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Resumen

El cambio climatico es una de las mayores problematicas que enfrenta la humanidad
en la actualidad. Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEIl), son los
mayores causantes de este fendmeno, o que ha generado el interés en esta ultima
década en desarrollar tecnologias innovadoras para realizar la captura y valorizacion
de dichos gases. La fermentacién con microorganismos se presenta como una
alternativa innovadora y sostenible para capturar y valorizar los GEI, mediante la
obtencion de productos de valor comercial, como biocombustibles y otros
bioproductos.

Este TFM se centrd en la valorizacion de los gases C1 (CO/CO,) mediante procesos
fermentativos, en sistemas de co-cultivos con C. aceticum y C. beijerinckii para la
obtencion de bioproductos.

Para ello, se estudiaron las condiciones oOptimas del medio de cultivo de la
fermentacién, como pH, temperatura, estrategia de alimentacion fed-batch de los
gases, relacion de volumen del medio, uso de fructosa como co-sustrato (30 g/L),
agregado de hierro cero valente (50 g/L), en busqueda de maximizar la produccién de
acido acético mediante la ruta Wood Ljundgdahl Pathway (WLP) por C. aceticum. Se
obtuvieron 2,8 g/L de acido acético, bajo condiciones 6ptimas.

Ademas, se analizaron diferentes estrategias de inoculacién de C. beijjerinckii en el
co-cultivo de los dos microorganismos: simultanea, secuencial a las 24 y 48 horas de
fermentacién, a valores de pH 6 y pH 9. Los mejores resultados en cuanto a
concentracion de butanol se alcanzaron con la estrategia de inoculacion secuencial
(24 horas) a pH 9 (2,6 g/L), y de inoculacién simultanea a pH 6 (1,8 g/L); mientras que
las mayores concentraciones de acido butirico se alcanzaron mediante co-cultivo
secuencial con inoculacién de C. beijerinckii a las 48 horas: 8,5 g/lLapH6y 7,8 g/L a
pH 9.

Palabras claves: Butanol, acido butirico, cocultivos, C. beijerinckii, C.aceticum, Wood
Ljundgdahl Pathway

Abstract

Climate change is one of the biggest problems facing humanity today. Greenhouse gas
(GHG) emissions are the main causes of this phenomenon, which has generated
interest in the last decade in developing innovative technologies to capture and recover
these gases. Fermentation with microorganisms is presented as an innovative and
sustainable alternative to capture and valorize GHGs, by obtaining products of
commercial value, such as biofuels and other bioproducts.

This TFM focused on the valorization of C1(C0/CO,) gases through fermentation
processes, in co-culture systems with C. aceticum and C. beijerinckii to obtain
bioproducts.

For this, the optimal conditions of the fermentation culture medium were studied, such
as pH, temperature, feed-batch feeding strategy of gases, volume ratio of the medium,
use of fructose as co-substrate (30 g/L), addition of zero valent iron (50 g/L), in search
of maximizing the production of acetic acid through the Wood Ljundgdahl Pathway
(WLP) by C. aceticum. 2,8 g/L of acetic acid were obtained, under optimal conditions.
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In addition, different inoculation strategies of C. beijerinckii were analyzed in the co-
culture of the two microorganisms: simultaneous, sequential at 24 and 48 hours of
fermentation, at values of pH 6 and pH 9. The best results in terms of concentration of
butanol were achieved with the strategy of sequential inoculation (24 hours) for pH 9
(2,6 g/L), and simultaneous inoculation at pH 6 (1,8 g/L); while the highest
concentrations of butyric acid were reached in the sequential co-culture with
inoculation at 48 hours: 8,5 g/L pH 6 and 7,8 g/L at pH 9.

Keywords: Butanol, butyric acid, cocultures, C. beijerinckii, C.aceticum, Wood
Ljundgdahl Pathway
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1. Introduccion

1.1. Emisiones GEI: Situacion actual y Politicas Ambientales
Europeas

El efecto invernadero es un proceso natural esencial para que la Tierra sea habitable.
Se produce por ciertos gases presentes en la atmdsfera, conocidos como gases de
efecto invernadero (GEI), que absorben parte de la radiacién infrarroja que emite la
tierra, lo cual contribuye a mantener su temperatura, y asi permite el desarrollo de la
vida. Sin embargo, las actividades antropogénicas han generado un aumento excesivo
de estos gases en la atmosfera, derivado principalmente por la quema de
combustibles fésiles, intensificando este efecto y provocando el fenémeno del cambio
climatico.

Dentro de los denominados GEI se encuentran el didxido de carbono (CO,), metano
(CH,), 6xido nitroso (N,0), hidrofluorocarburos (HFC), perfluorocarburos, hexafluoruro
de azufre (SF¢) vy el trifluoruro de nitrégeno (NF3)[1].

Estos GEI son cuantificados como CO, equivalentes, son generados principalmente
por el uso de energia y procesos vinculados con la combustion, como se puede
observar en la Figura 1 publicada por European Environment Agency en 2023 [2].

749

Trends by aggregated sectors in EU-27

1500K

S00K

OK
1990 1954 1598 2002 2006 2010 2014 2018 2022

Agriculture Other combustion

International Aviation

. Energy supply
Figura 1 Emisiones de CO2 eq por sector. Obtenido de European Environment Agency Datasets [2].

Como se puede observar en la Figura 2, el principal GEI emitido por actividades
vinculadas con la energia es el C0O,, en una proporcion del 94%.
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Figura 2 Gases de efecto invernadero emitidos en el sector de energia en 2022. Obtenido de European
Environment Agency Datasets [2].

De acuerdo al informe “CO2 Emissions in 2023”, publicado en febrero de 2024 por la
Agencia Internacional de la Energia, en el afio 2023 hubo un aumento del 1,1 % en la
emision de CO, vinculado con el consumo energético, alcanzando el maximo récord
de emision de CO, de 37,4 Gt [3], como se visualiza en la Figura 3.

Figure 1: Global energy-related CO; emissions and their annual change, 1900-2023
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Figura 3 Evoluciéon de las emisiones de CO2. Obtenido del Informe de la Agencia Internacional de la Energia
"CO2 Emissions in 2023"3].

En los ultimos afos, el desarrollo de las energias verdes ha generado un impacto
positivo en las emisiones generadas de CO,. Especialmente a partir del 2019 se ha
producido un importante crecimiento de la energia solar, edlica, vehiculos eléctricos,
entre otros [3].

En la Figura 4 se puede observar dicha carga evitada proveniente de energias verdes.

2



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES
Transformacién de gases de efecto invernadero (CO/CO2)

en bioproductos de valor afiadido mediante procesos de fermentacion. MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

Universidad deValladolid

Figure 3: Change in COzemissions from energy combustion and avoided emissions
from deployment of major clean technologies, 2019-2023
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Figura 4 Cargas evitadas de emisiones de COZ2 por el uso de energias verdes. Obtenido del Informe de la
Agencia Internacional de la Energia "CO2 Emissions in 2023"[3].

En este contexto, se puede destacar lo fundamental que son el desarrollo de estas
alternativas verdes para disminuir las emisiones de CO, y avanzar hacia un futuro
sostenible.

Segun la Agencia Internacional de la Energia, en 2022 el 80 % de la demanda mundial
de energia correspondio al uso de los combustibles fosiles [4]. Dado el gran impacto
ambiental vinculado a la utilizaciéon de combustibles fosiles y sumado a la condicion
de ser un recurso limitado, resulta necesaria la busqueda de combustibles de mayor
caracter renovable, sostenibles, y alternativos que aseguren la neutralidad climatica.
Abordar esta problematica de cambio climatico es urgente, por la cual los paises se
han comprometido a realizar cambios drasticos e implementar acciones para
combatirlo.

La Conferencia de las Partes (COP) es una reunidon que se celebra cada afio en
diferentes lugares del mundo, desde marzo de 1995 en Berlin, la cual reune a los 197
paises que firmaron la participacion en la Convencion Marco de las Naciones Unidas
sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), originada en la “Cumbre de la Tierra" de Rio
de Janeiro en 1992 [5]. El objetivo de la COP es definir estrategias cooperativas
internacionales para lograr mitigar el cambio climatico. Incluye entre ellas, disminuir
las concentraciones de GEI, para que los ecosistemas se logren adaptar al cambio
climatico, y garantizar el desarrollo sostenible.

En la COP21 celebrada en Paris en 2015, se propuso reducir sustancialmente las
emisiones de gases de efecto invernadero para limitar el aumento de la temperatura
global en este siglo a 2 °C. Ademas, se firmé el Acuerdo de Paris, que propone la
neutralidad de carbono para mitad de siglo XXI [6].

Es el caso de los miembros de la Unién Europea, en el marco de la CMNUCC en
Paris, asi como del Pacto Verde Europeo y la Ley Europea del Clima, se han
comprometido al desafiante objetivo de reducir las emisiones de gases de efecto
invernadero al menos un 55 % al 2030, respecto al 1990, y generar la transicién a
carbono neutro en 2050 [6].

El Pacto Verde Europeo se presenté en diciembre del 2019 por la Comisién Europea,
como una estrategia de crecimiento sostenible para la Uniéon Europea, determinando

3
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una hoja de ruta de acciones para el uso eficiente de los recursos y una transformacion
a una economia circular, limpia, en busqueda de recuperar la biodiversidad y
reduccion de la contaminacion [7].

Derivado de este, se han incorporado normativas, propuestas, y planes para alcanzar
la neutralidad climatica, como es la Ley Europea del Clima, aprobada en junio de 2021,
la cual proporciona el marco legislativo para impulsar a los estados miembros hacia
estrategias de impacto y planes de actuacién para combatir el cambio climatico.
Ademas, propone un seguimiento y evaluacion de progreso, de manera de garantizar
un avance sustancial hacia la neutralidad climatica. En julio de 2021, luego de
revisiones de los anteriores acuerdos, se incorporé el llamado paquete “Objetivo 557,
como hoja de ruta para la implementacion de la Ley del Clima [8].

Como estrategia para alcanzar este objetivo alineado con el Pacto Verde Europeo
surge el interés de la busqueda de nuevas tecnologias que mitiguen la presencia del
CO, enla atmésfera. Dentro de estas tecnologias se encuentra la captura y utilizacion
de carbono (Carbon Capture and utilization, CCU), la cual consiste en capturar el CO,
y utilizarlo como productos sintéticos, quimicos o combustibles [9].

1.2. Fermentacion de CO/CO, para la obtencion de bioproductos

El CO, puede provenir de diferentes fuentes, y puede sufrir o no transformacion para
su utilizacién, como se muestra en la Figura 5 [10].
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Figura 5 Diagrama de usos de CO2 [10].

A efectos de este TFM, la aplicacion de interés es la conversién del CO, para la
produccion sostenible de biocombustibles y productos quimicos, mediante procesos
bioldgicos.

Las bacterias acetogénicas procariotas son microorganismos que en condiciones
anaerobias estrictas utilizan la ruta reductora de un solo carbono para la formacion de
acetil-CoA, precursor del acetato, siendo esta ruta conocida como la via reductora
acetil-CoA o Wood-Ljungdahl (WLP), en reconocimiento a los dos investigadores
Harland G.Wood y Lars G.Ljungdahl, que descubrieron la mayoria de las reacciones
enzimaticas del modelo acetégeno de Morella thermoacética [11]. En esta ruta, los
acetdgenos sintetizan acetatos en su metabolismo, crecen de forma
quimiolitoautétrofa con H, y CO, como unica fuente de carbono y energia,
acompanado de la sintesis de ATP en la reduccién del CO,[13]. Es decir, este tipo de
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microorganismos puede utilizar la ruta del acetil-CoA para diferentes funciones: como
un mecanismo para la sintesis reductiva de acetil-CoA a partir de CO,, como un
proceso de conservacion de energia y aceptacion de electrones, y como un
mecanismo para la fijacion de CO, en la sintesis de carbono celular [13].

Durante la fermentacion autétrofa de los gases, estos son convertidos en primer lugar
en acidos, etapa que se llama acetogénesis y luego, en el caso que el microorganismo
sea capaz, estos acidos acumulados se transforman en alcoholes, durante la
solventogénesis [14].

Histéricamente se han aislado acetdégenos en diferentes habitats como suelos,
sedimentos, lodos, tractos intestinales de animales, siendo los géneros mas
frecuentes Acetobacterium y Clostridium, con variadas caracteristicas morfologicas,
nutricionales vy fisiolégicas [11].

A continuacion, en la Tabla 1 se detalla una lista actualizada de microorganismos
acetogenos, incluyendo los posibles productos obtenidos en la fermentacion de gases
C0O/CO, [15,16].

Tabla 1 Microorganismos acetégenos. Tabla adaptada [15,16].

Especie Sustrato Producto(s) Referencia
Acetobacterium H,/CO, CO Acetato, isopropanol, acetona [17,18]
woodii
(Recombinante)
Alkalibaculum bacchi H,/CO,, CO Acetato, etanol [19]
Butyribacterium H,/CO, CO Acetato, etanol, butirato, butanol, [20,21]
methylotrophicum acido butirico
Clostridium aceticum H,/CO, CO Acido acético, Etanol [14,22,23]
Clostridium H/CO,, CO Acetato, etanol, 2,3-butanodiol, [24]
autoethanogenum lactato
Clostridium H,/CO,, CO Acetato, acido acético, etanol, [25,26]
carboxidivorans butirato, butanol, lactato, hexanol
Clostridium H,/CO, CO Acetato, etanol, 2,3-butanodiol, [27-29]
ljungdahlii lactato, hexanol

Como se puede deducir, estas rutas son de gran interés biotecnolégico, ya que
permiten obtener biocombustibles y productos bioquimicos de alto valor.

En la Tabla 2 se detallan especificamente las condiciones de operacion y resultados
alcanzados, para la obtencion de acido acético, mediante la fermentacion de gases
C0O/CO, con cepas acetogenas Clostridium, mediante la ruta WLP.
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Tabla 2 Condiciones de experimentacion y resultados para la produccién de acido acético

Especie Condiciones Conc. (mg/L) OD max Observaciones  Referenci
(600nm) a
Clostridium Reactor 2L, 1,1 L de 18 g/L acido 3 (6d) pH 8 regulado [22]
aceticum medio. acético (475
Alimentacion continua horas)
de CO puro 10mL/min. 4,7 g/L &cido 2 (9d) pH inicial 8, sin
acético (690 regulacion.
SIUAGy sl gl horas) Produccion de
etanol 4,6 g/L.
Clostridium Reactor 2L, 1,2 L de 9,4 g/L acido 2,3 (6d) pH 8 regulado [14]
aceticum medio. acético
Alimentacion continua
syngas 10mL/min.
30°C, 150 rpm.
Clostridium Reactor 1,5 L 5,2 g/L acido 1,8 (10 d) pH 8 regulado [23]
i ético (24
aceticum 33°C, 250 rpm. acerflocrc;S() 0
Alimentacion continua
(CO, CO2, Hz, N2), 10
mL/min
Clostridium Reactor 2L, 1,5L 11,5 g/L &cido 1,65 (5d) pH 7,5 regulado [30]
aceticum volumen de medio acético
30°C, 250 rpm.
Alimentacion continua
syngas 10 mL/min
Clostridium Reactor 0,25L con 0,64 g/L &cido pH 5,6 inicial, [25]
carboxidivorans 0,12L de volumen de acetico (48 sin regulacion
medio. horas) Gas: CO puro
Alimentacion continua
(a partir de las 24 Etanol 0,88g/L.
horas) 0,72 g/L &cido pH 5,6 inicial,
350C, 250rpm. aceético (48 sin regulacion
horas)
Gas: Syngas
Etanol 1 g/L.
Clostridium Botellas 160 mL con 0,7 g/L de PH 5,75 sin [26]
carboxidivorans 50 mL de medio. acido acético regulacion
37°C, 150 rpm, (48 horas) Etanol 2g/L
alimenacion syngas.
1.3. Fermentacion de CO/CO, con Clostridium aceticum

El presente TFM se centra en el microorganismo acetdégeno Clostridium aceticum (de
aqui en adelante C.aceticum), en sus rutas de fijacion de CO,/CO, y la produccion de
acido acético.

En la Figura 6, se puede observar la ruta Wood-Ljungdahl, incluida dentro de las rutas
de fijacion de CO, en procariotas. Esta Figura corresponde especificamente a C.
aceticum y se sefalizan en rectangulos las enzimas necesarias para realizar esta ruta
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de fijacién. En color lila, se identifican aquellas enzimas necesarias para el desarrollo
de esta ruta de interés, para las cuales el microorganismo si tiene los genes que las
codifican. Ademas, se puede visualizar la posibilidad de fijacién de CO en esta ruta lo
que concuerda con los datos analizados en la Tabla 1.

En la primera etapa de fijacion de CO,, se identifica la enzima monoxido de carbono
deshidrogenasa (CODH) (numero 1.2.7.4 en la Figura 6), que cataliza la
transformacién de CO, a CO. Esta reaccion de fijacion CO, requiere energia, la cual
es proporcionada por la hidrogenasa ferredoxina, que oxida H, a 2H* y libera
electrones. En el caso de que la fuente de carbono y electrones sea CO, no seria
necesaria la utilizacion de hidrogeno [15]. Posteriormente, el CO, un grupo metilo y una
coenzima CoOASH, son catalizados por la enzima acetil-CoA sintasa (numero
2.3.1.169), para la formacién del intermedio acetil-CoA. [15]. Luego, el acetil-CoA sufre
reacciones enzimaticas, en donde se transforma en acetato, que se da por las
reacciones sucesivas de dos enzimas, Pta (fosfotransacetilasa) y Ack (acetato
quinasa) [15].
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Las cepas de C. aceticum han sido estudiadas previamente, evaluando las diferentes
variables experimentales, como la alimentacion de sustratos, pH, aditivos, entre otros.
De acuerdo a los estudios comparativos entre la fermentaciéon heterétrofa y autotrofa,
con alimentacion de fructosa o CO [22], se alcanzaron mayores concentraciones de
acido acético para alimentaciéon de CO, y con regulacién de pH a 8, favoreciendo la
acetogénesis, y en caso contrario, en condiciones mas acidas, sin regulacion de pH
se favorece la solventogénesis y produccion de etanol [14]. En |la Tabla 3 se muestran
los resultados obtenidos, y como afecta la regulacion del pH y el sustrato en el
metabolismo de C. aceticum.

Tabla 3 Concentracién de acido acético y etanol en fermentacién de C.aceticum, en condiciones autoétrofas y
heterodtrofas, en diferentes condiciones de pH . Obtenida de [22].

Fermentacion de Fermentacion de Fermentacion de Fermentacion de
COapHS8 CO sin control de fructosa a pH 8. fructosa sin control
pH de pH.
Concentracion final 18 g/L 4,7 g/lL 8,8 g/L 6 g/L
de éacido acético
Concentracién final 0,59g/L 4,6 g/L - 0,325 g/L

de etanol

Se ha estudiado la influencia del hierro valencia cero, que actia como donante de
electrones para la reduccion de CO,, favoreciendo la produccion de acido acético en
la fermentacion con C. aceticum [31]. Ademas, resultan interesantes los estudios del
impacto de ciertos metales (Selenio y Tungsteno) en la fermentacion de Clostridium
carboxidivorans, frente a la actividad de metaloenzimas que catalizan tanto la
formacién de acidos grasos como alcoholes [32].
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1.4. Fermentacion en co-cultivos con C. aceticum

A su vez, este acido acético generado puede ser utilizado por otros microorganismos
como fuente de carbono, para producir otros compuestos de interés. Este tipo de
proceso se puede alcanzar en conjunto en la utilizacion de co-cultivos, estrategia que
permite la interaccion sinérgica entre varios microorganismos para lograr un objetivo
en comun, como puede ser biocombustibles o productos quimicos.

Se han realizado estudios de fermentaciones con syngas y elongacién de cadenas,
de co-cultivos de C. aceticum con Clostridium kluyveri con la intencién de produccion
de alcoholes, como butanol, y acidos grasos de cadena media [33].

Con el objetivo de obtener lipidos de interés, se han realizado estudios de
fermentacion de gases (CO, CO,y syngas), en etapas, combinando dos
microorganismos. En primer lugar, se obtiene el acido acético a partir de la
fermentacién de gases con C. aceticum, y en una segunda etapa este acido es
utilizado por la levadura Rhodosporidium toruloides, para la produccion de lipidos de
interés, como acido oleico y acido palmitico [30].

También se han estudiado co-cultivos para la produccién de lipidos y B-carotenos,
obteniendo en primer lugar el acido acético con la fermentacién de syngas con C.
aceticum, y luego Yarrowia lipolytica para la transformacion de dicho acético en los
productos de interés [34].

En la Tabla 4 se resume las condiciones de los experimentos previos de los co-cultivos
realizados con C. aceticum.

Tabla 4 Co-cultivos con C. aceticum

Cepa del Condiciones de experimentacion Producto de Referencia
cocultivo para C.aceticum interés
Clostridium Reactor de 2L. Butirato, [33]
Kluvery butanol y n-
el fag caproato

Syngas continuo
10 mL/min
250rpm, 30°C

Rhodosporidi Reactor de 2L. Lipidos, acido [30]
um oleico y &cido
toruloides PH 7.5 palmitico

Syngas continuo
10 mL/min
250rpm, 30°C

(secuencial)

Yarrowia Reactor de 2L. B-carotenoy [34]

lipolytica PH 7.5 lipidos

ial . .
(secuencial) Syngas continuo 10mL/min

250 rpm, 30°C

1.5. Fermentacion con C. beijerinckii

Las bacterias solventogénicas del género Clostridium se caracterizan por su
metabolismo fermentativo anaerobio y por su produccion una variedad de compuestos
10
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utiles, siendo el principal el 1-butanol. Dependiendo de la especie y las condiciones
del cultivo, la produccién puede diversificarse para incluir acetona, isopropanol, etanol,
acidos butirico, lactico y acético, e incluso hidrégeno [35].

C. beijerinckii es una bacteria anaerobia, la cual tiene como caracteristica la capacidad
de realizar una fermentacion de tipo ABE (acetona-butanol-etanol), consumiendo
sustratos como la glucosa y xilosa [36].

En general, los Clostridium solventogénicos tienen dos etapas dentro de su
metabolismo fermentativo. En la primera etapa, asociada al crecimiento celular, se
producen acido acético, acido butirico, hidrégeno y didéxido de carbono como
productos principales. Mientras que, en la segunda fase, pueden generar a partir de
los sustratos y productos principales butanol, acetona e isopropanol [35].

Especificamente, el metabolismo de C. bejjerinckii comprende dos fases metabdlicas.
La primera fase de acidogénesis, donde convierte los azucares en piruvato y acetil-
CoA, y este ultimo, mediante varias reacciones enzimaticas se convertira en acido
acético y acido butirico. Dicha acumulacion de acidos favorece la produccién de
butanol en la segunda fase metabdlica llamada solventogénesis [36].

Resulta de interés el estudio de la fijacion y valorizacion de los gases CO/CO,, para la
produccion de un combustible de interés (butanol), mediante un co-cultivo de los
microorganismos mencionados anteriormente, C. aceticum, para la produccion de
acido acético utilizando los gases C0O/CO,, en conjunto con C. beijerinckii para el
consumo de este acido generado, para transformarlo en el bioproducto de interés
butanol.

En la Figura 8 se puede observar la capacidad, de acuerdo a la disponibilidad
genética, de realizar la fijacion de CO/CO, de ambos microorganismos en co-cultivo.

En este TFM se buscara maximizar la produccion del acido acético de esta ruta WLP.
Simultaneamente, se buscara maximizar la produccion del combustible butanol,
producido en la fase solventogénica del C. beijerinckii, utilizando como sustrato el
acido aceético generado anteriormente.

11
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2. Objetivos

El objetivo general del TFM es desarrollar alternativas para la valorizacién de gases
residuales C1 (CO,/CO) mediante la produccion de bioproductos de valor afiadido
usando procesos de fermentacion.

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1- Realizar un relevamiento de la bibliografia cientifica para determinar el medio
y condiciones de cultivo idoneos para el desarrollo de los microorganismos en
estudio C. aceticum y C. beijerinckii.

2- Determinar las condiciones 6ptimas de fermentacién de los gases C1 con C.
aceticum, evaluando condiciones de alimentacion, pH, sustratos y nutrientes,
para maximizar la produccién de acido acético.

3- Obtener como producto biobutanol mediante el uso de co-cultivos de
microorganismos tipo Clostridium, como estrategia para aumentar la
concentracion de butanol en el caldo de cultivo, manteniendo elevadas tasas
de fijacion de gases residuales C1.

4- Investigar posibles metabolitos que puedan ser de interés en el co-cultivo en
estudio.

Este estudio es de gran interés, dado que es una novedad la aplicacion de co-cultivos
Clostridium, principalmente para la cepa de C. beijerickii para la produccion de
biocombustibles.

El TFM se enmarca en el proyecto de investigacion: “Recuperaciéon de carbono
mediante fermentacion de gases de efecto invernadero para producir biocombustibles
y bioproductos” (Referencia: TED2021-129826A-100/AEI/10.13039/501100011033),
financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion. Se ha llevado a cabo en el
Instituto de Procesos Sostenibles de la Universidad de Valladolid.
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3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos y medio de cultivo
3.1.1. Activacion y mantenimiento de las cepas

En el presente TFM se han utilizado dos microorganismos, la cepa C. aceticum DSM
1496 y C. beijerinckii DSM 6422.

Ambos microorganismos pertenecen a la coleccion alemana de microorganismos
(DSMZ, Leibniz, Alemania). Las cepas fueron reactivadas inoculando las células
liofilizadas en el medio liquido DSMZ, y se realizé el crecimiento durante 24 horas a
30°C para C. aceticumy 35°C para C. beijerinckii, en un agitador orbital (Optic lvymen
Systems, Comecta, Espafia) segun el procedimiento recomendado por DSMZ.

Las cepas de C. aceticum se almacenaron en un stock de glicerol (40 % v/v) a -80°C
hasta su préximo uso. En el caso de C. beijerinckii, la cepa se mantiene en el medio
RCM (Reinforced Clostridial Medium) en botellas de 100 mL, en formas de esporas y
refrigeradas a 4°C, en condiciones anaerobias.

3.1.2. Preparacion del inéculo de C. aceticum

El crecimiento del inéculo de C. aceticum se realizé en botellas de 100 mL, selladas
con septums de goma, en condiciones anaerobias, con un volumen de trabajo de 50
mL y mezcla de gases CO: CO,: N, (20:20:60 v/v) como sustrato.

La composicién de medio liquido de cultivo de C.aceticum (MCA de aqui en delante),
basado en el medio recomendado por DSMZ, fue la siguiente (para 1 L de agua
destilada): 0,5 g de extracto de levadura, 0,408 g KH,PO,, 0,534 g Na,HPO,.2H,0, 1
mL resazurina (desde una disolucion stock de 0,5 g/L), 12,5 mL de solucién 3A, 1 mL
de solucién TES |, 1 mL de solucion TES I, 0,5 mL de solucion calcio/vitaminas y 2,5
mL de solucién reductora.

La solucion 3A se preparé con la siguiente composicion (por litro de agua destilada):
24 g de NH,CI, 24 g de NaCl y 8 g de MgCl,. 6H,0.

La solucién TES | tenia la siguiente composicion (por litro de agua destilada): 1,8 g
HCI 37%, 61,8 mg H;B0;, 61,25 mg MnCl,, 943,5 mg FeCl,, 64,5 mg CoCl,, 12,86
mg NiCl, , 67,7 mg ZnCl, y 13,35 mg CuCl,.

La solucién TES Il constaba de los siguientes compuestos (por litro de agua destilada):
400 mg de NaOH, 17,3 mg de Na,Se03, 29,4 mg de Na,WO, y 20,5 mg de Na,MoO,.

La solucion de calcio/vitaminas constaba de (por litro de agua destilada): 11 g
CaCl,.2H,0 y 20 mL de solucién vitaminica, cuya composicion fue (por litro de agua
destilada): 20 mg D-biotina, 200 mg nicotinamida, 100 mg acido para-aminobenzoico,
200 mg tiamina (vitamina B1), 100 mg de acido pantoténico, 500 mg de piridoxamina,
100 mg de cianocobalamina (vitamina B12) y 100 mg de riboflavina.

La solucion reductora constaba de 0,5 g de cisteina, 50 mL de NaHCO; (desde una
solucién stock de 80 g/L) y 1 mL de Na,S.9H,0 (de una solucion stock de 240,2 g/L).
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Con excepcidn de la solucién de calcio/vitaminas y de la solucion reductora, las cuales
se esterilizaron mediante filtracion usando filtros de 0,2 ym de nitrato de celulosa
(Sartorius 254 stedim Biotech, Gottingen, Alemania), al resto de los componentes del
medio se les agrego nitrégeno y se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos en
botellas con tapones septum.

El indculo se crecio en un agitador orbital (Optic lvymen Systems, Comecta, Espana)
a 30°C y 200 rpm durante 48 horas.

3.1.3. Preparacion del inéculo de C. beijerinckii

El crecimiento del in6culo de C. beijerinckii se realizd en botellas de 100 mL, selladas
con septums de goma, en condiciones anaerobias, usando el medio RCM (Reinforced
Clostridial Medium) y gaseando con nitrdgeno para desplazar el oxigeno.
Previamente, el medio RCM se esterilizd a 121°C durante 15 min. El inéculo se crecio
en un agitador orbital (Optic Ivymen Systems, Comecta, Espafa) a 35°C y 135 rpm
durante 24 horas.

3.2. Fermentacion con C. aceticum

Se llevaron a cabo diferentes ensayos de fermentacion con C. aceticum para
maximizar la concentracién de acido acético generado, que pueda ser utilizado en el
posterior co-cultivo junto con C. beijerinckii. En esta seccion se detallara las
condiciones de experimentacion aplicadas para evaluar el comportamiento del
microorganismo en diferentes condiciones del crecimiento.

3.2.1. Selecciéon del medio de crecimiento de C. aceticum

Para seleccionar el medio de crecimiento de C. aceticum, con el objetivo final del co-
cultivo, se llevaron a cabo fermentaciones de C. aceticum en su propio medio (MCA)
y en el medio de cultivo 6ptimo de C. beijerickii (MCB de aqui en delante), evaluando
simultaneamente el efecto de la temperatura (30, 35°C) y pH (6, 9). En la Figura 9 se
muestran las condiciones evaluadas para cada medio.

pHE  30°C pHE ,30°C

s
pHE ,35'C iS5

pH 9,30°C pH 9,30°C

"
pHO,35°C pHO, 35" C

Figura 9 Variables evaluadas en la seleccion de medio de microorganismo de C.aceticum

Las fermentaciones se llevaron a cabo en botellas de 100 mL con 50 mL de medio y
pH ajustado mediante la adicion de NaOH y HCI.

Una vez esterilizado el medio durante 15 minutos a 121°C, se adicionaron las
vitaminas y solucién reductora (descritas en la Seccion 3.1) correspondientes al medio
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de C. aceticum, y en el caso del medio de C.beijerickii (MCB) las correspondientes
solucién de vitaminas (0,001 g/L PABA, 0,001 g/L tiamina y 0,00001 g/L biotina), una
solucion salina (0,60 g/L MgS0,, 0,01 g/L MnSO,, 0,05 g/L FeSO,, y 0,01 g/L NaCl, 0,06
g/L KCl) y solucion tampon de acetato (0,50 g/L KH,PO,, 0,50 g/L K,HPO, y 2,20 g/L
acetato de amonio), bajo condiciones anaerobias.

Una vez preparado el medio, se realizo la inoculacion del microorganismo (10% v/v) y
se alimentd con la mezcla de gases CO: CO,: N, (20:20:60 v/v) con una sobrepresion
de 0,2 bares, siendo llevada a cabo la fermentacién en un agitador orbital a 200 rpm.
No hubo control de pH durante la fermentacion.

Se tomaron muestras liquidas cada 24 horas, de las cuales se midio la densidad Optica
a 600 nm, mientras que el liquido restante se centrifugé a 13500 rpm durante 5
minutos y se analizé su contenido en productos de fermentacion (acido acético, etanol
y otros metabolitos).

Por otro lado, con objeto de analizar el comportamiento de los gases C1, se toma
diariamente una muestra gaseosa del espacio de cabeza de 1 mL y se determina su
composicion (en términos de concentracion de CO,CO, y N,).

3.2.2. Evaluacion de diferentes estrategias de alimentacion en fed-batch para
la fermentacion de C. aceticum

Se prepararon los medios para los experimentos en las mejores condiciones de medio
de crecimiento, pH y temperatura ensayadas en la Seccion 3.2.1 (MCA, pH 9y 35°C),
pero modificando en este caso el tipo de sustrato:

e gas (CO:CO,: N,): fermentacién autotréfica.
e co-sustrato (gas (CO: CO,: N,) + fructosa): fermentacién mixotréfica.

y la frecuencia de alimentacion de gases:

e Alinicio de la fermentacion, una unica vez.
e Alinicio de la fermentacion y diariamente durante la fermentacion.
e Alinicio de la fermentacion y diariamente a partir de las 72 horas.

En el caso de las fermentaciones con co-sustrato (mixotréficas), ademas del gas, se
adiciono fructosa al inicio de la fermentacién, en una concentracién de 10 g/L,
partiendo de una solucién stock de fructosa de 500 g/L (previamente esterilizada por
filtracion).

Las fermentaciones se llevaron a cabo a 35°C y 200 rpm durante siete dias, usando
botellas de 100 mL con 50 mL de volumen de trabajo, en un agitador orbital (Optic
Ivymen Systems, Comecta, Espana). De igual modo que en los ensayos de la Seccién
3.2.1., se tomaron muestras liquidas y gaseosas diariamente para determinar la
densidad 6ptica, productos de fermentaciéon y comportamiento de los gases C1.

3.2.3. Evaluacioén de la relacion de volumen del medio en la fermentacion de
C. aceticum

En estos ensayos, se llevd a cabo la fermentacion autotrofica de C. aceticum en
botellas de 1 L, selladas con septums de goma, en condiciones anaerobias estrictas,
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en las mejores condiciones del MCA, pH y temperatura ensayadas en la Seccién 3.2.1
(pH 9, 35°C y 200 rpm). El volumen de trabajo utilizado fue de 100, 200 y 300 mL de
medio de crecimiento.

Los ensayos se realizaron con una unica alimentacion inicial de gas o en modo fed-
batch (alimentando gas al inicio de la fermentacion y diariamente durante la
fermentacion; al inicio de la fermentacion y diariamente a partir de las 72 horas). Se
tomaron muestras liquidas y gaseosas diariamente para determinar la densidad
optica, productos de fermentacidén y comportamiento de los gases C1.

3.2.4 Evaluacion de la adicion de hierro al medio de cultivo en la fermentacion
de C. aceticum

Se evalud el impacto de la adicion de hierro (50 y 75 g/L) al medio de cultivo, bajo las
mismas condiciones previamente descritas (pH 9, 35°C y 200 rpm).

Todos los experimentos se llevaron a cabo en botellas de 100 mL, con 50 mL de MCA,
10% v/v de in6culo y alimentacion de gases (CO: CO,: N,), con una unica alimentacion
inicial de gas o en modo fed-batch (alimentando gas al inicio de la fermentacion y
diariamente a partir de las 72 horas). Se tomaron muestras diariamente, tanto de la
fase gaseosa como liquida.

3.3. Fermentacion con co-cultivos de C.aceticum y C.beijerinckii

Los ensayos se llevaron a cabo usando el MCA (descrito en la Seccién 3.1.2), pero
adicionando los nutrientes y soluciones necesarias para el crecimiento de C.
beijerinckii del MCB (ver Seccion 3.2.). A este medio conjunto se lo llamara MCAB de
aqui en delante. Se usé una concentracion de inéculo del 10% (v/v) tanto para C.
aceticum como C. beijerinckii.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en botellas de 100 mL, con 50 mL de
MCAB, a 35°C, 200 rpm, y pH inicial de 6 y 9. Se utilizdé una concentracién inicial de
fructosa de 30 g/L (co-sustrato), de acuerdo a resultados previos obtenidos por el
grupo de investigacion, y una concentracion de hierro de 50 g/L.

Se analizaron tres configuraciones de co-cultivo (en todos los casos, C. aceticum fue
inoculado al comienzo de la fermentacion (t=0)):

e Co-cultivos secuenciales
o Inoculacion de C. bejjerinckii a las 24 horas de la inoculaciéon con C.
aceticum.
o Inoculacion de C. beijjerinckii a las 48 horas de la inoculacidén con
C.aceticum.
e Co-cultivo simultaneo
o Ambos microorganismos se inoculan al mismo tiempo al inicio de la
fermentacion.

Se alimentd con gases (CO: CO,: N,) una unica vez al inicio de la fermentacién y otra
vez a las 72 horas, con objeto de liberar la presion almacenada en las botellas.

Al igual que en los experimentos anteriores, se tomaron muestras, tanto liquidas como
gaseosas, diariamente para determinar los productos de fermentacion vy
comportamiento de los gases C1.
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Adicionalmente, se realiz6 en el MCAB un experimento de control para ambos
microorganismos por separado.

Todos los ensayos y determinaciones analiticas se realizaron por duplicado y los
resultados mostrados se corresponden con el promedio.

3.4. Métodos analiticos

Las concentraciones de fructosa y de los productos obtenidos en las fermentaciones
en la fase liquida se analizaron mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), utilizando un detector de indice de refraccion (Waters 2414) y una columna
Aminex HPX-87H, a 60°C (fructosa, acidos organicos) y a 30°C (solventes), con fase
movil H,S0, 0,01 M y un flujo de 0,6 mL/min.

La composicion del gas en muestras gaseosas se determind utilizando un
cromatografo de gases 8860 GC (GC, Agilent Technologies, Espafia) equipado con un
detector de conductividad térmica (TCD). EI GC se encuentra equipado con una
columna de tamiz molecular 15 HP-PLOT 5A (ID, 0,53 mm; espesor de pelicula, 50
pgm), la temperatura del horno se mantuvo constante a 45°C, y en el puerto de
inyeccidn, la temperatura se mantuvo constante a 250°C en el detector.

La densidad optica (OD) a 600 nm se midié usando un espectrofotometro (Uvmini
1240, Shimazu Suzhou Wfg., Kyoto, Japdn) con objeto de determinar la concentracion
de microorganismos en las muestras liquidas.
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4. Resultados y discusion

4.1. Seleccion de medio de crecimiento de C. aceticum

4.1.1. Seleccion del medio para el co-cultivo: crecimiento de C. aceticum en su
medio y en el medio de C. beijerinckii

Siendo el objetivo final de este trabajo realizar un co-cultivo exitoso de los
microorganismos C. aceticum y C. beijerinckii, resulta fundamental evaluar la
viabilidad de crecimiento de C. aceticum en el medio de crecimiento de C. beijerinckii.
Este estudio aporta informacién valiosa sobre la compatibilidad y adaptabilidad futura
de estos dos microorganismos, y permite incrementar las posibilidades de alcanzar
los resultados deseados en este trabajo de investigacion.

Para ello, se realizd el crecimiento el inéculo del C. aceticum en el MCA, medio
adecuado para esta cepa y en el medio de crecimiento del C. beijerinckii MCB. Se
midi6 la densidad oOptica, con el objetivo de evaluar el crecimiento del microorganismo
en ambos medios, y verificar el tiempo de crecimiento del indculo previo a la
inoculacion en la fermentacion.

Tabla 5 Crecimiento de C. aceticum en MCA y MCB

Medio de cultivo Densidad éptica (600nm)  Densidad d6ptica (600nm)
48 h 72 h
MCA ‘ 0,256 0,224

MCB ‘ 0,140 0,164

A partir de los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla 5, se confirmé como
optimo 48 horas de crecimiento del inéculo, debido a la poca variacidon en los
resultados obtenidos. Ademas, se nota menor crecimiento en el medio de C.
beijerinckii, como se esperaba.

Cultivos con C. aceticum: Optimizacion del pH y la temperatura en la produccion de dcido acético

Con el objetivo de establecer las condiciones optimas para el crecimiento del C.
aceticum y maximizar las concentraciones de acido acético obtenido, se evalud la
influencia del pH y la temperatura en los medios de cultivo mencionados
anteriormente.

Al igual que en el experimento anterior, se inoculd C. aceticum en ambos medios, pero
en este experimento se evaluo la influencia de la temperatura (30 °C y 35 °C) y del pH
(pH 6y pH9).

En primer lugar, se debe mencionar que en el medio de C.beijerinckii (MCB) no se
obtuvo acido acético en ningunas de las condiciones definidas de pH y temperatura,
por lo que los resultados no se muestran en este informe.

Por otro lado, se muestran en las Figuras 10, 11, 12 y 13 los resultados obtenidos para
la fermentacién de C. aceticum en MCA.
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Figura 12 Concentracion de CO (%) variando pHy ~ Figura 13 Concentracion de CO2 (%) variando pH y
Temperatura en monocultivo de C.aceticum Temperatura en monocultivo de C.aceticum

En la Figura 10 se puede observar que las mayores concentraciones obtenidas de
acido acético son para las condiciones de pH 9, siendo la maxima de 0,38 £ 0,001 g/L
a 35 °C, al cuarto dia de la fermentacién. Ademas, se observa en estas condiciones
una densidad optica de 0,24 este mismo dia de fermentacion. Los resultados
alcanzados en estas condiciones son menores a los recopilados de investigaciones
previas que se visualizan en la Tabla 2.

En las Figuras 12 y 13 se muestran las concentraciones de los gases de alimentacion
de la fermentacion. Se puede observar que al cuarto dia de fermentacién se habia
consumido la totalidad el CO en todos los casos, mientras que no se observan
consumos de CO,. En base a los resultados obtenidos en este experimento, se decidio
continuar con la investigacion en las condiciones de pH 9 y temperatura 35°C.
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Evaluacion de estrategias de alimentacion en fed-batch para la fermentacion de C. aceticum

En base al perfil de concentracién de CO, se evalué adoptar un enfoque de
alimentacién fed-batch, buscando favorecer la produccion de acido acético y mitigar
cualquier limitacién vinculada con falta de sustrato a lo largo del proceso de
fermentacion.

En esta linea, se considero la alimentacion fed-batch con frecuencia diaria desde el
primer dia, o a partir de las 72 horas, que es el momento cuando se agota el CO, segun
lo observado en los experimentos previos.

En las Figuras 14 y 15 se muestran los resultados obtenidos de acido acético y la
densidad optica medida para la alimentacion fed-batch, frente a los resultados
alcanzados previamente con alimentacién de gases al inicio de la fermentacion (sin
fed-batch).

0,7 0,30
—=— Fed-batch

0,6 diario 0.25 -
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Figura 14 Concentracién de &cido acético (g/L) en Figura 15 Densidad Optica en experimentos de
experimentos de estrategias de alimentacién fed batch estrategias de alimentacion fed-batch para monocultivo

para monocultivo de C.aceticum de C.aceticum

Comparativamente, hasta el cuarto dia de la fermentacion se nota un comportamiento
similar entre el sistema de fed-batch a partir de las 72 horas y sin fed-batch. A partir
de este momento, la alimentacion de gases C1, mejord la produccién de acido acético
alcanzando los 0,59 g/L (mientras que en el sistema sin alimentacién fed-batch se
alcanzé un maximo de 0,38 g/L). Ambos experimentos tienen su maximo de
crecimiento (densidad 6ptica entre 0,23-0,25) al cuarto dia, como se puede observar
en la Figura 15.

Por lo contrario, la fermentacion con fed-batch diario de gases obtiene las menores
concentraciones de acido acético, menor a 0,1 g/L.

En las Figuras 16 y 17 se muestran las concentraciones de CO y CO, en la
fermentacién fed-batch. Se puede observar que entre el segundo y cuarto dia es
cuando se consume principalmente el CO, tanto en el caso de fed-batch a las 72 horas
y sin fed-batch.

En resumen, se selecciona como sistema alimentacion para el ensayo de
fermentacién autétrofa las condiciones fed-batch a partir de las 72 horas.
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Figura 17 Concentraciéon de CO2 en la fermentacion
fed-batch de monocultivo de C. aceticum

4 .1.2. Fermentacion con C. aceticum utilizando fructosa como co-sustrato

El anterior experimento se repiti6 en condiciones de fermentacion mixotrofica,
realizando la adicidn de fructosa de 10 g/L como co-sustrato. Dado que el
microorganismo se comporta como un mixétrofo (usando tanto CO como fructosa,
como fuente de carbono y energia), resulta de interés evaluar las mismas condiciones
fed-batch de alimentacién de gas, pero en presencia de dicho co-sustrato. Esta
condicion es de suma relevancia debido a que, segun experimentos previos realizados
por el grupo de investigacion, la cepa que se utiliza en el co-cultivo C. beijerinckii tiene
como requerimiento fructosa en su medio de cultivo.

Se puede observar en la Figura 18 que al igual que en condiciones autétrofas, las
mayores concentraciones de acido acético se alcanzan cuando la alimentacion fed-
batch de gases es realizada a partir de las 72 horas, obteniéndose 1,21 g/L. En la
Figura 19 se observa la densidad optica medida, la cual tiene su maximo al segundo
dia de fermentacion.
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Figura 18 Concentracién Acido acético (g/L) en Figura 19 Densidad optica en fermentacion de
fermentacion de monocultivo de C. aceticum con monocultivo de C. aceticum con gases y fructosa como
gases y fructosa como sustratos, alimentacion fed-  sustratos, alimentacion fed-batch

batch
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En las Figuras 20 y 21 se muestran las concentraciones de los gases durante la
fermentacién. Se observa la produccién de CO, desde el segundo dia al cuarto dia,
propio del metabolismo de la fermentacion de la fructosa, y el consumo del CO durante
la fermentacion.
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Figura 20 Concentracion de CO (%) en fermentacion de Figura 21 Concentracion de CO2 (%) en fermentacion de
monocultivo de C. aceticum con gases y fructosa como monocultivo de C. aceticum con gases y fructosa como
sustratos, alimentacion fed-batch sustratos, alimentacion fed-batch

Adicionalmente, se muestra en la Figura 22 la produccién de etanol para la
fermentacién de C. aceticum en presencia de gases y fructosa. En este caso, se
alcanzé mayor produccion para el sistema de alimentacién en fed-batch diario, de 1,47
+ 0,001 g/L, respecto al fed-batch a partir de las 72 horas (0,62 g/L).
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Figura 22 Concentracion de etanol (g/L) en la fermentacion de
monocultivo de C. aceticum con gases y fructosa como sustratos,
alimentacion fed batch

4 .1.3. Fermentacion de C. aceticum en botellas de 1L

En este experimento se buscoé aumentar la relacion de volumen de medio(%) en la
fermentacion de C.aceticum, para evaluar el impacto de la transferencia de gases en
la concentracién disponible de CO, y CO, los cuales son cruciales para el rendimiento

1 Se considera como relacion de volumen de medio al porcentaje del volumen del medio en el volumen total.
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de la fermentacién autétrofa. Estos ensayos tenian como objetivo identificar la relacidon
de volumen de medio adecuada para maximizar la produccion de acido acético y la
eficiencia del proceso.

Se realizaron ensayos en los que se vario la relacion de volumen de medio en un 10%,
20% y 30% en botellas de 1 L. En este caso, al igual que los anteriores, la
concentracion de inoculo fue del 10% v/v, a pH 9 y 35°C, con alimentacion fed-batch
de gases diario y sin alimentacion fed-batch.

En las Figuras 23, 24, 25, 26, 27 y 28 se muestran los resultados obtenidos en este
experimento. Se identifica a las fermentaciones que se alimentan unicamente al inicio
de la fermentacion con gases como “G_volumen de medio”, mientras que a los que se
realiza estrategia de alimentacion de gases fed-batch “FB_G_volumen de medio”.

En la Figura 23 se puede observar que las mayores concentraciones de acido acético
se alcanzaron con la menor relacion de volumen del medio ensayada, de 10 %.
Ademas, comparativamente, la alimentacion en fed-batch diaria de gases obtuvo
mejores resultados que sin alimentacién fed-batch, para cada una de las relaciones
ensayadas.

Las concentraciones de acido acético alcanzadas en todos los experimentos fueron
bajas, entre 0,01 y 0,11 g/L, y se obtuvo como coproducto etanol como se puede ver
en la Figura 24, alcanzando concentraciones entre 0,13 y 0,22 g/L. Segun busquedas
bibliograficas, es posible que esta produccion de etanol y las bajas concentraciones
de acido acético tengan sentido por el cambio de botellas a mayor volumen,
acentuando la inhibicidon por alta concentracion de CO. La produccion de etanol
significa un desequilibrio del metabolismo del carbono, en donde se necesitan cuatro
equivalentes de NADH para la sintesis de etanol a partir del acetil-CoA, mientras que
la sintesis de acetato requiere dos [37].
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S 5
NeF) -
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o
o
S
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Figura 24 Concentracion de etanol (g/L). Evaluacion
de alimentacion fed-batch y relacion de volumen (%),
en monocultivo de C. aceticum

Figura 23 Concentracién de &acido acético (g/L).
Evaluacién de alimentacién fed-batch y relacion de
volumen (%), en monocultivo de C. aceticum
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Figura 25 Concentraciéon de CO(%). Evaluacion de Figura 26 Concentracion CO2(%). Evaluacion de
alimentacioén fed-batch y relacién de volumen (%), en alimentacion fed Batch y relacion de volumen (%), en

monocultivo de C. aceticum monocultivo de C. aceticum
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Figura 27 Concentracion CO(%). Evaluacién de Figura 28 Concentracion CO2 (%). Evaluacion de
alimentacion fed Batch y relacion de volumen (%), en alimentacion fed-batch y relacion de volumen (%), en
monocultivo de C. aceticum monocultivo de C. aceticum

Se puede observar en las Figuras 25, 26, 27 y 28 las concentraciones de los gases
C1 durante las fermentaciones. En ninguno de los casos se logra consumir totalmente
el CO, como si se habia observado en los experimentos previos.

Este experimento se repiti6 en las mejores condiciones, en 10 % de relacién de
volumen de medio, con alimentacion fed-batch a partir de las 72 horas (el sistema que
obtuvo mejor resultados previamente) y sin alimentacion fed-batch. Para ambos casos
los valores de acido acético son menores a 0,2 g/L.
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Figura 29 Concentracion de acido acético (g/L) en fermentacién en monocultivo de C. aceticum con estrategia de
alimentacion fed-batch a partir de las 72 horas

Luego de estos experimentos, se confirma que independientemente del tipo de
alimentacion fed-batch, la fermentacion en botellas de 1L no logra buenos resultados
en cuanto a produccidn de acido acético.

Es posible que este comportamiento se deba a la inhibicion por CO, como también por
cambios de acidez en el medio por la disolucién del CO,.

De igual manera que se mencion6 anteriormente, este efecto de inhibicion por CO fue
observado en un estudio comparativo realizado por Kubra_Arslan et al., en donde se
vincula la obtencién de etanol con la acidificacion de medio [14,22]. Como se puede
observar en las rutas de la Figura 30, en este caso la ruta corresponderia a la
transformacién del Acetyl-CoA en parte a etanol como producto final.

[Wood« Ljungdahl Pathway I [ Glycolysis J
Methyl branch Carbonyl branch
CO, CO, Fructose
l<— -2 [H] ;‘QH}——)l 2NADH < -
Formate co 2ATP < -

A

2 Pyruvate
I e
2C0,¢ -
v
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
< =2 [H
Acetyl phosphate Acetaldehyde — Ethanol
!
'
3 ;‘\H‘\ < -2 [H] 2[H
Acetic acid

Figura 30 Ruta WLP y de Glucdlisis de C. aceticum [14].
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4.2. Evaluacion de la influencia de la adicion de hierro en la
fermentacion de C. aceticum.

En base a los estudios previos, y de acuerdo a lo recopilado en el estudio bibliografico,
se decidié analizar impacto de la adicion de hierro cero valente en el medio de
fermentacién de C. aceticum [31], buscando maximizar la concentracion de acido
acético, mediante la generacion de hidrégeno, lo que favorece la reduccion del CO,.

Fe (0) + 2H20 — Fe (2+) + Ha+ 20H"

Este experimento se realizdé con concentraciones de 50 g/L y 75 g/L, en botellas de
100 mL con 50 mL de medio, en las condiciones pH 9 y a 35°C.
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Figura 31 Concentracion de acido acético (g/L) . Experimento de adicion
de hierro al medio de cultivo de fermentacion de monocultivo de C.
aceticum

En la Figura 31, se puede observar que la concentracion alcanzada es mayor que en
los experimentos anteriores, siendo a los siete dias de 0,83 + 0,013 g/L de acido
acético. En comparacién, este resultado es mayor al doble que se obtiene en las
mismas condiciones de experimentacion, pero sin hierro (0,38 g/L, Seccién 4.1.1).

Adicionalmente, en las Figuras 32 y 33 se puede observar el consumo total del CO al
tercer dia y el consumo total del CO, al séptimo dia.

Estos datos confirman el beneficio del aporte del hierro al medio de cultivo,
transformandolo a un medio reductor, con mayor capacidad a fijar gases C1 y
maximizando la produccion de acido acético.
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Figura 33 Concentracion de CO2 (%) Experimento
de adicion de hierro al medio de cultivo de
fermentaciéon de monocultivo de C. aceticum

Figura 32 Concentracion de CO (%) Experimento de
adicion de hierro al medio de cultivo de fermentacion
de monocultivo de C. aceticum

Siendo los resultados alcanzados muy similares para ambas concentraciones de
hierro, se selecciond para los siguientes ensayos 50 g/L de hierro cero valente.

Debido a que el hierro genera interferencias por el aporte de turbidez al medio, no se
pudieron realizar las medidas de absorbancia.

4.2.1. Evaluacién de alimentacién fed-batch de gases con adicidon de hierro al
medio de cultivo

En las condiciones seleccionadas anteriormente de concentracion de hierro en el
medio de cultivo, se realizd la prueba de alimentaciéon fed-batch a partir de las 72
horas. Con esta estrategia de alimentacién se observaron resultados similares, pero
se redujeron los dias en los cuales alcanza la concentracion maxima de acético entre
0,8-0,9 g/L, siendo para el caso de fed-batch en cinco dias, y en el caso sin fed-batch
siete dias, como se puede observar en la Figura 34.
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Figura 34 Concentracion de acido acético (g/L)..Experimento de adicion de hierro al medio de cultivo, con
estrategia de alimentacién fed-batch en de fermentacién de monocultivo de C. aceticum

Adicionalmente, al igual que los experimentos previos, se observa en las Figuras 35y
36 un consumo total del CO al tercer dia (momento en el cual se vuelve a alimentar de
gases), al igual que al quinto dia, y por el otro lado, el consumo total del CO, al séptimo
dia.
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Figura 35 Concentracion de CO(%) .Experimento de
adicion de hierro al medio de cultivo, con estrategia
de alimentacién fed-batch en de fermentacién de
monocultivo de C. aceticum

~
o

Figura 36 Concentracion de CO2(%) .Experimento
de adicion de hierro al medio de cultivo, con
estrategia de alimentacion fed-batch en de
fermentacién de monocultivo de C. aceticum

4.3, Resumen de resultados con monocultivos de C. aceticum

En la Tabla 6 se resumen los mejores resultados obtenidos para las condiciones
evaluadas en las fermentaciones de C. aceticum.

Se puede observar, como se menciond en las secciones anteriores, que las mejores
condiciones en donde se logran eliminar los gases CO/C0O, y maximizar la produccion
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de acido acético fueron en botellas de 100 mL con 50 mL de medio C. aceticum, con
la adicion de hierro en 50 g/L, a 35°C y pH 9.

Ademas, los mejores resultados se alcanzaron tanto para la fermentacion autotrofa
como la mixotrofica (con 30 g/L de fructosa) en condiciones de alimentacion fed-batch
de mezcla de gases C1 a partir de las 72 horas.

Estos resultados obtenidos se tomaron como base para la fermentacion en co-cultivos
con C. beijerinckii que se detallan en la proxima seccion.

Tabla 6 Resumen de resultados de evaluacion de variables para el monocultivo de C. aceticum

Condiciones
Tipo de de Concentraci  Concentraci
Identificacion Sustrat  alimentaci  experimentaci p  Temperatu on dcido on etanol
del experimento o) on on H ra acético g/L g/L
4.1. Seleccién de
medio de 50 mL en
crecimiento de | Mezcla botellas 100
C. aceticum gasCl Batchat=0 mL 9 352C 0,41 0
4.1. Evaluaci
on de
estrategias de
alimentacion en
fed-batch para Fed-batch 50 mLen
la fermentacion | Mezcla  a partir de botellas 100
de C. aceticum gas C1 las72 h mL 9 35¢C 0,59 0
Mezcla
gas C1
+ Fed-batch 50 mL en
fructos  a partir de botellas 100
a las 72 h mL 9 35eC 1,21 0,62
4.2.1. Evaluacion
de la influencia
de la adicién de 50 mL en
hierro al medio Fed-batch botellas 100
de cultivo de C. Mezcla  a partir de mL (hierro 50
aceticum. gas C1 las72 h g/L) 9 35¢C 0,87 0
4.4, Fermentacion en co-cultivo con C. aceticum y C.beijerinckii

Una vez seleccionadas las condiciones de fermentacion de C. aceticum, se continud
la investigacion con el co-cultivo de ambos microorganismos.

Se analizaron tres configuraciones de co-cultivos (en todos los casos, C. aceticum fue
inoculado al comienzo de la fermentacion (t=0)):

e Co-cultivos secuenciales
o Inoculacion de C. beijerinckii a las 24 horas de la inoculacion de C.
aceticum.
o Inoculacion de C. beijerinckii a las 48 horas de la inoculacion de
C.aceticum.
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e Co-cultivo simultaneo
o Ambos microorganismos se inoculan al mismo tiempo al inicio de la
fermentacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el primer experimento en la seccion de 4.1,
el crecimiento de C. aceticum en el medio de cultivo de C. beijjerinckii (MCB) es muy
bajo y, no se logro obtener acido acético en estas condiciones. Por este motivo, para
el desarrollo del co-cultivo de interés, se utilizé el medio MCAB, detallado en la seccion
3.3 de materiales y métodos, preparado a partir de la composicion de ambos medios
MCA y MCB para garantizar los nutrientes necesarios para el crecimiento de los dos
microorganismos.

4.4.1. Estudio de crecimiento de C. aceticumy C. beijerinckii como monocultivo
en MCAB

En primer lugar, se realizé un estudio de los microorganismos por separado, en el
medio MCAB. Este estudio de monocultivo permitié determinar el efecto que podria
tener en el co-cultivo la presencia del otro microorganismo, y proporciona informacién
significativa para evaluar el efecto sinérgico, la competencia de nutrientes e identificar
si la interaccion de los microorganismos tiene el efecto beneficioso buscado.

En este estudio de control se inoculé cada microorganismo al 10 % v/v en MCAB, a
pH 9y 35°C, 30 g/L de fructosa y 50 g/L de hierro.

Fermentacion de C. aceticum en MCAB

Se puede observar en la Figura 37 que la fermentacion del microorganismo C.
aceticum alcanza al séptimo dia de fermentacion el maximo de acido acético de 2,32
g/L, mientras que la concentracion de etanol crece a lo largo de la fermentacion,
alcanzando 1,35 g/L. Esta tendencia de resultados es similar a los obtenidos en la
bibliografia consultada, vinculado a la produccibn de etanol en la etapa
solventogénica, propiciada por la disminucion de pH [14,22].
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Figura 37 Concentraciones de metabolitos (g/L) en la fermentacién de C.
aceticum en medio conjunto
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Se puede observar en las Figuras 38 y 39 el consumo total del CO al cuarto dia,
(momento en el cual se vuelve a alimentar de gases). Por el otro lado, en este caso
se observa un pico de CO,, debido a la fermentaciéon de la fructosa, resultado
esperable por el metabolismo del microorganismo, como también se observo en

experimentos previos.
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Figura 39 Concentracion de CO2 (%) en la fermentacion

Figura 38 Concentracion de CO (%) en la fermentacion de
de C. aceticum en medio conjunto

C. aceticum en medio conjunto

En este caso, se puede deducir que las condiciones nutricionales del medio de cultivo
conjunto son beneficiosas para la fermentacién del C. aceticum, ya que obtiene
resultados satisfactorios en concentraciones de acido acético, consiguiendo consumir
la fructosa, y ambos gases C1.

Fermentacion de C. beijerinckii en MCAB

En la investigacion de la fermentacion de C. beijjerinckii como monocultivo, se analiz6
la produccion de acido butirico y butanol, en las mismas condiciones de medio
evaluadas para el C. aceticum.

Se alcanzé un maximo de produccion de acido butirico, de 0,46 g/L, y 3,4 g/L de
butanol a partir del cuarto dia de fermentacion, como se puede observar en la Figura
40.

Ademas, se observd que se consume en su totalidad la fructosa al cuarto dia de
fermentaciéon. Los resultados obtenidos a pH 9 son mejores a los obtenidos en
bibliografia consultada, en donde a pH basico controlado no lograron obtener
crecimiento celular [38].
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Figura 40 Concentraciones de metabolitos (g/L) en la fermentacién de C. beijerinckii en medio conjunto

4.4.2. Fermentacion en sistema de co-cultivos secuenciales

Con el objetivo de evaluar el tiempo de inoculacion del C. beijerinckii, se realizaron
dos experimentos, después de 24 horas y 48 horas de la inoculacién de C. aceticum.
Tiene el propdsito de investigar el impacto de la produccion y acumulacion del acido
acético generado por C. aceticum, y evaluar si tiene un efecto beneficioso en la
produccion de butanol de C. beijerinckii.

Simultaneamente, en estas dos condiciones se evalud la influencia del pH del medio,
ya que segun la bibliografia consultada [38,12] y los experimentos previos realizados,
es una variable crucial para la produccion de bioproductos.
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Figura 41 Concentracion de acido acético (g/L) en fermentaciones
secuenciales a pH 6 y 9, con inoculacion de C.beijjerinckii a tiempo 24
y 48 horas de inoculacién de C. acetium.

Se puede observar en la Figura 41 que a las 24 horas de fermentacion se encuentra
un pico de acido acético, de 2,3 g/L, el cual se consume durante la fermentacion,
principalmente en el segundo y tercer dia. En todos los casos, alcanzan valores
similares, siendo el valor maximo para pH 9.
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Figura 42 Concentracion de acido butirico en Figura 43 Concentracion de butanol en
fermentaciones secuenciales a pH 6 y 9. fermentaciones secuenciales a bH 6 v 9

Respecto a la obtencion de productos y metabolitos de interés, se observa en las
Figuras 42 y 43 una clara influencia del tiempo de inoculacién en la produccion de
acido butirico y butanol.

En las condiciones de inoculacion a las 48 horas de fermentacidon, en donde se
encuentra acumulado el acido acético producido por C. aceticum, se favorece
principalmente la produccion de acido butirico (entre 7,5y 8,5 g/L) y no la de butanol
(entre 0,6 y 1 g/L), independientemente del pH inicial del medio.

En las condiciones de inoculacion a las 24 horas de fermentacion, en donde se
acumula también acido acético, pero en menor medida, se alcanzan mayores
concentraciones de butanol (entre 1,4 y 2,6 g/L) y menores de acido butirico (5,7 g/L).

Si se compara con los resultados obtenidos con C.beijerinckii en MCAB en
monocultivo, se alcanzan menores concentraciones de butanol (3,40 g/L) y mayores
concentraciones de acido butirico (0,46 g/L), al mismo pH inicial 9.

Segun la bibliografia consultada [38,12], los valores de pH proximos a la neutralidad
tienen tendencia a mayores producciones de acido butirico, mientras que los pH
acidos favorecen la produccion de butanol.

Es importante resaltar que, en la bibliografia consultada, el pH es controlado durante
la fermentacién, mientras que, en este TFM, el pH se ajusta inicialmente y no se realiza
regulacion posterior, generando condiciones variables de acidez provocada por los
propios metabolismos y acidos producidos.
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Figura 44 Concentracion de CO (%) en Figura 45 Concentracion de CO2 (%) en
fermentaciones secuenciales a pH 6 y 9 fermentaciones secuenciales a pH 6 y 9

En la Figura 44 se puede observar la concentracion de CO, con alimentacion fed-batch
a las 72 horas, el cual se consume completamente al segundo dia de fermentacion, y
luego del fed-batch se vuelve a consumir hasta una concentracion final aproximada
de 5%.

Por otro lado, al observar la Figura 45 se detecta un pico produccion de CO, al
siguiente dia de ser inoculados C. bejjerinckii, 1o cual tiene sentido, ya que es
producido por la fermentacion de la fructosa.

En las Figuras 46, 47, 48 y 49 se muestran los perfiles de acido acético, etanol, acido
butirico, butanol y fructosa, obtenidos en los ensayos, con el objetivo de comparar las
diferentes fermentaciones.
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Se identifica que el consumo de la fructosa fue completo en el segundo dia trascurrido
desde la inoculacion de C. beijerinckii. Esto tiene sentido, ya que lo utiliza como
sustrato en su ruta metabdlica de glucdlisis. Ademas, se nota que a partir del quinto
dia los perfiles de los metabolitos, productos y sustratos no varia sustancialmente.

En la Tabla 7 se detallan los resultados obtenidos para la fermentacion secuencial
para un tiempo de fermentacién de ocho dias desde de la inoculacion de C. beijerinckii.

Tabla 7 Resultados a los ocho dias de fermentacién secuencial a 24 y 48 horas de la inoculacién de C. beijerinckii

Exp. Fructosa (g/L) Acido acético (g/L) Etanol (g/L) Acido Butirico Butanol (g/L)
(9/L)
pH6_24 h 0,01 1,12 0,28 5,58 1,44
pH9_ 24 h 0,01 1,08 0,52 5,67 2,58
pH6_ 48 h 0,01 1,17 0,20 8,47 1,03
pHY9_48h 0,01 0,86 0,16 7,82 0,62

Segun lo explicado previamente acerca de la ruta metabdlica de C. beijerinckii, en este
caso, se puede deducir que el microorganismo prioriza la ruta acidogénica y no la
solventogénica, ya que se acumula el &cido butirico, en vez de butanol,
principalmente, para las condiciones de maxima acidez y acumulacion de acido
acético (pH6 e inoculacion después de 48 horas).
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Se realizé el estudio de las reacciones enzimaticas que se llevan a cabo en su
metabolismo, buscando deducir las rutas metabdlicas que prioriza C. beijerinckii para
las condiciones de fermentacién ensayadas.

En la Figura 50, se muestra la ruta de butanoato, fermentacion ABE, para este
microorganismo. Se puede observar que, segun su estudio del genoma, C. beijerinckii
tiene los genes que codifican las enzimas para producir butanoato (acido butirico
codigo C00246 en KEGG), las cuales se identifican con color lila en la Figura 50.
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Figura 50 Ruta del Butanoato para C. beijerinckii desde KEGG

Una vez presente el compuesto intermedio Butanocyl-CoA, generado a partir del
Acetyl-CoA, como se observa en la Figura, toma una via metabdlica hacia dos posibles
productos:

1- Butanol (En verde en la Figura 50)

o Butanocyl-CoA - Butanal, con la actuacion de la enzima identificada en
KEGG con el numero 1.2.1.10 (butanal:NAD+ oxidoreductase (CoA-
acylating)

» Butanal + CoA + NAD*+< Butanocyl — COA + NADH + H* (1)

o Butanal - Butanol, con la actuacion de la enzima identificada en KEGG

con el numero 1.1.1., (butanol dehydrogenas
* Butanal + NADH + H* < Butanol + NAD" (2)
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2- Acido butirico (En rojo en la Figura 50)

a.

o Butanocyl-CoA -> Butanoyl-P, con la actuacion de las enzimas
identificadas en KEGG con el numero 2.3.1.19 (butanoyl-CoA:phosphate
butanoyltransferase)

= Butanoyl — CoA + phosphate & CoA + butanoyl phosphate (3)

o Butanoyl-P > Acido butirico, con la actuacién de las enzimas
identificadas en KEGG con el numero 2.7.2.7 (ATP:butanoate 1-
phosphotransferase)

= ATP + Acido butirico & ADP + butanoyl phosphate (4)

b. Butanocyl-CoA - Acido butirico, con la actuacién de las enzimas
identificadas en KEGG con el numero 2.8.3.8 (butanoyl-CoA:acetate
CoA-transferase)

= Butanoyl — CoA + Acetate ¢ Acido butirico + Acetyl — CoA (5)

La ruta 1 orientada hacia el butanol se identifico claramente en el primer ensayo de
control en el medio en conjunto, en donde no habia presencia de acido acético.
Ademas, se puede deducir que la presencia de protones libres (H*) generados tanto
por la generacién de acidos, como la propia acidificacion del medio, son necesarios
para la produccion de butanol, segun las reacciones (1) y (2).

En los experimentos secuenciales, cuando la concentracion de acido acético es
elevada (principalmente en el experimento de 48 horas de inoculacion), hay mayor
tendencia a la produccion de acido butirico, desplazandose en la reaccion (5) hacia la
derecha.

Ademas, al haber consumido el Butanocyl-CoAy el pH ser muy acido, impide la etapa
solventogénica. En este caso, la reaccidén (1) no se desplaza hacia la izquierda,
reduciendo la produccién de butanal y, por ende, tampoco se favorece la reaccion (2)
hacia la derecha, la cual tiene como producto final de interés el butanol.

Por otro lado, se puede observar que partiendo de un medio basico de pH 9, e
inoculando a las 24 horas el C. beijerinckii, se logran mejores resultados, ya que la
ecuacion (5) no se prioriza como en los casos anteriores por la acumulacion de acido
acético, y la acidez que se genera en el medio es suficiente para la produccién de
butanol.

4 .4.3. Fermentacion de co-cultivos con inoculacion simultanea

En las siguientes Figuras 51, 52, 53 y 54 se muestran los resultados obtenidos en la
fermentacion simultanea de ambos microorganismos. En este caso, se propuso
evaluar el co-cultivo restringiendo la variable de acumulacion de acido acético
presente del experimento previo. Fue realizado en las mismas condiciones, pero la
inoculacion fue simultanea, a tiempo inicial.

Se observa que, durante los primeros dias de fermentacion son mayores las
concentraciones de acido acético remanente en el caso de pH 6 que en las
condiciones de pH 9, alcanzando mayores concentraciones de butanol (1,82 g/L frente
a 0,93 g/L). Es decir que, en este experimento, las condiciones de pH inicial acido
favorecen la produccion de butanol, a diferencia del experimento secuencial,
favoreciendo la ruta 1 detallada en la seccién anterior.
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Respecto a la produccion de acido butirico, a partir del quinto dia de fermentacion
ambos experimentos presentan resultados similares, siendo al séptimo dia entre 5,5

y 6 g/L.
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fermentacién simultanea a pH 6 y pH 9 fermentacion simultanea a pH 6 y pH 9

Se puede observar en la Figura 52 que a las 72 horas de fermentacion se consumieron
totalmente el CO y el CO,, momento en el cual se alimentaron nuevamente. Ademas,
se identifica el pico de CO, al quinto dia de fermentacion, debido al propio metabolismo
de los microorganismos por el consumo de la fructosa.

Tanto en este experimento simultdneo como en el secuencial, se observa que se
alcanzan menores concentraciones de butanol y mayores concentraciones de acido
butirico, con respecto al microorganismo en monocultivo.

4.5. Resumen de resultados de co-cultivos

En esta seccion se muestra el resumen de los resultados obtenidos para las
condiciones de co-cultivos ensayados.
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Se dispusieron en las Figuras 55 y 56 graficos comparativos para un mismo pH inicial
(6y9).

Se puede observar que, en condiciones de pH inicial 6 la estrategia de inoculacion
simultanea obtiene las concentraciones mas altas butanol, respecto al resto de las
configuraciones, mientras que las menores concentraciones se obtienen en la
inoculacion secuencial (48 horas).
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Figura 55 Grafico comparativo de metabolitos de fermentaciones secuenciales y simultanea a pH inicial 6

En el caso de condiciones iniciales de pH 9, en la Figura 56 se muestra el grafico
comparativo con el control realizado, en donde la concentracion de acido acético
mostrada es la obtenida del monocultivo de C. aceticum en el medio conjunto, y el
acido butirico y el butanol del monocultivo de C. beijerinckii.
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Figura 56 Grafico comparativo de metabolitos de fermentaciones secuenciales, simultanea y control monocultivo
a pH inicial 9

Se observa que, en estas condiciones la estrategia que favorece la produccién de
butanol es la inoculacion secuencial a las 24 horas, mientras que al igual que a pH 9,
la estrategia de inoculacion a las 48 horas es la que obtiene menores concentraciones
de butanol.

Ademas, se observa que, en ambas condiciones de pH, los casos en donde se
consume mas rapidamente el acido acético tienen mayor formacion de acido butirico.

Finalmente, en la Figura 57 se resumen en las mejores condiciones los maximos de
concentracion de butanol obtenidos, en comparacion con el control del monocultivo.
Ninguno de los sistemas de co-cultivo mejoraron la concentracion de butanol
alcanzada en el monocultivo.

Sin embargo, para los sistemas de inoculacion secuencial a las 48 horas, se
obtuvieron altas concentraciones de acido butirico, bioproducto de alto valor,
alcanzando 8,5g/LapH 6,y 7,8 g/LapH 9.
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Figura 57 Resumen de concentraciones maximas de butanol obtenidas para los experimentos de co-cultivo
secuencial 24 h (a pH 9), simultaneo (a pH 6) y monocultivos de control
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5. Conclusiones

En el marco de estudio de este TFM, se investigaron alternativas para la valorizacion
de gases residuales C1 (CO,/C0O) mediante la produccion de bioproductos de valor
afiadido utilizando procesos de fermentacion.

Para ello, se realizaron fermentaciones en sistemas de monocultivo de C. aceticum y
C. beijerinckii, y ambos microorganismos en co-cultivo, en base a los resultados del
relevamiento bibliografico realizado.

Los mejores resultados obtenidos en la fermentacion de C. aceticum (monocultivo),
se alcanzaron con una relacion de medio MCA del 50%, en botellas de 100 mL, pH 9,
35°C, estrategia de alimentacion fed-batch de los gases C1 a partir de las 72 horas de
inoculacion, utilizando fructosa como co-sustrato. En estas condiciones se obtuvo un
maximo de acido acético de 1,21 g/L, logrando fijar el CO alimentado durante la
fermentacion.

Ademas, en el estudio especifico de modificacion del MCA con el agregado de hierro
monovalente se mejoraron las condiciones reductoras del medio de cultivo. En las
fermentaciones autotrofas realizadas, se mejoraron los resultados previos de 0,59 a
0,87 g/L de acido acético, utilizando 50 g/L de hierro, logrando realizar la fijacion de
CO,.

Los resultados principales mostraron que, tanto en condiciones de monocultivo de
C.aceticum, como en condiciones de co-cultivo con C. beijerinckii se lograron fijar los
gases C1, mediante la ruta de fijacion estudiada WLP, logrando cumplir parte de los
objetivos propuestos en este trabajo.

Dentro de los hallazgos mas importantes de este estudio de co-cultivos fueron que,
para todas las condiciones evaluadas se favorece la produccion de acido butirico
frente al butanol, siendo este también un metabolito de alto valor. Bajo condiciones
acidas del medio y acumulacién de acido acético, se logroé obtener 8,5 g/L de acido
butirico en el cultivo secuencial con inoculacién de C. beijerinckii 48 horas después de
la inoculacién de C. aceticum a pH 6,y 7,8 g/L a pH 9. Por otro lado, las mayores
concentraciones de butanol se alcanzaron con la estrategia de inoculacion 24 horas
para pH 9 (2,6 g/L), y de inoculacién simultanea a pH 6 (1,8 g/L).

Se considera importante para estudios futuros realizar un control de pH para
maximizar la produccioén de butanol, y generar las condiciones para que sea ésta la
ruta seleccionada por el microorganismo, convirtiendo dicho acido butirico en butanol.

En resumen, este estudio proporciona evidencia de que el co-cultivo de los
microorganismos es beneficioso para la produccién de productos de interés como
butanol y acido butirico, fijando los GEI alimentados (CO,/C0O). Ademas, resulta crucial
la variable de acidez y su control en el medio de cultivo, para dirigir las rutas
metabdlicas de los microorganismos de interés, y por ende el producto obtenido.
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