin degradar. 
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cepas (DSM 571 y GSU5). Se compararon los espectros obtenidos para el xilano inicial y para 

el xilano remanente luego de 48 horas de cultivo con GSU5 o con DSM 571.  

La determinación de los hidratos de carbono presentes en las mezclas se realizó por análisis 

de las señales de RMN correspondientes a H-1 y H-5eq, para los cuales existen las tres 

posibilidades: terminal reductor (R), terminal no reductor (NR) y unidad interna (I) (Tabla 18). 

La asignación de los espectros se realizó tomando en cuenta espectros de referencia de la 

bibliografía: xilano (Pu et al., 2016) xilobiosa y xilotriosa (Gast, Atalla, & McKelvey, 1980; 

Hoffmann, Geijtenbeek, Kamerling, & Vliegenthart, 1992), y aspectos generales (Gast et al., 

1980; Hoffmann et al., 1992). 

Con respecto a los espectros RMN 13C, también se consideraron principalmente las regiones 

características del C-1 y C-5. En la Tabla 19 se indican los desplazamientos químicos obtenidos 

para xilosa, xilobiosa y xilotriosa. 

Tanto en los espectros de RMN 1H como en los de  RMN 13C, se observó que en los productos 

correspondientes a las cepas DSM 571 y GSU5 aparece xilosa como consecuencia de la 

degradación de xilano (Figuras 51, 52 y 53). Adicionalmente, la cepa GSU5 presenta señales de 

xilotriosa remanente, mientras que la cepa DSM 571 genera xilobiosa remanente (Figuras 51, 

52 y 53). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en la cromatografía en capa 

delgada, donde en el xilano inicial se observa un compuesto mayoritario de peso molecular 

más elevado, mientras que en el tratado con las cepas GSU5 y DSM 571 aumenta la proporción 

de compuestos con Rf compatibles con xilotriosa y xilobiosa, respectivamente. 
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Tabla 18. Asignación de las señales principales observadas en los espectros RMN 1H. 

Residuo H-1 H-2 H-3 H-4 H-5ec H-5ax 

Xilosa             

a 5,19 3,52 3,65 3,6 3,69 3,66 

b 4,58 3,23 3,43 3,61 3,93 3,32 

Xilobiosa             

R b 4,58       3,97   

              

NR 4,46       4,05   

Xilotriosa             

Rb 4,59       3,97   

Int 4,48       4,11   

NR 4,46       4,06   

Los números corresponden a los desplazamientos químicos en ppm. 

 

Tabla 19. Asignación de las señales principales observadas en los espectros RMN 13C. 

Residuo C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 

Xilosa           

a 92,9 72,1 73,5 70,1 61,6 

b 97,3 74,7 76,5 69,9 65,8 

Xilobiosa           

R b 97,1 74,6 74,5 77,2 63,6 

NR 102,5 73,4 76,5 69,9 65,8 

Xilotriosa           

R b 97,1 74,6 74,5 77 65,9 

Int 102,3 73,4 74,3 77 63,6 

NR 102,5 73,3 76,2 69,8 65,9 

Los números corresponden a los desplazamientos químicos en ppm.
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Figura 51. Espectro 1H obtenido mediante resonancia magnética nuclear (500 MHz). Las unidades señaladas como NR corresponden al extremo no reductor, R 
al extremo reductor e I al interior de la cadena del xilano. En bordó se indican las señales correspondientes a xilosa, en azul las correspondientes a xilotriosa y 

en naranja las correspondientes a xilobiosa. 
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Figura 52. Espectro 13C obtenido mediante resonancia magnética nuclear (500 MHz). Las unidades señaladas como NR corresponden al extremo no reductor, R 
al extremo reductor e I al interior de la cadena del xilano. En bordó se indican las señales correspondientes a xilosa. 
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Figura 53.  Espectro 13C obtenido mediante resonancia magnética nuclear (500 MHz). Las unidades señaladas como NR corresponden al extremo no reductor, R 
al extremo reductor e I al interior de la cadena del xilano. En bordó se indican las señales correspondientes a xilosa. 
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2.3. Análisis de la composición y degradación del RAC 

El RAC utilizado en este trabajo nos fue gentilmente cedido por la Dra. Eleonora Campos de 

INTA Castelar. La composición del RAC provista por la Dra. Campos es: 34,2% celulosa, 25,1 % 

hemicelulosa, 18.5 % lignina, 8,8 % extractivos y 13.6 % cenizas.  

La estructura del RAC no se pudo determinar con las técnicas utilizadas para caracterizar los 

xilanos (GC y RMN) debido a su insolubilidad. 

La degradación del RAC se investigó en cultivos de GSU5 y DSM 571 utilizando medio definido 

TSD crecidos en anaerobiosis a 60°C durante 48 horas. Los sobrenadantes obtenidos luego de 

centrifugar y filtrar, fueron analizados por HPLC-UV y el perfil obtenido se comparó con el perfil 

de los sustratos no sometidos a degradación bacteriana (Figura 54). 

Se observó que ambas cepas fueron capaces de degradar el RAC, observándose una 

disminución en las fracciones correspondientes a polisacáridos y el aumento de las fracciones 

correspondientes a monosacáridos y a los productos de degradación (Figura 54). 

 

Figura 54. Perfil de degradación de RAC obtenido mediante HPLC-UV. Las cepas fueron crecidas en medio TSD y 
se analizaron los sobrenadantes luego de 48h de crecimiento. El control corresponde al medio TSD 

suplementado con RAC 10 g/l. tR = 12,8 corresponde a glucosa y tR = 13,8 corresponde a xilosa. 
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3. Producción de solventes a partir de RAC y xilano en tubos Hungate 

3.1. Producción de solventes a partir de xilano y RAC en medio rico TSC 

Una vez determinada la capacidad de degradar los sustratos complejos, se investigó la 

producción de solventes en los sobrenadantes de los cultivos crecidos en xilano de haya, xilano 

de maíz y RAC. Para ello se realizaron cultivos en TSC suplementado con dichas fuentes de 

carbono y se crecieron 48 horas a 60ºC en anaerobiosis. 

Se observó que ambas cepas fueron capaces de producir solventes en todas las fuentes de 

carbono utilizadas. Los productos generados fueron diferentes según el sustrato y la cepa 

utilizada, aunque en todos los casos se observó mayor producción de ácidos que de solventes 

neutros. El producto principal de GSU5 a partir de xilano de haya fue el ácido butírico, mientras 

que al emplear xilano de maíz se produjeron cantidades similares de ácidos butírico, láctico y 

acético, y el uso de RAC condujo a cantidades similares de ácidos láctico y acético. Los 

productos principales de la cepa DSM 571 fueron ácido acético, a partir de xilano de haya, y 

ácido butírico al utilizar xilano de maíz y RAC (Figuras 55 y 56).  

La producción de etanol en xilano de maíz fue de 0,8±0,3 g/l para la cepa DSM 571 y de 0,4 

±0,1 g/l para la cepa GSU5. En xilano de haya se obtuvieron 0,6±0,2 g/l para DSM 571, y 0,3±0,1 

g/l para GSU5. Finalmente, en RAC se obtuvieron 0,2±0,1 g/l para DSM 571, y 0,2±0,1 g/l para 

GSU5. De acuerdo a estos resultados, DSM 571 resultó ser levemente mejor productora de 

etanol a partir de los dos tipos de xilano utilizado, aunque no se observaron diferencias 

significativas. Por otra parte, en RAC, la producción de solventes fue similar en ambas cepas 

(Figuras 55 y 56).  

En cuanto a la producción de butanol, por un lado, se obtuvieron 0,03±0,01 g/l para la cepa 

DSM 571 y 0.026±0.007 g/l para la cepa GSU5 en xilano de maíz, y, por otro, 0,03±0,03 g/l para 

DSM 571 y 0,013±0,009 g/l para GSU5 en xilano de haya. En RAC, se obtuvieron 0,011±0,008 

g/l de butanol para DSM 571 y 0,010±0,006 g/l para GSU5. En este caso, se observó producción 

similar a partir de xilano de maíz y RAC entre ambas cepas, mientras que en xilano de haya la 

producción fue mayor en DSM 571 (p<0,05). 
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Figura 55. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las cepas se cultivaron en TCS 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 48 h. 

 

 

Figura 56. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5 y T. thermosaccharolyticum DSM 571. 
Las cepas se cultivaron en TCS suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en 

condiciones anaeróbicas durante 48 h. 
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3.2. Producción de solventes a partir de xilano y RAC en medio semidefinido TSD 

También se analizó la producción de metabolitos en el medio definido TSD suplementado con 

distintas fuentes de carbono. Dado que este medio tiene 17 veces menos extracto de levadura 

que el medio TSD, se considera más apropiado para evaluar la capacidad de las cepas de utilizar 

estas fuentes de carbono. 

Se observó que ambas cepas fueron capaces de producir solventes en las fuentes de carbono 

utilizadas. El principal producto fue ácido butírico para ambas, en todas las fuentes de carbono 

ensayadas. Tanto la producción de solventes como la DO fueron menores que en medio rico. 

La producción de etanol en xilano de maíz fue de 0,31±0,09 g/l para la cepa DSM 571 y de 

0,2±0,1 g/l para la cepa GSU5. En xilano de haya se obtuvieron 0,2±0,1 g/l para DSM 571 y 

0,13±0,09 g/l para GSU5. Finalmente, en RAC se obtuvieron 0.2±0,1 g/l de etanol para DSM 

571 y 0,14±0,09 g/l para GSU5. No se observaron diferencias significativas entre la producción 

de etanol por las cepas GSU5 y DSM 571 en ninguna de las fuentes ensayadas. 

En cuanto a la producción de butanol, se obtuvieron, por un lado, 0,018±0,00 g/l para la cepa 

DSM 571 y 0,02±0,01 g/l para la cepa GSU5 en xilano de maíz, por otro lado, 0,018±0,007 g/l 

para DSM 571 y 0,011±0,009 g/l para GSU5 en xilano de haya y, finalmente, 0,009±0,005 g/l 

para DSM 571 y 0,012±0,005 g/l para GSU5 en RAC. En este caso, se observó una buena 

producción en ambas cepas utilizando xilano de maíz, mientras que en xilano de haya la cepa 

DSM 571 produjo una mayor concentración de butanol (Figuras 57 y 58). No se observaron 

diferencias significativas entre la producción de etanol por las cepas GSU5 y DSM 571 en 

ninguna de las fuentes ensayadas. 

Si bien en este medio el crecimiento y por consiguiente la producción de metabolitos fue 

menor que en el medio TSC, permite una mejor idea del uso de los sustratos, ya que el medio 

contiene solo trazas de extracto de levadura, que también podría ser utilizado por las bacterias. 
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Figura 57. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las cepas se cultivaron en TSD 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 72 h. 

 

 

Figura 58. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5. Las cepas se cultivaron en TSD 
suplementado con diferentes fuentes de carbono, en tubos Hungate de 5 ml, en condiciones anaeróbicas 

durante 72 h. 
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4. Cultivos de GSU5 en fermentador utilizando xilano de maíz y RAC  

4.1. Estudio de la degradación de xilano y RAC en las fermentaciones. 

Se realizaron cultivos en medio TSC de T. thermosaccharolyticum utilizando 10 g/L de los 

sustratos complejos, en cultivos de 1.5 L en un bioreactor incubado a 60ºC. 

En primer lugar se analizó la degradación de xilano de maíz y RAC durante las fermentaciones. 

Para lo cual se analizaron mediante HPLC-UV los puntos de tiempos 0, 14, 21 y 36 horas luego 

de iniciada la fermentación. 

Con el xilano se observó que la proporción de azúcares de alto peso molecular fue 

disminuyendo en el transcurso de la fermentación observándose la mayor disminución en el 

punto de 36 horas. Se observó un aumento en los picos correspondientes a los pesos 

moleculares medios mientras que el pico correspondiente al tiempo de retención  de la xilosa 

(tr= 13,6) se observa que disminuye en el trascurso de la fermentación, sin duda debido a que 

la xilosa es consumida y utilizada para el crecimiento y la producción de metabolitos (Figura 

59). 

Cuando se analizó la proporción de hidratos de carbono de alto, medio y bajo peso molecular 

en cada punto de fermentación, se observó que al principio de la fermentación la mayor parte 

de los hidratos de carbono correspondían a peso molecular alto y luego los porcentajes de alto, 

medio y bajo se fueron equiparando (Figura 60). 

Con respecto al RAC se observó que disminuyeron los hidratos de carbono de peso molecular 

y aumentaron los picos correspondientes a xilosa (tr=13,8) y glucosa (tr=12,8) (Figura 61) 

Cuando se analizó la proporción de hidratos de carbono de alto PM se obtuvieron resultados 

similares a lo observado con xilano, ya que se observó que al principio de la fermentación la 

mayor parte de los hidratos de carbono correspondían a peso molecular alto y luego los 

porcentajes de alto, medio y bajo se fueron equiparando (Figura 62). 

 



Capítulo III 
 

134 
 

 

 

Figura 59. Degradación de xilano durante la fermentación analizado mediante HPLC-UV .tR =13,6 corresponde a 
xilosa. 

 

 

Figura 60. Composición de azúcares de los puntos de fermentación con xilano de maíz correspondientes a los 
tiempos 0, 14, 21 y 36 h obtenido mediante HPLC-UV. PM= peso molecular. 
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Figura 61. Degradación de RAC durante la fermentación analizado mediante HPLC-UV .tR =13,6 corresponde a 
xilosa. 

 

 

Figura 62. Composición de azúcares de los puntos de fermentación con RAC correspondientes a los tiempos 0, 
14, 21 y 36 h, obtenido mediante HPLC-UV. PM= peso molecular. 
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4.2. Producción de solventes a partir de xilano y RAC,  

Se realizaron cultivos en lote con la cepa GSU5 utilizando xilano de maíz y RAC como fuentes 

de carbono, para analizar la producción de solventes a mayor escala a partir de estos sustratos. 

El crecimiento fue mayor en cultivos de xilano, logrando 1,22 veces más de biomasa que con 

RAC 0,43 vs 0,35 g/l. La producción de solventes también fue más alta en xilano de maíz 

(Figuras 63 y 64). La concentración final de butanol obtenida fue 0,16 ± 0.07 g/l en xilano y 

0,10 ± 0,04 g/l en RAC, mientras que la concentración final de etanol fue 0,5 ± 0,1 g/l en xilano 

de maíz y 0,4± 0,1 g /l en RAC (Tabla 20). Sin embargo, en ninguno de los casos se observaron 

diferencias significativas. 

En el caso de los ácidos, la producción fue mayor en xilano, obteniéndose una mayor 

concentración de acetato en xilano que en RAC (1,1 vs 0,3 g/l; p<0,005), y de butirato en xilano 

de maíz que en RAC (4,4 vs 1,88 g/l; p<0,005). Mientras que la concentración de lactato fue 

similar en las dos fuentes de carbono (1,0±0,6 g/l en xilano de maíz y 1,0±0,5 g/l en RAC). 

El ácido butírico fue el producto principal en ambas fuentes de carbono, obteniéndose 4,4 ±0,1 

g/l en xilano y 1,88±0,07 g/l  en RAC (Tabla 20). 

Tabla 20. Productos de la fermentación con xilano de maíz y RAC. 

  
Concentración g/l 

  
Productividad volumétricaa 

g/(l.h) 

  Xilano RAC Xilano RAC 

Butanol 0,16±0,07 0,10±0,04 0,005±0,001 0,004±0,002 

Etanol 0,5±0,1 0,4±0,1 0,010±0,003 0,02±0,01 

Butirato 4,4±0,1 1,88±0,07 0,122±0,005 0,05 

Acetato 1,1±0,4 0,3±0,1 0,03±0,01 0,02 

Lactato 1,0±0,6 1,0±0,5 0,03±0,02 0,003 

Biomasa 0,43±0,09 0,31±0,05 - - 

GSU5 en medio TSC suplementado con xilano o RAC a 10 / L en un biorreactor, en condiciones anaerobias 
durante 36 h. Los resultados representan medias ± las desviaciones estándar correspondientes a tres cultivos 

independientes. a: g de producto / (tiempo, volumen) 
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Figura 63.  Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5 en TCS suplementado con xilano de 
maíz a 10 g/l en un biorreactor, en condiciones anaeróbicas durante 36 h. Se presentan datos de una 

fermentación representativa de tres réplicas independientes 

 

 

Figura 64. Producción de metabolitos en T. thermosaccharolyticum GSU5 en TSC suplementado con RAC a 10 g/l 
en un biorreactor, en condiciones anaeróbicas durante 36 h. Se presentan datos de una fermentación 

representativa de tres réplicas independientes 
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4.3. Comparación de los solventes producidos por GSU5 en las diferentes modalidades de 

cultivo 

Al igual que lo observado al utilizar monosacáridos, los cultivos de fermentadores 

correspondientes tanto a xilano de maíz como a RAC tuvieron mayor biomasa, y mayor 

producción de solventes que los cultivos en tubo de 5 ml.  

Con xilano de maíz se observó un aumento de la biomasa de 1,5 veces (0,3 vs 0,42) g/l. Por 

otro lado, se observó una cantidad relativa de butanol 6 veces mayor que en los tubos (0,03 vs 

0,16 g/l; p<0,05), sin embargo, la cantidad de etanol no aumentó significativamente.  

Con respecto al RAC, la biomasa aumentó 3 veces (0,1 vs 0,3 g/l), la cantidad de butanol 

aumentó 10 veces (0,01 vs 0,1 g/l; p<0,05), y en cuanto a la concentración de etanol no se 

observaron diferencias significativas.  

En cuanto a las cantidades relativas en xilano se observó un aumento de la cantidad de ácido 

butírico, butanol, y una disminución relativa de la cantidad de etanol, ácido láctico y ácido 

acético (Figura 65 A y B). 

En RAC, se observó un aumento de la cantidad de ácido butírico, butanol y etanol y disminución 

de las proporciones de los ácidos acético y láctico (Figura 65 C y D). Al igual que lo que ocurría 

en los monosacáricos (glucosa y xilosa) se observó un aumento relativo en la cantidad de 

butanol tanto en xilano de maíz como en RAC (Figura 65).  
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Figura 65. Distribución relativa (%) de metabolitos producidos por T. thermosaccharolyticum GSU5 en tubos de 
Hungate con xilano (A) y RAC (C) y, en fermentador con xilano (B) y RAC (D). 
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Discusión: Capítulo III 

1. Degradación de sustratos complejos 

La cepa GSU5 mostró capacidad de degradar sustratos complejos como el xilano de maíz y el 

residuo agrícola de caña de azúcar. Se pudieron identificar varias enzimas hidrolíticas que 

podrían estar involucradas en la utilización de estos sustratos. 

Se encontraron varias enzimas xilanolíticas, la mayoría de las cuales se organizan en un cluster, 

tanto en el genoma de GSU5 como en el de las otras cepas del género. Esta disposición es 

similar a la descripta en la cepa TG57 (T. Li et al., 2018).  

Se identificaron 3 posibles β-1,4-endoxilanasas en los genomas de las diferentes cepas de 

Thermoanaerobacterium, todas pertenecientes a la familia GH10 y con dominios de unión a 

carbohidratos CMB22. Esta familia de hidrolasas se encuentra ampliamente representada en 

organismos termófilos que se sabe que son termoestables. Por ejemplo, la endoxilanasa XynA 

de Thermotoga sp FjSS3-B.1, perteneciente a la familia GH10, es una de las hidrolasas más 

termostables con una temperatura óptima de 105°C (T. Collins, Gerday, & Feller, 2005). 

La estructura de los celulosomas y hemicelulosomas en las especies del género 

Thermoanaerobacterium capaces de degradar celulosa no ha sido dilucidada aún. Hay 

evidencia de la presencia de estas estructuras en T. thermosaccharolyticum TG57 que según 

los autores está compuesto por 8 escafoldinas con dominios S-Layer (SHL), 6 dockerinas y 7 

cohesinas (T. Li et al., 2018). Sin embargo en dicho trabajo no informan los locus tag de las 

dockerinas y cohesinas encontradas por lo cual resulta difícil identificarlas en otras especies. 

En este trabajo de tesis se encontraron varias proteínas con dominios SHL  aunque no pudimos 

probar la presencia de dockerinas y cohesinas.  

En este trabajo se evaluó la capacidad de la cepa GSU5 y la cepa de colección DSM 571 de 

degradar xilano. Se vio que ambas cepas son capaces de degradar este polímero y de utilizarlo 

para la producción de etanol y butanol. Sin embargo se observaron algunas diferencias, ya que 

en los espectros de RMN se observó que si bien ambas cepas son capaces de obtener xilosa a 
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partir de xilano de maíz, en el tiempo analizado la cepa DSM 571 deja restos principalmente 

de xilobiosa mientras que la cepa GSU5 de xilotriosa. Complementando estos estudios con el 

análisis bioinformático se observó que la cepa DSM 571 posee un mayor número de enzimas 

xilanolíticas (dos endoxilanasas y 3 xilosidasas) que la cepa GSU5 (1 endoxilanasa y 2 

xilosidasas). 

La producción de metabolitos y el crecimiento fue mayor en xilano de maíz que en xilano de 

haya. Esto puede deberse a que, como vimos en este trabajo, el xilano de maíz tiene alta 

proporción de oligosacáridos cortos, de hasta 7 monómeros de longitud, (Pu et al., 2016) y el 

xilano de haya tiene cadenas de mayor longitud. Por lo tanto el xilano de maíz es más 

fácilmente degradable. 

Con respecto a la degradación de celulosa, en GSU5 se encontraron varias β-glucosidasas y una 

exoglucanasa lo cual le permitiría degradar celobiosa, como se vio en esta tesis. Sin embargo, 

no se encontraron endoglucanasas, por lo que la degradación de oligómeros de celulosa o de 

celulosa cristalina estaría limitada a la acción de la exoglucanasa. De hecho, al inicio de este 

trabajo de tesis se intentó sin éxito cultivar GSU5 en celulosa cristalina. 

Sin embargo, se observó que tanto la cepa GSU5 como la cepa DSM 571 son capaces de crecer 

utilizando biomasa lignocelulósica (RAC). Cabe recordar que el RAC utilizado posee un 25% de 

hemicelulosa la cual está compuesta principalmente por xilano (Saha, 2003), por lo cual el 

crecimiento en esta fuente de carbono puede deberse principalmente a la utilización de xilano. 

Previamente se ha descripto que la cepa T. thermosaccharolyticum W16 es capaz de producir 

hidrógeno a partir de biomasa lignocelulósica tratada con ácido (Cao et al., 2009) y sin 

tratamientos (Cao et al., 2014).  

Trabajos anteriores mostraron que la cepa TG57 es capaz de crecer en celulosa cristalina (T. Li 

et al., 2018). Esta cepa es la única cepa secuenciada del género en la que pudimos identificar 

una enzima con posible actividad endoglucanasa. Existen reportes de otras cepas no 

secuenciadas que también son capaces de degradar celulosa cristalina (Chimtong et al., 2011). 
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2. Producción de solventes a partir de sustratos complejos 

La cepa GSU5 fue capaz de producir múltiples ácidos orgánicos y alcoholes en diferentes 

fuentes de carbono de manera similar a la cepa control DSM 571. El principal ácido producido 

fue el ácido butírico, el producto metabólico más abundante en la mayoría de las condiciones.  

Estos resultados son similares a los obtenidos en estudios previos realizados utilizando T. 

thermosaccharolyticum DSM 571 cultivado en celobiosa (Bhandiwad et al., 2013), y también 

usando la cepa M5 cultivada en xilano (Jiang et al., 2018). En contraste, Li et al informaron que 

T. thermosaccharolyticum TG57 produce butirato, acetato y butanol, pero no etanol, cuando 

se cultiva con glucosa, celobiosa, celulosa o xilano (T. Li et al., 2018). 

Cuando GSU5 se cultivó en biorreactores, logró una mayor biomasa, y se observaron algunas 

diferencias en las cantidades relativas de ácidos y alcoholes producidos. Por ejemplo, mientras 

que el butirato era el metabolito más abundante producido en cultivos de tubos de 5 ml 

utilizando todos los sustratos probados, incluyendo glucosa y xilosa, los cultivos de 

fermentadores con esos sustratos tenían una mayor proporción de alcoholes. Además, el 

etanol fue el metabolito más abundante en cultivos de glucosa. Esto podría sugerir que, en 

cultivos de mayor densidad, el flujo de carbono hacia la síntesis de alcoholes aumenta 

contribuyendo a la reoxidación del exceso de NADH o NADPH, favoreciendo así la producción 

de alcoholes sobre ácidos.  

Los anaerobios solventogénicos como la bacteria modelo C. acetobutylicum, ampliamente 

estudiada, tienen un comportamiento de fermentación caracterizado por dos fases distintas: 

la formación de ácidos durante la primera fase es seguida por una fase solventogénica en la 

que el crecimiento se ralentiza y se producen solventes (Amador-Noguez, Brasg, Feng, Roquet, 

& Rabinowitz, 2011). Cuando se analizó la dinámica de la producción de ácidos y alcoholes en 

T. thermosaccharolyticum GSU5, se observó que la síntesis de metabolitos acompañaba el 

crecimiento, y no se pudo distinguir una fase solventogénica clara. Esto se había informado 

para T. thermosaccharolyticum M5 (Jiang et al., 2018) y la observación cuidadosa de las curvas 

de metabolitos que se muestran en los estudios realizados con diferentes cepas de 



Capítulo III 
 

143 
 

Thermoanaerobacterium solventogénicas muestran que en todos los casos se sintetizan 

alcoholes y ácidos durante todo el crecimiento. Esto se puede percibir claramente en un 

trabajo realizado con la cepa DSM 571 (Freier-Schröder et al., 1989) y en las curvas de 

metabolitos mostradas en estudios que analizan la producción de hidrógeno en diferentes 

cepas de T. thermosaccharolyticum (Cao et al., 2009, 2014; Khamtib & Reungsang, 2012), 

utilizando azúcares o biomasa lignocelulósica para el crecimiento. Estos resultados sugieren 

que la solventogénesis en Thermoanaerobacterium no está sujeta a los mismos mecanismos 

reguladores descritos para el metabolismo ABE en Clostridium. 
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Conclusiones 

1. Relaciones filogenéticas en el género Thermoanaerobacterium 

En este trabajo se describió una nueva cepa perteneciente al género Thermoanaerobacterium, 

GSU5. La secuenciación de su genoma reveló que posee un tamaño de 2,7 kb. 

El genoma se anotó en la plataforma RAST annotation y se obtuvieron 339 subsistemas, 44% 

de secuencias codificantes y 897 marcos de lectura abiertos (ORF) que corresponden a 

proteínas hipotéticas. 

Los estudios filogenéticos realizados mediante distintas técnicas bioinformáticas mostraron 

que la cepa pertenece a la especie T. thermosaccharolyticum y que presenta una gran similitud 

con la cepa T. thermosaccharolyticum TG57. 

En este trabajo se analizaron también las relaciones filogenéticas entre todas las cepas de las 

especies con ejemplares secuenciados del género Thermoanaerobacterium. Nuestros 

resultados indican que sería necesario realizar una revisión de las clasificaciones existentes 

debido que muchas no coinciden con los resultados de las similitudes in sílico de los genomas. 

Este es el caso de las cepas NTOU1 y SCUT27. 

Por último el análisis del pan genoma de la especie T. thermosaccharolyticum reveló que se 

trata de genomas bastante diversos debido al gran porcentaje de genes cepa específicos que 

fueron encontrados.  

2. Caracterización metabólica  

En este trabajo se realizó un estudio genómico comparativo de las vías metabólicas presentes 

en las especies con cepas secuenciadas del género Thermoanaerobacterium. 

Se lograron identificar los genes involucrados en la síntesis de solventes y ácidos en todas las 

cepas secuenciadas del género.  
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El análisis del genoma de nuestra cepa GSU5 y la comparación con los genomas de otras 

especies del género secuenciadas permitieron elucidar los caminos metabólicos de síntesis de 

solventes y ácidos, estableciendo dos vías metabólicas posibles: la de las cepas productoras de 

butanol y las no productoras de butanol (Figura 66). 

 

Figura 66. Resumen de las características principales de las cepas productoras y no productoras de butanol. En 
rosa se indican las cepas utilizadas en este trabajo y en negrita los genes que coinciden en los dos grupos. 

 

Las cepas productoras de butanol poseen el operón bcs, cuyos productos permiten la síntesis 

de butiril-CoA a partir del cual se sintetiza el butanol. Además, presentan el gen but cuyo 

producto permite la síntesis de butirato a partir de butiril-CoA en un solo paso. 
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Las cepas no productoras de butanol no poseen el operon bcs ni el gen but, sin embargo, tienen 

los genes ptb y buk, los cuales en Clostridium acetobutylicum conforman la vía de síntesis de 

butirato a partir de butiril-CoA de dos pasos. La incapacidad que presentan estas cepas de 

producir butiril-CoA, combinado con la organización genética observada, nos llevó a proponer 

que en estas cepas ptb y buk estarían involucrados en otro camino metabólico, como la 

degradación de aminoácidos aromáticos.  

El metabolismo de las cepas de Thermoanaerobacterium productoras de butanol difiere del 

metabolismo productor de butanol Clostridium acetobutylicum. Entre las diferencias más 

importantes están la falta de síntesis de acetona, una vía de producción de butirato diferente, 

y la regulación de las fases de síntesis de solventes y ácidos que, en el caso de 

Thermoanaerobacterium, no sigue el modelo bifásico  

3. Producción de metabolitos  

En este trabajo se analizó la capacidad de la nueva cepa GSU5 de producir metabolitos a partir 

de distintas fuentes de carbono y en diferentes condiciones de cultivo. 

La cepa GSU5 fue capaz de producir solventes y ácidos utilizando distintas fuentes de carbono: 

monosacáridos, disacáridos, polisacáridos (xilano de haya y de maíz) y biomasa lignocelulósica 

(RAC).  

En la modalidad de cultivo tubos Hungate, el producto principal es el ácido butírico, tanto en 

monosacáricos, como en xilano y RAC. No se observaron diferencias significativas en la 

producción de alcoholes en glucosa, xilosa, xilano y RAC, ni en la producción de butirico, pero 

en xilano se obtuvieron mayores concentraciones de ácido acético y láctico (p<0,05) (Figura 

67).  

Cuando se escalaron los cultivos a fermentadores,  no se observaron diferencias significativas 

en las concentraciones obtenidas en las distintas fuentes de carbono. Con respecto al etanol, 

en xilano y RAC se observaron concentraciones bajas. En xilosa, se observó una concentración 

significativamente mayor que en RAC y xilano (p<0,05), y en glucosa se obtuvo la mayor 
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concentración (p<0,05). Con respecto a los ácidos y a la biomasa, no se observaron diferencias 

significativas entre las fuentes ensayadas (Figura 68). 

 

Figura 67. Comparación de la producción de metabolitos en tubos Hungate utilizando la cepa GSU5. A: Todos 
los metabolitos. B: Detalle de butanol.  

 

Figura 68. Comparación de la producción de metabolitos en fermentadores utilizando la cepa GSU5. A: Todos 
los metabolitos. B: Detalle de butanol. 

 

Se han estudiado varias especies de Thermoanaerobacterium para la producción de diferentes 

bioproductos. Entre ellos, T. thermosaccharolyticum parece ser el más prometedor, y se han 

analizado diferentes cepas como candidatas para la producción de hidrógeno (Cao et al., 2014), 

etanol (Bhandiwad et al., 2013, 2014; Jiang et al., 2018; T. Li et al., 2018) y 1,2 propanodiol 
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(Altaras, Etzel, & Cameron, 2001; Cameron & Cooney, 1986) a partir de varias fuentes de 

carbono, incluida la biomasa lignocelulósica.  

En resumen, en este trabajo pudimos caracterizar una nueva cepa, T. Thermosaccharolyticum 

GSU5, que al igual que otras cepas de la especie es capaz de utilizar una gran variedad de 

azúcares y producir solventes a partir de ellas. Además, la cepa GSU5 posee la capacidad de 

degradar biomasa lignocelulósica y producir solventes a partir de ella, lo cual permitiría 

considerarla como candidata en procesos CBP en los cuales se podría obtener biocombustibles 

a partir de biomasa lignocelulósica (Figura 69). 

 

Figura 69. Resumen de las características principales de la cepa GSU5. 

 

Perspectivas  

El conocimiento de la fisiología y propiedades metabólicas únicas de estos microorganismos 

permitirá su uso para obtener bioproductos biotecnológicamente relevantes en procesos 

sostenibles y respetuosos con el medio ambiente. 
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Como perspectivas se propone mejorar las condiciones de las fermentaciones para lograr una 

mayor producción debido a que, por falta de tiempo, en este trabajo no se pudieron hacer 

todas las pruebas necesarias. Por ejemplo, se podría repetir las fermentaciones ajustando el 

pH a 7 dado que esta cepa no presenta un comportamiento bifásico.  

Por otro lado, resta profundizar el estudio de la degradación de hidratos de carbono complejos. 

Se podría profundizar el análisis de las enzimas identificadas midiendo las actividades y 

completar el estudio con un análisis proteómico.  
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