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RESUMEN 

El syngas derivado de residuos orgánicos representa una materia prima renovable 

clave para procesos basados en economía circular. Aunque los procesos biológicos son 

más sostenibles que los físico-químicos, su desarrollo está limitado por el escaso 

número de bacterias capaces de valorizar syngas y por la baja rentabilidad de los 

productos obtenidos (ácidos grasos o etanol). En este contexto, Hydrogenibacillus 

schlegelii, una bacteria carboxidótrofa y halotolerante destaca como plataforma 

prometedora por su capacidad de transformar syngas en compuestos de alto valor 

como la hidroxiectoína (HE) y proteína microbiana.  

Este trabajo optimiza por primera vez un proceso continuo de producción de HE y 

proteína a partir de syngas, evaluando diferentes condiciones operativas: tiempos de 

residencia, tasas de dilución y relaciones H2:CO.  

Se realizaron tres experimentos. El primero con relación H2:CO 35:30 y 1 h de 

residencia; el segundo con 2 h; y el tercero, con H2:CO 55:20, tasas de dilución 

variables y recuperación de proteína. Un mayor tiempo de residencia duplicó la 

producción de HE (19,0 a 39,6 mgHEtotal·L-1), mientras que tasas de dilución elevadas 

aumentaron la recuperación total de HE (3,33 a 8,76 gHE total· m-3·d-1), con un 65% de 

HE extracelular. Además, se alcanzaron 46,7 gproteína· m-3·d-1. de proteína microbiana y 

una mejora significativa en la eliminación de CO (del 24,9% al 81,8%). Este proyecto 

demuestra la viabilidad de valorizar por vía biológica el syngas en compuestos de valor 

industrial, contribuyendo así hacia una economía circular y sostenible. 

Palabras clave: Valorización de syngas, proceso continuo, Hydrogenibacillus 

schlegelii, hidroxiectoína, proteína microbiana.  
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ABSTRACT  

Syngas derived from organic waste represents a key renewable raw material for 

processes based on a circular economy. Although biological processes are more 

sustainable than physicochemical ones, their development is limited by the limited 

number of bacterias capable of valorizing syngas and the low profitability of the 

resulting products (fatty acids or ethanol). In this context, Hydrogenibacillus schlegelii, 

a carboxydotrophic and halotolerant bacterium, stands out as a promising platform due 

to its ability to transform syngas into a high-value compounds such as hydroxyectoine 

(HE) and microbial protein. 

This study optimizes for the first time a continuous process to produce HE and protein 

from syngas, evaluating different operational conditions: residence times, dilution rates 

and H2:CO ratios. 

Three experiments were conducted. The first experiment featured a 35:30 H2:CO ratio 

and 1 h residence time; the second, a 2 h residence time; and the third, a 55:20 H2:CO 

ratio with variable dilution rates and protein recovery. Longer residence times doubled 

HE production (from 19.0 to 39.6 mgHEtotal·L-1), while higher dilution rates increased total 

HE recovery (from 3.33 to 8.76 gHE total· m-3·d-1), with 65% of HE being extracellular. 

Furthermore, 46.7 of microbial protein were achieved, along with a significant 

improvement in CO removal (from 24.9% to 81.8%). This project demostrates the 

feasibility of biologically valorizing syngas into industrially valuable compounds, 

contributing to a circular and sustainable economy. 

Key words: Syngas valorization, continuous process, Hydrogenibacillus schlegelii, 

hydroxyectoine, microbial protein.  
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1. Introducción  

En la Unión Europea se producen anualmente 88 toneladas de residuos orgánicos 

municipales los cuales tradicionalmente se han tratado mediante métodos como el 

compostaje, la incineración, el reciclaje o su depósito en vertederos (European 

Environment Agency, 2020). 

En 2022, en torno a un 23% de los residuos municipales totales fueron destinados a 

vertederos (Statista,2025). Sin embargo, esta práctica presenta numerosas 

desventajas como un elevado coste, la emisión de olores, la contaminación del aire, 

del agua y del suelo, así como la liberación de gases de efecto invernadero (GEIs) que 

contribuyen al cambio climático (Hoareau et al., 2021). Con el fin de minimizar dichos 

impactos, la Comisión Europea ha establecido como objetivo que, para el año 2035, 

se reduzcan en un 10% la cantidad de residuos municipales enviados a vertederos 

(Parlamento Europeo, 2024). 

Una alternativa es la gasificación de los residuos orgánicos, la cual consiste en una 

oxidación parcial de los residuos a alta temperatura, con déficit de oxígeno, generando 

como producto un gas combustible denominado syngas. Este proceso es sostenible e 

innovador debido a que se reducen las emisiones de GEIs, mejora la eficiencia en el 

tratamiento de residuos y disminuye la dependencia de vertederos. 

1.1. Syngas 

El syngas está compuesto principalmente de una mezcla de hidrógeno (H2) y monóxido 

de carbono (CO), y en menor medida dióxido de carbono (CO2), metano (CH4) y trazas 

de otros compuestos (Fiore et al., 2020).  

La composición y calidad del syngas dependen de factores como la materia prima de 

partida (Tabla 1), el agente gasificante o la temperatura de gasificación, entre otros 

(Instituto para la Diversificación Ahorro de la Energía, 2007).  

 

Tabla 1. Composición syngas (%v/v) en función de la materia prima empleada. 

Esta mezcla de gases es una materia prima rica en carbono y energía tanto para la 

generación de una gran variedad de productos químicos como de energía (Figura 

1)(Neto et al., 2025). Sin embargo, a pesar de su potencial como materia prima 

Sustratos CO H2 CO2 CH4 Bibliografía 

Residuo Sólido 

Urbano (RSU) 
41 33,7 13,8 4,1 

(Klinghoffer & 

Castaldi, 2013) 

Digestato 10-14 9-12 13-17 3-5 
(Freda et al., 

2019) 

Madera 17-18,5 37-40 32-35 7,5-8,5 (Turn et al., 1998) 

Carbón 14,5-15,5 38-45,7 25,7-32 10-12,5 
(Chen et al., 

2017) 
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renovable, las tecnologías para llevar a cabo una conversión físico-química o biológica 

no siempre son rentables.  

 

Figura  1. Formas de obtención de productos derivados del syngas. 

Para la transformación físico-química del syngas en productos químicos, uno de los 

procesos más empleados es el proceso físico-químico de Fischer-Tropsch, basado en 

la conversión del syngas, en presencia de un catalizador, en hidrocarburos líquidos 

como combustibles sintéticos (Araujo-Ferrer et al., 2013). No obstante, posee 

desventajas como la necesidad de un acondicionamiento previo del syngas para 

eliminar contaminantes, o la dependencia a una relación específica de H2:CO (Ruiz & 

Sánchez, 2014). 

Es por ello que surgen las tecnologías biológicas como una alternativa para la 

transformación de syngas en productos químicos. La aplicación de estos procesos 

posee ventajas económicas debido a la disminución del coste al eliminar las etapas de 

purificación tanto del gas como del producto final. Además, gracias a la diversidad 

microbiana existen microorganismos capaces de metabolizar los componentes del 

syngas en composiciones variables, no requiriéndose de una relación de H2:CO 

específica, y con capacidad para mantener una alta selectividad del producto (Marcos-

Rodrigo et al., 2025). 

Actualmente, la biotransformación del syngas se encuentra condicionada tanto por la 

reducida cantidad de microorganismos estudiados capaces de llevar a cabo este 

proceso, como por la escasa diversidad y valor comercial de los productos obtenidos 

(Köpke & Simpson, 2020). En consecuencia, la búsqueda de nuevos microorganismos 

capaces de convertir el syngas en compuestos de alto valor es una línea de 

investigación de gran interés.  
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1.2. Microorganismos carboxidótrofos 

El CO, además de ser uno de los componentes mayoritarios del syngas, es un sustrato 

tóxico para la mayoría de los seres vivos.  

Los microorganismos carboxidótrofos son aquellos capaces de emplear dicho sustrato 

como fuente de carbono y energía y se clasifican en función de su tolerancia al CO 

(Esquivel-Elizondo et al.,  2017). Los carboxidótrofos toleran concentraciones de CO 

superiores al 1 % (v/v) y son capaces de usar el CO como fuente de energía y carbono, 

mientras que los carboxidóvoros, además de requerir de otra fuente de carbono 

orgánico, solo toleran concentraciones menores al 1 (%v/v) (Cordero et al., 2019).  

Dentro de los carboxidótrofos, se pueden clasificar distintas categorías en función de 

su metabolismo, entre las cuales se encuentran: los microorganismos anaerobios y 

aerobios.  

Los carboxidótrofos anaerobios son los más estudiados en la transformación de 

syngas. Este grupo incluye a los acetógenos, como Clostridium ljungdahlii, los cuales 

requieren de completa ausencia de O2 y emplean la vía de Wood-Ljungdahl para 

transformar el CO en compuestos de bajo valor comercial como el etanol o el acetato 

(Ragsdale, 2008; Siebert et al., 2022). 

Por otro lado, los carboxidótrofos aerobios, aunque menos explorados, representan 

una alternativa prometedora. Estos microorganismos requieren de la presencia de O2 

y son capaces de fijar el CO2 a través del ciclo de Calvin-Benson-Bassham, utilizando 

el CO como fuente de energía (Siebert et al., 2022). 

Aunque se conocen muy pocos, algunos carboxidótrofos son capaces de crecer en 

ambientes extremos. Un ejemplo de carboxidótrofo aerobio extremófilo es la cepa 

Hydrogenibacillus schlegelii. Se trata de una bacteria termófila y halotolerante, es 

decir, su temperatura óptima de crecimiento son 65ºC y es capaz de crecer en 

ambientes con alta salinidad ([NaCl] <6%). Esta capacidad de crecer en ambientes 

extremos es posible gracias a la producción de osmolitos protectores como la 

hidroxiectoína. Por lo que, por todas las características mencionadas, dicho 

microorganismo es capaz de emplear H2, CO y CO2 como únicas fuentes de carbono y 

energía en un ambiente termófilo y salino, resultando en la producción de 

hidroxiectoína (Marcos-Rodrigo et al., 2025; Rasigraf et al., 2014).  

1.3. Compuestos de alto valor 
 

1.3.1. Hidroxiectoína  

Los microorganismos halófilos y halotolerantes que habitan en entornos de alta 

salinidad deben hacer frente al estrés osmótico. Para sobrevivir, regulan la 

concentración intracelular de solutos de bajo peso molecular, lo que les permite 

mantener el equilibrio osmótico y prevenir la pérdida de agua celular, evitando así la 

plasmólisis (contracción y desprendimiento del citoplasma respecto a la pared celular) 

y la deshidratación irreversible, sin interferir con el metabolismo celular. 

Para dicha regulación, los microorganismos acumulan sales inorgánicas o solutos 

compatibles, también denominados osmolitos. Los osmolitos son compuestos 

orgánicos de bajo peso molecular y se dividen en clases estructurales: azúcares 

(sacarosa), aminoácidos, polioles (glicerol) o aminoácidos derivados (ectoína e 

hidroxiectoína). Según la duración del estrés osmótico, el nivel de salinidad, la 
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disponibilidad de sustratos y osmolitos en el medio, las bacterias emplean una 

variedad de solutos u otros para alcanzar el equilibrio (Pastor et al., 2010). 

La ectoína (ácido (S)-2-metil-3,4,5,6-tetrahidropirimidino-4-carboxílico) y su derivado 

hidroxilado, la hidroxiectoína (ácido 5D,6S-5-hidroxi-2-metil-1,4,5,6-

tetrahidropirimidina-6-carboxílico) (HE) son dos de los osmolitos más representativos y 

estudiados. Estos compuestos, producidos de forma natural por diversos 

microorganismos extremófilos, desempeñan un papel clave en la protección celular 

frente a condiciones ambientales extremas. Además de su función biológica, se está 

implementando su uso en la industria farmacéutica y cosmética debido a sus 

propiedades protectoras frente a la radiación ultravioleta, inflamación y reacciones 

alérgicas (Liu et al., 2021).   

Ambos compuestos actúan como osmoprotectores intracelulares, sin embargo, la HE 

tiene mayor capacidad de estabilización y además es protectora contra el estrés por 

calor (Pastor et al., 2010). 

Estos compuestos pueden obtenerse mediante producción biológica o síntesis 

química. Sin embargo, esta última presenta una baja selectividad por lo que a nivel 

industrial se opta por la producción biológica (Stępniewska et al., 2014). Dentro de la 

vía biológica, puede llevarse a cabo empleando cepas puras, microorganismos 

modificados o consorcios. 

Las cepas puras poseen elevada especificidad en la producción del compuesto 

deseado, pero requieren condiciones de operación más específicas y controladas. En 

cuanto a los consorcios, poseen mayor robustez y flexibilidad frente a variaciones del 

entorno, no obstante, pueden producir otros compuestos además del deseado por lo 

que disminuye la especificidad del producto (Carmona-Martínez et al., 2021; Liu et al., 

2021). A pesar de las distintas alternativas, la industria farmacéutica tiende a 

favorecer el uso de organismos no modificados y requiere de un exigente grado de 

pureza por lo que es preferible el empleo de extremófilos puros (Becker & Wittmann, 

2020). 

Generalmente, la HE se sintetiza junto con ectoína como parte del mismo proceso. Sin 

embargo, el interés creciente por obtener HE de manera específica ha impulsado el 

desarrollo de estrategias de cultivo que favorecen su síntesis diferencial. El aumento 

de la temperatura y salinidad del medio de cultivo es una prometedora estrategia 

debido a que la HE posee una temperatura de transición vítrea más elevada que la 

ectoína (Liu et al., 2021). 

Económicamente, la ectoína posee un precio de mercado que oscila entre 600-1000 

$/kg. Sin embargo, el precio de la HE es un 40% superior al de la ectoína convirtiéndose 

así en un producto interesante con un alto valor añadido (Herrero-Lobo et al., 2024). 

Entre sus aplicaciones, en el sector farmacéutico se emplea en productos de 

inhalación, gotas oculares y “sprays” nasales para tratar enfermedades como alergias 

o conjuntivitis (Carmona-Martínez et al., 2021). En cosmética, destaca como 

humectante ya que protege y estabiliza las membranas de las células contra el efecto 

de la radiación, viento y humedad, los cuales provocan el envejecimiento y 

deshidratación de la piel (Wang & Zhang, 2010). Estos compuestos también se utilizan 

en biotecnología para el desarrollo de plantas resistentes al estrés salino y la sequía 

(Kadam et al., 2024). 
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1.3.2. Proteínas 

Entre los productos de valor comercial también se encuentra la proteína microbiana, 

como una alternativa al uso de proteína animal y vegetal. 

La creciente necesidad de proteína para la alimentación humana, junto con  el rápido 

incremento de la población mundial, ha generado un gran reto: se estima que para el 

año 2050 será necesario producir anualmente alrededor de 1250 millones de 

toneladas de carne y productos lácteos anualmente para cubrir la demanda global de 

proteína animal (Torrejón, 2020).  

El principal problema para cubrir la demanda futura es que la producción de proteína 

animal no es sostenible debido a la baja conversión entre las materia primas. La 

industria cárnica y láctea emplean proteína vegetal para transformarla en animal. Sin 

embargo, se requiere de 6 kg de proteína vegetal para producir 1 kg  de proteína 

animal. Además, la proteína de origen vegetal requiere de grandes extensiones de 

campos de cultivo y de agua (Torrejón, 2020). 

Es por ello que surge la proteína unicelular (single cell protein, SCP por sus siglas en 

inglés) como un suplemento empleado en la dieta tanto de humanos como de 

animales, siendo un sustituto prometedor, eficiente y sostenible con el medio 

ambiente, frente a la proteína animal y vegetal (Jiang et al., 2022). Además, desde un 

punto de vista económico, en 2022 el mercado de SCP se valoró en 13100 millones 

de dólares (Ye et al., 2024). 

Dicha proteína puede proceder de levaduras, bacterias, hongos o algas y posee 

diversas ventajas. Por un lado, las SCP tienen una elevada productividad debido a las 

altas tasas de crecimiento de los microorganismos y el alto grado de conversión entre 

las materias primas y la proteína obtenida. Por otro lado, las SCP permiten un 

suministro constante debido a que el cultivo de microorganismos, excepto en el caso 

de las algas, se realiza en reactores cerrados y es independiente de las condiciones 

climáticas y de extensiones de tierra (Forero-Ararat et al., 2021).  

La SCP se utiliza en diversos procesos industriales, como los relacionados con la 

producción de papel o cuero, donde actúa como estabilizador de espuma. Además, se 

emplea en la industria alimentaria, especialmente en la producción de alimentos 

vegetarianos o veganos como sustituto de la carne, y también como aditivo alimentario 

gracias a su contenido en vitaminas y compuestos aromáticos (Torrejón, 2020). 

Específicamente, la SCP bacteriana es muy prometedora debido a sus altas 

velocidades de crecimiento, en comparación con otros microorganismos (Olmedo 

Bellido, 2017). Sin embargo, actualmente su uso está restringido para la alimentación 

animal (Torrejón, 2020).  
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1.4. Justificación experimental 

Actualmente, debido al gran interés en alcanzar una economía circular y reducir la 

cantidad de residuos depositados en vertederos, la valorización de residuos orgánicos 

como materia prima para la obtención de syngas se ha convertido en una alternativa 

medioambientalmente atractiva.  

Sin embargo, la composición del syngas varía según la naturaleza de los residuos 

utilizados, implicando dificultades para el empleo eficiente de tecnologías 

fisicoquímicas. Es por ello por lo que se plantea la transformación biológica del syngas 

como una estrategia prometedora. Mediante la transformación biológica se obtiene 

una mayor especificidad del producto, así como una mayor rentabilidad económica 

debido a la disminución del coste de las etapas de purificación del gas, ya que no se 

requiere de un ratio de composición del syngas específico, así como por la obtención 

de productos de valor añadido, como la HE o la proteína microbiana. No obstante, el 

rango de microorganismos estudiados capaces de llevar a cabo esta transformación 

es limitado. 

Estudios previos han demostrado la viabilidad de la obtención de HE en procesos 

biológicos en lotes en los cuales se ha empleado la cepa pura Hydrogenibacillus 

schlegelii alimentada con syngas. En este trabajo, se avanzará el estado del arte 

estudiando la optimización de la obtención de distintos compuestos de valor, HE y 

proteína principalmente, en un proceso en biorreactores operados en continuo. 

Para ello, se empleará la cepa pura H. schlegelii con el fin de evaluar como  distintas 

composiciones de syngas afectan a la producción de HE y proteína. Asimismo, se 

probarán diferentes tasas de dilución con el objetivo de establecer un proceso estable 

que permita maximizar la recuperación de compuestos de valor y facilitar su escalado 

a nivel industrial. 
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2. Objetivos 

El objetivo principal de este trabajo es optimizar el proceso continuo de valorización del 

syngas en productos de alto valor, como la HE y las proteínas microbianas, utilizando 

la cepa pura Hydrogenibacillus schlegelii DSM2000 bajo distintas composiciones de 

syngas. 

Para ello se definen los siguientes objetivos secundarios: 

o Evaluar cómo afecta la variación del tiempo de residencia y la composición de 

syngas en la conversión del syngas en HE y proteínas. 

o Comparar los resultados obtenidos para identificar los parámetros que 

maximizan la conversión del syngas. 

o Optimizar el proceso para conseguir la mayor productividad de HE y proteína 

microbiana. 
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3. Materiales y métodos 

3.1. Inóculo 

El inóculo empleado fue una cepa pura de Hydrogenibacillus schlegelii DSM 2000 

adquirida en DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH) (Brunswick, Alemania). 

Previo a su cultivo en reactores, el inóculo se cultivó a 65 ºC en botellas de 1,2 L, las 

cuales contenían 200 mL de medio AMS con 4% de NaCl. Dichas botellas se cerraron 

herméticamente y se introdujo en ellas una mezcla de syngas y oxígeno con la siguiente 

composición (% v/v): 28 H2: 24 CO: 20 CO2: 20 O2: 8 CH4 para los experimentos con 

syngas 35 H2: 30 CO; y 42 H2: 17 CO: 12 CO2: 20 O2: 8 CH4 para aquellos con syngas 

55 H2: 20 CO, coincidiendo con la fase gaseosa que se utilizaría posteriormente en el 

reactor. 

El crecimiento del microorganismo fue monitoreado mediante el consumo de la fase 

gaseosa. Una vez alcanzada una alta actividad bacteriana, se extrajo medio a tubos de 

ensayo cónicos tipo Falcon y se centrifugaron para retirar el sobrenadante. El pellet 

celular resultante se resuspendió en medio de cultivo procedente del reactor a 

inocular. 

3.2. Medio de cultivo AMS 

Para la preparación del medio mineral salino de amonio también llamado, medio AMS, 

se disolvieron en agua destilada tipo I los compuestos mostrados en la Tabla 2. 

Además, se añadieron 2 mL de elementos traza básicos y 2 mL de elementos traza 

ácidos. Posteriormente, se enrasó a 2 L y se esterilizó en el autoclave a 121 ºC y 1,2 

atm durante 20 minutos. 

Tras dejar enfriar el medio autoclavado a temperatura ambiente, se añadieron 20 mL 

de la solución de vitaminas con CaCl2 y 20 mL de una solución de KH2PO4, cuya 

concentración es de 100 g·L-1. 

La composición de los elementos traza ácidos y básicos, así como de la solución de 

vitaminas con CaCl2, se detallan en la Tabla 3. 

Tabla 2. Composición del medio AMS. 

Compuesto  g·L-1 

MgSO4 · 7 H2O 1 

NaCl  40 

NH4Cl  0,5 

Na2MoO4 · 2 H2O  0,88 

Fe(II)SO4 · 7H2O 0,005 

KNO3  1 
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Tabla 3. Composición de los elementos traza ácidos y básico y de la solución de vitaminas con CaCl2. 

Elementos traza básicos  mg·L-1 

    NaOH 400 

    Na2SeO3 17,3 

    Na2WO4 29,4 

    Na2MoO4 20,5 

Elementos traza ácidos  mg·L-1 

    HCl 1800 

    H3BO3  61,8 

    MnCl2  61,25 

    FeCl2  943,5 

    CoCl2  64,5 

    NiCl2  12,86 

    ZnCl2  67,7 

    CuCl2  13,35 

Vitaminas con CaCl2  mg·L-1 

         Biotina 20 

         Nicotinamida 200 

         P-ácido aminobenzoico 100 

         Vitamina B1 (tiamina) 200 

         Ácido pantoténico 100 

         Piridoxamina 500 

         Vitamina B12(Cianocobalamina) 100 

         Vitamina B2 (Riboflavina) 100 

         CaCl2 5500 

3.3. Fase gas 

Los gases empleados para el crecimiento de los cultivos, tanto en el reactor como en 

las botellas de cultivo, fueron oxígeno puro y dos composiciones de syngas con distinta 

relación H2:CO (Carburos Metálicos S.A., España). 

El syngas 35:30 está compuesto por H2:CO:CO2:CH4 a razón de 35:30:25:10 %(v/v). 

Por otro lado, se empleó un syngas 55:20 con una composición de 55:20:15:10 %(v/v).  

Ambas concentraciones están basadas en valores reales de syngas generados a partir 

de desechos orgánicos como lodos de depuradora o biomasa forestal, mediante 

gasificación con vapor (Galvagno et al., 2009; Turn et al., 1998). 
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3.4. Métodos analíticos 
 

3.4.1. Análisis de la composición y medida del caudal de la fase gas. 

La composición de la fase gas a la entrada y la salida, así como el consumo de cada 

uno de sus componentes, se realizó haciendo uso de la cromatografía de gases 

mediante el equipo Agilent 8860 GC-TCD (Agilent, EE.UU.). 

Este equipo se conforma por un detector de conductividad térmica (TCD), una columna 

Agilent 19091L-413 (30 m x 320 µm x 0,25 µm), para la separación de los distintos 

componentes, y un gas portador, que en este caso fue el helio, a una velocidad de 

4mL·min-1. Respecto a la temperatura de operación en el inyector, horno y detector 

fueron 150 ºC, 60 ºC y 200 ºC respectivamente. 

Los tiempos de retención de los distintos componentes de la fase gas son los 

mostrados en la Tabla 4, conformando un tiempo total de análisis de 9,9 minutos. 

Tabla 4. Tiempos de retención en GC-TCD. 

Componente CO2 H2 O2 N2 CH4 CO 

tR (min) 3,08 7,33 7,59 7,94 8,65 9,51 

Mediante el uso de una jeringa de gases de 250 µL (Hamilton Company, EE. UU.), se 

sacó muestra del toma-muestras de la línea de entrada y salida de gas del reactor. 

Seguidamente se despresurizó la jeringa y se inyectó en el equipo de cromatografía.  

Una vez obtenido el cromatograma resultante, para determinar la concentración de 

cada componente se utilizaron las rectas de calibrado para relacionar el área 

resultante con la concentración (%v/v), resultando así la proporción de cada 

componente en la mezcla gaseosa. 

Para determinar las eficacias de eliminación (EE,%) de CO e H2 , así como la eficacia 

de producción (EP,%) de CO2, en el reactor se emplearon la Ecuación 1 y 2, 

respectivamente. En cuanto a la determinación del caudal de salida de la fase gas se 

llevó a cabo mediante una técnica de desplazamiento de líquido, es decir, se hizo uso 

de una probeta graduada invertida en la cual se registró el volumen de fase líquida del 

interior de la probeta desplazado durante un minuto. 

EE (%) = 
[x]entrada · Qentrada−[x]salida · Qsalida

[x]entrada · Qentrada
· 100      Ecuación 1 

EP (%) = 
[x]salida · Qsalida−[x]entrada · Qentrada

[x]entrada · Qentrada
· 100      Ecuación 2 

siendo: 

[x]entrada: concentración de CO/H2/CO2 a la entrada (mx
3 ·(mtotal fase gas

3 )-1) 

[x]salida: concentración de CO/H2/CO2 a la salida (mx
3 ·(mtotal fase gas

3 )-1) 

Qentrada: caudal a la entrada (m3·h-1)  

Qsalida: caudal a la salida (m3·h-1) 
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3.4.2. Determinación de la concentración de hidroxiectoína. 

Para cuantificar la concentración de osmolito, en este caso HE, tanto en el medio 

extracelular como intracelular, se empleó cromatografía líquida de alta resolución con 

el equipo HPLC Water Alliance e2695 Separations Module (Waters, EE.UU.) mediante 

un muestreo automático que analiza 5 µL de muestra y detección UV a 210 nm. Dicho 

HPLC consta de una columna Polaris 3Å NH2 150x 4,6 mm (Agilent Technologies, 

EE.UU.) empleando como fase móvil una solución de agua y acetonitrilo 99,9 % en 

proporción 25:75 (% v/v). La separación se realizó a 40 ºC con un flujo de 0,6 mL·min-

1. 

Para la preparación de las muestras, se vertieron 2 mL del medio de cultivo en un tubo 

Eppendorf y se centrifugó a 10000 g y 4 ºC durante 10 minutos en AccuSpin Micro 17R 

(Fisher Scientific, EE.UU.). Una vez centrifugado, el sobrenadante se filtró con un filtro 

de jeringa de 0,22 µm y se vertió en un vial de HPLC, obteniendo así la muestra de HE 

extracelular la cual se almacenó a 4 ºC hasta su medición.   

El pellet resultante de la centrifugación tras retirar el sobrenadante se almacenó a -20 

ºC hasta su extracción. 

Para extraer el osmolito, se llevó a cabo un proceso de lisis celular. Para ello, se añadió 

al tubo que contiene el pellet, 30±5 mg de perlas de circonio junto con 2 mL de etanol 

al 70 (% v/v) y se agitó a 3450 oscilaciones·min-1 durante tres ciclos de 30 segundos 

en un Minibead-beater 16 (Biospec,EE.UU.). Seguidamente, se centrifugó de nuevo a 

10000 g y 4 ºC durante 10 minutos, y se filtró 1 mL del sobrenadante con un filtro de 

jeringa de 0,22 µm a un vial de HPLC. 

Para conocer la relación entre el área de la señal obtenida y la concentración del analito 

se realizaron curvas de calibrado con patrones de HE pura (>95%) (Sigma  Aldrich, 

USA). 

3.4.3. Determinación de la concentración de proteínas. 

La medición de proteínas se llevó a cabo en el espectrofotómetro UV mini-1240 

(Shimadzu, Japón) a una longitud de onda de 562 nm. 

Para preparar la muestra, se vertieron 2 mL del medio de cultivo en un tubo Eppendorf 

y se centrifugó durante 10 minutos, a 4 ºC y 10000 g en AccuSpin Micro. Tras finalizar 

dicho proceso se extrajo el sobrenadante y se almacenó el pellet a 4 ºC hasta su 

extracción. 

La extracción de las proteínas se llevó a cabo haciendo uso del kit de análisis de 

proteínas Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Para ello, se resuspendió la 

muestra en 1 mL de agua ultrapura. Posteriormente, 50 µL de la muestra resuspendida 

se pasaron a un nuevo tubo donde se añadió 1 mL de reactivo de trabajo y se mezcló. 

Seguidamente, se incubaron las muestras a 37 ºC durante 30 minutos y finalmente se 

procedió a su medición. 

Para conocer la relación entre la concentración de proteínas y la densidad óptica se 

realizó una curva de calibrado con patrones estándar de proteína de suero bovino a 

distintas concentraciones. 
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3.4.4. Medición del pH. 

Para medir el pH, se extrajeron 2 mL de medio de cultivo del reactor, los cuales se 

dejaron enfriar en un tubo cerrado hasta alcanzar temperatura ambiente. Este 

procedimiento es importante debido a que la temperatura afecta al valor de pH. 

Además, debe estar cerrado para que el CO2 de la fase gas quede retenido ya que 

también es un factor que modifica el valor final. 

Una vez enfriado se procedió a su medida mediante el equipo pH-metro Basic 20 pH 

(Crison, España).  

3.4.5. Análisis de sólidos suspendidos totales y densidad óptica. 

El seguimiento de la biomasa se llevó a cabo mediante la medición de los sólidos 

suspendidos totales (SST) y la densidad óptica. 

Para determinar la concentración de biomasa, primero se introdujo en un desecador 

un filtro de 0,45 µm durante 15 minutos y se pesó (mi) en una balanza analítica. 

A continuación, empleando un sistema de filtración, se hicieron pasar 20 mL de 

muestra (V) a través del filtro que posteriormente se lavó con 30 mL de agua tipo I para 

eliminar posibles sales restantes. Una vez finalizada la filtración, se secó el filtro a 65 

ºC durante 48 h en la estufa. Pasado este tiempo, se introdujo de nuevo al desecador 

por 15 minutos y se pesó (mf). 

Conociendo tanto el volumen de muestra empleado, como la masa de sólidos 

suspendidos se calculó los SST en el medio con la Ecuación 3. 

SST (mg·L-1) = 
𝑚𝑓−𝑚𝑖

𝑉
                Ecuación 3 

En relación a la densidad óptica (OD650), se tomaron 2 mL de muestra de caldo de 

cultivo y se midió en el espectrofotómetro UV mini-1240 (Shimadzu, Japón) a una 

longitud de onda de 650 nm. 

3.4.6. Medición del carbono inorgánico y carbono orgánico total. 

La medición de las muestras de carbono inorgánico (CI) y de carbono orgánico total 

(COT) se llevaron a cabo en el equipo TOC-L CPH (Shimadzu, Japón) el cual lleva 

integrado un auto-muestreador ASI-L (Shimadzu, Japón). 

Para la preparación de la muestra de CI, se introdujeron 20 mL de agua tipo I y 

seguidamente 180 µL de NaOH 0,5 M en una botella serológica cerrada con un septum 

con el fin de aumentar el pH y que el CO2 quede retenido en el medio consiguiendo su  

transformación en carbonatos. Posteriormente, se inyectaron 10 mL de medio, 

haciendo uso de un filtro de jeringa PES de 0,22 y se dejó de reposar hasta trasvasarlo 

a un vial previo a su medición. 

Por otro lado, en el caso de la muestra de COT, se introdujeron 20 mL de agua tipo I y 

1 mL de HCL 0,5 M en un vial para bajar el pH. Seguidamente, se vertieron 10 mL de 

medio filtrado y se dejó abierto el vial durante mínimo una hora para la liberación del 

CO2 y su posterior medición en el equipo. 

A la hora de medir las muestras, se colocó en la secuencia de análisis, antes y después 

de las muestras, un vial de blanco (agua tipo I) y patrones de 100 mg·L-1 de COT y CI. 
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3.5. Procedimiento experimental. 
 

3.5.1. Diagrama de flujo y descripción del proceso experimental. 
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Figura  2. Diagrama de flujo del proceso experimental. 

El proceso consistió en un biorreactor de tanque de burbujeo de 2 L agitado por un 

motor eléctrico a 100 rpm. En el reactor, se disponía de un control continuo de 

temperatura (TT-101), de pH (AT-102), así como el monitoreo del oxígeno disuelto (AT-

101) mediante el equipo BioFlo 120 (Eppendorf, España). 

En la tapa del reactor se instaló un septum por el cual se inyectaron las muestras 

líquidas de vitaminas y de solución de KH2PO4. Asimismo, se dispuso de un toma-

muestra de líquido mediante el cual se introdujo el inóculo, descargándose 

directamente en contacto con el medio del interior del reactor, además de ser la vía de 

extracción de muestra de medio de cultivo. 

En cuanto a la fase gas, la corriente de entrada, regulada por un rotámetro, procedía 

de una cámara de mezcla (D-103) en la cual se homogenizaban distintas corrientes. 

Esta cámara de mezcla era alimentada mediante dos corrientes, una impulsada por 

una bomba (P-102) y controlada mediante un rotámetro, y la otra impulsada por una 

bomba (P-101). Dicha fase gas se introdujo de forma continua, en el fondo del reactor 

a través de un difusor de acero inoxidable, produciendo pequeñas burbujas resultando 

así, en una mayor superficie de transferencia gas-líquido.  

En el conducto de la corriente gaseosa de entrada se dispuso de un toma-muestras 

seguido de un filtro de 0,2 µm PTFE serie Acro 50 (PALL CORPORATION, España) con 

el fin de evitar la contaminación del sistema. Por otro lado, en la corriente de salida se 

colocó otro toma-muestras para poder determinar la composición de la fase en estos 

puntos. Tanto en el toma-muestra de la corriente de entrada como de salida, se 

conectaron sondas para llevar a cabo un control continuo de la temperatura. 

Para llevar a cabo la fermentación en biorreactor de mezcla perfecta se realizó un 

procedimiento experimental similar en los distintos experimentos. 
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3.5.2. Condiciones de operación  

El reactor se operó a una temperatura de 65 ºC. En relación con el control de pH, se 

dispuso de un bombeo de NaOH 1 M según necesidad, es decir, con el objetivo de 

mantener el pH en torno a 6,5-7. 

En los experimentos (Exp.) realizados, tras autoclavar el conjunto reactor-medio se 

mantuvo el reactor en abiótico durante 2-3 días con el fin de descartar posibles fugas 

y comprobar que la composición de la fase gaseosa era la deseada y se mantenía 

estable tanto a la entrada como a la salida.  

Una vez finalizado el periodo de abiótico, se procedió con la inoculación del reactor. 

o EXPERIMENTO 1 

La fase gas empleada se compuso de una mezcla de oxígeno puro y syngas (H2:CO) 

35:30. El flujo de alimentación al reactor, trabajando con un tiempo de residencia 

de 1 h, resultó en una composición de 20:80 (%v/v), es decir, 20 % O2 y 80 % 

syngas, quedando por lo tanto una composición de la corriente ya homogenizada 

de (H2:CO:CO2:CH4:O2) 28:24:20:8:20 %(v/v). Además, se trabajó  con una tasa de 

dilución del líquido de 0,0125 d-1. 

o EXPERIMENTO 2 

Como en el experimento anterior, la fase gas fue una mezcla de O2 y syngas 35:30. 

No obstante, en este caso se trabajó con un tiempo de residencia de 2 h y se varió 

la tasa de dilución a 0,05 d-1 y un posterior aumento a 0,1 d-1. 

o EXPERIMENTO 3 

La fase gas empleada se compuso de una mezcla de O2 y syngas (H2:CO) 55:20, 

resultando en una corriente de entrada de la fase gas ya homogenizada de 

composición (H2:CO:CO2:CH4:O2) 42:17:12:5:20 %(v/v). Bajo estas condiciones, se 

trabajó a un tiempo de residencia de 2 h y una tasa de dilución del líquido variable 

en función del valor del COT. 

Como se puede ver en la Tabla 5, a modo de resumen se muestran las condiciones de 

operación llevadas a cabo en cada experimento. 

Tabla 5. Resumen de las condiciones de operación experimentadas. 

  Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

Fase 

gas 

H2 28 28 42 

CO 24 24 17 

CO2 20 20 12 

CH4 8 8 5 

O2 20 20 20 

Tiempo de residencia del gas 

(horas) 
1 2 2 

Tasa de dilución del líquido 

(días -1) 
0,0125 0,05/0,1 

Variable según el 

valor del COT 

Duración (días) 10 28 22 
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3.5.3. Monitorización del proceso. 

Durante la realización de los distintos experimentos, diariamente se midió la 

composición de la fase gas, tanto a la salida como a la entrada, así como el caudal de 

salida. 

Una vez inoculado, hasta que inició el crecimiento del microorganismo, se extrajeron 

diariamente 4 mL para llevar a cabo el control por duplicado del pH y OD650, según lo 

explicado en la Sección 3.4.4. 

Durante la etapa de crecimiento exponencial de la biomasa, diariamente se procedió 

a la toma de muestra para la medición por duplicado de HE, tanto intracelular como 

extracelular, así como de proteínas y la medición del carbono orgánico total (COT). Para 

todo ello, se extrajeron 28 mL de caldo de cultivo. Cada 2 días se extrajeron 60 mL 

adicionales para proceder con la medición del carbono inorgánico (CI) y de la 

concentración de biomasa (SST). 

Durante la etapa de crecimiento estacionario de la biomasa, se procedió con el 

reemplazo continuo de medio, es decir, se extrajo medio del reactor, a mayores del 

extraído para llevar a cabo los análisis independientemente de la tasa de dilución (la 

cual era variable en cada etapa y estado celular), y se introdujo medio nuevo. Para cada 

uno de los experimentos se trabajó a distinta tasa de dilución, la cual se calcula con la 

Ecuación 4. 

      td (d-1) = 
VR

VT
               Ecuación 4 

 siendo VR: volumen reemplazado (mL) y VT: volumen total del reactor (mL). 
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4. Resultados y discusión 

H. schlegelii es un microorganismo carboxidótrofo capaz de emplear el CO como única 

fuente de carbono y energía. Además, se trata de un halotolerante, es decir, es capaz 

de crecer a concentraciones de salinidad de hasta un 6%, termófilo con temperaturas 

óptimas de crecimiento de (50-75 ºC) produciendo HE de forma aislada debido al 

estrés osmótico (Cantera et al., 2023; Marcos-Rodrigo et al., 2025). 

En los experimentos realizados en lotes por Cantera et al. (2023) y Marcos-Rodrigo et 

al. (2025), las concentraciones específicas máximas de HE intracelular fueron de 

62,2±7,9 y 32,3±5,3 mgHE,intracelular·gbiomasa, respectivamente. 

En esta investigación se trató de maximizar la producción de HE y proteína microbiana 

optimizando la estrategia de operación de biorreactores operados en continuo. Para 

ello, se llevaron a cabo tres estrategias de operación experimentales (Exp). 

En la Tabla 6, se muestra un resumen de los resultados obtenidos en cada estrategia 

de operación experimental. 
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Tabla 6. Condiciones y resultados obtenidos en cada experimento 

  Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

Tiempo de residencia del gas (h) 1 2 2 

Relación H2:CO (%v/v) 28:24 28:24 42:17 

Tasas de dilución (d-1) 0,0125 0,05 0,1 0,15 0,21 0,24 

Eficacia promedio de 

eliminación (%) 

H2 12,0±2,0 67,2±3,2 68,1±2,7 93,6±1,3 89,2±1,9 87,4±7,2 

CO - 24,9±9,4 33,0±5,6 74,8±9,5 32,7±15,6 81,8±6,8 

Eficacia promedio de 

producción (%) 
CO2 14,8±4,8 27,0±5,4 31,0±5,7 25,7  47,1±10,2 

[Biomasa]máxima (mg·L-1) 228,5 380,9 414,5 309,3±1,3 300,5±8,2 350,1±6,3 

[HE]extracelular, máxima (mg·L-1) 13,7 25,9 20,6 21,6 21,4 23,1 

[HE]total,máx (mg·L-1) 19,0 39,6 33,3 38,4 31,8 36,5 

[Proteínas]promedio (mg·L-1) - - - 160,9±13,5 122,5±36,0 191,5±2,8 

Proteína específica (%) - - - 56,0±10 59,9±10,1 56,1±1,8 
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4.1. Crecimiento celular durante las distintas estrategias de operación. 

En los tres experimentos (Exp.) se observó un crecimiento celular dependiente de las 

condiciones de operación y de la composición del syngas. 

En la Figura 3 se muestra como en todas las estrategias de operación se identifica una 

fase de latencia correspondiente al periodo de adaptación de la cepa pura a las 

condiciones del medio, para posteriormente iniciar su crecimiento en la fase 

exponencial. 

 

Figura  3. Evolución de la concentración de biomasa (SST) en el Exp. 1 (■), Exp. 2 (●) y Exp. 3 (▲), con sus 

respectivos inicios de reemplazo de medio para unas tasas de dilución 0,0125 d-1 (Exp. 1), 0,05 d-1 y 0,1 d-

1(Exp. 2)  y 0,15 d-1, 0,21 d-1 y 0,24 d-1 (Exp. 3). Las barras de error representan las desviaciones típicas de 

los duplicados. 

Cabe destacar el tiempo de residencia como un factor determinante.  

En el Exp. 1, con un tiempo de residencia de 1 h y un ratio de H2:CO de 35:30, se 

alcanzó una concentración máxima de biomasa de 228,5 mg·L-1. La tasa de dilución 

probada de 0,0125 d-1 mostró que a partir de la fase exponencial hay una caída de la 

biomasa, lo cual se relacionó con un aumento de los metabolitos inhibitorios, esto se 

corroboró con los resultados de COT de 117,1  mgCOT· L-1. El COT representa la 

concentración de metabolitos secundarios, como compuestos intracelulares debidos a 

la lisis celular (aminoácidos, nucleótidos, …). Un elevado valor de dicho parámetro 

puede afectar al crecimiento de la bacteria llegando a producir su muerte por toxicidad 

(Ranawat & Rawat, 2017; Rodero et al., 2022). 

En el Exp. 2, se aumentó el tiempo de residencia a 2h, manteniéndose el ratio de gas 

de H2:CO de 35:30, llegando a  alcanzar concentraciones máximas de biomasa de 

414,5 mg·L-1, lo que evidencia una mejora en la eficiencia del crecimiento celular 

debido a un mayor tiempo de contacto gas-líquido. En este Exp. 2 se llevaron a cabo 

diversas tasas de dilución (0,05 y 0,1 d-1) con el fin de evitar la acumulación de 

metabolitos inhibitorios que produjeron la muerte celular en el Exp.1, además de 

reponer nutrientes esenciales. Así a una tasa de dilución de 0,05 d-1, se llegaron a 

valores de COT de 552,3 mgCOT· L-1 con una concentración de biomasa de 380,9 mg· L-

1, por lo que se aumentó la tasa de dilución a 0,1 d-1 con el fin de reducir la 

concentración de COT logrando estabilizarlo en torno a 400 mgCOT· L-1 alcanzando en 

esta etapa el máximo valor de concentración de biomasa. 
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En el Exp. 3, dado que es una optimización del proceso, se mantuvo el tiempo de 

residencia a 2h, pero se varió el ratio de gas de H2:CO de 55:20 y se aumentó la tasa 

de dilución en diversas ocasiones (0,15, 0,21 y 0,24 d-1). El objetivo fue mantener el 

COT dentro del rango deseado de 150-180 mgCOT· L-1. Como resultado, se logró un valor 

medio de 146±19,4 mgCOT· L-1, lo que demuestra que el aumento de la tasa de dilución 

permite controlar el COT. Sin embargo, este ajuste conllevó una disminución en la 

concentración de biomasa, alcanzándose concentraciones de biomasa menores 

350,1±6,3 mg· L-1, con una tasa de dilución de 0,24 d-1. 

4.2. Consumo de syngas durante las diferentes estrategias de operación 

En cuanto al consumo de gases, se evidenció una mejora de la eficiencia con la 

optimización de las condiciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4. a) Evolución de la degradación de CO con el tiempo en el Exp. 1 (■), Exp. 2 (●) y Exp. 3 (▲).                                                                

b) Evolución de la degradación de H2 con el tiempo en el Exp. 1 (■), Exp. 2 (●) y Exp. 3 (▲). Las barras de error 

representan las desviaciones típicas de los duplicados. 

En el Exp. 1, con un tiempo de residencia del gas de 1 h y un ratio de H2:CO de 35:30, 

como se muestra en la Figura 4a, los valores de eficacia de eliminación del CO son 

negativos, esto es debido a que no se pudo determinar la degradación de este 

a) 

b) 



                                                

 

 

20 

 

Bioconversión de syngas en compuestos de valor 

   MÁSTER EN INGENIERÍA AMBIENTAL 

componente por falta de control del caudal de la fase gas a la salida, por lo que no se 

tuvo en cuenta la variación de caudal entre la salida y la entrada. Este factor resulta 

relevante ya que la producción de CO2, junto con el consumo simultáneo de O2 e H2, 

altera el balance molar total de la fase gas, implicando la variación del caudal 

volumétrico entre la entrada y la salida.  

Además, el bajo tiempo de residencia, 1 h, hace que el tiempo que pasa el gas en el 

reactor sea bajo y por consiguiente la bacteria no sea capaz de consumirlo 

disminuyendo así su conversión (Cherkasov et al., 2022). 

No obstante, a una tasa de dilución de 0,05 d-1 se obtuvo una eficacia media de 

eliminación de H2 (Figura 4b) de 12,0±2,0 % y una producción de CO2 de 14,8±4,8 %. 

En el Exp. 2, se aumentó el tiempo de residencia a 2h y se mantuvo el ratio de H2:CO 

en 35:30, resultando en una eficacia de degradación media de CO y de H2 de  24,9±9,4 

% y 67,2±3,2 % respectivamente, con una producción de CO2 de 27,0±5,4 % a una 

tasa de dilución de 0,05 d-1. No obstante, al aumentar la tasa de dilución a 0,1 d-1, 

mejoró la degradación de CO a un valor de 33,0±5,6 %, mientras que la del H2 se 

mantuvo en 68,1±2,7 % y la producción de CO2 aumentó a valores de 31,0±5,7 %. 

En el Exp. 3, manteniendo el tiempo de residencia y variando el ratio de H2:CO a 55:20 

resultó en un consumo más variable. A una tasa de dilución de 0,15 d-1 se obtuvo una 

eficiencia de degradación de CO de 74,8±9,5 %, mientras que la del H2 fue mayor y 

más estable 93,6±1,3 %, produciéndose un 25,7 % de CO2. Al llevar a cabo el aumento 

de la tasa de dilución, con un valor de 0,21 d-1 hubo un cambio significativo en las 

eficacias de degradación de CO e H2 en valores de 32,7±15,6 %, 89,2±1,85 %, 

respectivamente. No obstante, con las siguientes variaciones de las tasas de dilución 

se estabilizó el proceso resultando en unas eficacias de 81,8±6,8 % para el CO, 

87,4±7,15 % para el H2 y 47,1±10,2 % para la producción de CO2, para una tasa de 

0,24 d-1. 

En el Exp. 3 se obtuvieron mejores resultados de eliminación de los gases. Esto puede 

deberse a que, en presencia de sal, la mejora del crecimiento de la biomasa solo puede 

lograrse con una fuente de energía externa como lo es el H2 (Marcos-Rodrigo et al., 

2025). Es por ello que al aumentar la disponibilidad de dicho gas se pudo favorecer su 

consumo, alcanzando mayores eficacias de eliminación. Además, otro motivo de la 

mejora pudo ser que al aumentar la tasa de dilución se permitió el control del COT 

siendo esta la causa de la mejora en la eficacia de consumo de CO debido a la 

eliminación de metabolitos con efecto inhibitorio para el metabolismo del CO. 

4.3. Producción de hidroxiectoína. 

Consistente con lo reportado por Marcos-Rodrigo et al., (2025), durante la realización 

de los tres experimentos, se detectó la producción exclusiva de HE como único 

osmolito, sin presencia de ectoína, lo que contrasta con lo observado en otros 

microorganismos que suelen generar mezclas de ambos compuestos (Cantera et al., 

2023). No obstante, a diferencia de los cultivos en lote, en el sistema continuo se 

observó HE tanto intracelular como extracelular, lo que facilita su posterior 

recuperación y purificación. 

Desde el inicio del crecimiento bacteriano se observó un aumento progresivo en la HE 

total (Figura 5a), Hasta los días 3, 3 y 5 en los experimentos 1, 2 y 3, respectivamente, 

la HE detectada fue exclusivamente intracelular. Este fenómeno se asocia a la 



                                                

 

 

21 

 

Bioconversión de syngas en compuestos de valor 

   MÁSTER EN INGENIERÍA AMBIENTAL 

respuesta de la cepa al choque osmótico inicial provocado por la alta salinidad del 

medio, que induce la síntesis de osmolitos para equilibrar la presión osmótica celular 

(Bursy et al., 2007).  

 
 

Figura  5. a) Evolución de la concentración de HE total en los Exp. 1 (■), Exp. 2 (●) y Exp. 3 (▲), con sus 

respectivos inicios de reemplazo de medio para unas tasas de dilución 0,0125 d-1 (Exp. 1), 0,05 d-1 y 0,1 d-1(Exp. 

2)  y 0,15 d-1, 0,21 d-1 y 0,24 d-1 (Exp. 3). b) Evolución de la concentración de hidroxiectoína extracelular en los 

Exp. 1 (■), Exp. 2 (●) y Exp. 3 (▲).                                      

En el Exp. 1, con un tiempo de residencia de 1 h y una relación H2:CO de 35:30 a una 

tasa de dilución de 0,05 d-1 se obtuvo una producción máxima de HE total de 19,0 

mgHEtotal·L-1.  

En el Exp. 2, manteniendo la relación de H2:CO pero aumentando el tiempo de  

residencia a 2 h, con una tasa de dilución de 0,05 d-1 se alcanzó un máximo de 39,6 

mgHEtotal·L-1 mientras que la producción promedio fue de 26,0±9,0 mgHEtotal·L-1, la cual 

se mantuvo al aumentar la tasa de dilución a 0,1 d-1. 

En el Exp. 3, manteniendo  el tiempo de residencia en 2 h y variando la relación H2:CO 

a 55:20, se alcanzó un máximo de HE total de 38,36 mgHEtotal·L-1, similar al obtenido en 

el Exp. anterior, manteniéndose un valor promedio de 31,3±10,0 mgHEtotal·L-1, para una 

tasas de dilución de 0,15 d-1. Sin embargo, en este caso, al aumentar la tasa de 

dilución a 0,21 y 0,24 d-1, la producción media de HE total fue de 25,1±4,8 mgHEtotal·L-

a) 

b) 
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1 y 32,9±3,3 mgHEtotal·L-1, respectivamente, los cuales son valores alrededor de los 

obtenidos anteriormente. 

Desde una perspectiva industrial, el uso de tasas de dilución más elevadas permitiría 

una mayor recuperación de hidroxiectoína, incluso si las concentraciones totales 

alcanzadas no son máximas, lo que podría traducirse en una mejor eficiencia del 

proceso de extracción y purificación. Es decir, para los máximos de HE total 

mencionados anteriormente se obtendría una productividad de 0,24, 0,79 y 5,75 gHE·m-

3·d-1, en los Exp. 1, 2 y 3, con unas tasas de dilución de 0,0125, 0,05 y 0,15 d-1, 

respectivamente. Sin embargo, a la máxima tasa de dilución estudiada en los distintos 

experimentos, con su máxima concentración de HE correspondiente, se obtendría una 

recuperación de 0,24, 3,33 y 8,76 gHE·m-3·d-1, en los Exp. 1, 2 y 3, con unas tasas de 

dilución de 0,0125, 0,1 y 0,24 d-1, respectivamente. 

No obstante, estos valores corresponden a la HE total, es decir, intracelular y 

extracelular. Sin embargo, industrialmente la HE extracelular tiene mayor interés frente 

a la intracelular debido a que no debe extraerse, lo que aumentaría los costes de 

producción. Para las máximas tasas de dilución se recuperarían una cantidad de HE 

extracelular máxima de 0,17, 2,1 y 5,55 gHE·m-3·d-1, en los Exp. 1, 2 y 3, con unas tasas 

de dilución de 0,0125, 0,1 y 0,24 d-1, respectivamente. 

La HE intracelular una vez se ha alcanzado el máximo inicial, comienza a ser excretada 

al medio, aumentando por lo tanto la HE extracelular (Figura 5b). En el Exp. 1, la HE 

extracelular máxima alcanza un valor menor (13,7 mgHE,extracelular·L-1) frente a los otros 

experimentos, siendo los valores en estos de 25,9 mgHE,extracelular·L-1 (Exp. 2), para  una 

tasa de dilución de 0,05 d-1 y 23,1 mgHE,extracelular·L-1 (Exp. 3), para una tasa de dilución 

de 0,24 d-1. Dicho suceso  puede deberse a que en el primer experimento no se llegó 

a alcanzar un estado estacionario y por lo tanto no tuvo lugar el equilibrio osmótico con 

su correspondiente excreción de HE al medio. 

Con estos Exp. se ha demostrado que tanto el tiempo de residencia del gas como el 

aumento de la tasa de dilución son factores clave en la producción y recuperación, 

respectivamente, de HE. Sin embargo, la variación de la composición del syngas no 

genera una diferencia notoria en la producción del osmolito. 

4.4. Producción de proteínas. 

Como optimización del proceso, en el Exp. 3 se evaluó el potencial de la proteína 

microbiana generada como un compuesto de valor añadido, con el objetivo de ampliar 

la valorización del syngas más allá de la producción de osmolitos. 
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Figura  6. Evolución de la concentración de proteínas (▲), y de la proteína específica durante el Exp. 3 (▲), 

con sus respectivos inicios de reemplazo de medio para unas tasas de dilución de  0,15 d-1, 0,21 d-1 y 0,24 d-

1. Las barras de error representan las desviaciones típicas de los duplicados. 

En el Exp. 3, una tasa de dilución de 0,15 d-1 resultó en una concentración media de 

proteínas de 160,9±13,5 mg·L-1, lo que equivale a un contenido de proteína cruda por 

biomasa seca (proteína específica) de 56,0±9,8 %. Sin embargo, como se muestra en 

la Figura 6, al aumentar la tasa de dilución se observaron variaciones tanto en la 

concentración total de proteína como en su proporción específica. Con una tasa de 

dilución de 0,24 d-1, se alcanzó una concentración promedio de proteína de 

191,53±2,8 mg·L-1 lo cual indica una proteína específica de 56,1±1,8 %. A pesar de no 

disponer de datos comparativos con los otros experimentos realizados, estos 

resultados reflejan la viabilidad de considerar la biomasa como materia prima para 

obtener proteína microbiana. 

Según Jiang et al. (2022), al emplear Cupriavidus necator H16 alimentado con syngas, 

se alcanzan valores de proteína cruda de 50,03±0,78 % del peso seco celular, lo cual 

es un resultado similar al obtenido experimentalmente en el Exp. 3. Además, los 

autores concluyen que la variación de la composición del syngas no afecta 

significativamente al contenido de proteína. 

Por otro lado, en condiciones de no presencia de CO, empleando una mezcla de H2 y 

O2 con bacterias oxidantes de H2 (Alcaligenes eutrophus Z1, Ralstonia eutropha B5789 

y Seliberia carboxyhydrogena Z1062), se alcanza hasta un 70 % de proteína cruda en 

peso seco (Matassa et al., 2015).  

Desde un punto de vista industrial, la máxima concentración de proteínas alcanzada 

con una tasa de dilución de 0,24 d-1, es de un valor de 194,5 mgproteína·L-1, pudiendo 

extraerse por lo tanto una cantidad máxima de proteínas de 46,7 gproteína·m-3·d-1.  
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5. Conclusiones 

Esta investigación permitió determinar que un tiempo de residencia de 2 horas mejora 

la degradación de CO en comparación con 1 hora. Además, respecto a las distintas 

composiciones de syngas, se observó que un aumento en el ratio de H₂:CO no afecta 

a la producción de HE, pero sí influye a la degradación del CO, alcanzándose picos de 

eliminación de hasta el 90 %, aunque con un consumo inestable. Finalmente, el 

aumento de la tasa de dilución en función del valor de COT permitió lograr una 

recuperación máxima de HE de 8,76 gHE·m-3·d-1 a la máxima tasa de dilución 0,24 d-1. 

La optimización del proceso permitió la conversión de syngas no solo a HE sino también 

a proteína microbiana alcanzado recuperaciones de 46,7 g·m-3·d-1  integrando así el 

concepto de biorrefinería integrada. 

Con este proyecto se ha logrado optimizar el proceso biológico en continuo para 

valorizar syngas -procedente de la gasificación de residuos orgánicos- en compuestos 

de valor industrial contribuyendo así hacia una economía circular y sostenible. 

La optimización del proceso llevada a cabo es de gran relevancia debido a que es la 

primera vez que se obtienen productos de valor industrial, como la HE y la proteína 

microbiana, en un proceso continuo alimentado con syngas como única fuente de 

carbono y energía. Además, es la primera vez que se ha obtenido un proceso que 

permite la recuperación de HE como osmolito aislado directamente del medio. 

Para investigaciones futuras se plantea probar tasas de dilución mayores con el fin de 

ver si sigue aumentando la productividad de HE y proteína microbiana, así como probar 

otras composiciones de syngas con el fin de ver si el funcionamiento es similar o varía. 
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