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Resumen

La transformacion del gas de sintesis en productos quimicos y combustibles se caracteriza,
actualmente, por emplear procesos fisico-quimicos que operan a altas presiones y
temperaturas donde el syngas procede de fuentes no renovables. Sustituir las materias
primas no renovables por biomasa y llevar a cabo la conversion biologica del syngas para
obtener productos quimicos de alto valor constituye una alternativa sostenible y rentable
a estos procesos convencionales, lo que hace que exista un gran interés por optimizar los
procesos de fermentacion de esta mezcla gaseosa. En este contexto, el objetivo de este
trabajo fue conocer el comportamiento de la cepa Acetobacterium woodii en presencia de
diferentes concentraciones de gas de sintesis. En un primer ensayo, donde se trabajo con
una atmoésfera formada por un 20 y un 30% de syngas, sblo se observo el crecimiento de
la cepa en una de las botellas con el 20% de gas de sintesis, comprobandose asi que A.
woodii era capaz de consumir el 5% de CO presente en ella. Bajo estas condiciones se
alcanzo6 una concentracion de 268,16 mgL-1 de acido acético en el medio y se observé un
crecimiento en dos etapas, marcadas por la concentracion de CO y diferenciadas por la
velocidad de consumo del CO, CO2 y Ho. Esto sugiere que el consumo de H> y CO2 puede
verse inhibido cuando la concentracion de CO supera el #2,3%. Tras obtener un cultivo de
A. woodii adaptado a la presencia de CO, este fue empleado como inéculo en un segundo
ensayo donde se trabajé con un 30, 40 y 50% de syngas, pero no se llegé a observar
crecimiento de la cepa en este experimento.

Palabras clave: Acetobacterium woodii, Bacterias acetogénicas, Biorrefinerias, Gas de
sintesis, Produccion de acido acético
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Abstract

Nowadays, the conversion of synthesis gas to chemical products and fuels is based on
physicochemical processes, which operate at high temperatures and pressures, and on the
use of non-renewables sources as feedstock for syngas production. The use of biomass as
raw material in the syngas synthesis and its biological conversion into high valuable
chemical products constitute a sustainable and cost-effective alternative to conventional
processes. Therefore, there is an increasing interest for the optimization of syngas
fermentation processes. In this context, the present study investigated the tolerance of the
acetogen Acetobacterium woodii to different syngas concentrations. To this aim, the strain
was first exposed to gas atmospheres containing 20 and 30% synthesis gas. This
experiment showed that A. woodii could consume 5% CO contained in one of the 20%
synthesis gas bottles, while reaching 268,16 mgL?1 acetic acid concentration in the
medium. Under these conditions, a two-phase growth was observed depending on the CO
concentration, a lag and an exponential stage, characterized by different CO, CO2 and H»>
consumption velocity. The results suggest an inhibition of H> and CO2 consumption when
CO concentration is higher than #2,3%. On the contrary, no growth was observed under any
of the other conditions studied. Finally, the culture of A. woodii adapted to CO presence
was used as inoculum in a second test under gas atmospheres of 30, 40 and 50% of
synthesis gas, although no growth of the strain was recorded regardless of the
concentration.

Key words: Acetobacterium woodii, acetogens, biorefineries, synthesis gas, acid acetic
production
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1. Introduccion

1.1.Biorrefinerias como alternativa a las industrias actuales

El interés actual por acelerar la transicion hacia una economia circular, basada en la
reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEIs) e independiente de los
combustibles fosiles, ha hecho que exista un creciente interés por desarrollar una industria
donde se fomente la generacion de productos quimicos de base biologica (European
Comission, 2021). Esta idea se ve impulsada con la gran variedad de materiales y formas
de energia que pueden obtenerse empleando la biomasa como materia prima,

apostandose asi por el desarrollo de las biorrefinerias como alternativa a las industrias
actuales.

Se considera biorrefineria a la industria basada en la transformacion de biomasa en
energia y/o en una amplia variedad de productos, donde los impactos ambientales se ven
reducidos, constituyendo la base para impulsar una economia respetuosa con el medio
ambiente (Lindorfer etal., 2019) (Figura 1). Cuando se habla de biomasa, se hace
referencia a la materia organica procedente de las plantas y los animales que, atendiendo
a su procedencia, puede clasificarse en residuos y productos agricolas, forestales,

industriales, urbanos y procedentes de la acuicultura (Cherubini, 2010).
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Figura 1. Principales aplicaciones de la biomasa como materia prima
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Actualmente existen un total de 298 plantas en Europa que encajan dentro del concepto
de biorrefineria, empleando la mayoria de ellas residuos y productos agricolas como
materia prima (Baldoni et al., 2021). De todas ellas, 95 se dedican a la produccion de los
conocidos como ‘building blocks’, los productos quimicos mas comercializados a nivel
mundial, destacando también la produccion de polimeros (76 plantas) y fibras (72
plantas), como se muestra en la Grafica 1. Para el sector de produccion de materiales y
guimicos de base biolégica se ha estimado, en un escenario 6ptimo, un incremento en la
produccion desde las 4,6 millones de toneladas en 2018 hasta las 7,7 millones de

toneladas en 2030 (European Comission, 2021).
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Gréfica 1. Numero de biorrefinerias seglin su producto final en Europa en 2021 (Baldoni et al.,
2021)

A pesar de todas las ventajas que presenta la transicion hacia esta forma de produccion
sostenible, alin existen ciertas limitaciones en su aplicacion. Por un lado, debe destacarse
el alto coste de produccion de los cultivos destinados a la generacion de energia, junto con
el peso econémico asociado a su transporte. Por otro, si no existe una transiciéon en
cascada en todos los sectores, se puede llegar a una situacion de competencia por el uso
de las tierras (Lindorfer etal., 2019). Por todo ello, la evaluacion exhaustiva de los
aspectos ambientales, econdmicos y tecnoldgicos, y la optimizacion de este tipo de
procesos, son imprescindibles para facilitar la transicion necesaria hacia una economia

circular, libre de recursos fosiles y mas comprometida con el cuidado del medio ambiente.
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1.2.Gas de sintesis, estado del arte

La transicion hacia un sistema de produccion mas sostenible supone llevar a cabo un
cambio en aquellos sectores que, tradicionalmente, se han caracterizado por emplear
recursos no renovables en sus procesos. Dentro de este grupo se encuentra la gasificacion
con la que se genera el gas de sintesis, donde la posibilidad de emplear biomasa como

materia prima abre las puertas a conseguir un cambio hacia la sostenibilidad del proceso.

1.2.1. Composicion y formas de obtencion

El gas de sintesis, también conocido como syngas, es una mezcla gaseosa formada
principalmente por CO e hidrégeno (H2) junto con otros compuestos que aparecen en
menor proporcion, como dioxido de carbono (CO2) o metano (CH4). Se genera,
principalmente, por la gasificacion de compuestos con un alto contenido en carbono,
donde éstos son sometidos a elevadas temperaturas para llevar a cabo una combustion
incompleta empleando un agente gasificante que actla como comburente (Mondal et al.,
2011). Como se muestra en la Figura 2, este proceso consta de dos etapas principales, el
acondicionamiento de la materia prima mediante su secado y un proceso de pir6lisis que,
seguido de diversas reacciones, tiene como resultado un residuo sélido y el gas de sintesis.
Cabe destacar que el syngas obtenido se caracteriza por presentar impurezas como
alquitranes, compuestos de azufre, etc. que, por lo general, deben ser eliminados antes

de su uso (Sikarwar et al., 2016)
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GASES FASE LIQUIDA COMPUESTOS OXIGENADOS FASE SOLIDA
(CO, Hy, CH,...) (alquitranes, aceites...) (fenoles, acidos...) (cenizas)

Craqueo, reformado, combustion, desplazamiento del agua Gasificacion, combustién, desplazamiento del agua

CO, H;, CH,, H,0, CO,, productos del craqueo CO, Hy, CH,, H,0, CO,, cenizas

REACCION GLOBAL: Biomasa > CO + Hy ( + CO,  + CH,y ) + alquitranes , + H,0 ; + HS () + C) + elementos traza

Figura 2. Esquema del proceso de gasificacion (Sikarwar et al., 2016)

Existen diversos factores que influyen en la calidad y caracteristicas del producto final, asi
como en la eficiencia del proceso. Uno de ellos es la materia prima de partida ya que, como
se muestra en la Tabla 1, determinara en gran medida la composicion que presentara el
gas de sintesis final, asi como su produccion y los requerimientos energéticos de la etapa
de secado (Sikarwar et al., 2017).

Tabla 1. Composicion del gas de sintesis en funcion de la materia prima empleada en la
gasificacion

Composicion del gas de sintesis (%v/v)
Referencia
Cco H2 CO2 CHa

Fango de depuradora 19,5-31,6 5,1-8,1 13,3-16,5 0,9-1,5 Ciliberti et al., 2020

Fango espesado de

depuradora 8-14 ~13 13-16,7 2-4,2 Judex et al., 2012
Residuos municipales 22-24 8-23 6-15 0-3 Niu et al., 2013
Digestato 10-14 9-12 12-14 34 Freda et al., 2019
Petréleo 30-60 25-30 5-15 - Saroha et al., 2017
Carbén 14,5-36  36-38,3 23-32 5-12,5 Chen et al., 2017
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La materia prima de partida puede ser tanto un recurso renovable (biomasa) como no
renovable (carbon, petréleo, etc.). A pesar de que la produccion de gas de sintesis
tradicionalmente se ha basado en el empleo del gas natural, carbdon o fracciones derivadas
del petréleo como materia prima, existen varias razones por las cuales interesa sustituir
estos recursos. El alto contenido en azufre y metales que presentan estos compuestos, asi
como la tendencia actual hacia el abandono del uso de los combustibles fésiles, son
puntos a favor de la obtencion de esta mezcla gaseosa a partir de la gasificacion de
biomasa, con una huella de carbono neutra y un menor requerimiento energético que
empleando recursos como el carbon o el petroleo (Mondal et al., 2011). Las 15 nuevas
plantas de gasificacion a partir de biomasa que se encuentran actualmente en fase de
construccion en Europa, sumandose a las 124 ya existentes (Figura 3), demuestran una

tendencia hacia este cambio en el tipo de recursos empleados (IEA Bioenergy, s. f.).
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Figura 3. Plantas de gasificacion de biomasa activas en Europa (IEA Bioenergy, s. f.)

1.2.2. Aplicaciones del gas de sintesis

Una vez obtenido el syngas, éste puede destinarse a la produccién de combustibles,
energia y a la sintesis de productos quimicos de gran interés. En la Grafica 2 se observa
que la obtencién de quimicos como metanol o amoniaco es el principal uso que se le da a
esta mezcla gaseosa, seguido por la produccion de combustibles y, en menor proporcion,

por la generacion de electricidad.
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Grafica 2. Productos derivados del gas de sintesis en 2021, expresados en millones de Nm3/h
(Barton, 2021)

Como se muestra en la Figura 4, parte de estos productos se obtienen de forma directa
del gas de sintesis, como es el caso del metanol (CH30H) o de los combustibles generados
mediante el proceso de Fischer-Tropsch, mientras que otros emplean compuestos
purificados a partir del mismo, como la produccion de amoniaco (NHs) donde se utiliza el
H> presente en la mezcla gaseosa. Sin embargo, todos estos procesos se llevan a cabo a
elevadas temperaturas y presiones de operacion y precisan de un acondicionamiento de
la composicion del syngas previo a su utilizacion (GSTC, s. f.; Liew et al., 2016; NETL, s. f.).
Estos factores hacen que disminuya la versatilidad del proceso y suponen un aumento de
la energia externa que debe suministrarse al mismo. Por ello, existe un gran interés en
buscar procesos alternativos donde estas limitaciones se vean solventadas, como puede

ser la fermentacion biologica de los compuestos de un solo carbono (CO y CO2).

Procesos en fase gas Metanol (CH30H) | 2 H, + CO — CH,0H

Fuels

Proceso de Fischer-Topsch Lubricantes (2n+1)H, + nCO — C Hypp + NH0

CO +H,

Petroquimicos

Gas de sintesis

Reaccion de desplazamiento agua-gas Hidrégeno (H,) ‘ CO +H,0 » H, + CO,

Proceso Haber-Bosch Amoniaco (NH5) N + 3H, — 2NH;,

Figura 4. Esquema de los principales productos derivados del gas de sintesis y su proceso de
obtencion.
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1.2.3. Biorrefinerias asociadas a la fermentacion de CO

La conversion del syngas en compuestos quimicos a través de una fermentacion presenta
varias ventajas frente a la conversion mediante procesos fisico-quimicos. Si se compara,
por ejemplo, con el proceso de Fischer-Tropsch (Tabla 2) puede comprobarse que las
diferencias en las condiciones de operacion son mas favorables, ya que no se requiere de
elevadas presiones ni temperaturas. Sin embargo, la mayor ventaja se encuentra en el
catalizador que emplea cada proceso. En el proceso de Fischer-Tropsch se utilizan
catalizadores metalicos que requieren de un gas de sintesis con una elevada pureza para
evitar su envenenamiento, asi como un ratio H2:CO especifico (Basu, 2018). Esto hace
necesario que exista una etapa de acondicionamiento del syngas, que actualmente
supone un 60-70% del coste de operacion de la planta (Daniell et al., 2012). Por el
contrario, los microorganismos empleados en las fermentaciones son capaces de tolerar
un rango mas amplio de concentraciones de Hz y CO, siendo ademas menos sensibles
ante la presencia de ciertos contaminantes y operando a temperatura y presion ambiente
(Molitor et al., 2016).

Tabla 2. Principales diferencias entre el proceso de Fischer-Tropsch y la fermentacion del syngas
(Molitor et al., 2016)

Proceso de Fischer Tropsch Fermentacion del syngas
Temperatura 150-300°C 37°C
Presion 30 bar Atmosférica
Catalizador Co,RuoFe Microorganismos
Ratio H2:CO 2:1 Variable
Productos Combustibles y lubricantes Acético, etanol, lactato...

Este aspecto es de gran importancia, ya que sustituir el proceso de Fischer-Tropsch por
una fermentacion no sélo supondria abaratar los costes de purificacion del gas de sintesis,
sino también ampliar las materias primas que pueden ser empleadas en los procesos de
gasificacion. En este contexto, la obtencion del syngas mediante la gasificacion de
biomasa cobra una gran importancia, ya que la variabilidad en la composicion de la mezcla
gaseosa que se mostraba en la Tabla 1 no supondria un problema para las bacterias que
actuan en la fermentacion. Ademas, aprovechar la biomasa residual en este tipo de

procesos es de gran interés, ya que impulsa el abandono de recursos no renovables en un

7
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sector donde el carbdn y el gas natural son las materias primas mas empleadas (Grim

etal., 2019).

Por otro lado, también es importante destacar que la fermentacion del gas de sintesis
permite la conversion del CO, CO2 y H2 principalmente en acido acético y etanol, pero
también posible la produccién de otros acidos organicos y alcoholes como el butanodiol o
el acido lactico (Figura 5) (Bae et al., 2022). Todos estos productos son sintetizados de
forma natural por bacterias acetogénicas, que son aquellas capaces de emplear el CO y
CO2 en presencia de H2 como fuente de carbono en ausencia de oxigeno (Molitor et al.,
2016). A parte de estos cuatro compuestos que son obtenidos de forma natural en el
proceso de fermentacion, a través de la modificacion de las rutas metabdlicas de las
bacterias acetogénicas pueden obtenerse otros productos de un mayor valor ahadido

como butirico, butanol, acido hexanoico, etc. (Liew et al., 2016).
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Figura 5. Esquema del proceso de fermentacion del gas de sintesis y los productos resultantes
(Liew et al., 2016)
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Sin embargo, llevar este tipo de fermentacion a escala industrial requiere de una
optimizacion del proceso debido a las limitaciones actuales que presenta. Una de las mas
importantes es la baja solubilidad de compuestos como el CO, CO2y Hz (9,7-106, 3,3.104
y 2,6:106molm=3Pala 298,15 K, respectivamente (Sander, 2015)), lo que hace necesario
favorecer su transferencia a la fase liquida para garantizar la disponibilidad de sustrato
para las bacterias responsables del proceso de fermentacion (Schiel-Bengelsdorf & Durre,
2012). Puesto que incrementar el flujo de syngas empleado podria suponer una
disminucion en la generacion de producto respecto al carbono introducido en la
alimentacion, este problema debe solventarse mediante la seleccion de un reactor donde
la transferencia de materia se vea incrementada, como son las columnas de burbujeo con
difusores de burbuja fina (Liew et al., 2016). Por otro lado, la presencia de alquitranes en
el gas de sintesis que afectan negativamente a las bacterias y provocan problemas
mecanicos de operacion. Por ello, es necesaria su eliminacion, ya sea mediante su
minimizacion o destruccion en el propio gasificador o mediante un proceso de purificacion
posterior (Sikarwar et al., 2016). Finalmente, puesto que hasta ahora Gnicamente se han
alcanzado altas productividades de etanol y acético en este tipo de bacterias, es
fundamental optimizar las condiciones de operacion e incrementar la sintesis de
compuestos con un mayor valor de mercado, como el butanol o el acido hexanoico, de los
gue aun se reportan bajas concentraciones y selectividades a través de este tipo de

fermentacion (Baleeiro et al., 2019)

1.3.Bacterias acetogénicas. Género Acetobacterium

Entre las diversas especies capaces de emplear el CO y CO2 como fuente de carbono, las
bacterias acetogénicas destacan porque el producto final de su metabolismo no es
siempre el acido acético (Schuchmann & Miller, 2016). El acetil-CoA que se genera en la
ruta de Wood-Ljungdahlii (WL), que es la que permite la metabolizacion del CO y CO2 en
presencia de Ho, puede ser empleado tanto para producir acético como para generar
productos de fermentacion que son de mayor interés, como el etanol o el 2,3- butanodiol
(Liew et al., 2016).
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Dentro de las bacterias acetogénicas, el género Acetobacterium es uno de los mas
estudiados. Fue descubierto por Balch et al. (1977), quienes lo describieron como una
bacteria anaerobia gram positiva capaz de oxidar el H2 y reducir el CO2 a acido acético, al
igual que era capaz de fermentar sustratos organicos como fructosa o formiato.
Concretamente, la cepa que aislaron fue Acetobacterium woodii, que se ha convertido en
el modelo de estudio metabdlico de las bacterias acetogénicas (Bengelsdorf et al., 2018).
Aunque el acido acético sea el producto principal del metabolismo de esta cepa, diversos
estudios reportan la produccion de otros compuestos que se sintetizan de forma natural
como productos del metabolismo, asi como otros que pueden sintetizarse mediante

ingenieria genética (Liew et al., 2016).

1.3.1. Ruta metabdlica de degradaciéon de COy CO>

Como se ha indicado anteriormente, el CO y CO2> son metabolizados por las bacterias
acetogénicas a través de la ruta de Wood-Ljungdahlii, actuando ambos sustratos como
fuente de carbono y energia. Esta ruta se encuentra formada por dos ramas distintas
(metilo y carbonilo) cuyo inicio es ligeramente distinto en funcién del sustrato de partida
(Figura 6). Cuando se parte del CO, es necesaria su oxidacion a CO2 como paso previo a la
formacion de formiato (HCOOH), lo que se lleva a cabo a través de la reaccion biologica de
desplazamiento del gas del agua (Ec. 1) mediante la actuacion de la enzima CO
deshidrogenasa (CODH) (Schiel-Bengelsdorf & Durre, 2012). Por el contrario, cuando el
sustrato es CO», debe producirse su reduccion a CO en la rama carbonilo a través de la
actuacion del complejo enzimatico CO deshidrogenasa y acetil-CoA sintasa (CODH/ACS)
(Schuchmann & Mdaller, 2014).

CO + H,0 - CO, + 2H* [Ec.1]

En ambos casos, al HCOOH obtenido se acopla a la coenzima tetrahidrofolato (THF) para
después producirse una serie de reducciones que tienen como resultado final un grupo
metilo (CHs-), que es transferido a la proteina hierro-azufre (CoFeSP) que actuara como
donadora de este grupo (De Tissera et al., 2019). Finalmente, el CHz- y CO generados se
fusionan a la coenzima A (CoA) por la actuacion del complejo enzimatico CODH/ACS,
teniendo como resultado la sintesis del acetil-CoA que sera el precursor metabdlico de un

gran amplio abanico de compuestos.
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Por dltimo, cabe destacar que la metabolizacion del CO2 requiere de la presencia de Ha
como agente reductor. Esto se debe a que su oxidacion permite generar electrones (e’) que
participan en la ruta WL, siendo necesaria la actuacion de la enzima hidrogenasa (H2asa)
(Schuchmann & Mdller, 2014).

— 2[H] Rama metilo
}— ATP

[CHOJ-THF
[CH]£THF co ------1 co
F 2[H]
[CH,]=THF
2[H]
[CH-THF

Rama carbonilo

[CH,]-CoFeSP
Productos derivados

Productos naturales e .
CODH/ACS de modificacién genética

_______________

Acido acético
Etanol . Isopropanol
PR R I
Lactato Acetil-CoA ! Butanol
2,3-Butanodiol I Etc.

'
| Acetona
1

[ —

Figura 6. Esquema de la ruta de Wood-Ljungdahlii donde se muestran los sustratos empleados
(azul), los intermediarios metabdlicos (rojo) y las enzimas que participan en el proceso (amarillo)
(Bae et al., 2022)

1.3.2. Productos de fermentacioén del gas de sintesis

Como se ha indicado anteriormente, el producto principal sintetizado en la ruta de WL es
el acido acético, cuya produccion se ha reportado en todas las bacterias acetogénicas
siendo, en la mayoria, el Unico producto de fermentacion (Daniell et al., 2012). Este
compuesto es uno de los mas empleados en la industria quimica debido al gran ndmero
de aplicaciones que presenta (productos de limpieza, fertilizantes...), alcanzando una
capacidad de produccion mundial de 17,9 millones de toneladas en 2018 (Fernandez,
2021). En la actualidad, su sintesis se basa en una carbonilacion catalitica del metanol,
donde se opera a 180-220°Cy 30-40 atm (Yoneda et al., 2001). La posibilidad de trabajar

bajo unas condiciones mas suaves hace que sea de interés sustituir este proceso
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petroquimico tradicional por uno biolégico, como es la fermentacion del syngas. Por
ejemplo, dentro del género Acetobacterium, las condiciones de crecimiento Optimas
reportadas para la cepa Acetobacterium woodii son 30°Cy un pH de 6,8 (Liew et al., 2016),
valores similares a los observados para otras especies como A. wieringae (30°Cy pH 7,6)
(Braun & Gottschalk, 1982). Para la primera, se ha obtenido una productividad maxima de
acido acético de 7,4 gL-1d1, alcanzada en un proceso en batch donde se empleaba CO>
como sustrato (Demler & Weuster-Botz, 2011); en este ensayo, la concentracion final de
acético que se alcanzé6 fue 44 gL1, la maxima reportada. El empleo de gas de sintesis
como sustrato para esta misma cepa soélo ha sido publicado en el trabajo de Bertsch &
Muller (2015), quienes observaron que, al emplear CO como fuente de carbono y energia,
tanto la produccion de acético como el crecimiento de A. woodii se ven afectados
negativamente a elevadas concentraciones. Concretamente, trabajar con un porcentaje
superior al 10% de CO hacia que el ratio de produccion de acético disminuyera
drasticamente respecto al crecimiento en presencia de H2 y CO2, al igual que la tasa de
crecimiento. Un comportamiento distinto se observa para la cepa A. wieringae JM, la cual,
segln Arantes et al. (2020), es capaz de crecer con un 100% de CO, obteniéndose en el

medio de cultivo una concentracion final de casi 1,2 gL-1 de acético.

Otro producto de gran interés sintetizado por las bacterias acetogénicas es el etanol,
compuesto que destaca por ser un combustible alternativo a la gasolina (ECHA, s. f.). La
produccion de este compuesto en A. woodii s6lo se ha reportado empleando glucosa como
fuente de carbono y cuando el medio mineral presentaba concentraciones de fosfato entre
0,2 y 8,4 mM (Buschhorn et al., 1989). Sin embargo, en el caso de la cepa A. wieringae
JM, Arantes et al. (2020) observaron una cierta produccion de etanol empleando un 100%
de CO, aunque la concentracion no super6 los 0,1 gL1. Estos valores muestran que no
puede esperarse una alta produccion de etanol por parte de las especies del género

Acetobacterium.

A pesar de que la produccién de acido acético y etanol empleando gas de sintesis como
sustrato ya se ha probado y estudiado en diversos trabajos, el interés actual en lo relativo
a los productos de fermentacion del syngas reside en obtener compuestos de mayor valor
como son los acidos grasos de cadena media (AGCM) (Diender et al., 2016). Esto puede
conseguirse tanto empleando bacterias que lo producen de forma natural, como mediante

la elongacion de las cadenas de acidos de cadena corta (AGCC). Este ultimo proceso se
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basa en una B-oxidacion inversa, que consiste en la adicion de dos carbonos a los AGCC
empleando un donador de electrones como el etanol o el lactato, producidos de forma
natural por diversas bacterias acetogénicas (Baleeiro et al., 2019). Por otro lado, la
combinacion de las bacterias acetogénicas con otros organismos capaces de producir los
AGCM supondria aprovechar el potencial de generacion de los principales productos
metabdlicos. Por ejemplo, en el caso de las especies del género Acetobacterium, su alta
produccion de acético podria abrir las puertas a la realizacion de un proceso en
combinacion con levaduras capaces de transformar este acético, junto con otros acidos
grasos volatiles, en lipidos que pueden ser empleados como biocombustibles (Daniell
et al., 2012).

1.4. Justificacion del trabajo experimental

La tendencia hacia el abandono de los combustibles fosiles y el impulso hacia una
economia circular, libre de residuos, abre las puertas al desarrollo de las biorrefinerias
como alternativa a las industrias actuales. Uno de los sectores en los que ya se ha probado
este cambio es el de generacion de gas de sintesis, empleando biomasa como materia de
partida en lugar del gas natural y carbon que se utilizan actualmente. Ademas, este gas de
sintesis puede ser empleado en la produccion de compuestos quimicos a través de una
fermentacion llevada a cabo por bacterias acetogénicas, siendo un proceso que aventaja
a otros tradicionales al presentar unas condiciones de operacion mas suaves y permitir

operar con un mayor rango de composiciones.

A pesar de que se han estudiado las tasas de crecimiento y los niveles de produccion de
los compuestos derivados del metabolismo autétrofo de las bacterias acetogénicas
empleando H2 y CO2, aln existen pocos trabajos que reporten el comportamiento de
ciertos cultivos ante la presencia de CO o con un gas de sintesis cuya composicion se
asemeje a las obtenidas en los procesos de gasificacion de biomasa. Por ello, en este
trabajo se estudiara el comportamiento de A. woodii en presencia de una mezcla gaseosa
sintética que se aproxime a la composicion real del syngas que se obtiene por gasificacion
de la biomasa (35% Hz, 30%CO, 25%C02 y 10%CH4). Ademas, se analizara como afecta la

concentracion de CO tanto al crecimiento como a la produccion de acido acético.
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2. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo conocer el comportamiento de la cepa A. woodii
empleando diferentes diluciones de un syngas sintético, cuya composicion se asemeja a
la obtenida en los procesos de gasificacion de biomasa. Como objetivos especificos se

plantearon:

e Determinar la maxima concentracion de CO que permite el crecimiento y la
produccion de acido acético de A. woodii
e Evaluar el crecimiento y la produccion de acido acético de A. woodii bajo diferentes

diluciones de gas de sintesis (i.e. concentracion de CO, CO2 y Ho)
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La cepa empleada en este trabajo fue Acetobacterium woodii (DSM 1030), adquirida de

la coleccion del Leibniz-Institut DSMZ (Alemania). Para llevar a cabo su cultivo se empled

el medio CP anaerobio, cuya composicion se muestra en la Tabla 3Tabla 3. Todas las

disoluciones adicionadas tras esterilizar el medio se almacenaban en una atmosfera de

N2 y eran filtradas con un filtro de jeringa de PES de 0,22 um de diametro de poro (SFPE-

22E-050).

Tabla 3. Composicion del medio CP anaerobio

Solucion 1 = 15 mLL1t

KH2PO4 27,2 gLt
Solucién 2 - 15 mLL1

Na2HPO42H20 35,6 gL1
Solucién 3A 2 12,5 mLL1

NH4ClI 24 g1
NaCl 24 g1
MgCl26H20 8 gLt
Solucién 3B

CaCl22H20 11 gLt
Solucion 4

NaHCOs 80 gLt
Elementos traza | = 1 miLt

HCl 1,8 gLt
HsBOs 61,8 mglLt
MnCl2 61,25 mglL1
FeClz 943,5 mglLt
CoCl> 64,5 mglLt
NiCl2 12,86 mg:Lt
ZnClz 67,7 mglLt
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CuClz 13,35 mgLt

Elementos traza Il > 1 mlL1

NaOH 400 mgL+t
Na2SeOs 17,3 mglL?
Na2WO04 29,4 mglL1t
Na2Mo04 20,5 mglL1t
Vitaminas

Biotina 20 mgLt
Nicotinamina 200 mgLt
Acido p-amino benzoico 100 mglLt
Vitamina B1 200 mglL1
Acido pantoténico 100 mglLt
Piridoxina 500 mgLt
Vitamina B12 100 mglLt
Riboflavin 100 mgLt
Solucién 7

Na2S-9H20 240,2 gLt

Solucion 8 2 1 mLL+?

Resazurina 0,5glLt

Por otro lado, para determinar la concentracion de acido acético presente en el medio se
empled como patron acido acético glaciar. Este, junto con todas las sales empleadas en la
elaboracion del medio mineral, se adquirieron en PanReac AppliChem (Barcelona). Los
gases empleados para el crecimiento del cultivo fueron N2 (299,9%) y syngas sintético
(25%C02, 30%CO, 10%CH4 y 35%H2), de Abelld Linde S.A. (Barcelona).
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3.2. Métodos
3.2.1. Procedimiento experimental
e Preparacion del medio CP anaerobio

Para preparar el medio CP anaerobio (Tabla 3) primero se disolvian las soluciones 1, 2, 3A,
8y elementos traza |l y Il en agua destilada tipo |, junto con 0,1 gL-1 de extracto de levadura.
Empleando HCI 37%v/v, el pH del medio era ajustado a un valor préximo a 4 vy,
posteriormente, la mezcla era llevada a ebullicion en un Erlenmeyer durante menos de 20
s. Tras enfriar la disolucion en un bano con hielo, burbujeando nitrégeno, ésta se distribuia
en las botellas y, una vez cerradas, se procedia a intercambiar el espacio de cabezas por
la mezcla de gases deseada, presurizando las botellas hasta los 1,2 bar. Tras ser
autoclavadas (121°C, 20 min) se dejaban enfriar a temperatura ambiente para después
adicionar la solucién de calcio y vitaminas (10 mL soluciéon 3By 1 mL solucién vitaminas,
1%v/v) y la solucion reductora (50 mL soluciéon 4, 1 mL solucion 7 y 0,5 g de cisteina,
5%v/ V).

e Ensayos de crecimiento con un 20 y 30% de syngas

El in6culo empleado procedia de un cultivo de A. woodii crecido en una botella serolégica
de 120 mL con 50 mL del medio CP anaerobio que presentaba 5 gL-1 de fructosa, bajo
una atmoésfera 100%N2. Esta botella fue incubada a 200 rpm y 30°C (Thermo Fisher

Scientific Inc., EE. UU.) durante tres dias.

Una vez se alcanz6 una alta densidad de cultivo, se procedié a inocular con 1 mL las
botellas serolégicas de 120 mL, que contenian 50 mL de medio CP y diferentes diluciones
del syngas. Concretamente, se trabajé con una atmésfera del 20% y 30% de syngas
empleando N2 para la dilucion. Todos los ensayos se realizaron en duplicado. Ademas, se
conto con una botella de control negativo para descartar contaminacion del cultivo durante
el ensayo, que contenia 50 mL de medio CP anaerobio en las condiciones mas favorables
para la proliferacion de microorganismos (5 gLt de fructosa y 0,5 gL1 de extracto de

levadura en el medio mineral y N2 en la fase gas). Durante el experimento, tras pasar las
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primeras 24h sin agitacion, todas las botellas se encontraban a 28+2°C con una agitacion
de 200 rpm.

Al inicio del ensayo se realiz6 una caracterizacion inicial del espacio de cabezas, pH,
densidad 6ptica a 650 nm (ODsso) y concentracion de acético, que serian los parametros
que se medirian en la experimentacion. Para la toma de muestras liquidas y gaseosas, se
trabajo siempre a la llama, quemando el septum de las botellas para evitar su
contaminacion. La frecuencia de medida se modificé a lo largo del ensayo en funcion de
los resultados obtenidos, extrayéndose muestra liquida cada 3-4 dias hasta observarse

una cierta turbidez en las botellas, pasando entonces a monitorizar con mayor frecuencia.

e Ensayos de crecimiento con un 30, 40 y 50% de syngas

Una vez obtenido un cultivo crecido al emplear una atmoésfera con un 20% de gas de
sintesis, se inocularon con 1 mL de este cultivo botellas serolégicas de 120 mL con 50 mL
de medio CP anaerobio y diluciones mas altas de syngas; concretamente se trabajo, por
duplicado, con un 30, 40 y 50% de gas de sintesis en la fase gas, empleando de nuevo N2

como gas inerte.

Este ensayo se realiz6 de forma equivalente al anterior, incubando las botellas las
primeras 24h sin agitacion para después pasar a una agitacion de 200 rpm a 28+2°C
hasta el final del experimento. Los parametros que se monitorearon fueron el crecimiento
de la biomasa, pH, produccion de acido acético y consumo de CO, CO2 y Ha, siendo la
frecuencia de medida cada 2-3 dias en el caso de la fase gas y de una vez por semana en

el caso del medio de cultivo.

3.2.2. Métodos analiticos

El consumo de CO2, CO y H2 se siguid a través de cromatografia de gases mediante el
cromatografo Bruker 430 GC-TCD (Bruker Corporation, Palo Alto, EE. UU.). Este contaba
con un detector de conductividad térmica (TCD) y con las columnas CP-PoraBOND Q (25m
x 0,53 mm x 10 ym) y CP-Molsieve 5A (15m x 0,53 mm x 15 um), adquiridas en Agilent
(Santa Clara, EE. UU). Respecto a las caracteristicas del método de medida empleado, se

operaba con una temperatura de 150°C, 45°C y 200°C en inyector, horno y detector,
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respectivamente, y fue helio (He) el gas empleado como fase mévil a una velocidad de
13,7 mL'min-i, Para la toma de las muestras gaseosas se utiliz6 una jeringa de gases de
250 pL (Hamilton Company, NV, EE. UU.), despresurizando antes de la inyeccion y
esterilizando la aguja con la llama entre cada toma de muestra. Las curvas de calibracion

para los compuestos evaluados se encuentran en el Anexo I.

Respecto al analisis del medio de cultivo, el seguimiento del pH se realiz6 con el pH-metro
Basic 20 pH (Crison, Espana), mientras que el crecimiento de la biomasa se monitored
midiendo la densidad éptica a 650 nm (ODeso) de 1 mL del medio de cultivo con el
espectrofotometro SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Alemania). La relacion entre la
concentracion de biomasa y la ODsso para la cepa empleada se determind en pasados
experimentos, y aparece reflejada en la Grafica A9. Por otro lado, la concentracion de acido
acético se midié por cromatografia liquida empleando el HPLC Waters 432 (Waters
Corporation, EE.UU.) tomando 1 mL de muestra del caldo de cultivo. El equipo contaba con
un detector de conductividad UV-VIS (2998 PDA Detector) e IR (2414 RI Detector) y llevaba
acoplada la columna de carbohidratos HyperREZ XP H+ (Thermo Fisher Scientific Inc.,
EE.UU.). El método de medida empleado mantenia la columna a 75°C y empleaba como
eluyente acido sulfarico (H2S04) con una concentracion de 25 mMy un flujo de 0,7 ml/min.
Previo a la medida de las muestras éstas eran filtradas con filtros de 0,22 ym. Las curvas

de calibracion para los compuestos medidos aparecen en el Anexo Il.

3.2.3. Calculos

Conocidas las concentraciones de acido acético y sustrato al inicio y final de la fase de

crecimiento exponencial, es posible calcular el rendimiento de la biomasa segln la Ec. 2:

_ [P1=1[Plo
YPS = m [ECZ]

Donde [P] y [P]o hacen referencia a la concentracion de producto final e inicial (gL?),
respectivamente, y [S]y [S]o hacen referencia a la concentracion de sustrato final e inicial

(gL1), respectivamente.
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4. Resultados

4.1.Ensayos de crecimiento con un 20y 30% de gas de sintesis

A partir de un cultivo de A. woodii crecido en fructosa (5 gL'1) se inocularon al 2% botellas
serolégicas que contenian 50 mL de medio CP anaerobio y dos diluciones de gas de
sintesis, aproximadamente del 20 y 30%, que corresponde a una concentracion del
5,18+0,44y 9,69+0,19% de CO, respectivamente. Bajo estas dos condiciones se procedid

a evaluar el crecimiento de la cepa, junto con la produccion de acido acético.

4.1.1. Crecimiento de la biomasa y consumo del sustrato

En el caso de las botellas que contenian un 30% de gas de sintesis, no se observé consumo
representativo de ninguno de los compuestos presentes en la fase gas (Grafica 3A).
Durante los 37 dias de duracion del experimento se observa una ligera disminucion en la
concentracion de CO, pasando de un 9,69+0,19% inicial a un 7,99+0,30% en el Gltimo dia
de operacion. De forma simultanea se produjo un incremento en la concentracion de CO2
desde el 9,244+3,60% al inicio del ensayo hasta un 13,32+4,27% al final del mismo,
mientras que el H2 se mantuvo en un valor constante (13,16+0,41%). Respecto a la
concentracion de biomasa, so6lo se registro un ligero aumento en su valor entre los dias 10
y 15 de operacion, pasandose de 11,48+2,96 a 25,83+16,53 mgL1. Por otro lado, a lo
largo del experimento se consume la fructosa presente en el medio de cultivo, cuya

concentracion disminuye unos 73,83 mgL1 en los primeros 16 dias del ensayo.

En el caso de las botellas que presentaban un 20% de syngas, cada duplicado evolucioné
de forma diferente a pesar de partir con unas condiciones iniciales similares. Por un lado,
en una de las botellas se observd un comportamiento parecido al que se dio en los
duplicados con un 30% de syngas, sin que se consumiera el CO en su totalidad (Grafica
3B). Puede comprobarse que la concentracion de este compuesto fue disminuyendo
gradualmente, pasando de un 5,49% de CO inicial a un 2,84% al final del ensayo. De forma
simultanea iba aumentando el CO2, de un 6,70% inicial a un 9,76% en el ultimo dia del
experimento. Por el contrario, el H2 se mantuvo en un valor practicamente constante
durante todo el ensayo (6,70+0,38%). Respecto al crecimiento de la biomasa, entre los
dias 7 y 14 se observd un aumento representativo en la concentracion de ésta, de 10,15

a 31,44 mglL?! de biomasa. Este incremento se produce a la par que se consume la
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fructosa presente en el medio, disminuyendo de 139,91 mgL1 al inicio hasta los 26,62
mgL1 en el dia 30 de operacion. La concentracion de biomasa siguid en aumento,

finalizandose el experimento con 38,09 mgL-1 de biomasa.

Por otro lado, en el otro duplicado con un 20% de gas de sintesis si que se observa un
crecimiento de la biomasa asociado al consumo de CO (Grafica 3C). Tras una disminucion
gradual del CO durante los primeros 21 dias de experimento, una vez se alcanzdé un 2,28%
de CO puede comprobarse que éste se consume rapidamente en los cinco dias
posteriores, finalizandose el experimento con apenas un 0,06% de CO. La evolucion del Hz
en estos Gltimos dias fue similar a la de CO, de forma que, tras mantenerse en un valor
estable durante los primeros 21 dias (6,37+0,39 %v/v), éste se consume de forma
paralela al CO finalizando el ensayo con un 0,19%. Respecto al CO2, su concentracion fue
en aumento desde un 9,09 %v/v inicial a un 15,29 %v/v en el dia 26. Sin embargo, la
concentracion de CO2 disminuye entre los dias 26 y 28, finalizandose el ensayo con un
13,32 %v/v de CO2. Respecto a la evolucion de la biomasa, se puede observar que la
concentracion va aumentando progresivamente a lo largo del experimento, registrandose
un incremento superior en dos momentos especificos del experimento. Uno de ellos se
produce entre los dias 14 y 16, donde se pas6 de 18,89 a 23,64 mg biomasa-L1. Esto se
produce de forma simultanea al consumo de fructosa, que disminuye de 127,01 mgL1 al
inicio a 24,19 mgL1 en el dia 16. El otro incremento en la pendiente de la curva de
concentracion de biomasa se produjo entre los dias 23 y 25, coincidiendo con el inicio del

consumo de CO y Ho, y supuso alcanzar una concentracion de 32,20 mgL-1.
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Grafica 3. Evolucion temporal de la concentracion de CO (4), CO2(A ) e H2 (®) en la fase
gas, la concentracion de biomasa (o) y la concentracion de fructosa (linea gris) bajo una
atmosfera de un 30% (A) y 20% (B/C) de gas de sintesis
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4.1.2. Evolucion del pH y produccion de acido acético

Sin llegarse a observar un crecimiento significativo de A. woodii al operar con un 30% de
syngas, si se da una cierta produccion de acido acético (Grafica 4A). Tras iniciarse el
experimento con una concentracion de este acido de 60,27+15,50 mgL1, su valor se fue
incrementando a lo largo del ensayo, que finaliz6 con 118,83+10,31 mgL?1. Por el

contrario, el pH se mantuvo estable durante todo el experimento (7,45+0,22).

En el caso de las botellas con un 20% de syngas, en aquella donde no se produjo
crecimiento de la cepa tampoco se observo un cambio en el pH, aunque si se produce un
aumento de la concentracion de acido acético (Grafica 4B). El primero de estos dos
parametros se mantuvo en un valor estable de 7,59+0,11, mientras que la concentracion
de acético fue aumentando ligeramente desde los 54,91 mgL1 iniciales hasta alcanzarse

127,06 mgL1 en el dltimo dia de operacion.

En la botella con un 20% de syngas donde si se produjo un crecimiento de A. woodii se
observa una variacion de ambos parametros (Grafica 4C). Desde el inicio del ensayo se
produjo un aumento en la concentracion de acido acético con dos tendencias distintas.
Por un lado, entre el inicio del ensayo y el dia 16 de operacion se observa un incremento
progresivo en la concentracion de este compuesto hasta los 117,66 mgL1,
manteniéndose el pH en 7,44+0,11 durante este periodo de tiempo. Por otro lado, este
altimo parametro disminuy6 su valor hasta mantenerse en 7,19+0,02 en la Ultima semana
de experimentacion, observandose ademas una produccion de acido acético que permitio

alcanzar una concentracion final de este compuesto de 268,16 mgL1.
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Gréfica 4. Evolucion temporal del pH (m) y de la concentracion de acido acético (A ) bajo
una atmosfera de un 30% (A) y 20% (B/C) de gas de sintesis
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4.2. Ensayos de crecimiento con un 30, 40 y 50% de gas de sintesis

El cultivo de A. woodii crecido con un 20% de syngas en el experimento anterior se empled
como in6culo para ensayos con un mayor porcentaje de gas de sintesis. Concretamente,
se monitore6 por duplicado la evolucibn de esta cepa bajo una atmoésfera de
aproximadamente un 30, 40 y 50% de syngas, que fue equivalente a trabajar con un
9,04+0,31, 10,70+£0,01y 13,40+0,35% de CO, respectivamente.

4.2.1. Crecimiento de la biomasa y consumo del sustrato

Durante los trece dias en los que se realiz6 este ensayo no llegd a producirse un consumo
significativo del CO, CO2y H2 en ninguno de los casos estudiados. Por un lado, en los
duplicados con un 30% de syngas (Grafica 5A) puede observarse una disminucion en la
concentracion de los tres compuestos durante los primeros seis dias de operacion, pero
esta tendencia se ve revertida los dias posteriores, incrementandose las concentraciones.
Esto supuso que el ensayo concluyera con un 9,59+0,56%, 7,28+0,52% y 10,05+0,48%
de CO, CO2 y H> respectivamente, valores superiores a las concentraciones observadas al
inicio (9,04+0,31% CO, 6,22+0,29% CO2y 9,12+0,32% H>). Respecto a la produccion de
biomasa, s6lo se observd un incremento en su concentracion en el sexto dia de operacion,
alcanzandose los 1,88+0,13 mg biomasa-L1, disminuyendo su valor en el Ultimo dia de

experimentacion hasta los 1,41 mgL1.

Por otro lado, en los duplicados con un 40% de syngas (Grafica 5B) el comportamiento es
distinto al observado en el caso anterior, puesto que el CO, CO2 y Ha se mantuvieron en un
valor estable durante todo el ensayo (10,08+0,33%, 11,07+0,40% y 7,54+0,31%,
respectivamente). Respecto a la concentracion de biomasa, se produjo un aumento de

2,57 mgL-1respecto a la concentracion inicial (2,74+1,61 mgL1).

Por dltimo, en el experimento con un 50% de gas de sintesis (Grafica 5C) se observo un
comportamiento similar al mencionado en el caso anterior. Todos los componentes en la
fase gas se mantuvieron en un valor estable (13,09+0,50% CO, 8,36+0,34% CO2 y
14,75+0,67% H2) y la concentracion de biomasa s6lo se vio incrementada en 0,38 mgL-1

respecto al valor inicial (1,03+0,27 mgL1).
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Grafica 5. Evolucion temporal de la concentracion de CO (o), CO2 (¢)y H> (A ) en la fase
gas y la concentracién de biomasa (o) bajo una atmésfera de un 30% (A), 40% (B) y 50%
(C) de gas de sintesis
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Al igual que no se observd un consumo de CO, CO2 y H2, tampoco se produjo una

produccion de acido acético bajo las tres condiciones estudiadas. Como se muestra en la

Tabla 4, la concentracibn de este compuesto apenas vari6 durante el ensayo,

manteniéndose en un valor promedio de 11,60+2,79, 10,26+3,37 y 10,07+0,76 mgL1

bajo un 30, 40 y 50% de syngas, respectivamente. En esta misma tabla también puede

comprobarse que practicamente no se produjo variacion del pH. A pesar de que en el dia

6 se produjo un ligero descenso en el valor de este parametro en los tres casos estudiados,

los Ultimos valores observados son practicamente iguales a los iniciales.

Tabla 4. Evolucion del pH y de la concentracion de acido acético en el ensayo donde se operé
con un 30, 40 y 50% de gas de sintesis

30% de syngas 40% de syngas 50% de syngas
[Acético] [Acético] [Acético]
pH pH pH
(mg.L.l) (mg.L.i) (mg.L.l)
Inicio 7,61+0,01 14,82+0,67 | 7,57+0,02 13,69+0,40 | 7,53+0,06 10,87+0,82
Dia 6 7,51+0,04 9,44+0,71 | 7,44+0,04 6,96+2,00 | 7,47+0,13 9,96+0,22
Dia 13 7,67+0,01 10,05+1,49 | 7,58+0,14 10,14+1,05 | 7,50+0,10 9,37+0,00
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5. Discusion de resultados

En los ensayos realizados para la asignatura de Orientacion Investigadora para el Trabajo
Fin de Master se observo que la cepa A. woodii no era capaz de crecer bajo una atmosfera
formada por un 100% del syngas sintético empleado. Posiblemente esto se debiera a que
la concentracién de CO presente en el gas de sintesis (30%) resultaba toxica para la cepa,
por lo que en este trabajo se ha buscado determinar cual es la maxima concentracion de

CO con la que A. woodii puede desarrollarse.

5.1. Ensayos de crecimiento con un 20 y 30% de gas de sintesis

En este primer ensayo se probaron dos diluciones distintas de gas de sintesis (20 y 30%)
para conocer como se comportaba la cepa ante bajas concentraciones de CO. De las
cuatro botellas con las que se contaba en el experimento, puesto que cada condicion de
operacion se monitoreaba por duplicado, s6lo en una de ellas, con un 20% de syngas, se
llegd a observar un consumo practicamente total del CO y H2, junto con una ligera

disminucion de CO al final del experimento.

En esta botella se observaron dos fases de crecimiento claramente diferenciadas y que
parecian venir marcadas por la concentracion de CO presente en la fase gas. La primera
de ellas se dio entre el inicio del ensayo y el dia 21 de operacion, y puede ser considerada
la fase lag del crecimiento en syngas. En este periodo de tiempo se observd una
disminucion progresiva de la concentracion de CO a la par que aumentaba el COo,
manteniéndose el H> en un valor constante. Ademas, se produjo un cierto incremento en
la concentracion de biomasa hasta los 23,64 mgL?! entre los dias 14 y 16, aunque
seguramente esto se deba al consumo de la fructosa que se encontraba en el caldo de
cultivo. La presencia de esta fuente de carbono organica se debia a que el cultivo de
partida contenia fructosa en el medio mineral en el momento en el que se inocularon las
botellas con gas de sintesis, por lo que éstas presentan una cantidad de fructosa
proporcional a la introducida en 1 mL de in6culo. Ademas, seguramente también debido
al consumo de la fructosa, se observo una cierta produccion de acido acético, lo que
SUpUSO que su concentracion en el medio de cultivo se incrementara hasta los 117,66
mg:L-1 sin que el pH se viera afectado, puesto que este se mantuvo en un valor estable de

7,44+0,11 durante esta primera etapa.
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Para el incremento de CO2 observado en esta primera etapa, que fue de un 4,77%, existen
tres posibles razones. La principal seguramente fuera la generacion de CO2 debido a las
reacciones que se dan en el propio medio mineral, sin que se encuentre relacionado con
el crecimiento de la cepa. Gracias a la monitorizacion de un control negativo pudo
comprobarse que, a lo largo del ensayo, se produce un 3% de CO2 debido, probablemente,
a la actuacion del sistema tampodn carbonato-bicarbonato (Ec. 3). Puede descartarse que
el CO2 generado en esta botella de control viniera dado por una posible contaminacion,

puesto que la ODess0 S&€ mantuvo constante a lo largo de todo el experimento (Grafica A10).
HCO3 + H" & H,C05; < C0O, + H,0 [Ec.3]

Teniendo en cuenta esta aproximacion, puede suponerse que el CO2 generado debido a
reacciones metabdlicas era de, aproximadamente, un 1,72%. Por un lado, en ensayos
anteriores donde se emple6 fructosa como fuente de carbono, se comprobd que existia
una produccion de CO2 bajo estas condiciones de crecimiento que resultaba en un
rendimiento de generacion de 0,52 mol CO2 - mol! fructosa. Por lo tanto, la fructosa
consumida a lo largo del experimento, aproximadamente 0,025 mmol, pudo suponer la

generacion de un 0,43% de COo.

Por otro lado, la metabolizacion del CO también conlleva la produccion de CO2 junto con la
de acido acético (Ec. 4). Segun la relacion estequiométrica, por cada dos moles de CO

consumidos se genera un mol de CO2, lo que resulta en la produccion de un 0,99% de CO-.
4C0 + 2H,0 - 2C0,+ H* + CH;C00~ [Ec.4]

Una vez la concentracion de CO disminuyd hasta un 2,28% (dia 21) se observa un
comportamiento distinto al anterior, pudiendo considerarse que el cultivo entra en la fase
de crecimiento exponencial. En esta segunda etapa el consumo de CO se ve acelerado, al
igual que sucede con el de H». Asociado posiblemente a la metabolizacion de estos
compuestos, puede observarse que entre los dias 23 y 25 se produce un incremento en
la concentracion de biomasa, que supuso finalizar el experimento con una concentracion

de biomasa de 30,68 mgL1, aproximadamente 2,5 veces superior al valor inicial.

Ademas, una vez el CO es consumido practicamente en su totalidad, puede comprobarse
que existe un cierto consumo de CO.. Esto se debe a que la cepa es capaz de metabolizar

en CO2 en presencia de Ho, siendo el acido acético el resultado de esta reaccion (Ec. 5).
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4H, +2C0, - 2H,0 + H* + CH;C00~ [Ec.5]

Este comportamiento de la cepa A. woodii bajo la presencia de CO, donde se observan dos
fases del crecimiento claramente diferenciadas, se asemeja lo reportado por Bertsch &
Muller (2015). En su estudio también comprobaron que la fase lag del crecimiento se
prolonga hasta que la concentracion de CO se reduce al 3%, concluyendo que la presencia
de CO en concentraciones superiores a ese valor inhibe el consumo de Hz, lo que podria

verse corroborado con nuestro ensayo.

Durante la Gltima etapa se observa una produccion de acido acético que alcanza una
concentracion de 268,16 mgL1 en el medio de cultivo, equivalente a 0,10 mmol, lo que
se tradujo en una disminucion del pH hasta un valor de 7,20. Esta concentracion es muy
inferior a la reportada para otra cepa del género Acetobacterium como es A. wieringae,
donde Arantes et al. (2020) alcanzaron hasta 1500 mgL1 de este compuesto en una
atmosfera de syngas. Sin embargo, la composicion del gas de sintesis empleado por estos
autores (60% CO y 10% CO2), en la que un 70% correspondia a la fuente de carbono a
diferencia del 55% que presenta nuestra mezcla gaseosa, podria predecir una menor
produccion de acético. Ademas, en ensayos realizados con A. woodii empleando una
atmosfera que contenia *10%CO2 la concentracion alcanzada fue de 895,11 mglL1 de
acético, valor superior a pesar de que la cantidad de carbono disponible fuera menor
(resultados no mostrados en este estudio). Sin embargo, cabe destacar que en este Gltimo
caso todo el CO2 presente en la fase gas (10%) fue consumido, mientras que en los
ensayos con gas de sintesis s6lo se consumié el 5% de CO y apenas un 1% de CO2, lo que

explicaria la baja concentracion de acido acético alcanzada.

Respecto a la generacion de acido acético, es importante tener en cuenta que ésta viene
dada tanto por el consumo de fructosa como de los compuestos presentes en la fase gas.
Puesto que en experimentos anteriores se comprobo que el rendimiento de generacion de
acido acético era de 2,41 mol acético- mol-1 fructosa, puede considerarse que el consumo
de este sustrato organico supuso la generacion de 0,02 mmol de acido acético. Por lo
tanto, los 0,08 mmol restantes pueden asociarse al consumo de CO, CO2 y Ho. Puesto que
alo largo del ensayo se consumieron 0,13 mmol de COy 0,02 mmol de CO2, el rendimiento
de generacion de acético (Ec. 2) asociado al consumo de estos dos sustratos es de 0,54

mol acético-mol-* CO+CO-.
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La gran influencia que tiene la concentracion de CO en la fase gas puede confirmarse con
el resto de los resultados obtenidos. Por un lado, otros compuestos presentes en el gas de
sintesis empleado como el CH4 no parece que influyeran en el crecimiento, puesto que su
concentracion se mantuvo constante en todos los experimentos. Por otro lado, en el caso
la botella que contenia también un 20% de syngas, puede observarse que la concentracion
de CO que presentaba al inicio del ensayo (5,49%) era ligeramente superior a la de su
duplicado (4,87%). Esta diferencia ha podido ser determinante para que no se llegue a
alcanzar la fase de crecimiento exponencial en los dias que duré el experimento. Por ello,
en la botella con un 20% de syngas que presentaba una concentracion de CO superior s6lo
se observé una disminucion gradual de este compuesto, correspondiéndose con la primera
fase del crecimiento que se observd en su duplicado. Este mismo comportamiento se
observo en las botellas con un 30% de gas de sintesis, donde s6lo se produce un lento
consumo del CO junto con un ligero aumento del CO2, manteniéndose el Hz constante
practicamente durante todo el ensayo. Ademas, es importante indicar que, para estos
ultimos casos comentados donde no se alcanza la fase de crecimiento exponencial, los
incrementos en la concentracion de biomasa y en la produccion de acido acético
observados se encuentran asociados al consumo de la fructosa residual presente en el

medio, ya que se producen simultaneamente.

5.2. Ensayos de crecimiento con un 30, 40 y 50% de gas de sintesis

Una vez se comprobd que la cepa A. woodii era capaz de emplear el CO como una fuente
de carbono adicional al CO2, se procedid a incrementar la concentracion de este
compuesto en la fase gas. A pesar de que se empled como indculo un cultivo ya adaptado
a la presencia de CO, en ninguno de los tres casos estudiados (30, 40 y 50% de syngas)
se observo el crecimiento de la cepa. Sorprendentemente, s6lo en los duplicados con un
50% de syngas se intuye, en el Gltimo dia de ensayo, una cierta tendencia hacia el
consumo de CO. Sin embargo, no se observa incremento de la concentracion de biomasa
ni en la concentracion de acido acético asociada a este consumo. Por esta razén es
necesario descartar que la disminucion de CO observada se deba a un error experimental.
Finalmente, destacar que la ausencia de crecimiento de la cepa bajo estas
concentraciones de CO posiblemente se deba a que se precise de mas tiempo de

incubacion. En el ensayo anterior la fase lag fue de 15 dias, por lo que es bastante probable
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que el cultivo aln se encuentre en esta etapa de adaptacion al medio. Ademas, el hecho
de que la concentracion inicial de biomasa que presentaban estas botellas (1,88+0,86
mgL-1) fuera 7 veces inferior a la del ensayo anterior (13,22 mgL1) constituye una razén
de peso para que esta fase lag sea mucho mas larga que la observada en primer

experimento.
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6. Conclusion y trabajo futuro

En este trabajo se ha demostrado que la cepa A. woodii es capaz de crecer empleando
una mezcla de syngas sintético similar a la generada en los procesos de gasificacion de
biomasa (35% Hz, 30%CO, 25%C02 y 10%CHa4). Sin embargo, al igual que lo observado en
trabajos previos, la concentracion de CO es determinante para el desarrollo de la cepa. En
este sentido, s6lo se produjo un crecimiento de la cepa asociado al consumo de CO, CO2y
Hz2 en el primer ensayo, cuando se trabajé con un 20% de syngas; es decir, cuando la
concentracion de CO no superaba el 5%. Bajo estas condiciones se dio un crecimiento
bifasico, con una primera fase lag del crecimiento de larga duracion y una segunda etapa
donde se incrementa la produccion de acido acético. La adaptacion a concentraciones
superiores a un 5% de CO (30, 40 y 50% de syngas) no pudo comprobarse debido a la baja
concentracion de biomasa inicial y los pocos dias de operacion (ensayo alin en curso), que
impidieron alcanzar la fase de crecimiento exponencial. Es por ello que, de cara a futuros
ensayos, seria interesante repetir este Ultimo experimento empleando una cantidad de
in6culo mayor y asi poder optimizar las condiciones de crecimiento de A. woodii con el gas
de sintesis empleado, tratando de reducir la fase lag de crecimiento y adaptando a la cepa

a concentraciones superiores de CO.
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ANEXO IlI: Curvas de calibrado del HPLC-IC
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ANEXO llI: Curvas de calibrado del espectrofotometro
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ANEXO IV: Resultados del control negativo
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Grafica A10. Evolucion de la concentracion de CO2 (m) y de la ODsso (A ) en la botella de control
negativo del primer ensayo
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ANEXO V: Acetobacterium woodii vista al microscopio

Grafica A11. Imagen de Acetobacterium woodii empleando microscopia de contraste de fases
con el objetivo 40x
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