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Resumen IX

Resumen

Estudio de un sistema bio-electroquimico de fermentacién para la produccién de

1,3-propanodiol a partir de glicerina cruda

Los azucares y el glicerol pueden servir como sustratos de bajo costo en aplicaciones
biotecnoldgicas para obtener varios intermediarios quimicos con un alto valor agregado.
La electrofermentacion es una reciente tecnologia con la que es posible mejorar y controlar
la fermentacion microbiana, especialmente con cepas del género Clostridium, aumentando
la especificidad de las vias metabdlicas. En este contexto, cepas bacterianas aisladas de
suelos colombianos, y estrechamente relacionadas con Clostridium butyricum, se han
identificado como eficientes productoras de solventes y acidos, incluidos acido acético,
acido butirico, etanol, butanol, acetona e hidrogeno a partir de glucosa o 1,3-propanodiol
a partir de glicerol. En este trabajo se evalla el efecto del suministro externo de electrones
en la produccién de metabolitos de interés comercial con una red metabdlica de C.
butyricum. Los resultados obtenidos de un modelo de simulacion sefialan que la
interaccion con el electrodo catédico mejora los rendimientos de productos reducidos. En
concreto, utilizando glicerol como sustrato, la simulacién indicé que el rendimiento medio
del producto podria aumentar con 1,3-propanodiol (23%) e hidrégeno (45%). Por ultimo,
se establecio experimentalmente que la cepa nativa IBUN 158B es electroactiva y tiene la
capacidad de incrementar los valores de rendimiento producto / sustrato de 1,3-PD (7 —
9%) cuando es sometida a la alimentacion de pequefias cantidades de electrones desde
un catodo en un proceso electrofermentacion catodica y que el uso de transportadores de
electrones como el Rojo Neutral incrementa los efectos de la electrofermentacion
alcanzando mayores valores de rendimiento cuando esta presente en el medio de cultivo.
En conclusion, la electrofermentacién de Clostridium butyricum como técnica de cultivo
bioelectroquimico tiene potencial como proceso de producciéon alternativo a la
fermentacioén tradicional para controlar el estado redox durante la sintesis de bioquimicos
y aumentar la produccién de metabolitos de interés comercial. Pero se necesita mas
investigacion béasica y aplicada para dilucidar los mecanismos de transferencia de
electrones y revelar los mecanismos reguladores subyacentes.

Palabras clave: 1,3-propanodiol, hidrégeno, glicerol, electrofermentacion, catodo, analisis
de modo elemental, Clostridium butyricum, modelo metabdlico central.
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Abstract

Study of a bio-electrochemical fermentation system to produce 1,3-propanediol

from crude glycerin.

Sugars and glycerol can serve as low-cost substrates in biotechnological applications to
obtain various chemical intermediates with high added value. Electrofermentation is a
recent technology with which it is possible to improve and control microbial fermentation,
especially with strains of the Clostridium genus, increasing the specificity of metabolic
pathways. In this context, bacterial strains isolated from Colombian soils, and closely
related to Clostridium butyricum. These strains have been efficient producers of solvents
and acids, including acetic acid, butyric acid, ethanol, butanol, acetone, and hydrogen from
glucose or 1,3-propanediol from glycerol. In this work, the production of commercial interest
metabolites is assessed using an electron external supply with a metabolic network of C.
butyricum. The simulation results show that the interaction with the cathode electrode
improves the reduced product rates. Specifically, using glycerol as a substrate, the average
yield of the product increases with 1,3-propanediol (23%) and hydrogen (45%). Finally, it
was established experimentally that the native strain IBUN 158B is electroactive and has
the capacity to increase the product/substrate yield values of 1,3-PD (7-9%) when it is
submitted to the feeding of small amounts of electrons from a cathode in a cathodic
electrofermentation process and that the use of electron carriers such as Neutral Red
increases the effects of electrofermentation, reaching higher yield values when it is present
in the culture medium. In conclusion, the electrofermentation of Clostridium butyricum as a
bioelectrochemical culture technique has potential as an alternative production process to
traditional fermentation to control the redox state during the synthesis of biochemicals and
increase the production of metabolites of commercial interest. More basic and applied
research is necessary to elucidate the mechanisms of electron transfer and reveal the
underlying regulatory mechanisms.

Keywords: 1,3-propanediol, hydrogen, glycerol, electrofermentation, cathode, elementary
mode analysis, Clostridium butyricum, central metabolic model.
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Introduccidén

El Acuerdo de Paris adoptado en 2016 refleja un esfuerzo internacional para reducir las
emisiones de carbono y promueve nuevos procesos sostenibles de produccion de
combustibles y productos quimicos que utilizan carbono "superficial’ como materia prima
[1]. Los productos de base biolégica son el reemplazo futurista de los productos quimicos
de origen fosil y, considerablemente, la mejor manera de avanzar hacia una economia baja
en carbono (LCE, por sus siglas en inglés) [2,3]. El material organico renovable de plantas
y animales se puede convertir, a través de la fermentacion, en varios productos quimicos
de valor agregado, como azucares, alcoholes, glicerol, acidos organicos, poliésteres,
resinas y solventes [4]. Entre ellos, la glucosa y el glicerol son materias primas atractivas
porqgue son renovables, estan disponibles en grandes cantidades y tienen precios bajos
[5,6].

El glicerol puede ser convertido microbianamente por cepas de Citrobacter, Klebsiella,
Lactobacillus, Enterobacter y Clostridium [7,8]. Clostridium sp. surge como un género
importante de bacterias anaerobias capaces de metabolizar varios sustratos, como
glucosa o glicerol, en productos valiosos, como etanol, butanol, acetona, 1,3-propanodiol,
hidrogeno y &cido butirico [9]. Especialmente, C. butyricum es un buen productor de
hidrogeno con lactato, butirato, acetato, etanol y CO, como los principales subproductos
de la glucosa [9-11]. Ademas, produce eficientemente 1,3-propanodiol utilizando glicerol

como sustrato junto con todos los demas subproductos [9,12-14].

El catabolismo del sustrato de C. butyricum, para las cepas silvestres, comprende vias
paralelas de oxidacion y reduccién [15]. La via de oxidacion proporciona trifosfato de
adenosina (ATP) y cofactores para sostener el crecimiento celular con la produccion de
subproductos oxidados. La via de reduccién proporciona mecanismos para reciclar
cofactores y subproductos reducidos [16]. Estos cofactores, como NADH y NADPH, juegan
un papel esencial en la transferencia de energia dentro de las células y la red reguladora

de los organismos vivos [17] al proporcionar los transportadores redox necesarios para
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numerosas reacciones metabolicas [18]. En células cultivadas con glucosa, la diferencia
entre la tasa de produccion especifica de NADH y la tasa de consumo especifico indica un
exceso de NADH que fue oxidado por la NADH-ferredoxina reductasa y la ferredoxina
reducida oxidada por hidrogenasa. Por el contrario, el crecimiento en glicerol indica que el
NADH producido por la enzima glicerol deshidrogenasa y la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa no es suficiente para la formacién de 1,3-PD y que parte de la ferredoxina
reducida producida por la piruvato-ferredoxina oxidorreductasa se oxida por la actividad de
la ferredoxina-NAD reductasa para producir NADH [19]

La electrofermentacion (EF) es una nueva técnica de sistema bioelectroquimico (BES) que
recientemente ha recibido mucha atencion [20,21]. Esta nueva tecnologia combina
microbiologia y electroquimica, abriendo la posibilidad de manipular las tasas de
regeneracion de los cofactores intracelulares para lograr la fisiologia celular deseada. En
esta tecnologia, los electrones externos de una fuente de energia artificial son aceptados
por bacterias electroactivas directa o indirectamente, cambiando el equilibrio redox
intracelular y promoviendo la formacibn de productos reductores [22]. La
electrofermentacion aln se encuentra en su etapa inicial de desarrollo, pero es una
estrategia prometedora para optimizar los metabolitos fermentativos mediante cultivos

puros o mixtos [23].

La investigacién experimental con cultivos puros, para la electrofermentacién catodica, con
especies del género Clostridium se ha centrado en algunas especies como Clostridium
pasteurianum (butanol y 1,3-propanodiol a partir desde glucosa o glicerol) [24-26],
Clostridium acetobutylicum (butanol a partir de glucosa) [27,28], Clostridium tyrobutyricum
(butirato desde sacarosa) [29], Clostridium beijerinckii (butanol e hidrégeno desde glucosa)
[30,31], Clostridium glutamicum (lisina desde glucosa) [32], Clostridium autoethanogenum
(butanol y hexanol a partir desde diéxido de carbono) [33] Clostridium ljungdahlii (caproato,
heptanoato o acetato desde didxido de carbono) [34,35], Clostridium aceticum (acetato y
2-oxobutirato desde dioxido de carbono) [36] y Clostridium Kluyveri (acidos grasos de

cadena media, caproato, butirato a partir acetato y etanol) [37,38].

Por lo tanto, considerando la importancia de la fermentacion de glicerol de Clostridium
butyricum [9,12,39,40], esta investigacion tiene como objetivo evaluar por simulacién a

través del andlisis de modos elementales y experimentalmente la respuesta de la red
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metabdlica de una cepa nativa cercanamente relacionada a Clostridium butyricum a un
suministro externo de electrones desde un catodo (electrofermentacion catddica) y su
efecto sobre los rendimientos de productos metabdlicos utilizando glicerol como sustrato.






1.Capitulo 1 Estado del Arte

El propésito de este capitulo es presentar el contexto general para el glicerol crudo, 1,3-
propanodiol y electrofermentacion. Aqui, el metabolismo del glicerol para microorganismos
anaerodbicos es descrito junto con parametros de fermentacion importantes y diferentes
tipos de operacién para el bioproceso. Por Ultimo, se presenta una revision del avance
mundial realizado para la electrofermentacion, la produccién de 1,3-propanodiol con esta
tecnologia y los avances realizados por el grupo de investigacion Bioprocesos y

Bioprospeccion de la Universidad Nacional de Colombia.

1.1 Biodiesel y Glicerol crudo

Con el avance de la tecnologia, los combustibles fosiles se utilizan a un ritmo alarmante,
lo que lleva a una escasez de combustibles fésiles convencionales [41]. Este hecho ha
permitido el desarrollo una nueva industria de biocombustibles alrededor del biodiesel y
bioetanol [42]. Un aumento en la produccién de biodiesel conlleva a la sobreoferta de
glicerol crudo [43]. Esto puede amenazar significativamente el medio ambiente al
acumularse en grandes cantidades [41]. Se espera que para el afilo 2024 se produzcan 6
millones de toneladas de glicerol crudo de los cuales 4 millones de toneladas se derivan
de la industria del biodiesel. De estas aproximadamente 680.000 toneladas son de glicerol
altamente impuro y no aptas para aplicaciones tipicas de glicerol, como productos

alimenticios y farmacéuticos [43].

1.1.1 Situacion en Colombia

La produccion industrial de biodiesel en Colombia comenzé en 2009. El aceite de palma

se utiliza como Unico recurso para la produccion de biodiesel en Colombia, por lo que la
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mayoria de las plantas de procesamiento estan ubicadas en los alrededores de
plantaciones de palma aceitera. La capacidad instalada total del pais es de 661.000
toneladas por afo [44]. Actualmente hay 12 plantas de biodiesel operativas en Colombia
utilizando aceite de palma, y solo una de ellas produce biodiesel a partir de materia prima
de segunda generacion (aceite de cocina) en pequefia escala [45]. Por cada 100 libras de
biodiésel también se producen 10 libras de glicerol con una pureza al 80% p/p, que tiene
un precio inferior a 10 centavos de dolar / kilogramo, lo cual lo convierte en una sustancia
de dificil manejo y comercializacion [46]. Para mejorar el desempefio ambiental y
economico de la industria de biodiesel, se ha propuesto la valorizacion del glicerol crudo a

través de métodos de purificacion adecuados [43] o su conversion en productos utiles [47].

1.1.2 Glicerol crudo y su uso industrial

Las impurezas tipicas en el glicerol crudo son agua (también humedad), cenizas (es decir,
sales inorganicas que contienen potasio, fésforo, sodio, hierro entre otros) y MONG
(materia organica que no es glicerol), que generalmente consiste en FFA (acidos grasos
libres), FAME (ésteres metilicos de acidos grasos), glicéridos (mono, di y triglicéridos),
alcoholes como metanol o etanol y jabones (acidos grasos saponificados) [48] y otros

compuestos organicos como aldehidos entre otros [49].

Por lo general, el glicerol crudo producido en las refinerias de biodiésel que utilizan aceites
comestibles tiene una pureza aceptable (60—-80 %) [50] . Sin embargo, recientemente
existe una tendencia entre los productores a utilizar materias primas a base de residuos
con alto contenido de grasas, aceites, grasas animales o sebo [43], debido a su bajo costo,
disponibilidad, abundancia y sostenibilidad, ya que no compiten con los precios de
alimentos como los aceites comestibles [51]. Su uso reduce el costo de la materia prima,
pero altera la pureza del glicerol crudo, ya que disminuye hasta un 30 % en peso [43]. La
menor pureza de este glicerol crudo puede ser un problema, ya que el incremento de
impurezas como las cenizas inorganicas pueden actuar como inhibidores principales en
muchas aplicaciones biotecnoldgicas [52] y, a menudo, envenenan los catalizadores

heterogéneos de las unidades de conversiéon quimica [53].
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Asi, para grandes plantas de biodiesel, la valorizacién de la glicerina cruda a glicerina
técnica refinada es econdmicamente razonable, a pesar del costo existente de purificacion
y refinacion [54], aunque, esta alternativa, a menudo, no es viable para las plantas de
pequeiia y mediana capacidad [55]. Esto ocurre especialmente para el glicerol derivado de
plantas de biodiesel de segunda generacion que presentan altos niveles de impurezas.
Asi, las tecnologias de purificacion avanzadas, como la separacion por membrana
impulsada por presion, el intercambio iénico, la electrodidlisis o la destilacion por
membrana, han demostrado que funcionan, aunque el desarrollo de su tecnologia requiere
un mayor esfuerzo para reducir los problemas inherentes, como el ensuciamiento o el alto

costo de la regeneracion de la resina [43].

Por otra parte, la valorizacion del glicerol crudo sigue siendo un area de investigacion, un
desafio técnico y comercial que debe abordarse en el futuro considerando la cantidad de
glicerol crudo proporcionado al mercado. Algunas areas de uso de este glicerol crudo
incluyen la alimentacion del ganado, la incineraciéon para la generacion de energia o la
digestion anaerobica [56]. También, el glicerol se usa o esta en proceso de investigacion
para producir productos quimicos importantes como la epiclorhidrina, el propilenglicol, el

metanol y el acido acrilico [57].

Paralelamente, investigadores de todo el mundo intentan desarrollar métodos novedosos
de convertir el glicerol crudo en productos quimicos de muy alto valor a través de rutas
bioquimicas [43]. La ruta de bioconversion es una alternativa prometedora para la
valorizacion del glicerol y puede hacer que las industrias de biodiesel sean

econdémicamente sostenibles y respetuosas con el medio ambiente [58,59].

Entre los productos obtenidos biotecnoldgicamente a partir de glicerol crudo tenemos al
acido lactico. ElI mercado total de acido lactico fue de 330.000 toneladas en 2015 y se
espera que aumente un 10 % anual hasta 2025 [60]. Otro producto de interés, actualmente,
es el hidrégeno. El hidrégeno puede reemplazar los combustibles fosiles convencionales,
reducir las emisiones gaseosas y el material particulado generado [61]. El mayor costo de
produccion de hidrégeno se debe al largo tiempo de fermentacion, al requerimiento de
oxigeno y a los efectos inhibidores del crecimiento celular durante la fermentacién. Los
investigadores ahora se estan enfocando en usar reactores de flujo continuo y enzimas

aisladas para reducir el costo de produccion [62].Finalmente, se contempla el 1,3-
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propanodiol. La bioconversion de 1,3-propanodiol ahorra un 40% de energia en
comparacion con el proceso quimico convencional [63]. EI mercado total de 1,3-
propanodiol en 2020 fue de 400.000 toneladas por afio y se espera que aumente un 10 %
anual [62].

1.2 1,3-propanodiol y su produccion biotecnoldgica

El 1,3-propanodiol (1,3-PD) es un diol liquido, viscoso, higroscépico, incoloro o amarillo de
formula C3HsO.. Este es un glicol usado como lubricante, solvente [64], estabilizador de
detergentes, anticongelante, humectante de cosméticos, intermediario quimico y
principalmente como monémero en la sintesis de poliésteres y poliuretanos de alto valor
agregado [58,65]. Tradicionalmente el 1,3-PD se produjo por sintesis quimica con la ruta
de la acroleina por DuPont y la ruta del 6xido de etileno por Shell, pero se ha obtenido
recientemente a través de la bioconversién de glucosa con una cepa recombinante de
Escherichia coli desarrollada por DuPont y Genencor [66]. Se espera que el tamafio del
mercado de 1,3-PD alcance alrededor de $1.4 mil millones de ddlares en una década
[67,68].

1.2.1 Bioconversiéon de 1,3-propanodiol

La bioconversion de 1,3-PD se descubrié por August Freund en 1881, quien identificé el
1,3-propanaodiol en la fermentacion del glicerol, usando Clostridium pasteurianum [69,70].
Las especies silvestres anaerobias y aerobias facultativas que se han identificado como
productoras de 1,3-propanodiol incluyen a Klebsiella (K. pneumoniae y K. oxytoca),
Clostridia (C. butyricum, C. pasteurianum, C. bifermentans, C. saccharobutylicum, C.
diolis), Enterobacter (E. agglomerans), Citrobacter (C. freundii), Hal6filos Halanaerobium
(H. saccharolyticum), Caloramator (C. viterbensis) y Lactobacilli (L. brevis, L. buchneriy L.
diolivorans) [7,8,79—-83,71-78]

Dependiendo del microorganismo involucrado la distribucién de los productos varia (Figura
1-1). En el caso de Klebsiella pneumoniae ademas del 1,3-propanodiol se produce 2,3-
butanodiol, acetato, lactato y etanol por la via del piruvato [84—86]. En las fermentaciones
realizadas por Clostridium butyricum los productos principales son el 1,3-propanodiol,
acetato y butirato [9,13,87—89].
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Figura 1-1: Rutas catabdlicas del metabolismo anaerdébico del glicerol.
(1) Hidrogenasa, (2) Ferredoxina-NAD reductasa, (3) NADH-ferredoxina reductasa, (4)
Glicerol deshidrogenasa, (5) DHA-quinasa, (6) 1,3-PD deshidrogenasa, (7) Glicerol
deshidratasa, (8) Fosfotransacetilasa, (9) Acetato quinasa, (10) Fosfotranshutirilasa, (11)
Butirato quinasa, (12) Piruvato-ferredoxina oxidorreductasa, (13) Gliceraldehido-3P-

deshidrogenasa [69,90].

El glicerol entra a la célula y se metaboliza por dos vias paralelas. En la primera,
denominada ruta oxidativa, el glicerol es oxidado a dihidroxiacetona (DHA), por la enzima
glicerol deshidrogenasa (GDH) dependiente de NAD+ y se acopla a la formacién de

equivalentes reducidos (NADH). Posteriormente la DHA se fosforila por dos quinasas DHA
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(DHAK | dependiente de ATP y DHAK Il dependiente de PEP) y posteriormente se
transforma en subproductos que se forman para la obtencién de energia y poder reductor
[16,64,69,91-93].

En la segunda via (denominada via reductiva) el glicerol es deshidratado a 3-
hidroxipropionaldehido (3-HPA) [72,79,94], por una deshidratasa (GDHt) dependiente de
coenzima B12 (Adenosil cobalamina) en la mayoria de las especies bacterianas 'y S -
adenosil metionina (SAM) para Clostridium butyricum [95,96]. Finalmente, el 3-HPA es
convertido en 1,3-PD por una deshidrogenasa dependiente de NADH también conocida
como la enzima 1,3-PD oxidorreductasa (POR) [16,58,69,97].

Los productos tipicos de la fermentacion del glicerol incluyen 1,3-propanodiol, etanol, 2,3-
butanodiol, acido acético, acido butirico y acido lactico [12,97-99]. Estas rutas metabdlicas
compiten entre ellas por los NADH producidos durante el crecimiento de la biomasa y el
rendimiento del 1,3-PD se puede ver disminuido, si las moléculas de NADH liberadas
durante la formacién de piruvato son utilizadas en las vias de produccion de etanol,
butanol, acido butirico e hidrégeno gaseoso [65,86,100]. El maximo rendimiento de 1,3-PD
calculado, se produce cuando su produccion es acompafiada con acido acético como unico
subproducto de la ruta oxidativa [101,102]. El rendimiento tedrico es de 64% molar del total
del glicerol consumido con generacion de H, gaseoso y 72% sin generacion de H; [69]. El
acido butirico es formado, después de la condensacion de 2 moléculas de acetil-CoA, en
una secuencia de reacciones que involucra dos pasos en los cuales el NADH es oxidado,
y se genera una molécula de ATP [90,103]. En Clostridium pasteurianum, ademas de los
anteriores productos, también se ha reportado que se produce butanol en cantidades
significativas [94,104].

El principal inhibidor de crecimiento en la fermentacion del glicerol es el 3-
hidroxipropionaldehido. Este compuesto es normalmente un intermediario intracelular que
no se acumula. Sin embargo, bajo condiciones de alto exceso de glicerol, puede ser
excretado al medio de cultivo en algunas especies [12,105-107]. El 1,3-PD es el producto
menos toxico, especificamente C. butyricum puede tolerar hasta 83,7 g/L de 1,3-PD

cuando es adicionado externamente [9,88,108,109]
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1.2.2 Estrategias tradicionales de fermentacion para 1,3-PD

Durante las ultimas décadas se han realizado estudios buscando los valores que optimicen
la produccién de 1,3-PD por via microbioldgica desde glicerol crudo. Dentro de los géneros
mas utilizados para este proposito, se encuentran Klebsiella (aerobio facultativo) [69,110]
y Clostridium (anaerobio estricto) [1,89,111,112].

Para Clostridium butyricum, se han aplicado variadas estrategias de cultivo (lote, lote
repetido, lote alimentado y continuo en una y dos etapas para evaluar la produccion de

1,3-PD con diferentes cepas (Tabla 1-1).

Mas especificamente, comparando cada una de estas estrategias de cultivo se puede decir
gue el cultivo por lote parece ser una estrategia simple para la produccioén, pero tiene el
inconveniente de alcanzar una baja concentracion de 1,3-PD en la parte final de la
fermentacion debido a la inhibicién por producto y limitacion por sustrato. [113,114]. Se
han examinado los efectos del pH, la temperatura, la velocidad de agitacion, y la
concentracion de glicerol en rendimiento y la productividad de 1,3-propanodiol. Las
mejores condiciones para la conversion de glicerol en 1,3-propanodiol se encontraron en
un intervalo de pH de 6.9 - 7,1, una temperatura entre 33 y 38.5 °C, una velocidad de

agitacion de 110-180 rpm y una concentracion de glicerol de 39-49 g/L.

La fermentacion por lotes se llevo a cabo a un pH de 7,0, una temperatura de 35 °C, una
velocidad de agitacion de 150 rpm, y una concentracion de glicerol de 40 g/L con lo cual
se produjo 20,4 g/L de 1,3-propanodiol, con una productividad volumétrica méaxima de 2,92
g/L.h y un rendimiento de 0,51 g/g. Los principales subproductos fueron acido acético
(aproximadamente 7,0 g/L) y formiato (aproximadamente 3,7 g/L) [115]. C. butyricum con
glicerol crudo para cultivo por lote ha alcanzado concentraciones hasta 63,4 g/L, pero con

una productividad inferior a 1 g/L.h [113].

En las fermentaciones por lote alimentado se metaboliza mas glicerol, al eliminar la
inhibicién por sustrato, por lo que se obtiene mas biomasa, lo que conlleva a una alta
concentraciéon de 1,3-PD y una mayor productividad comparada con las fermentaciones

por lote.
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Tabla 1-1: Técnicas de fermentacion de glicerol con C. butyricum
Concentra Ren(tj(l)mlen Productivi
Cepa G-Ili-(l:pe?ol Cultivo Escala (L) (5'2%_ (g é/g- (gdiij- Fuente
PDIL) Glicerol) PD/L.h)
AKR102a Puro Lote alimentado 1 93,7 0,52 3,3 [116]
AKR102a Crudo Lote alimentado 1 76,2 0,51 2,3 [116]
AKR102a Crudo Lote alimentado 200 61,5 0,53 2,1 [116]
CNCM1211 Crudo Lote 1 63,4 0,57 0,63 [113]
DL 07 Crudo Lote alimentado 5 94.2 0.52 3.04 [14]
DL 07 Crudo Lote alimentado 5 86 0,52 2,87 [14]
DL 07 Crudo Lote alimentado 5 104 0,54 3,38 [14]
Crudo Lote alimentado
DL 07 secuencial 5 88 0,54 3,54 [14]
DSM 10702 | Pretratado Lote 2 39.9 0,57 0,99 [117]
DSM 5431 Puro Lote 1 56 0,51 1,9 [118]
DSM 5431 Crudo Lote alimentado 1 70,3 0,56 15 [19]
DSP1 Crudo Lote 6,6 37,6 0,53 1,12 [119]
DSP1 Crudo Lote alimentado 6,6 71 0,54 0,68 [119]
DSP1 Crudo Lote 42 36,4 0,52 1,13 [119]
DSP1 Crudo Lote 150 37,2 0,53 1,33 [119]
DSP1 Crudo Lote repetido 6,6 62 0,53 0,76 [119]
E4 Puro Lote alimentado 2 57,9 0,54 1.21 [120]
E5 Puro Lote alimentado 2 65,6 0,54 1,37 [120]
F2b Crudo Lote 2 47,1 0,52 1,34 [121]
F2b Crudo Continuo 2 44 0,51 1,76 [121]
F2b Crudo Continuo 1 46 0,53 3.4 [64]
Gen7 Crudo Lote 5 47,33 0,54 2,62 [122]
Gen7 Crudo Lote alimentado 5 66,2 0,51 1,38 [122]
Gen7 Crudo Lote alimentado 50 61,7 0,52 1,62 [122]
IK 124 Crudo Lote alimentado 0,4 87,7 0,54 1,9 [123]
JTK 237 Puro Lote 3,6 56.5 0,47 1.52 [124]
NCIMB8082 Crudo Lote 1 32,2 0,52 2,38 [125]
SCUT343-4 Puro Lote 5 42,8 0,54 1,78 [126]
SCUT343-4 Puro Lote alimentado 1 59,1 0,53 2,11 [126]
SCUT343-4 | Puro | Lotealimentado 1 86 0,52 4,2 [126]
inmovilizado

VPI1718 Crudo Lote 1 41,9 0,52 0,81 [127]
VPI1718 Crudo Lote repetido 1 65,5 0,52 1,15 [73]
VPI1718 Crudo Lote repetido 2 67,9 0,55 0,78 [127]
VPI3266 Puro Continuo 0,3 35 0.53 0.6 [90]
VPI13266 Puro Continuo 2 29,7 0,51 2,98 [77]
VPI13266 Crudo Continuo 2 31,5 0,50 3,15 [89]
VPI13266 Puro Lote alimentado 2 65 0.54 1.21 [128]

Las fermentaciones por lote alimentado, junto con otras estrategias, como uso de

cosustrato, control de pH, alimentacion de amonio, diferentes estrategias de aireacién y

diferentes composiciones del medio han sido desarrolladas por varios grupos de

investigadores [129-131]. En general, se pueden alcanzar mas de 60 g/L de 1,3-PD se

podrian alcanzar en cultivos por lote alimentado con glicerol crudo o puro por C. butyricum
y K. pneumoniae [73,127,132,133].
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Una técnica de cultivo que presentd buenos resultados fue una variante del cultivo por lote
alimentado en la cual se mantuvo un exceso de glicerol, con correcciéon automatica de pH
[134], los valores obtenidos por esta técnica para Clostridium butyricum fueron una
concentracion de 70.4 g/L y una productividad de 1.9 g/L.h [87], con Klebsiella pneumoniae
se obtuvo una concentracion final de 78 g/L y una productividad promedio de 3.0 g/L.h [86].
Otra estrategia utilizada de lote alimentado combind la adicién de glicerol dependiente de
la adicion de base y la medicién constante de glicerol, para una cepa tolerante a altas
concentraciones de producto y sustrato. La concentracion final obtenida de 1,3-PD fue de
87 g/L con una productividad global de 1,9 g/L.h utilizando glicerol refinado y con glicerina
los valores fueron de 80.1 g/L y 1,8 g/L.h [123]. También se han realizado cultivos por lote
alimentado con inmovilizacién de células en un reactor de lecho fijo para mejorar la
produccion de 1,3-PD. La productividad de 1,3-PD se increment6 de 1,06 g/L.h a 1,61
g/L.h, en una fermentacion por lote alimentado repetido, debido a la inmovilizacion de
células [135]. Los mejores resultados con glicerol crudo para en lote alimentado con C.
butyricum varian de 84 g/L a 104 g/L y las productividades pueden estar desde 1,9 a 3,3
g/L.h [14,123]. Dos técnicas estudiadas de lote alimentado incluyen cultivo secuencial y
cultivo inmovilizado. Estas técnicas han mostrado ser eficientes en el incremento de
productividad a valores de 3,54 y 4,2 g/L.h manteniendo concentraciones altas de 1,3-

propanodiol superiores a 85 g/L [14,126].

Igualmente, el cultivo continuo proporciona una ventaja significativa al obtener una elevada
productividad, aungque no ha sido posible obtener una concentracion de producto superior
a la obtenida en lote alimentado. Adicionalmente, con tasas de dilucion superiores a 0,35/h
se presenta disminucién en la productividad del cultivo continuo [89,121,136]. También se
investigaron los efectos de la concentracién inicial de glicerol y la tasa de dilucién en la
produccion de 1,3-PD por K. pneumoniae DSM2026 en cultivo continuo. Los resultados
indicaron que la produccién de 1,3-PD era una funcion de la concentracion inicial de glicerol
y la tasa de dilucién [137]. Por otra parte, se usaron la productividad volumétrica de 1,3-
PD como un objetivo de optimizacion e investigaron las condiciones éptimas para la
fermentacion continua con K. pneumoniae. La concentracion de glicerol en la alimentaciéon

y la tasa de dilucién 6ptimas fueron 67 g/L y 0.29/h respectivamente [138].

Uno de los mayores valores de concentracion obtenidos para cultivos continuos de K.

pneumoniae ha sido de 48 g/L con una tasa de dilucion de 0.1/h, alcanzando un
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rendimiento molar de 63% y una productividad de 4.8 g/L.h, lo cual requirié un exceso de
glicerol de méas de 50 g/L [69,134,137]. Para Clostridium butyricum se tienen resultados
similares a los de Klebsiella con un porcentaje molar de 66%, una tasa de dilucién de 0.02/h
y una productividad maxima de 5.5 g/L.h [64]. También se ha propuesto mantener una alta
concentracion celular en el biorreactor bajo cultivo continuo a través del reciclaje celular.
En comparacién con el cultivo continuo sin reciclaje celular, la densidad celular aumento
de 4 a 5 veces con un glicerol inicial de 32 g/L y de 3,4 a 4 veces con glicerol inicial de 56
g/L y una concentraciéon maxima de 1,3-PD fue de 26,6 g/L [139]. Una fermentacién de dos
etapas en cultivo continuo se llevé a cabo con C. freundii [140]. La biomasa se produjo en
el primer fermentador bajo condiciones de limitacién de glicerol y una reduccién de la tasa
de dilucion se realiz6 en el segundo, para aumentar la produccién de 1,3-PD. La maxima
concentracion de 1,3-PD obtenida fue 41,42 g/L, mientras que la mayor productividad fue
de 1,38 g/L.h.

También se observo alta productividad de 3,4 g/L.h usando C. butyricum aislado de glicerol
crudo en un cultivo continuo en dos etapas. Esta estrategia de cultivo utilizé una alta tasa
de dilucion en el primer fermentador para aumentar la productividad de 1,3-PD y una baja
tasa de dilucion en la segunda etapa, para aumentar la concentracion de producto. La
concentracion de biomasa fue siempre menor en el segundo fermentador que en el
primero, y esto se atribuy6 a la autdlisis bacteriana en la segunda etapa, debido a la
propagacion microbiana en condiciones desfavorables de forma permanente (con aumento

del tiempo de contacto entre las células y los productos metabélicos) [64].

Igualmente, se evalud un cultivo con alimentacién continua de multiples etapas con K.
pneumoniae bajo condiciones microaerébicas y anaerdbicas [141]. En la primera etapa,
una biomasa de alta concentraciéon se obtuvo bajo condiciones microaerdbicas. En la
segunda etapa, la concentracion de glicerol en la alimentacién fue seleccionada para ser
baja (40 g/L) con una alta tasa de dilucién (0.2/h) o alta concentracion (70 a 110 g/L) con
un menor valor de tasa de dilucién (0.1/h) con el fin de evitar la limitacion o efectos de
inhibicién por sustrato sobre el crecimiento celular. En la tercera etapa, el glicerol residual
se consume a nivel bajo (1 a 13 g/L) y asi el rendimiento y la concentracién de 1,3-PD se
incrementa en condiciones anaerdbicas. La concentracion final de 1,3-PD vari6 de 36,7 a
46,2 g/L con la productividad de 4,0 a 8,1 g/L.h.
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1.2.3 Produccién Industrial de 1,3-propanodiol y su mercado

Para la produccion industrial de 1,3-PD se ha indicado que los costos de sustrato son
alrededor de un 50% del costo total de produccion. Materias primas como glucosay glicerol
crudo, producido directamente de las unidades de produccién de biodiesel, se han utilizado
para obtener 1,3-PD debido a sus ventajas econ6micas [12,135,142]. Se espera que el
valor de mercado de la 1,3-PD aumente de una estimacion de $310,5 millones en 2014 a
$621,2 millones para 2021 [12]. Siendo casi el 60% de los ingresos totales proveniente de
1,3-PD producido biolégicamente, la tendencia proyectada del mercado para 2030 es de
799,3 millones de dolares [143].

Asi, la produccién biotecnologica de 1,3-PD lleg6 a nivel industrial y etapa comercial con
la multinacional DuPont y Genencor por el desarrollo de una cepa de Escherichia coli
recombinante productora del solvente a partir de glucosa. Lo anterior, por la combinacién
de la expresion de genes heterélogos, delecién de genes y control apropiado de la
distribucion de flujos metabdlicos, manteniendo el balance de energia y oxido-reduccion.
Este microorganismo alcanza una concentracion de 135 g/L, una productividad de 3,5g/L.h
y un rendimiento en peso de 51% en peso desde glucosa en un fermentador por lote de
10 litros [68,144].

Otro resultado de escalamiento industrial ha sido el desarrollo de un microorganismo
modificado de C. acetobutylicum DG1 (pSPD5) que expresa genes de la ruta de 1,3-PD de
C. butyricum. Este microorganismo recombinante alcanza 84 g/L de 1,3-PD con un
rendimiento de 0,65 mol/mol desde glicerol en cultivo por lote alimentado y 1,7 g/L.h de
productividad. En cultivo continuo, esta bacteria alcanz6 54.8 g/L con productividad de 3
g/L.h [145]. Actualmente, las principales empresas productoras se consideran DuPont Tate
& Lyle Bioproducts (EE. UU.), Metabolic Explorer SA (Francia), Zhangjiagang Glory
Biomaterial Co. Ltd. (China) y Zouping Mingxing Chemical Co. Ltd. (China). [12,112,143].

1.2.4 Economia del proceso biotecnoldgico para 1,3-PD

El aprovechamiento de la plataforma de glicerol para la biosintesis de 1,3-PD requiere el
desarrollo de andlisis técnico - econdmicos, ya que es uno de los factores rectores en que

se consideran los aspectos comerciales. Asi, en los Ultimos cinco afios, han sido
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desarrollados pocos estudios que traten de descifrar el costo de la produccion de 1,3-PD
derivado del glicerol [143,146]. En uno de ellos se planted la posibilidad de integrar una
linea de produccion de 1,3-propanodiol a partir de glicerol crudo dentro de una biorefineria
de cafia de azlcar. Se asumidé que el escenario de biorrefineria que utiliza glicerol crudo
opera todo el afio, excepto por las paradas de planta, por lo tanto, se supuso que el tiempo
de operacién de 8000 horas por afio (31.387 1,3-PD t/afio). Se utiliz6 el precio en el
mercado de 1,3-PD de US$ 3,38/kg como referencia y glicerol crudo con pureza de 83%
en peso como materia prima (U$ 0,12/kg). Se planteo una fermentacioén continua con una
cepa de Clostridium modificada con alto rendimiento (0,53 g/g), productividad (2,6 g/L.h) y
concentracion final de 1,3-PD (51,92 g/L), para un proceso continuo con tecnologias de
destilacion para purificacion. Para este caso se obtuvo un costo de produccién de US$
0,96/kg, una tasa interna de retorno de 46,93% y un precio minimo de venta de producto
de U$ 1,66/kg para una tasa interna de retorno del 20%. Con los anteriores resultados el
autor considera que una linea de la biorrefineria de 1,3-PD que utilice glicerol crudo es

potencialmente factible [147].

Un estudio similar planteo la produccion de 1,3-PD a partir de glicerol crudo como planta
independiente. Con una tasa de produccién de 1,3-PD de 0,5 t/h (4.000 t/afio), un precio
de venta de US $4,5/kg de 1,3-PD y un precio de compra de glicerol crudo de US
$0,138/kg. El proceso productivo se basé en una cepa silvestre de Clostridium usando
tecnologia de destilacion para la purificacién. En este caso, la tasa interna de retorno solo
alcanzo un valor de 25,23% con un costo unitario de US $3,9/kg. Los autores resaltan que
el proceso tiene un gasto intensivo de energia, por lo que se deben buscar alternativas
para incrementar la rentabilidad del proceso a través de la utilizacion de técnica avanzadas
de cultivo (inmovilizacion celular) o alternativas de cultivo no estéril, lo cual reduciria el

gasto energético [148].

En sintesis, la produccion microbiana de 1,3-PD es un proceso ecoldgico técnicamente
viable, con tecnologias tradicionales de cultivo, que se proyecta como una tecnhologia de
desarrollo sostenible y que reduce la dependencia de los recursos fésiles. La fermentacion
usando como fuente de carbono glicerol se ha explorado, ampliamente, a nivel piloto con
cepas silvestres, pero aln se necesita solucionar cuellos de botella biotecnolégicos como
el incremento de concentraciones y la minimizacién de otros metabolitos. Por lo que es

importante buscar nuevas alternativas de cultivo que incrementen el rendimiento y la



Capitulo 1 17

productividad de la fermentacion de glicerol a 1,3-PD, a partir de sustratos como el glicerol
crudo.

1.3 Sistemas bioelectroquimicos de fermentacion

Frente a los problemas energéticos, existe una fuerte demanda de nuevas tecnologias que
aborden la sustitucion de combustibles fésiles. Los campos emergentes de la
biotecnologia, la fotobiotecnologia y la electrobiotecnologia ofrecen soluciones para la
produccion de combustibles, energia o productos quimicos utilizando fuentes de energia
renovables (luz o corriente eléctrica, por ejemplo, producida por energia edlica o solar) o
sustratos organicos (residuos) [149].
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Figura 1-2: Articulos cientificos publicados para EF (1956 — 2023/01).
Base de datos Scopus [150]. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY
(electrofermentation) OR TITLE-ABS-KEY (fermentation AND cathode). NUmero de
documentos: 286. Fuente: Elaboracién propia

Asi, los sistemas bioelectroquimicos (BES por sus siglas en inglés) de fermentacion
describen una variedad de tecnologias emergentes (Figura 1-2) que utilizan interacciones
entre electrodo - bacteria para ser aplicadas en biotecnologia, incluyendo la produccién de
electricidad, residuos y tratamiento de aguas residuales, la biorremediacion y la obtencion
de productos de valor agregado [66,151]
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Es clave en cada aplicacion la capacidad del biocatalizador para interactuar con aceptores
de electrones externos y / o los donantes (Figura 1-3) y sus propiedades metabdlicas que
permiten la combinacion de transporte de electrones y el metabolismo de carbono
[20,66,152]. Estas técnicas son una herramienta emergente para la intensificacion de
bioprocesos. Se esperan beneficios especialmente para los bioprocesos en los que las
células pueden intercambiar electrones directamente con las superficies de los electrodos.
También se ha demostrado que el uso de energia eléctrica en BES puede aumentar el
rendimiento del bioproceso por efectos secundarios indirectos. En este caso, la electricidad
se usa para alterar los parametros del proceso y activar indirectamente las vias deseadas
[153]
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Figura 1-3: Representacién para un proceso de electrofermentacion catédica.

(A) Reaccidn anddica, (B) Reaccion catédica. Basado en [154]

En afios recientes, se ha investigado la produccién microbiana de compuestos de multiples
carbonos, a través del consumo de energia eléctrica en una celda catdédica con un sistema
bioelectroquimico (BES, por sus siglas en inglés) [155]. Con esta técnica de cultivo,
frecuentemente referida como electrofermentacion (EF) [156], se busca el mejoramiento
eléctrico de la produccién bacteriana usando multiples sustratos [21,29,157] como diéxido

de carbono, formiato, acetato, fumarato, glucosa o glicerol, acelerando el metabolismo
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reductivo [66] y obteniendo productos quimicos de valor agregado o combustibles liquidos
[158], como el &cido L-glutamico, etanol, 1,3-propanodiol, butirato y succinato, entre otros
[22,24,29,159].

Los sistemas BES, han tenido un progreso significativo en los ultimos afios [23,160]. En
primer lugar, se ha buscado optimizar el desempefio de los biocatalizadores
(microorganismos) conocidos y también aislar otros nuevos con fuertes propiedades
electro autotréficas [161,162]. También se esta realizando investigacion para mejorar el
disefio de los catodos a través de nuevos materiales o mejor disposicion espacial.
Igualmente se estd buscando mejorar otros componentes del sistema como son la
membrana de intercambio de iones [163], para permitir la extraccién de productos a través
de ellas [164]. Otro reto tecnoldgico es el entendimiento de cémo se transfieren electrones

desde el catodo al biocatalizador para desarrollar estrategias de cultivo [160].

Desde el punto de vista de la ingenieria, la electrobiotecnologia tiene grandes retos en el
proceso de escalamiento y lograr una escala de relevancia industrial, ya que su eficiencia
depende del area de transferencia de electrones. Estos desafios son similares a los
enfrentados por la fotobiotecnologia. Por lo anterior, se ha propuesto que la transferencia
de conocimiento desde campo de la fotobiotecnologia, siendo mas avanzado que el de la

electrobiotecnologia, puede acelerar su desarrollo hacia aplicaciones industriales [149].

1.3.1 Mecanismos de transferencia de electrones

Se descubrié una amplia gama de bacterias capaces de intercambiar electrones con
superficies sélidas, pero solo unos pocos se han estudiado en profundidad. De hecho, los
mecanismos de transporte de electrones de diferentes especies pueden diferir
significativamente entre si. Especialmente los mecanismos de transferencia de electrones
desde catodos hacia el organismo microbiano son poco conocidos, pero son esenciales
para muchas aplicaciones [152]. Hay una serie de microorganismos, tales como Clostridia
sp., Shewanella oneidensis, Acetobacterium woodii, Clostridium ljungdahlii, Brevibacterium
sp. y Sporomusa sp., entre otras, que pueden intercambiar directamente electrones con el

electrodo o a través de transportadores de electrones [156,165].
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Estos mecanismos de transferencia extracelular de electrones (EET, por sus siglas en
inglés) desde la fuente (catodo) a las células microbianas (Figura 1-4) se puede dividir en
tres tipos [166]: transferencia directa de electrones, en la que las células aceptan
electrones formando biopeliculas delgadas que rodean el catodo [22,167], transferencia
indirecta de electrones usando oxidacion de hidrégeno y formiato como portadores de
electrones [35], transferencia indirecta de electrones por transportadores de electrones
endégenos [152] como flavinas [168], quinonas [169] y fenazinas [170] o por
transportadores artificiales como Metil-violégeno (MV) [29], antraquinona-2,6-disulfonato
(AQDS) [171] o Rojo Neutral (NR) [172].
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Figura 1-4: Representacién de mecanismos de transferencia de electrones.

(A) Transferencia directa, (B) Transferencia indirecta. T ox: Transportador de electrones
oxidado en la membrana. T red: Transportador de electrones reducido en el catodo.
Basado en [173]

Sin embargo, la relacion entre los transportadores de electrones de base quimica y la
cadena transportadora de electrones no esta clara [174]. Algunos estudios demaostraron
gue el Rojo Neutral puede integrarse en las membranas y ejecutar la funcion de los
mediadores de transferencia de electrones nativos [172]. Recientemente, se encontré que
el Rojo Neutral puede interactuar con la Menaquinona y luego transferir los electrones a la

cadena de transporte de electrones intracelular en E. coli [175].

1.3.2 Produccién de 1,3-PD con sistemas bioelectroquimicos

La electrofermentacion de glicerol ha sido investigada, recientemente, buscando mejorar

las velocidades y los rendimientos de la conversién de esta fuente de carbono. Sin
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embargo, el nimero de estudios para la electrofermentacion en el catodo son limitados

[176] y puede ser una nueva direccion para futuros desarrollos [68].

Al inicio, fueron empleados anodos polarizados y catodos en una sola cdmara para
fermentaciones por lotes con glicerol, con el fin de aumentar los rendimientos de hidrégeno
producidos y obtuvieron concentraciones residuales de 1,3-propanodiol [177]. También se
estudio la produccion de metabolitos durante las fermentaciones contindas alteradas
eléctricamente para observar cambios en la poblacibn microbial. Se obtuvieron
correlaciones microbianas interesantes, que muestran la relacion entre los productos
metabdlicos y cambios de poblacion [178]. Sin embargo, en estos estudios el 1,3-PD, no
fue el principal producto y la aplicacion de corrientes eléctricas no afectd positivamente
estas fermentaciones para la obtencion de este solvente. Paralelamente se demostré que
el uso de electricidad en un cultivo de produccién para propanodiol podia cambiar los flujos
de carbono y de electrones, usando como fuente de carbono glicerol. Especificamente,
una biopelicula de poblaciéon mixta que crecia en el catodo mejor6 la produccion de 1,3-
PD del 24,8 % con cultivo tradicional al 50,1 %, usando un biocatodo polarizado a -0,9 V)
[179].

Posteriormente, se estudi6 el uso de potencial eléctrico para fermentar
electrobioguimicamente  glicerol y obtener 1,3-propanodiol (1.3-PD) en una
electrofermentacion mixta dominada por especies Clostridiaceae. Este grupo obtuvo una
tasa de produccion de 1,3-PD, 6 veces superior en electrofermentaciones con cultivo mixto,
en comparacién con las fermentaciones tradicionales con concentraciones de 1,3-PD de
hasta 42 g/L versus 18 g/L con un rendimiento de 0,46 g/g. En todos los casos, el consumo
de glicerol cesé y la electroactividad catalitica se perdié cuando se sustituyeron los
electrodos con biopelicula por electrodos que carecen de la misma, lo que sugiere que la
electrofermentacion de glicerol fue principalmente soportada por las bacterias situadas en

la biopelicula [176].

Por su parte, la investigacion experimental con cultivos puros, para la electrofermentacion
catddica, con especies del género Clostridium se ha centrado en algunas especies como
Clostridium pasteurianum (butanol y 1,3-propanodiol a partir desde glucosa o glicerol) [24—
26,180], Clostridium acetobutylicum (butanol a partir de glucosa) [27,28], Clostridium

tyrobutyricum (butirato desde sacarosa) [29], Clostridium beijerinckii (butanol e hidrogeno
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desde glucosa) [30,31,173,181], Clostridium glutamicum (lisina desde glucosa) [32],
Clostridium autoethanogenum (butanol y hexanol a partir desde diéxido de carbono)
[33,182] Clostridium ljungdahlii (caproato, heptanoato o acetato desde diéxido de carbono)
[34,35], Clostridium aceticum (acetato y 2-oxobutirato desde diéxido de carbono) [36] y
Clostridium kluyveri (acidos grasos de cadena media, caproato, butirato a partir de acetato
y etanol) [37,38].

Para 1,3-PD se investigd con cultivos de Clostridium pasteurianum. En esta investigacion
se logré un cambio exitoso en el metabolismo de la bacteria incrementando la produccion
de 1,3-PD (21 %) y butanol (20 %) cuando se establecié un potencial eléctrico en la
fermentacion a partir de glicerol y glucosa, respectivamente [24], obteniendo
concentraciones alrededor de hasta 7,22 g/L para 1,3-PD. También se establecié que una
pequefia cantidad de electrones indujo vias que consumen NADH sobre la contribucion

estequiométrica de los electrones como equivalentes reductores.

También se ha investigado el crecimiento de C. pasteurianum en la camara de catodo de
un reactor de celda H. Se aplicé potencial negativo en un electrodo liberando en el medio
acuoso iones de hidrégeno e hidroxilo en el cultivo anaerébico para minimizar el potencial
redox del medio o para estabilizar el pH a pesar de la produccion de acidos. El pH se
estabilizé6 mediante la regulacién de la electroquimica con un controlador de pH, y el flujo
de corriente neutraliz6 indirectamente los acidos producidos por las bacterias. Con este
meétodo se logro disminuir la concentracion de 1,3-PD de 4.5 g/L a 3,3 g/L e incrementar la

concentracion de butanol de 7,7 g/L a 9,2 g/L [26].

Posteriormente se analiz6 el uso de mediadores con C. pasteurianum. Se encontré que
varios mediadores tienen diferentes efectos sobre el espectro del producto de la
fermentaciéon del glicerol. Mientras que el azul brillante increment6 los rendimientos de
produccion de 1,3-PD (21%), la produccién de n-butanol aument6 (33%) cuando se agrego
Rojo Neutral [20]. Esta investigacion se desarrollé con un nuevo tipo de reactor que incluye
un BES de camara Unica con un electrodo de electrélisis en forma varilla que se puede
insertar facilmente en biorreactores de tanque agitado. Este sistema se ha utilizado con
éxito para la generacion in situ de H, y O, el control del potencial redox y la recarga del

mediador de electrones para la produccion asistida de solventes [25]
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También se ha explorado la manipulacion del potencial de oxidacion-reduccién (ORP) de
la fermentacién a través de BES. En este estudio se investigaron los mecanismos
subyacentes de la fermentacion de glicerol con C. pasteurianum cuando esta influenciada
electroquimicamente. Aqui, se desarroll6 un sistema para el control electroquimico de ORP
en cultivo continuo para estudiar cuantitativamente los efectos de la alteracion de ORP en
C. pasteurianum. Los resultados indicaron que con una tasa de dilucién fija de 0,1 h™'y 36
g/L de concentracion de sustrato glicerol, se observé un aumento general del 57 % en el
rendimiento molar de 1,3-propanodiol mediante un aumento del ORP de -462 mV a -250
mV, junto con una disminucién de concentraciéon de 1,3-PD (3,64 g/L a 1,17 g/L) y Butanol
(6,16 g/L a 0,46 g/L), respectivamente.[153].

Hace poco, el mismo grupo utilizando una mutante de Clostridium pasteurianum con baja
produccion de butanol mostr6 una formacion mejorada de butirato y una mayor generacion
de ATP para un mayor crecimiento, un mayor consumo de glicerol y una mayor produccion
de 1,3-PD. Este grupo de 1,3-PD alcanz6 un maximo de 120,67 g/L con una corriente
catddica de -400 mA, que es un 33 % mas alta que sin electricidad, con un aumento

simultaneo del 4cido butirico en un 80 % [183].

Por su parte con Klebsiella pneumoniae se examiné el efecto del catodo (potencial aplicado
de -900 mV frente a Ag/AgCl) para la bioconversion de glicerol en 1,3-propanodiol con
varios mediadores de electrones. El potencial aplicado externamente al catodo incremento
la produccibn de 1,3-PD de 23,7 mM (Fermentacién tradicional) a 35 mM

(Electrofermentacion) [184].

1.3.3 Economia de procesos con sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos han recibido gran atencién en investigacién a escala de
laboratorio, aunque falta una hoja de ruta impulsada por la tecnologia y la economia hacia
la validacién y la demostracion a gran escala de esta tecnologia [185]. Esta validacion se
realiza a través de analisis técnico - econémicos que ayudan a identificar los principales
contribuyentes de costos de un proceso que requieren atencién inmediata, de modo que

se pueda reducir el costo general del proceso [143].
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Para los sistemas bioelectroquimicos, se han realizado andlisis comparandolos contra el
proceso fermentativo convencional. En general, los estudios mostraron fortalezas en el
rendimiento y la productividad del sistema bioelectroquimico para la produccion de
solventes y alcoholes en comparaciéon con la fermentacion tradicional [186]. Por estas
fortalezas, se obtiene costos de produccibn méas bajos para los sistemas
bioelectroquimicos [187].

Paralelamente, existen desafios debido a que también se presenta incremento en el costo
de capital, los requerimientos de un sistema de control y la optimizacion de parametros
operativos. Especificamente, el material del catodo y la membrana son factores
importantes para el calculo técnico-econémico de los sistemas bioelectroquimicos [186].
Por ejemplo, se estima que dentro de los principales costos de capital y operativos esta el
costo del material del electrodo (59%) [185]. También, se estima que usando materiales
como catodos a base de platino y la membrana de Nafion los costos de capital son 800

veces mas altos que un proceso anaerébico tradicional [188].

Asi, los altos costos de capital de la tecnologia bioelectroquimica son un obstaculo
importante para su ampliacién e industrializacion [188]. En estas condiciones econémicas
y de rendimiento, los sistemas bioelectroquimicos de ultima generacion, se consideran no
viables [185,189]. Por lo tanto, es un tema obligado de investigacion, la disminucién del
costo de los materiales (como la membrana y los electrodos) mediante el uso de
alternativas (por ejemplo, electrodos de carbono) [186]. Otro tema de investigacion es

nuevos disefios de reactores de fabricacion facil y convenientes [190].

También se tiene en cuenta la baja tasa de produccion de productos especificos y las bajas
tasas de transferencia de electrones entre los microorganismos electroactivos y los
electrodos. Sin embargo, estos desafios pueden superarse investigando las interacciones
sinérgicas entre electrodos y microorganismos y el metabolismo intracelular [191]. Una
analisis técnico — econdmico mostré que la sola mejora del rendimiento producto - sustrato,
independientemente de la mejora de los parametros no tecnoldgicos, puede dar como

resultado un valor presente neto positivo y una rentabilidad de estos sistemas [185].

En conclusién, en la actual fase de desarrollo tecnoldgico, es poco probable que las plantas

convencionales implementen sistemas bioelectroquimicos al considerar la evaluacién
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técnico-econdmica reciente, ya que las inversiones asociadas a los sistemas
electroquimicos microbianos son superiores a las de las tecnologias convencionales. Los
investigadores estan tratando de reducir las inversiones utilizando materiales rentables; sin
embargo, existe el gran desafio de reducir el costo y aumentar el rendimiento. Ademas, la
evaluacion del impacto ambiental y la sostenibilidad también deben tenerse en cuenta,
para que estos sistemas sean de uso practico; la viabilidad econémica junto con la
viabilidad de la sostenibilidad juega un papel crucial [192]. Desde el punto de vista
ambiental son criticos el material de la membrana de intercambio i6nico y los componentes

de los medios del reactor en la celda del catodo y &nodo [189].

1.3.4 Simulacién de sistemas bioelectroquimicos (BES)

La modelacién matematica tiene un papel importante para la integracion y consolidacion
de la investigacion de los sistemas bioelectroquimicos (BES) y puede ser Util para acelerar
la contribucién de dichos sistemas a una sociedad mas sostenible. La viabilidad de las
tecnologias a escala industrial basadas en BES esta actualmente restringida por una
comprension limitada de los elementos especificos en el proceso bioelectroquimico.
También, hay una falta de descripciones mateméticas validadas adecuadas de estos
sistemas, que representen adecuadamente las interacciones mas importantes entre los
elementos y procesos del sistema. Asi, los modelos matematicos, adecuados a diferentes
objetivos especificos y aplicaciones de los sistemas bio — electroquimicos, son necesarios
para lograr una comprension integrada de los diversos fenbmenos acoplados a fin de

avanzar la investigacion y el desarrollo de estos [193].

1.3.4.1 Modelos no estructurados

Los modelos no estructurados existentes se basan en balances de masa. Aqui las
concentraciones de los componentes relevantes dependen del tiempo y se definen
generalmente como las variables de estado del modelo. Las concentraciones se acoplan
a los procesos electroquimicos a través de diferentes enfoques para calcular los resultados
de los modelos en forma de potenciales y corrientes. Las diferencias predominantes entre
los modelos existentes se consideran en: el nivel de complejidad, nimero de especies y

componentes considerados, nivel de detalle de la descripcion de algunos de los elementos
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en las biopeliculas y diferentes enfoques para la descripcion de los mecanismos de
transferencia de electrones desde las bacterias hasta los electrodos [194].

Se han desarrollado varios enfoques de modelado que comienzan con la descripcién
simple de procesos biolégicos y electroquimicos en términos de ecuaciones diferenciales
ordinarias hasta modelos 2D y 3D muy detallados que estudian la distribucion espacial de
sustratos y biomasa para estudiar el rendimiento de BES. Ademas, también se han descrito
modelos matematicos centrados en el estudio de un proceso particular, como la difusién
de iones a través de la membrana, y nuevos enfoques de modelado, como métodos de

inteligencia artificial y modelos de redes celulares [195]

La modelacibn matematica de los sistemas bioelectroquimicos (BES) abarca variados
elementos que pueden ser modelados con diferentes aproximaciones. En primer lugar, se
tiene el circuito eléctrico que normalmente se ha modelado con la ley de Ohm. También se
contempla el sistema de reactor que incluye el balance de masas y la discretizaciéon en
volimenes perfectamente mezclados. Igualmente debe contemplarse la existencia de una
biopelicula unidimensional o multidimensional en capas perfectamente mezcladas. Existen
varias cinéticas de reacciones que pueden contemplarse como son las reacciones
abidticas del electrodo y las reacciones biologicas que serian dependientes del mecanismo
de transferencia de electrones entre el electrodo y la biopelicula. Los fenbmenos de
transporte deben ser también contemplados, para esto se utiliza la ley de Fick para el
transporte de masa, para el transporte selectivo de iones a través de la membrana se tiene
en cuenta las permeabilidades de la membrana a protones y también los mecanismos de
transferencia de electrones usando transportadores quimicos por difusion o mecanismos
de conduccién (Ley de Ohm). Finalmente es necesario tener en cuenta la actividad
biolégica y su metabolismo usando cinéticas tipo Monod, rendimientos de biomasa
constantes y variables dependientes de la energia, junto con la consideracion de la

existencia de una sola especie o una poblacion creciendo en el biorreactor [194,195].

Hasta la fecha, se han publicado pocos estudios de modelado no estructurados sobre
electrosintesis microbiana y la dinAmica entre microorganismos y condiciones operativas.
Inicialmente modelaron un catodo para un proceso de electrosintesis microbial (MES),
basado en biopelicula con un cultivo puro que produce acetato utilizando un enfoque de

biopelicula conductora. El modelo les permiti6é estudiar la densidad de corriente y el grosor
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de la biopelicula en diferentes concentraciones de CO; y potenciales catodicos aplicados.
Su modelo mostr6 que las altas concentraciones de CO. disminuyeron la eficiencia de
transferencia de electrones, mientras que un potencial catédico mas alto aumento la
eficiencia de transferencia de electrones [196]. Estudios posteriores se han centrado en
estudiar los efectos de los pardmetros operativos en el rendimiento general de procesos
especificos [197-199] .

1.3.4.2 Modelos estructurados

Por su parte, los modelos metabdlicos permiten la simulacién matematica del metabolismo
de las arqueas, las bacterias y los organismos eucariotas. Estos definen cuantitativamente
una relacion entre el genotipo y el fenotipo al contextualizar diferentes tipos datos (por
ejemplo, gendémica, metabolémica y transcriptomica) y permiten predecir fenotipos,
dilucidar las vias metabdlicas para la produccién de productos quimicos relevantes para la

industria, identificar objetivos farmacoldgicos y generar conocimiento [200].

Los BES son sistemas complejos que combinan electroquimica y biotecnologia. Cuando
se trata de mejorar el rendimiento del reactor, todos los procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos que ocurren simultaneamente deben estar debidamente regulados. Al observar
el biocatalizador en si, el modelado metabdlico permite un analisis en profundidad de los
mecanismos moleculares y bioguimicos que ocurren dentro de un microorganismo en
particular. Estas expresiones matematicas complejas abarcan todas las vias metabdlicas

principales y las simulan en la perspectiva de toda la red metabdlica [201].

Los modelos de redes metabdlicas son de gran utilidad cuando se estudian las vias
presentes dentro de un microorganismo en particular con un proceso BES. La simulacién
de electrofermentacion catédica se ha realizado en un pequefio nUmero de especies.
Inicialmente con E. coli se desarroll6 un modelo a escala del genoma para glucosa y
glicerol como sustratos. Lo utilizaron para caracterizar el papel de la bioelectrosintesis en
la produccién quimica y mostré que podrian existir compensaciones entre mejorar las tasas
de crecimiento y los rendimientos. A partir de la glucosa se analizaron los productos 1,4-
butanodiol, etanol, n-butanol y succinato. Aqui, solo se obtuvieron aumentos en el
rendimiento para 1,4-butanodiol (39 %), etanol (9 %) y succinato (39 %) [202].

Posteriormente, también con E. coli se utilizé el analisis de modo elemental con multiples
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redes centrales de vias metabdlicas de carbono y se descubrié que el rendimiento obtenido
con la mejora eléctrica depende en gran medida del mecanismo de transporte de
electrones. Aqui, se identificaron 18 productos objetivo con posibles aumentos en el
rendimiento del producto entre el 7 % y el 84 %. Especificamente, 6 de los 20 productos
estudiados se benefician del suministro adicional de electrones para las vias de produccion
gue dependen Unicamente de la entrada de NADH (p. ej., 1,2-PD, 1,3-PD, acido 3-
hidroxipropiénico) [203]. Luego se construyeron tres modelos metabodlicos a escala de
genoma (Acetobacterium, Sulfurospirillum y Desulfovibrio) que en combinacion con el
andlisis de balance de flujo permitié predecir la actividad metabdlica de una comunidad
microbiana. Sus resultados identificaron las principales rutas metabdlicas en estos
sistemas, ademas de demostrar la posibilidad de que mdultiples especies estén activas

dentro de un espacio muy limitado cerca de un electrodo [204].

También, se simul6 la producciéon de butanol con Clostridium acetobutylicum ATCC 824,
usando el modelo iICAC490. Se analizo sus capacidades metabdlicas y su respuesta al
suministro externo de electrones. EI modelo mostr6 que una absorcion de butirato
combinada con una absorcion de electrones daria como resultado un aumento de la
productividad volumétrica de butanol con un rango de flujo de absorcién de butirato entre
20y 30 mmol/gDW-h [205] y con un modelo de Clostridium kluyveri se evalué la produccién
de &cidos organicos de cadena media a partir de etanol y acetato. Este estudio encontré
gue un catodo puede "reemplazar" la alimentacion conjunta de etanol sélo si la absorcién
de electrones esta acoplada a la produccion de ATP [37]. No se han desarrollado estudios
gue simulen el proceso de electrofermentacién catddica con una red metabdlica central de

Clostridium butyricum.

1.4 Herramientas de algebra lineal para analizar redes
metabolicas

La comprensién cuantitativa del metabolismo de los clostridios es de gran interés debido a
la importancia de los clostridios como anaerobios modelo, caballos de batalla de la
biotecnologia y contribuyentes a la historia evolutiva y al ecosistema. Los métodos
computacionales actuales, como la construccion basada en el andlisis del balance de flujo

del metabolismo de los clostridios a escala del genoma, proporcionan un marco
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fundamental para el analisis metabdlico [206]. En este contexto, los estudios metabdlicos
pueden ayudar a evaluar los rendimientos maximos tedricos, las condiciones Optimas del
bioproceso y los objetivos para la optimizacion de cepas o la manipulacion de vias por
medios biomoleculares [207]. EI modelado de redes metabdlicas estructurales se ha
aplicado ampliamente para analizar el metabolismo celular en estado estacionario [208].

La teoria detras del andlisis de redes metabdlicas se basa en el primer principio de
conservacion de masa de los metabolitos internos dentro de un sistema biol6gico [209]. Un
sistema puede definirse por una sola célula o un compartimento celular que contiene
metabolitos internos. Estos metabolitos se transforman en otros a través de una intrincada
red de reacciones catalizadas por enzimas. Las reacciones que transforman los
metabolitos dentro del sistema se definen como reacciones internas, mientras que las
reacciones que implican el transporte de metabolitos dentro y fuera del sistema se

consideran reacciones de intercambio [208].

La ecuacion general para describir la conservacion de masa de metabolitos dentro de un

sistema de volumen definido es

E=sr-pc (1.1)

donde C (mol/L) es el vector de columna (m x 1) de las concentraciones de metabolitos
internos; S es la matriz estequiométrica (m x n) de la red metabolica cuyas filas y columnas
representan metabolitos y reacciones, respectivamente; r (mol/L/h) es el vector de flujo
(tasa de reaccion) (n x 1) y m (1/h) es el efecto de dilucidn, por ejemplo, expansion de
volumen durante el crecimiento celular. Dentro de las dimensiones de una sola célula, dado
gue la tasa de dilucion es mucho mas lenta que las tasas de reaccién de las enzimas la
contribucién del cambio de volumen al cambio en las concentraciones de metabolitos
puede considerarse insignificante, ademas, debido a la rapida tasa de renovacion de los
metabolitos internos, se puede suponer que no se acumulan en el sistema [209] y se puede

simplificar la ecuacion (1.1) a

Sr=0 (1.2)
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La reversibilidad de una reaccion esté definida por la restriccion termodindmica. Si una

reaccion es irreversible, esta obligada a tener un flujo positivo, es decir:
r; >0 (13)

Tipicamente, la ecuacion (1.2) es un sistema indeterminado donde el ndmero de
metabolitos es mucho menor que el numero de reacciones. Dependiendo de la estructura
invariante de S y de si se requieren algunos flujos medidos experimentalmente para la
iniciar el modelo, se han desarrollado técnicas para resolver el sistema de ecuaciones
lineales descrito por la ecuacion (1.2) junto con las restricciones de desigualdad descritas
por la ecuacion (1.3) para el vector de flujos metabdlicos r. Estas técnicas para analizar las
redes metabdlicas son el analisis de flujo metabdlico (MFA por sus siglas en inglés), el
andalisis de balance de flujo (FBA por sus siglas en inglés) y el analisis de vias metabdlicas

como el andlisis de modos elementales (EMA por sus siglas en inglés), entre otros [208].

1.4.1 Andlisis de flujo metabolico (MFA)

Una red metabdlica tipicamente contiene mas flujos desconocidos que ecuaciones de
balance de masa para metabolitos (m < n), por lo que hay n-m grados de libertad
suponiendo que m es del mismo valor que el rango de S. EI MFA puede calcular el vector
de flujo metabdlico r conociendo por medicion n-m flujos [210]. Al dividir el vector r en los
dos vectores: vector de medidos (rm) y vector de no medidos (r,) y también, la matriz
estequiométrica S en las matrices correspondientes Sn y Sy, se puede calcular facilmente

el vector r, de la siguiente manera:
_ 1
ryu=-8S..SnTm 1.4)

El MFA esta configurado para calcular el vector de flujo metabdlico r correspondiente a un
estado fisiolégico de la célula bajo una condicién dada. Requiere un gran conjunto de datos
experimentales para resolver r,, especialmente para una gran red metabélica, que puede
volverse experimentalmente inviable. MFA generalmente maneja redes metabdlicas

pequefias y simplificadas [211].
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1.4.2 Analisis de balance de flujo (FBA)

El andlisis de balance de flujo (FBA por sus siglas en inglés) determina un vector de flujo
metabdlico r correspondiente a un estado fisiolégico de la célula bajo una condicién dada,
pero se puede aplicar a una red metabdlica a escala del genoma (m << n). El método se
basa en la teoria del andlisis convexo y se requiere una o varias funciones-objetivo, tal
como maximizar la tasa de crecimiento especifica, minimizar la utilizacion de ATP o
maximizar la formacién de producto. Estas funciones-objetivo estan restringidas por varios
flujos de reaccion en el vector r. Por ejemplo, restricciones como la tasa de absorcion de
sustrato, tasa de secrecion de productos o por restricciones termodinamicas. Con estas
restricciones y la funcién objetivo, se calcula el vector de flujo metabdlico r [212]. Por lo
tanto, se deben proporcionar algunos flujos medidos experimentalmente (generalmente
menos de n-m) para realizar FBA. Cuantos mas flujos medidos experimentalmente estén
disponibles, mejor funcionara la prediccion del modelo para determinar el vector de flujo
metabdlico r [210]. Algunas cuestiones desafiantes al aplicar FBA son justificar la
suposicién de objetivo funciones para predecir el estado fisiolégico de la célula bajo una
condicion dada [213] y dar cuenta de todas las soluciones alternativas que pueden

representar estados fisioldgicos reales de la célula [214].

1.4.3 Andlisis de modo elemental (EMA)

Las redes bioquimicas pueden ser tremendamente complejas y puede ser un desafio
identificar todas las rutas viables y biolégicamente significativas desde un sustrato hasta
el producto deseado. En redes pequefas, cuando las restricciones en forma de datos
medidos estan disponibles, los métodos de MFA o FBA pueden ayudar en este contexto.
Si bien, la aplicacién de MFA clasica puede fallar debido a la estructura de la red, el FBA
por su parte limita el espacio de solucién por las funciones-objetivo aplicadas y, a veces,
ademas, por las restricciones de las reacciones especificas para que se encuentren dentro
de un rango predefinido [212]. Por otra parte, el analisis de modo elemental (EMA) es una
poderosa herramienta que simplifica el complejo metabolismo microbiano en un conjunto

de modos elementales Unicos e indivisibles [215].

Un "modo de flujo" es una distribucién de estado estacionario de las tasas de reaccién

intracelular en proporciones fijas. "Elemental”" denota que la solucién no es descomponible.
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A diferencia de los enfoques anteriores, EMA considera las restricciones termodindmicas
de cada reaccion metabolica, que estan contenidas en la matriz estequiométrica N
mediante la definicidbn de reactivos y productos de cada reaccion. Durante EMA, se
calculan todas las soluciones que se encuentran dentro del espacio de solucion (flujo) de
la ecuacion (1.2) junto con estas restricciones termodindmicas, incluidos los ciclos de
metabolitos. Ademas, los vectores obtenidos deben cumplir una restriccion de no
descomposicion. Por lo tanto, todas las soluciones se encuentran en el espacio nulo de la
matriz estequiométrica N y cumplen la restriccion de reversibilidad termodindmica
establecida. Cada red bioquimica tiene un subconjunto Unico de modos de flujo
elementales (EM). Ademéas, un modo de flujo elemental consiste en el nUmero minimo de
reacciones requeridas para lograr un estado estacionario fenotipico. Si se elimina una
reaccion, el modo no puede operar como una unidad funcional y no se lograra el estado
estacionario [216,217]

El espacio operativo para la red metabdlica se define por una combinacion lineal positiva
de estos modos elementales que contribuyen al metabolismo general [215]. Los
rendimientos maximos para productos especificos se determinan dentro del espacio de la
solucion. Ademas, se reconstruyen los flujos de carbono dentro de la red, por ejemplo,
para estudiar cambios en la formacion de subproductos [218]. La metodologia EMA es el
célculo de todas las soluciones en lugar de solo una mejor solucion. La distribucion de
todos los flujos metabdlicos posibles representa una visién holistica del impacto del cambio
ambiental sobre el metabolismo analizado. Este andlisis no considera factores como la
termodinamica, la cinética enzimatica, la regulacién génica y la toxicidad del producto
[203].

Una limitacibn de EMA es que requiere una inmensa potencia computacional.
Matematicamente, todos los modos obtenidos para EMA forman un cono poliédrico
convexo y pueden calcularse mediante diferentes algoritmos computacionales. Aunque los
enfoques y algoritmos han experimentado mejoras significativas, que podrian acelerar el
tiempo de calculo en varios érdenes de magnitud [219], los céalculos aln pueden tardar
horas o dias. EMA aln no se puede aplicar a las grandes redes a escala del genoma cada
vez mas disponibles, por lo tanto, se utiliza principalmente para redes metabdlicas de
escala media de alta calidad [220]. Se pueden encontrar explicaciones y derivaciones mas

detalladas en los libros de texto actuales de ingenieria metabdlica y bioquimica [221].
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1.5 Avances del grupo de Bioprocesos y Bioprospeccion

En este contexto, el grupo de Bioprocesos y Bioprospeccion de la Universidad Nacional de
Colombia desde hace 20 afios viene trabajando en el desarrollo de bioprocesos
agroindustriales para la produccién de solventes amigables con el ambiente [222]. Para
lograr este propésito, hacia mediados de la década de los ochenta se aislaron 178 cepas
de Clostridium sp. a partir de 155 muestras provenientes de diferentes cultivos agricolas,
de las cuales 13 cepas presentaron una mayor produccién de solventes como acetona,
butanol y etanol. Este grupo de trece cepas de Clostridium sp, estan estrechamente
relacionadas con Clostridium butyricum [223,224], han sido identificadas como buenos
productores de solventes y acidos, incluido el &cido acético, acido butirico, etanol, butanol,
acetona e hidrogeno a partir de glucosa o 1,3-propanodiol a partir de glicerol [223,225,226].
Estas cepas se han caracterizado bioquimicamente, secuenciado y simulado la fisiologia,

bioguimica, genética y metabolismo [227-231].

El grupo de investigacion ha trabajado con un tipo de fermentacion tradicional en cultivo
por lote y lote alimentado, realizada con glicerina cruda del 60% y 80% de pureza,
encontrandose rendimientos producto / sustrato de 0,67 y 0,8 mol 1,3-PD / mol de glicerol,
con productividades volumétricas entre 1,5 g/L.h y 1,1 g/L.h, respectivamente [232]. Al
comparar estos resultados con el estado de la técnica, se puede observar que los
microorganismos aislados sin modificacion, como la cepa IBUN 158B, tienen una alta
viabilidad técnica, ya que se comportan en cultivo como las mejores cepas silvestres y
algunas transformadas encontradas en la literatura técnica consideradas buenas

productoras de 1,3-propanodiol.

El grupo avanzé en el proceso optimizando el cultivo por lote alimentado y determinando
un proceso de separacion factible, para escalar a nivel laboratorio usando extracto de
levadura como fuente principal de nitrégeno y glicerol crudo. Paralelamente, se realizé la
simulacion del proceso industrial como parte del analisis econémico mostrando que una
linea de produccién de 1,3-propanodiol dentro de una planta de produccién de biodiesel
en Colombia seria econdmicamente factible y mejoraria la economia de la planta de
biodiesel [233,234].



34 Estudio de un sistema bio-electroquimico de fermentacién para la produccién de 1,3-propanodiol a partir de glicerina cruda

También se estudié la factibilidad de una planta Unica para la produccién de 1,3-
propanodiol, independiente de una planta de biodiesel y consumiendo glicerol crudo
producido de diferentes fuentes industriales. Aqui, se encontré un retorno positivo de la
inversién con un tamafo de planta de 50.000 toneladas/afio de produccion de 1,3-PD. Pero
siendo un proceso altamente dependiente de los precios de la materia prima y el 1,3-
propanodiol es muy importante para la planta valorizar sus corrientes secundarias para
mejorar su economia al igual que mejorar el rendimiento y productividad obtenido en el

proceso fermentativo [235].

Recientemente, el grupo de investigacion explord la capacidad de las cepas nativas para
generar energia eléctrica en una celda de combustible microbiana (MFC, por sus siglas en
inglés). Encontrando que la cepa nativa IBUN 62F podia generar energia eléctrica y formar

una biopelicula sobre el anodo de fieltro de grafito [236].



2.Capitulo 2 Objetivos

El Acuerdo de Paris adoptado en 2016 refleja un esfuerzo internacional para reducir las
emisiones de carbono y promueve nuevos procesos sostenibles de produccion de
combustibles y productos quimicos que utilizan carbono "superficial’ como materia prima
[1]. Los productos de base biolégica son el reemplazo futurista de los productos quimicos
de origen fosil y, considerablemente, la mejor manera de avanzar hacia una economia baja
en carbono (LCE, por sus siglas en inglés) [2,3]. El material organico renovable de plantas
y animales se puede convertir, a través de la fermentacion, en varios productos quimicos
de valor agregado, como azucares, alcoholes, glicerol, acidos organicos, poliésteres,
resinas y solventes [4]. Entre ellos, la glucosa y el glicerol son materias primas atractivas
porqgue son renovables, estan disponibles en grandes cantidades y tienen precios bajos
[5,6].

La electrofermentacion (EF) es una nueva técnica de sistema bioelectroquimico (BES) que
recientemente ha recibido mucha atencion [20,21]. Esta nueva tecnologia combina
microbiologia y electroquimica, abriendo la posibilidad de manipular las tasas de
regeneracion de los cofactores intracelulares para lograr la fisiologia celular deseada. En
esta tecnologia, los electrones externos de una fuente de energia artificial son aceptados
por bacterias electroactivas directa o indirectamente, cambiando el equilibrio redox

intracelular y promoviendo la formacion de productos reductores [22].

Algunas cepas bacterianas del género Clostridium han sido utilizadas en procesos de
electrofermentacion catddica, debido a su gran capacidad para producir metabolitos o

solventes altamente reducidos como etanol, butanol y 1,3-propanodiol [24-31].

Por su parte, Clostridium butyricum es una importante especie productora de solventes e

hidrogeno [237-239] que ha sido ampliamente estudiada por su capacidad para consumir
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glicerol crudo, pero no ha sido utilizada en el proceso de electrofermentacion catddica
[9,12,39,40].

Recientemente, varias cepas relacionadas a Clostridium butyricum fueron identificadas
como microorganismos capaces de interactuar con un electrodo para la generacion de la
energia eléctrica en una celda de combustible microbiana (MFC, por sus siglas en inglés).
[236,240].

Una de estas cepas pertenece al grupo de trece cepas de Clostridium sp, que estan
estrechamente relacionadas con Clostridium butyricum identificadas como buenas

productoras de solventes, aisladas de suelos colombianos [223,224,230,232]

La anterior exposicion y revision de literatura demuestran el potencial prometedor del
enfoque novedoso de la electrofermentacion catodica para la obtencion de solventes e
hidrogeno con cepas del género Clostridium, pero también sefiala una falta en el
conocimiento del efecto del uso de cepas de Clostridium butyricum como biocatalizador en
una electrofermentacién de glicerol y su potencial para el incremento del rendimiento
producto / sustrato. Esta ha sido la razon de ser de esta tesis doctoral, que pretende reunir
informacién sobre el efecto en el metabolismo de Clostridium butyricum del suministro de
electrones en una fermentacién de glicerol, de forma que se analice el uso de esta
tecnologia. Para lograrlo se optd por realizar inicialmente una simulacion metabdlica para
ver el potencial del incremento de los productos reducidos y posteriormente la seleccion
de una cepa nativa con la cual realizar cultivos catédicos evaluando la produccion de

solventes.

2.1 Objetivo general

El objetivo general para este proyecto es:

o Evaluar la viabilidad técnica de la produccién de 1,3-propanodiol a partir de glicerina
cruda con un sistema bio-electroquimico de fermentacién usando una cepa nativa

de Clostridium sp.
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2.1.1 Objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo principal se establecieron los siguientes objetivos especificos

o Establecer un modelo metabdlico para la produccion de 1,3-PD en un sistema bio-
electroquimico.

e Seleccionar una cepa nativa que se adapte al crecimiento en presencia de un
transportador de electrones.

o Estandarizar las condiciones de rendimiento de la fermentacion bio electroquimica

con glicerol usando una cepa patrén.






3.Capitulo 3 Metodologia

La metodologia que se presenta a continuacién se describe en el orden de los objetivos

especificos presentados en el capitulo anterior:

3.1 Establecimiento de un modelo metabdlico

Agui se presentan los pasos que se tomaron para desarrollar un modelo metabdlico central
que permitiera visualizar, por simulacién, los potenciales cambios en rendimiento al
someter la red metabdlica al suministro de electrones proveniente de un catodo en un

proceso EF.

3.1.1 Construccion de un modelo metabdlico central

El modelo se desarroll6 en la pagina Base de Conocimiento para la Biologia de Sistemas
(KBASE por sus siglas en inglés) del Departamento de Energia de los Estados Unidos
(DOE por sus siglas en inglés) siguiendo el procedimiento recomendado [241-243].
Inicialmente, la version publicada en la base de datos del NCBI del genoma de Clostridium
sp. IBUN 13A se importé a KBASE. Esta es una cepa de Clostridium sp, estrechamente
relacionada con Clostridium butyricum, aislada de suelos e identificada como productora
de solventes y acidos como &cido acético, acido butirico, etanol, butanol, acetona e
hidrogeno a partir de glucosa junto con 1,3-propanodiol a partir de glicerol
[223,225,226,244]. Su numero de acceso en GenBank es No. NZ_JZWG00000000.1,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF _000968315.1). Posteriormente, el genoma

fue anotado con una aplicacion de KBASE usando el sistema RAST (Rapid Annotations
using Subsystem Technology). El primer borrador del modelo se construy6 utilizando la
aplicacion Build Metabolic Model basada en el algoritmo de ModelSEED [245]. A

continuacion, el borrador del modelo fue curado teniendo en cuenta datos de la literatura
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[246-248], la base de datos KEGG [249] y el modelo metabdlico de escala genémica para
C. butyricum iCbu641 [230,231]. La curacion del modelo incluyé el ajuste de la
direccionalidad de la reaccion para evitar rutas metabdlicas en direcciones no fisioldgicas.
La reconstruccion del modelo se encuentra en la interfaz narrativa de KBASE
(https://narrative.kbase.us/narrative/91426/).

Adicionalmente, el desarrollo del modelo de electrofermentacion catédica incluy6 vias de
utilizaciéon de electrones y mecanismos de transferencia de electrones. Sin embargo, los
detalles moleculares de los mecanismos de transferencia de electrones en los
microorganismos del género Clostridium no estan completamente entendidos [250]. Por lo
tanto, los mecanismos utilizados en este estudio se basan en los mecanismos de

transferencia genéricos propuestos por Kracke y colaboradores [203].

El primer mecanismo (ET1) incrementa la cantidad de NADH y la cantidad de ATP

(ecuacion (3.1)).

(3)NAD[) + (2)ADP ) + (2)Py + (DH[) + (6)ef = (2)H 0, + (2)ATP +

(3)NADH, (3.1)

donde la letra (e°) representa electrones transferidos. Esta ruta de consumo de electrones
se basa en el modelo de citocromos con un mediador de electrones y una cascada de
complejos enzimaticos unidos a la membrana haciendo una generacién simultanea de ATP
[203]. La segunda via de utilizacion de electrones (ET2), solo incrementa la cantidad de
NADH mediante la reduccién directa de NAD* consumiendo electrones y protones. Este
mecanismo se basa en la funcion de enzimas unidas a la membrana como las

hidrogenasas o por la difusion de moléculas mediadoras ((ecuacion (3.2)).
(1)NAD{; + (2)H[y + (2)e[ = (1)NADH 3.2)
La tercera reaccion (ecuacion (3.3)) introducida en el modelo representa el suministro de

electrones exégenos al citoplasma celular. Aqui, los subindices [e] y [c] indican si el

metabolito es extracelular o citoplasmatico, respectivamente. Los mecanismos utilizados
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en este trabajo son similares a otros mecanismos de transferencia de electrones evaluados

en microorganismos como E. coliy C. acetobutylicum [182,202,205,218].
(Dege » Weg (3.3)

La red metabdlica del modelo comprende la via de Embden - Meyerhof, la via de las
pentosas fosfato, el metabolismo del piruvato, la formacion de hidrégeno, las reacciones
anfibdlicas, la via de consumo de glicerol y la produccion de 1,3-propanodiol. Esta red
metabdlica tiene 114 reacciones, 20 metabolitos externos y 71 metabolitos internos (Anexo
A). En este estudio se us6 una funcién objetivo de produccion de biomasa desarrollada
para Clostridium sp. Esta funcién para la produccién de biomasa asume que la
composicion macromolecular de C. acetobutylicum es similar a la B. subtilis. Todos los
metabolitos esenciales forman parte de la red central. Se han utilizado funciones de

biomasa similares con modelos para C. autoethanogenum [182] y C. kluyveri [37].

3.1.2 Validacion del modelo metabdlico central

El modelo metabdlico central fue validado [251] con la técnica de analisis de balance de
flup (FBA por sus siglas en inglés) [212] resolviendo ecuaciones de equilibrio
estequiométrico del estado pseudoestacionario (ecuacion (1.2)). Se realiz6 el FBA en
MATLAB R2019a [252] con la herramienta de software CellNetAnalyzer, Version 2019.3
[253]. Se obtuvo una solucién para los flujos de metabolitos intracelulares y extracelulares,
maximizando la tasa de crecimiento como funcién objetivo. Se analiz6 la bondad de ajuste
del modelo, comparando las tasas de crecimiento especificas de la biomasa celular
simulada con los valores de la contraparte experimental a través del coeficiente de

determinacion (ecuacion (3.4)).

El coeficiente de determinacién se define como:

R? =1 — res (3.4)

Sstot
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R? es el coeficiente de determinacion o la proporciéon de la varianza en la variable
dependiente que es predecible a partir de la variable independiente. SSies €s la suma de
los cuadrados residuales, y SSo: es la suma de los cuadrados totales proporcionales a los
datos de la varianza [254]. La informacion experimental utilizada para validacion del
modelo son datos del crecimiento heterétrofo en glucosa y glicerol con un balance de
carbono cercano al 100% a diferentes diluciones en quimiostato para Clostridium butyricum
[255,256].

3.1.3 Evaluacion del suministro de electrones al metabolismo

La metodologia EMA es el célculo de todas las soluciones en lugar de solo una mejor
solucion. La distribucion de todos los flujos metabdlicos posibles representa una vision
holistica del impacto del cambio ambiental sobre el metabolismo analizado [203]. El
analisis de modos elementales se realizé6 en MATLAB R2019a [252] con la herramienta de
software CellNetAnalyzer, Version 2019.3 [253]. Se evalu6 el efecto de Ila
electrofermentacion sobre los rendimientos tedricos de biomasa y los rendimientos de
producto (ecuacion (3.5)). Se compararon de forma independiente dos mecanismos de
transferencia de electrones genéricos diferentes (ET1 y ET2), evaluando el porcentaje de

aumento (PI1) o disminucién del rendimiento promedio de los productos (ecuacion (3.6)).

El rendimiento del producto se define como:

Flux. xCarbon

product

product (35)

substrate

Yleldproduct =

Flux xCarbon

substrate
donde Flux product €S la velocidad de reaccion para la salida del producto, Flux subswae €S la
velocidad de reaccion para la absorcion del sustrato, Carbon product €S €l nUmero de atomos
de carbono en el producto y Carbon supsrae €S €l nimero de &tomos de carbono en el

sustrato.

El porcentaje de aumento (PI) o disminucion en el valor promedio del rendimiento del

producto se define como:
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PJ Yieldproduct:ETlorETz _YiEldproduct:NoET * 100 (36)

product = .
Yleldproduct:NoET

donde Yield product ET1 or ET2 €S €l valor promedio del rendimiento del producto obtenido
cuando se activa ET1 o ET2 en la red metabdlica. También, Yield product noeT €S €l valor
promedio del rendimiento del producto obtenido cuando ningun mecanismo de

transferencia de electrones esta activo en la red metabdlica.

3.2 Seleccion de una cepa nativa

Se realizé un tamizado de las 13 cepas nativas buscando cepas que pueden metabolizar
glicerol crudo al 83 % de pureza a través de cultivos por lote sin pH controlado y que
pudieran crecer en presencia de un transportador de electrones como el Rojo Neutral sin

inhibicion.

3.2.1 Microorganismos nativos

Las cepas nativas (Tabla 3-1). utilizadas en este estudio pertenecen a la familia Bacillaceae
del género Clostridia y su especie esta cercanamente relacionada a C. butyricum [223].
Estos son bacilos Gram positivos, rectos o curvos, formadores de espora subterminal o
central, anaerobios estrictos, métiles por flagelos peritricos y no reducen el sulfato a sulfito.
Se clasifican por sus requerimientos nutricionales como proteoliticos y sacaroliticos. Su
crecimiento puede ser a 37°C en medio vegetativo, en un rango de pH de 6,5a 70y
requiere glucosa como fuente de carbono y factores de crecimiento como biotina y acido
paraaminobenzoico (PABA, por sus siglas en inglés). Las cepas nativas han sido
caracterizadas bioquimica y molecularmente y no presentan patogenicidad.
[223,226,230,257]

Tabla 3-1: Cepas nativas utilizadas en el estudio

Cepa Caracteristica
13A Nativa
22A Nativa

158B Nativa

137K Nativa
140B Nativa
64A Nativa
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Cepa Caracteristica
125C Nativa
95B Nativa
18S Nativa
62F Nativa
62B Nativa
18Q Nativa
18A Nativa

3.2.2 Microorganismos patron

Clostridium diolis es un mesofilo anaerébico Gram positivo que puede utilizar glicerol para
producir de manera eficiente 1,3-propanodiol (1,3-PD) y una valiosa plataforma quimica,
utilizada principalmente en la sintesis de polimeros [97]. La morfologia celular se asemeja
a C. butyricum y C. beijerinckii, solos 0 en parejas, ocasionalmente en filamentos. Las
esporas son ovaladas, terminales o subterminales e hinchan la célula, convirtiéndose en
Gram negativo en cultivos antiguos. Es moévil con flagelos peritricos. El rango de
crecimiento de pH es 5,5 — 8,5 con pH Optimo en 7,0. El rango de temperatura de
crecimiento es de 25-42 °C, con éptimo 37 °C. También usa una gran variedad de
carbohidratos y derivados que incluyen glucosa, fructosa, celobiosa, lactosa, galactosa,
trehalosa, xilosa, salicina, amigdalina y melibiosa. También fermenta glucégeno, manitol y
glicerol. Fermenta débilmente melecitosa, arabinosa, ribosa, esculina y sorbitol [258]. Por
su parte, Clostridium pasteurianum es una bacteria Gram positiva, formadora de
endosporas, anaerobica obligada y en forma de bastén que fija nitrbgeno atmosférico.
Puede utilizar eficientemente el glicerol como materia prima para producir los combustibles
n-butanol y 1,3-propanodiol. La especie fue descubierta (1893-95) en el suelo por el
microbidlogo ruso Winogradsky [20,183]. Las cepas descritas se obtuvieron de ATCC

(https://www.atcc.org/).

Tabla 3-2: Cepas patron utilizadas en el estudio

Cepa Caracteristica
DSM 5431 Clostridium diolis
ATCC 6013 | Clostridium pasteurianum
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3.2.3 Medios de cultivo de in6culo

El medio de cultivo RCM (Reinforced Clostridial Medium) se utiliz6 para cultivar el
preindculo y el in6culo de las cepas nativas y patron. Sus componentes se observan en la
Tabla 3-2. El medio se prepar6 en una botella de laboratorio resistente al vacio y presion
(SCHOTT-DURAN ®) disolviendo 38 g de medio RCM (Oxoid ®) en un litro de agua
destilada. El pH del medio se ajusté con NaOH (40% p/p) hasta un valor de 7,0. Se adicion6
un 10% v/v de agua adicional al litro y 40 pyL de solucién de resazurina al 5% p/p como
indicador de anaerobiosis. La mezcla se calentd hasta ebullicion para tener el volumen
original de 1 litro y eliminar el oxigeno disuelto. La botella se tap6 herméticamente y se
trasladé a una camara de anaerobiosis con atmésfera de nitrégeno. Alli, se sirvié 40 mL

del medio en viales de vidrio de 50 mL [226].

Tabla 3-3: Medio de cultivo RCM

Componente Concentracion
(9/L)
Extracto de carne — Lab —Lemco 10
Peptona 10
Extracto de levadura 3
D (+) glucosa 5
Almidén soluble 1
Cloruro de sodio 5
Acetato de sodio 3
Cloruro de L- Cisteina 0,5
Agar — agar 0,5

3.2.4 Medios de cultivo de tamizaje con glicerol USP y crudo

El medio con glicerol (medio 1) aporta los componentes que se presentan en la Tabla 3-3.
Este medio fue optimizado para la fermentacion acetobutilica [226]. Para su preparacion,
los componentes del medio y la solucién de minerales (Tabla 3-4) fueron medidos vy
mezclados (excepto la PABA y la biotina) en una botella de laboratorio (SCHOTT-DURAN
®).

Posteriormente, se adiciono un 10% v/v de agua adicional al litro de medio. En este estudio
se uso glicerol USP vy glicerol crudo proveniente de la produccién de biodiésel. La pureza

de este ultimo medida por HPLC fue de 87% en peso.
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Tabla 3-4: Componentes del medio 1

Componente (Unidad) Valor
Biotina (g/L) 0.004
PABA (g/L) 0,003
Fosfato diacido de sodio (g/L) 1.8
Extracto de Levadura (g/L) 3,0
Glicerol (g/L) 50
Cloruro de L — cisteina (g/L) 0,5
Resazurina (uL) 40
Solucion de minerales (mL) 4

La mezcla se calentd hasta ebullicion para tener el volumen original de 1 litro y eliminar el
oxigeno disuelto. La botella se tap6 herméticamente y se trasladé a una camara de
anaerobiosis con atmdsfera de nitrogeno. Alli, se sirvié 39 mL del medio en viales de vidrio
de 50 mL, los cuales fueron tapados con tapones de caucho y agrafados. Los viales fueron
retirados de la cAmara y esterilizados por 15 minutos a 121 °C. Paralelamente se preparé
una solucién de biotina y PABA de concentraciones 160 y 120 mg/L, respectivamente y se
adiciono 1 mL filtrado con membrana estéril (0,2 um) a cada vial para tener un volumen

final de 40 mL por vial.

Tabla 3-5: Componentes de la solucion de minerales

Componente Concentracién

(g/L)
MgS04.7H.0 0,640
CaCl,.2H.0 0,380
FeS04.7H,0 0,253
MnCl,.4H.0O 0,060
CoCl,.6H.0 0,060
NaMo004.2H,0 0,065

3.2.5 Proceso de activacion y desarrollo de in6culo

Los microorganismos fueron mantenidos en forma esporulada en un vial stock con medio
RCM. Para cada fermentacién se tomaé del stock un volumen de 3 mL (O.D. de 0,5). Este
volumen fue inyectado en un vial con medio RCM estéril. Se activaron las cepas
sometiendo los viales inyectados a un chogque térmico calentando a 70 °C por 10 minutos
y posteriormente se introdujeron en un bafio de agua - hielo por otros 10 minutos. Al final

de este periodo se localizaron los viales en un agitador orbital a 200 rpm y 37 °C por 12
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horas para tener el preinéculo. A las doce horas se tomaron 3 mL de los viales del
preindculo (O.D. de 1,8) y se inyectaron en nuevos viales de medio RCM para el inoculo,
en el caso del medio 1. Posteriormente, estos se colocaron en el agitador orbital a 200 rpm
y 37 °C por 7 horas hasta alcanzar una densidad Optica de 1,0. Con este cultivo se
inocularon en el medio 1. Los porcentajes de indculo fueron 7% v/v para los viales de 43

mL.

3.2.6 Condiciones de cultivo en vial sin control de pH

Para el caso del medio 1, las fermentaciones en volumen de 43 mL en viales de vidrio sin
control de pH se realizaron bajo las condiciones establecidas por Cardenas y
colaboradores [226]. Los viales fueron inicialmente inoculados con 3 mL (O.D. 1,0)
provenientes de un cultivo en fase exponencial (7% v/v). Posteriormente, se colocaron en
un agitador orbital a una temperatura de 37 °C y una velocidad de agitacién de 200 rpm
por 72 horas de fermentacion. Se tomaron muestras cada 12 horas. Todas las

fermentaciones fueron realizadas por duplicado, por método de descabezado.

3.2.7 Inhibicion a diferentes concentraciones de Rojo Neutral.

A las cepas nativas que presentaron mejor creciendo en glicerol USP y crudo se les
sometio a diferentes concentraciones del transportador de electrones Rojo Neutral (0,0;
0,1; 0,2 y 0,5 mM), que ha sido probado con cepas de género Clostridium [29], y otros
microorganismos [172,259], para determinar el nivel de inhibicién en el crecimiento de los
microorganismos en un cultivo por lote sin pH controlado. Se utilizé el método de cultivo
en vial definido en el numeral anterior [226]. Se calculé el porcentaje de inhibicion de

acuerdo con la ecuacién 3.7

Iyg = RNEHNR 4 100 (3.7)

Ho NR

donde Inr es el valor porcentual de inhibicién de la tasa de crecimiento por el incremento

de concentracion de Rojo Neutral. También, U onr €S €l valor de la tasa de crecimiento del
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cultivo sin adicién de Rojo Neutral y i inr €S el valor de la tasa de crecimiento del cultivo

con una concentracion i adicionada de Rojo Neutral.

3.2.8 Determinacion de parametros cinéticos

El crecimiento del microorganismo fue monitoreado por medio de la densidad optica (O.D.)
a una longitud de onda de 680 nm, en un espectrofotometro BioRad ® y se correlacion6
con peso seco de biomasa determinado directamente. La relacién obtenida se observa en
la Tabla 3-5. Para determinar el peso seco se tomaron muestras de un volumen de 10 mL
de una fermentacion, cada 6 horas, se filtraron a vacio con membranas (0,2 um) y se

dejaron secar a 60 °C por 36 horas hasta obtener peso constante.

Para medir la densidad 6ptica se tomaron muestras de 1 mL y se leyeron en el
espectrofotdbmetro tomando como valor 0 un mililitro de medio limpio sin inéculo. Cuando
la muestra fue tomada de una fermentacion con glicerol crudo, se centrifugd a 14000 rpm
por 5 minutos. Posteriormente, se deseché el sobrenadante y el pellet fue suspendido en
1 mL de agua destilada y se leyo la densidad 6ptica en el espectrofotometro, tomando

como valor cero, 1 mililitros de agua destilada.

Los metabolitos 1,3-PD, glicerol, acido butirico, &cido acético, acido lactico, butanol y
etanol, fueron cuantificados a través de una metodologia desarrollada dentro del grupo de
investigacion empleando cromatografia liquida ultra rapida (UFLC) con un detector de
indice de refraccion (Shimadzu ® RID 10A) a una temperatura de 60 °C y una columna
AMINEX HPX — 87H (Biorad ®) a 63 °C con fase mévil de acido sulfdrico 3 mM y un flujo
de 0.5 mL/min.

El tiempo de corrida fue de 50 minutos. El software integrador fue Lab Solutions Versién
1,25 (Shimadzu ®). Las muestras de 2 mL, tomadas de la fermentaciéon fueron
centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. Posteriormente el sobrenadante fue filtrado con
membranas de 0,2 ym y almacenado a -20 °C. Finalmente las muestras fueron
descongeladas a temperatura ambiente, introduciendo un volumen 1000 uL, en viales de

muestreo y posteriormente colocadas en el automuestreador del equipo UFLC Shimadzu
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® Prominence LC- 20AD para ser inyectadas con un volumen de 20 yL. Las relaciones

lineales y tiempos de retencion obtenidos en este estudio se presentan en la Tabla 3-5.

Tabla 3-6: Relaciones de deteccién HPLC y Biomasa

Coeficient .
. e Tiempo .

Sustancia .. | retencion Relacion lineal

correlacié (min)

n (R2)

LActico 0,9998 14,644 Concentracion (g/L) = 4,621*10°% * Area + 1,224*10°¢
Glicerol 0,9998 15,588 Concentracion (g/L) = 7,034*10°% * Area + 9,977*10%
Acético 0,9999 17,286 Concentracion (g/L) = 1,282*10°% * Area + 9,391*10°3
1,3-Propanodiol 0,9999 20,353 Concentracion (g/L) = 8,046*10°°° * Area + 1,797*10°¢
Butirico 0,9998 23,641 Concentracion (g/L) = 1,016*10°% * Area + 2,261*10
Etanol 0,9999 24,981 Concentracion (g/L) = 1,378*10°% * Area — 6,219*10°?
Butanol 0,9996 41,045 Concentracion (g/L) = 9,212*10°% * Area - 2,150*10°*
Biomasa 0,97 - Biomasa (g/L) = 0.3206 * densidad éptica

3.3 Estandarizacion de la electrofermentacidén con cepa
patron

Se realiz6 una exploracion de las caracteristicas del cultivo por electrofermentacion con

una cepa patron.

3.3.1 Voltamperometria ciclica para cultivo suspendido

Las cepas nativas que presentaron baja inhibicion al Rojo Neutral fueron analizadas a
través de la realizacién de su perfil de voltamperometria ciclica (CV) segun condiciones
establecidas en la literatura para cepas de género Clostridium [24,176], para caracterizar
su actividad electroguimica en cultivo suspendido. Se us6 un potenciostato DY2311, marca
Digilvy con un electrodo de grafito vitreo, un contra electrodo de platino y un electrodo de
referencia Ag/AgCl (1 M KCI) en celda de borosilicato y tap6n de teflon (Figura 3-1). Se
cultivaron los microorganismos de acuerdo con las condiciones de cultivo en vial sin control
de pH.

Posteriormente se tom6 una muestra de 3 mL y se hizo pasar por centrifugacién a 13000
rpm por 15 minutos, obteniendo sobrenadante y pellet de biomasa. Después, el liquido
sobrenadante se trasladd a la celda de borosilicato, donde se gased con nitrégeno 5

minutos y se realizd la voltamperometria. El sobrenadante obtenido se revis6é con el
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electrodo de grafito. Por su parte, la CV de la biomasa suspendida se realiz6 después de
suspender el pellet de biomasa obtenido en solucion tampén de fosfato PBS (0,1X) con pH
7,0. Los CV se ejecutaron en un rango potencial de -1,0 V a 1,0 V frente al electrodo de
referencia a una velocidad de exploracion de 1 mV/s. Los escaneos registrados se tomaron
después de 2 ciclos iniciales y muestran un promedio de tres mediciones con una

desviacién estandar maxima general de un maximo de +2,5 %.

Figura 3-1:  Arreglo experimental para realizacion de Voltamperometria Ciclica.

3.3.2 Voltamperometria ciclica con electrodo fieltro de grafito

También se realizaron cultivos de las cepas nativas seleccionadas usando fieltro de grafito
como electrodo en el catodo en la celda de vidrio para detectar actividad electroquimica
de la biomasa creciendo en la superficie del catodo. Inicialmente se realizé un cultivo del
microorganismo expuesto a un potencial de -0,25 V vs Ag/AgCl, durante al menos 12 horas
con el fin de desarrollar crecimiento sobre la superficie de fieltro del electrodo de grafito (1
cm?), en la celda de borosilicato, manteniendo gaseado de nitrégeno. Se hizo seguimiento

al crecimiento a través de la técnica de amperometria.

Al final del tiempo de incubacién se realizé un perfil de voltamperometria ciclica (CV) al
cultivo. Para este momento se considera que el cultivo ha consumido gran parte del
sustrato. A continuacion, se realizé el retiro del medio liquido, se reemplaz6 por buffer
fosfato PBS 0,1X (pH 7,0) y se realiz6 la voltamperometria ciclica (CV), segin condiciones
descritas anteriormente. Finalmente, se analizé el sobrenadante de los cultivos celulares
obtenido por centrifugacién a 13000 rpm por 15 minutos. Este fue revisado usando el

electrodo de grafito vitreo luego de ser suspendido en PBS 0,1X.
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3.3.3 Condiciones de cultivo por lote en reactor H con pH
controlado
Se empled un reactor tipo H con doble camara como sistema bio-electroquimico (Figura 3-
2). La descripcion esquemética del sistema de celdas usando en la electrofermentacién en
este estudio se presenta en el Anexo D. El volumen de cada camara fue de 300 mL; las
camaras estaban fisicamente separadas por una membrana de intercambio catiénico
Nafion 117. El catodo y el &nodo eran un electrodo de fieltro de grafito (6 cm?). La solucién
anddica era tampon PBS 1x y el compartimento del catodo se llen6 con medio esterilizado
por separado (300 ml).

El electrodo de referencia fue Ag/AgCl, NaCl 1 M; estaba sumergido en el compartimiento
del catodo. Para eliminar el oxigeno residual, cada compartimento se purgé por completo
con gas nitrogeno filtrado utilizando un filtro de ventilacion (tamafio de poro de 0,3 mm).
La temperatura del reactor se mantuvo a 37 °C utilizando banda calefactora. Se fij6 un
voltaje constante de -0,34 V frente a Ag/AgCl al catodo (electrodo de trabajo) utilizando un

potenciostato (DY2311, marca Digilvy).

Figura 3-2:  Arreglo experimental para cultivo en reactor H por lote.

Se inoculé la bacteria en el compartimiento del catodo. Para la fermentacion de glicerol, se
llend el compartimento del catodo con medio 1. La corriente se midié utilizando el
potenciostato y se controld6 continuamente a 4 Hz mediante una computadora

interconectada. Las fermentaciones en volumen de 300 mL en reactor H con control de pH
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se realizaron, inicialmente inoculando con 3 mL (O.D. 1,0) provenientes de un cultivo en

fase exponencial (10% v/v).

Posteriormente, se iniciaron las condiciones de fermentacion a una temperatura de 37 °C
y una velocidad de agitacion de 50 rpm por 20 horas de fermentacion. Se tomaron
muestras cada 4 horas de 1 ml. Todas las fermentaciones fueron realizadas por duplicado.
El sistema de control de pH, gas y temperatura pertenecen al sistema BIOSTAT® A.
Cuando se realizaron cultivos con mediador o transportador de electrones se afadié una

concentracion de 0,1 mM al medio microbiano correspondiente.



4.Resultados y discusidén

En el presente capitulo se presentan los resultados de investigacion obtenidos, ordenados

por objetivos especificos y se realiza la discusion de acuerdo con el estado del arte actual.

4.1 Establecimiento de un modelo metabdlico

A continuacién, se describe el proceso de validacion del modelo metabdlico y el andlisis
de los resultados de la aplicacién del EMA sobre la red metabdlica estimulada por

electrones contra el estado del arte.

4.1.1 Validacion de modelo metabdlico

Se uso informacion experimental describiendo el crecimiento heterétrofo de Clostridium
butyricum, con sustratos como glucosa y glicerol con un balance de carbono cercano al
100% usando diferentes tasas de dilucién en quimiostato, para validar el comportamiento
de la red metabdlica [255,256]. Aqui se calculé el valor del coeficiente de determinacién
estadistico (R?) para evaluar la bondad de ajuste del modelo. En la Figura 4-1 se presenta
la comparacion de las tasas de crecimiento obtenidas con el modelo contra los valores
experimentales usados. Para glucosa el valor es de 0,69, para glicerol residual bajo es de
0,54 y para glicerol en exceso de 0,91. En este caso se considera que el modelo representa
exitosamente la tendencia de los fenotipos de crecimiento en heterotrofia para Clostridium

butyricum.

4.1.2 Cambios en flujos metabdlicos y rendimiento de productos

Los cambios en los flujos de la red metabdlica estimulada por electrones usando glicerol
como sustrato se presentan en la Figura 4-2. El valor del flujo de electrones de ET1 es solo

un 38 % mas alto que el valor transferido con ET2. Aqui, la ruta de la glucdlisis presenta
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variaciones en los flujos debido a la bifurcacion del flujo de glicerol entre la ruta oxidativa y
la ruta reductora en la que se consume NADH y se produce 1,3-propanodiol. El mecanismo
ET1 crea un aumento del 23 % en el flujo a través de la via reductora en comparacién con
el valor de la red no estimulada con electrones. Ademas, presento una ligera disminucién
del 3% con el mecanismo ET2.

Tasa de crecimiento (1/h)
N

N
Tasa de crecimiento (1/h)
Tasa de crecimiento (1/h)
~N

Tasa d de glucosa I/gDW-h) Tasa de consumo de glicerol (mmol/gDW-h) Tasa de consumo de glicerol (mmol/gDW-h)

Figura 4-1: Validacion del modelo metabdlico central para Clostridium butyricum.
Tasas especificas de crecimiento simuladas mediante FBA comparadas con datos
experimentales reportados en literatura [255,256].. Fuente de carbono: (a) glucosa, (b)
glicerol residual bajo, (c) glicerol en exceso). Datos experimentales (puntos verdes), Tasas
simuladas para Clostridium butyricum (linea punteada)

Este cambio en los flujos de la via reductora provoca alteraciones en su contraparte
oxidativa. Especificamente, hace que los flujos de glucdlisis sean mas bajos cuando ET1
se activa a sus valores en la red metabolica estandar y mas altos cuando se introducen
electrones a través de ET2. Este comportamiento se extiende a través de la red metabdlica
desde el glicerol hasta el fosfoenolpiruvato. Los valores de flujo obtenidos con la
introduccion de ET1 y ET2 tienen un valor superior al valor base (133% y 33%,
respectivamente) en el paso de dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido a glucosa-6-
fosfato. Este comportamiento es compartido por la red de pentosas fosfato y la produccién

de biomasa con porcentajes de incremento similares para ET1y ET2.

Los resultados de flujo después de fosfoenolpiruvato muestran un valor de detrimento con
ambos mecanismos de transferencia ET1 y ET2. Especificamente para la via del lactato,
formiato, acetato, butirato y etanol. En cuanto a la relaciéon de &cidos producidos (acido

butirico/acido acético), el valor base con la red inalterada es 0,88/1; con la activacion de
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ET1, el valor desciende a 0,34/1, y con la activacion de ET2, disminuye sélo ligeramente a
0,78/1. En este caso, el flujo de acido acético excede consistentemente el flujo de acido
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Figura 4-2: Cambio de flujos metabdlicos por CEF.
Los valores de los flujos se determinaron en mmol/gramo de peso seco de células - hora.
Los flujos con signos negativos indican que la reaccidn avanza en una direccién opuesta
a la flecha que se muestra. El cédigo de color es: Verde- No E; Rojo - ET1; Amarillo - ET2.
No ET: Sin transferencia de electrones, ET1: Suministro de electrones catddicos acoplado
a la produccion de ATP, ET2: Solo el suministro de electrones catddicos incrementando

solo produccién de NADH.

Las rutas de 1,3-propanodiol y el hidrégeno son las que tienen un mayor potencial para
aumentar su rendimiento debido a los incrementos de flujo obtenidos en la simulacién de
la red metabdlica. Estas dos rutas muestran un aumento en el flujo metabdlico del 23%
para el 1,3-propanodiol y del 45% para el hidrégeno utilizando el mecanismo ET1. Con la
activacion del mecanismo ET2, el valor de ambos flujos metabdlicos obtenido es
ligeramente inferior al valor obtenido con la red metabdlica base. Estas dos rutas

metabdlicas estdn conectadas con las reacciones de equilibrio de oxidacion-reduccién de



56 Estudio de un sistema bio-electroquimico de fermentacién para la produccién de 1,3-propanodiol a partir de glicerina cruda

la red celular. En este balance, el impacto mas significativo es donde los electrones
ingresan al sistema celular. Para este escenario, la ferredoxina-NADH oxidorreductasa
tiene un flujo positivo en la direccion de aumento de NADH para el caso base. El valor del
flujo cambia de direccion con la activacion de ET1, obteniendo un valor negativo y 4,4
veces mayor que el obtenido con la red metabdlica base. La participacién de ET2 mantiene
el comportamiento de ferredoxina-NADH oxidorreductasa obtenido con ET1, provocando

una inversioén de la direccion del flujo, pero esta vez es 6,24 veces mayor que el valor base.

Por su parte, la ferredoxina-NADPH oxidorreductasa tiene un comportamiento diferente. El
valor del flujo es negativo sin electrones exdgenos en la red, lo que indica que el flujo se
dirige hacia una produccién de ferredoxina reducida y NADP+. La activacién de ET1 en la
red base mantiene la direccion del flujo, pero disminuye su valor al 56% del original. El
mecanismo ET2 invierte este flujo y hace que se dirija hacia la produccion de ferredoxina
oxidada y NADPH. En este escenario, el valor de flujo es solo el 31% del original. Estos
cambios en el equilibrio de oxido reduccién provocados por la activacion de ET1 producen
un aumento neto en la ferredoxina y el NADH reducidos que se evacuan a través de las
vias del hidrégeno y del 1,3-propanodiol. Sin embargo, la activacion de ET2 provoca el
efecto contrario. Los flujos de estos dos productos disminuyeron un 11 % para el hidrégeno
y un 3 % para el 1,3-propanodiol. El flujo de ATP sintasa se dirige hacia la produccién de
ADP con un valor negativo en el caso base con sustrato glicerol. La direccién del flujo se
mantiene, pero su valor disminuye al 6% del valor base al activar el mecanismo ET1 en la
red. Con ET2 involucrado en la dinamica de la red metabdlica, la ATP sintasa invierte su
direccioén hacia la produccién de ATP y su valor permanece bajo, siendo menos del 1% del
flujo de la red metabdlica inalterada. Los resultados de la simulacibn muestran una
alteracion de los flujos de 1,3-propanodiol e hidrégeno para equilibrar el exceso de NADH

generado por los electrones introducidos en la red metabdlica.

En cuanto a los cambios en los rendimientos de productos metabdlicos a partir de glicerol
en el caso base el mayor rendimiento de producto fue para 1,3-propanodiol (Figura 4-3),
seguido de COy, butirato, acido lactico, acetato y etanol. Hay cambios en el valor de los
rendimientos de los productos obtenidos, aplicando los diferentes mecanismos de
transferencia de electrones. El mecanismo ET1 con el sustrato de glicerol (Fig. 4) en la red

aumento los rendimientos de 1,3-propanodiol (23%) y CO: (3%). Los rendimientos de



Capitulo 4 57

producto que disminuyeron fueron acetato (-6%), butirato (-63%), etanol (-52%) y lactico (-
24%).
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Figura 4-3: Yp/s con diferentes mecanismos de transferencia de electrones.
No E: Sin transferencia de electrones, ET 1: Suministro de electrones catddicos acoplado
a la produccion de ATP, ET 2: Solo el suministro de electrones catddicos con incremento
de NADH.

El mecanismo ET2 también afect6 la red metabdlica, pero de una manera diferente al
mecanismo ET1 (Figura 4-3). ET2 provocé un aumento del rendimiento medio de CO; del
(4 %) y una disminucion de los valores de acetato (-1 %), butirato (-11 %), etanol (-8 %),
lactato (-6%) y 1,3-propanodiol (-3%). Los resultados obtenidos para hidrégeno (Fig. 4)
mostraron un aumento en el rendimiento con ET1 (45%) y ET2 muestra una disminucién
del 11%. Del resultado anterior se confirma que solo dos metabolitos presentan un
potencial incremento en el rendimiento del producto cuando la red metabdlica es alterada
por la adicién de electrones de una fuente externa como un catodo. El 1,3-propanodiol
aumenta cuando el mecanismo ET1 esta activo con glicerol como sustrato (Figura 4-3) y

también con hidrégeno.
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En la Tabla 4-1 se muestran la cantidad de modos de flujo elementales (EM) y los
rendimientos de producto obtenidos para 1,3-propanodiol e hidrégeno en la fermentacion
de glicerol aplicando diferentes mecanismos de transferencia de electrones con y sin
produccion de biomasa. En esta tabla se muestran los valores maximos y medios de los

rendimientos globales del producto / sustrato.

Tabla 4-1: Namero de EM con rendimientos para 1,3-PD e hidrégeno

Producto 1,3-PD H2

Mecanismo de Transferencia

de biomasa

No E | ET12 | ET2° | NoE | ET1 | ET2
de Electrones
Parametro Unidades
NUmero total de Modos Adimensional 6571 | 8206 | 9797 | 6571 | 8206 | 9797
Numero total de Modos con Adimensional 2211 | 3702 | 3690 | 3639 | 5037 | 5559
produccion de biomasa
Media Yp/s®© cmol/cmol?; mmol/cmol® | 0,254 | 0,312 | 0,246 | 0,373 | 0,541 | 0,331
Media Yp/s con produccion | .yl mmolicmol | 0,573 | 0,608 | 0,565 | 0,555 | 0,764 | 0,511
de biomasa
Méximo Yp/s cmol/cmol; mmol/cmol | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,333 | 1,750 | 1,222
Maximo Yp/s con produccion | . oyemol mmolicmol | 0,912 | 0,845 | 0,880 | 1,167 | 1,257 | 1,062

a ET1: Suministro de electrones catddicos acoplado a la produccion de ATP y NADH.
b ET2: Suministro de electrones catodicos acoplado a la produccion de NADH.

€. Yp/s: Rendimiento producto / sustrato.

d. cmol/cmol: cmol 1,3-propanodiol / cmol Glicerol.

€. mmol/cmol: mmol Hidrégeno / cmol Glicerol.

Al suministrar los electrones desde la red metabdlica se observa un aumento en el nimero
de modos elementales (Tabla 4-1). Al alimentar con glicerol, el nimero de modos
elementales sin suministro de electrones fue de 6.571. Incluyendo el suministro de
electrones acoplado a la generacién de ATP (ET1), el nimero de modos aumentd un
24,9% (8.206 modos), y con ET2, el nimero de modos aumentd un 49,1% (9.797 modos).

Para el 1,3-propanodiol, cuando la red no es alterada por electrones, el porcentaje de
modos elementales con produccién de biomasa es del 33% del total de modos obtenidos.
Este valor aumenta al 45% si se activa la entrada de electrones a la red metabdlica con la

produccion acoplada de ATP (ET1), y con ET2 el valor solo aumenta levemente al 38%.
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Se observa que el valor maximo de rendimiento del producto obtenido de todos los modos
elementales no cambia cuando se activan las perturbaciones electrénicas. Mientras tanto,
con el maximo rendimiento de producto emparejado con la produccién de biomasa hay una
reduccion del 7% con ET1 y del 3,5% con ET2. Para los valores medios del valor de
rendimiento del producto obtenidos de todos los modos elementales, ET1 produce un
incremento del 22 % y ET2, en cambio, produce una disminucion del 3 %. Por otro lado,
los valores medios de rendimiento de producto con produccion de biomasa muestran un

incremento del 7% con la activacion de ET1 y una disminucion del 1% con ET2.

Para el hidrégeno, el porcentaje de modos elementales con el rendimiento de producto y
biomasa aumenta desde el valor del caso base (55 %) al 61 % con ET1 y al 56 % con ET2.
También hay un aumento con la activacion de ET1 sobre el valor maximo de rendimiento
(31 %), pero la activacién de ET2 produce una disminucion del 8 %. Este comportamiento
es similar al rendimiento maximo con produccién de biomasa. ET1 tiene un aumento del
7% y con ET2 una reduccién del 9%. El valor medio de produccion de hidrégeno también
muestra un aumento con ET1 del 45 % y con ET2 una disminucion del 11 %. El valor de
rendimiento medio con la produccion de biomasa también aumenta con ET1 un 37% y con

ET2 muestra una disminucion del 7%.

Los anteriores resultados sugieren que, con glicerol como sustrato, se podrian aumentar
los rendimientos de 1,3-propanodiol e hidrégeno. Estos aumentos estan relacionados con
el mecanismo de entrega de electrones ET1 con el que también aumenta el contenido de
ATP en la célula. Por el contrario, al probar el mecanismo ET2, hay un detrimento en los
rendimientos de producto de ambos metabolitos (hidrogeno y 1,3-propanodiol). Estos
efectos se observan en el rendimiento promedio global, y también se observa en
proporciones similares en el rendimiento promedio cuando hay produccion de biomasa. No
se aprecian efectos de aumento del rendimiento del producto -sustrato cuando se evallan
Unicamente los valores maximos en cada uno de los casos analizados. Por lo tanto, se
puede proponer que, con un suministro externo de electrones, la expresion de la red

metabdlica se ve afectada globalmente.

Estos resultados son similares a los obtenidos con C pasteurianum en electrofermentacion
catddica experimental de glicerol. Aqui, un porcentaje de los intermedios reducidos

generados durante el proceso se direcciona hacia una mayor produccién de 1,3-
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propanodiol, reduciendo la cantidad de butanol producido [24]. Un estudio metabolémico
de C pasteurianum en electrofermentacion de glicerol determind que esta cepa tiene un
aumento de 3 a5 veces en larelacion intracelular NADH / NAD+. El exceso de equivalentes
reducidos genera la activacién de vias como la del butanol y la del 1,3-propanodiol. En
esta investigacion se presenta una disminucion en la produccion de hidrégeno cuando la
cepa se somete a electrofermentacion debido a los equivalentes reducidos que se dirigen
a la ruta del 1,3-propanodiol [260]. Otra investigacion realizada con la electrofermentacion
de K. pneumoniae en glicerol mostré que los electrones recibidos afectaron algunos flujos
de vias que consumen NADH intracelularmente. En este caso, los equivalentes reducidos

(NADH) impulsaron la produccién de etanol, lactato y 1,3-PD [259].

La simulacion realizada muestra que el suministro de electrones catédicos en la red
metabdlica de Clostridium butyricum puede modificar los valores de los flujos internos y el
equilibrio redox [202], modificando los rendimientos de producto / sustrato de todos los
metabolitos y promoviendo la produccién de sustancias reducidas. como hidréogeno y 1,3-
propanodiol. También se observa que los incrementos en los rendimientos promedio
obtenidos con la simulacién de Clostridium butyricum son del mismo orden que otras
simulaciones desarrolladas realizados previamente para otros microorganismos de interés
en condiciones similares de electrofermentacion catodica [37,202,203,205]. Esta
comparacion permite destacar que la electrofermentacién catdédica de Clostridium
butyricum tiene potencial para incrementar la produccién de 1,3-propanodiol e hidrégeno

a partir de glicerol, como proceso de produccion alternativo a la fermentacién tradicional.

4.1.3 Modulacion de la fermentacion por suministro de electrones

Se ha propuesto que la aplicacion de la electrofermentacion catédica en la red metabdlica,
puede establecer la base para controlar los flujos a través de algunas reacciones,
particularmente aquellas que oxidan el NADH y alivian las limitaciones redox [202]. En este
contexto, el andlisis de modos elementales (EMA) es una herramienta poderosa que
simplifica el complejo metabolismo microbiano en un conjunto de modos elementales
Unicos e indivisibles [215]. Esta distribucion de todos los flujos metabdlicos posibles
representa una vision holistica del impacto del cambio ambiental sobre el metabolismo
analizado [203].
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Se aplico esta caracteristica de vision holistica de EMA para analizar el efecto de la
electrofermentacion catddica en la dispersion de los rendimientos del producto de sustrato
obtenido al activar diferentes mecanismos de transferencia de electrones en el
metabolismo celular. En la Tabla 4-1 se presentan los valores totales de modos
elementales obtenidos para hidrégeno y 1,3-propanodiol. En cada uno de estos modos se
obtiene un valor de rendimiento para H, y 1,3-PD con o sin produccién de biomasa y
pueden ser organizados en funcién de su valor numérico. Asi se obtienen las dispersiones
mostradas en las Figuras 4-4 (1,3-PD) y 4-5 (H>).

Estas figuras representan la distribucién del nimero de modos de flujo elemental para el
rendimiento producto / sustrato con produccién de biomasa en la fermentacién anaerdbica
de glicerol utilizando diferentes mecanismos de transferencia de electrones. Las figuras
tienen una gréafica para el caso base sin estimulacién eléctrica (No E), una para cuando se

activa el mecanismo (ET1) y una tercera para el mecanismo (ET2).

En la Figura 4-4 se muestra que la respuesta de distribucion de la red metabdlica en el
caso base, tiene una distribucion unimodal sesgada a la izquierda con un maximo en el
rango de rendimiento de 0,75 a 0,8. La distribucién en el caso b se vuelve bimodal,
utilizando ET1, con dos maximos acentuados en los rangos 0.3 a 0.35y 0.75 a 0.8. La
distribucion cambia radicalmente, activando ET2, siendo ahora multimodal con tres
maximos en los rangos 0,2 a 0,25, 0,35a 0,4y 0,75 a 0,8. Se destaca de la Figura 4-4 que
el par de mecanismos de suministro de electrones (ET1 y ET2) promueven un mayor
aumento en el numero de modos elementales en el rango superior de rendimiento del
producto (0.75 a 0.85). Adicionalmente, hay un aumento de tres veces en el nimero de
modos elementales en rangos cercanos (0,85 a 0,9 para ET1 y 0,9 a 0,95 para ET2). Sin
embargo, los modos elementales en el rango de 0,95 - 1 en la red metabdlica original, se

pierden cuando se activan los mecanismos de transferencia de electrones ET1 y ET2.
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Figura 4-4: Distribucion del numero de EM para el rendimiento de 1,3-PD.
a: No E: Sin transferencia de electrones, b: ET 1: Suministro de electrones catddicos
acoplado a la produccién de ATP, c: ET 2: Solo el suministro de electrones catodicos
aumenta la produccién de NADH

Por su parte en la Figura 4-5 se presenta la distribucién de rendimiento para la produccion
de hidrégeno a partir de glicerol. La dispersion de la red en estado base es multimodal
simétrica con cuatro picos ligeramente pronunciados (0,21 a 0,28; 0,35 a 0,42; 0,63 a 0,7;
0,91 a 0,98). Cuando se activa ET1 ocurre un aumento localizado en el nimero de modos
elementales. ET1 provoca una dispersion bimodal, sesgada a la derecha con el maximo
principal en el rango de 0,91 a 0,98 y el otro en 1,26 a 1,33. La participacion de ET2 en la
red microbiana también desarrolla una dispersion bimodal mas simétrica con un maximo
de 0,56 a 0,63 y un valor superior de 0,77 a 0,84.

a - b et e c

Figura 4-5: Distribucién del numero de EM para el rendimiento de Ha.
a: No E: Sin transferencia de electrones, b: ET 1: Suministro de electrones catddicos
acoplado a la produccion de ATP, c: ET 2: Solo el suministro de electrones catédicos

aumenta la produccion de NADH
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Este resultado muestra como, a través de la activacion de los diferentes mecanismos de
transferencia de electrones (ET1 y ET2), cambia la distribucion del nimero de modos. La
red metabdlica no alterada por electrones, en el caso del 1,3-PD y del H;, presenta una
distribucion uniforme del numero de modos elementales en el rango de rendimiento del
producto (0 — 1 cmol/cmol). La red estimulada por electrones tiende a eliminar la
distribucion uniforme y fomenta valores de rendimiento especificos aumentando el nimero
de modos elementales en rangos especificos y disminuyendo el nGmero en otros rangos.
En el caso de la 1,3-PD, se presenta un mayor aumento de valores con el mecanismo ET1
gue con el mecanismo ET2 (Figura 4-4). El hidrégeno con glicerol como sustrato presenta

una situacién similar entre la estimulacion con ET1 y ET2 (Figura 4-5).

En otras palabras, cuando se modifica el tipo de mecanismo de transferencia de
electrones, se estan obteniendo diferentes perfiles en la expresion de la red metabdlica,
promoviendo rangos de valores de rendimiento especificos. Este resultado indica que, a
través del suministro de electrones, la expresion de la red puede ser modulada. Estos
resultados coinciden con el resultado experimental de modulacion de la red metabdlica
presentado por Choi, quien demostré que al variar la cantidad de corriente consumida era
posible variar las concentraciones de butanol y 1,3-propanodiol, produciendo un aumento
en la produccién de 1,3 - PD y al mismo tiempo una disminucién en la produccion de
butanol [24].

4.2 Seleccion de una cepa nativa

Aqui se describen y discuten los resultados del proceso de seleccién de una cepa nativa
con capacidad de crecer en presencia de un transportador de electrones usando como

fuente de carbono glicerol crudo.

4.2.1 Cultivos en vial con glicerol crudo

El parametro de evaluacién escogido para la seleccién de la cepa nativa mas promisoria
en la produccion de 1,3-propanodiol (1,3 - PD) fue la concentraciéon de producto (g 1,3-PD
/ L). En la Tabla 4-2 se pueden observar los resultados de todas las cepas nativas y la

cepa patrén, a las 72 horas de crecimiento en vial sin control de pH con glicerol USP.
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Tabla 4-2: Fermentaciones en vial con glicerol USP

Origen Cepa Concentracion 1,3-PD (g/L)
Patron | DSM 5431 3,7944
Nativa | IBUN 158B 2,1168
Nativa | IBUN 140B 1,9512
Nativa | IBUN 62B 1,7568
Nativa | IBUN 62F 1,512
Nativa | IBUN 137K 1,5048
Nativa |IBUN 125C 1,368
Nativa | IBUN 13A 1,2528
Nativa | IBUN 22A 1,2024
Nativa | IBUN 64A 1,0872
Nativa | IBUN 18Q 1,0224
Nativa | IBUN 18A 0,9576
Nativa | IBUN 18S 0,8064
Nativa | IBUN 95B 0,792

Al analizar la concentracion de 1,3-PD a las 72 horas con glicerol USP se observa que las
mejores dos cepas nativas son IBUN 158B e IBUN 140B con concentraciones de 2.11 y
1.95 g/L, respectivamente siendo superadas so6lo por la cepa patrén DSM 5431 [261] con
un valor de 3.79 g/L. Al usar glicerol crudo, Tabla 4-3, proveniente de una industria
productora de biodiesel, en general todas las cepas nativas y la cepa patrén tuvieron un
reordenamiento de las concentraciones obtenidas. Las cepas que presentaron mayor
rendimiento fueron IBUN 125C e IBUN 18Q con concentraciones de 2.37 y 2,09 g/L,

respectivamente. La cepa patron quedoé en doceavo lugar con un valor de 1 g/L.

Tabla 4-3: Fermentaciones en vial con glicerol crudo

Origen Cepa Concentracién 1,3-PD (g/L)
Nativa |IBUN 125C 2,376
Nativa | IBUN 18Q 2,0952
Nativa | IBUN 22A 1,9512
Nativa | IBUN 62B 1,8072
Nativa | IBUN 95B 1,7856
Nativa | IBUN 140B 1,692
Nativa | IBUN 62F 1,5552
Nativa | IBUN 13A 1,4976
Nativa | IBUN 18S 1,4328
Nativa | IBUN 158B 1,3176
Nativa | IBUN 137K 1,3104
Patron | DSM 5431 1,0008
Nativa | IBUN 18A 0,936
Nativa | IBUN 64A 0,8856
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Es claro que los componentes del glicerol crudo afectan la produccién de 1,3-propanodiol
en las cepas nativas y la cepa patron. Este efecto ha sido observado por otros
investigadores como inhibicién debido a metanol residual o acidos grasos [120,128].
Teniendo en cuenta los resultados anteriormente presentados se decidié trabajar con dos
cepas (IBUN 158B y IBUN 125C) para analizar los factores de fermentacion en presencia
de un transportador de electrones.

4.2.2 Cultivos en vial con transportador Rojo Neutral

Las cepas nativas IBUN 158B y IBUN 125C fueron sometidas diferentes concentraciones
del transportador de electrones Rojo Neutral (0,0; 0,1; 0,2 y 0,5 mM) para determinar el
porcentaje de inhibicion en el crecimiento de los microorganismos en un cultivo por lote sin

pH controlado.

Tabla 4-4: Porcentaje de inhibicién por adicion de Rojo Neutral.

IBUN 125 C IBUN 158B
Conclt\elréhrﬁglo(rrlniﬂe) Rojo Porcentaje de Inhibicién (%) | Porcentaje de Inhibicidn (%)
0,0 0,00 0,00
0,1 14,41 24,99
0,2 14,48 28,49
0,5 24,83 88,16

Los resultados indicaron que la concentracion maxima para no presentar inhibicion de las
cepas nativas es inferior a 0,1 mM. Por otro lado, el nivel de 0,5 mM presentd un nivel
importante de inhibicién en las cepas nativas especialmente en la cepa IBUN 158 nivel en

el cual la inhibicién llegé al 88%.

4.2.3 Efecto de Rojo Neutral en rendimiento de 1,3-propanodiol

Después se analizaron los efectos de la presencia del Rojo Neutral sobre las cepas nativas
consumiendo glicerol en fermentacion sin pH controlado. Los resultados de estos

experimentos se muestran la Figura 4-6
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Figura 4-6: Efecto del Rojo Neutral sobre el rendimiento producto / sustrato

a. Cepa IBUN 125C; b. Cepa IBUN 158B. Yp/s: Rendimiento producto / sustrato (mol 1,3-
PD/mol Glicerol)

Los datos obtenidos mostraron que la adicion de Rojo Neutral tiene efecto sobre el
rendimiento producto / sustrato de las cepas nativas. Para la cepa 125C, el principal
producto, 1,3-propanodiol, disminuy6 su rendimiento en un 33%. El rendimiento de butirato
también disminuy6 en un 10% y el acido acético que no se habia detectado en el medio
sin presencia de Rojo Neutral se incrementé hasta alcanzar un valor de 0.08 mol de acetato
/ mol de glicerol. Los cambios en la cepa 158B son diferentes a los presentados por la cepa
125C. En primer lugar, el 1,3-PD tuvo un incremento en el rendimiento del 4%. Por su parte
el butirato tuvo una disminucién similar a la cepa 125C (9%). Para el acetato, en ambos
casos si hubo produccién, pero fue el metabolito menos producido y en vez de aumentar,

como en 125C, disminuy6 hasta un valor de 0.004 mol de acetato / mol de glicerol.

Los anteriores resultados muestran en primer lugar que el grupo de 13 cepas nativas tiene
un gran potencial para la produccion de metabolitos de interés comercial como es el 1,3-
propanodiol ya que todas lo producen en mayor o menor cantidad y dependiendo la pureza
del glicerol pueden producirlo en concentraciones diferentes, lo cual corresponde con la
mayor producciéon de otros metabolitos como H: junto con CO,y acidos acético y butirico.
Asi se reafirma que las especies de Clostridium, especialmente C. butyricum, son buenas
candidatas para la produccion fermentativa de hidrogeno y solventes con un alto
rendimiento y uso de amplia gama de sustratos. Lo anterior es apoyado por amplios

estudios que lo demuestran [262].

Por otra parte, al analizar el efecto de inhibiciéon del Rojo Neutral sobre el crecimiento de
las cepas nativas se observa que el uso de mediadores de electrones para mejorar la
fermentacion de glicerol tiene limitantes. Asi, para las cepas analizadas la concentracion

de 0,1 mM es una concentracidon maxima con el fin de evitar un efecto deletéreo en la tasa
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de crecimiento de los microorganismos. Este valor o inferiores estdn de acuerdo con otros
estudios en los que se han usado mediadores de electrones para analizar el flujo de
electrones en cepas del género Clostridium [29,30,263].

También se evalud el efecto del Rojo Neutral sobre el rendimiento producto / sustrato de
los tres principales productos solubles: 1,3-PD, acetato y butirato. En la cepa 158B el
comportamiento de la cepa al adicionar el Rojo Neutral concuerda con el comportamiento
de otras cepas del género Clostridium en los cuales al adicionar el Rojo Neutral produce
principalmente alcoholes y butirato y bajos niveles de hidrégeno [264-266]. Ha sido
propuesto que este fenébmeno ocurre debido a que la abundante ferredoxina/NAD(P)+
reductasa se une al abundante Rojo Neutral (NR), lo que conduce a una mayor generacion
de NADPH interfiriendo con la actividad de la ferredoxina y la hidrogenasa haciendo que

la biosintesis de hidrégeno disminuya [263,267].

Por otra parte, el comportamiento observado en la cepa 125C, no concuerda por el efecto
observado en la cepa 158B. En este caso hubo una disminucién del rendimiento de todos
los productos solubles: 1,3-PD, acetato y butirato. El efecto deletéreo general parece estar
relacionado con un efecto inhibitorio general. Esto concuerda con algunas observaciones
realizadas en condiciones extremas de fermentacion, en donde una fermentacion
controlada a pH 5,5 y 5,8 con adicidén de colorante redox (Rojo Neutral), no tuvo efecto
positivo sobre la produccién de disolvente (butanol) [268]. Por su parte en otra
investigacion para aumentar aun el rendimiento de butanol, se afiadi6 una pequefa
cantidad de transportador de electrones, Rojo Neutral, cuando la tasa de produccién de
butanol alcanz6 el nivel maximo. Sin embargo, la adicion de Rojo Neutral mejord la
produccion de NADH, pero el rendimiento de butanol no tuvo cambios [269]. Esto sugiere
gue no en todas las situaciones experimentales la adicion de Rojo Neutral mejora la
produccion de los metabolitos mas reducidos a expensas de la produccién de H. como se

observa en los resultados de la cepa 125C.
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4.3 Estandarizacion electrofermentacion con cepa patron

Aqui se presentan todos los resultados de los experimentos realizados para estandarizar
el proceso de electrofermentacion con una cepa patrén y su comparacion de desempefio

con una cepa nativa.

4.3.1 Deteccion de actividad bioelectroquimica

De acuerdo a los resultados del tamizaje de cepas nativas se eligié continuar trabajando
con la cepa nativa IBUN 158B y con la cepa patrén Clostridium pasteurianum, ya que es
ampliamente demostrada su capacidad para trabajar en sistemas de electrofermentacién
catddica de glicerol [20,24,183,216].

De acuerdo al procedimiento establecido por Choi y asociados [24] se evaluaron los
cultivos electroquimicos de la cepa patron C. pasteurianum vy la cepa nativa. Se inicié con
la prueba de electroactividad con el cultivo suspendido de ambas cepas utilizando un
electrodo de carbdn vitreo por voltametria ciclica (CV). Los cultivos suspendidos de ambas
cepas no mostraron picos redox bien definidos frente al electrodo Ag/AgCl (Anexo B). Un
comportamiento similar fue observado para para C. tyrobutyricum y C. acetobutylicum que,

en cultivo suspendido, generaron picos redox débiles y amplios [24].

A continuacion, se realizé el cultivo de las dos cepas de Clostridium (patrén y nativa) con
potencial impuesto en celda de vidrio de borosilicato. Potencial con un valor de -0,25 V vs
Ag/AgCl aplicado sobre el catodo de fieltro de grafito. Ambos cultivos mostraron consumo
de corriente y al realizar la CV, los cultivos presentaron un pico de reduccién y oxidacién.
Para C. pasteurianum el pico de reduccion se observo en -0,34 V vs. Ag/AgCl y pico de
oxidacion en -0,38 V vs. Ag/AgCl (Figura 4-7)
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Figura 4-7: CV de C. pasteurianum en electrodo de fieltro de grafito.
Electrolito usado PBS 1X. Velocidad de escaneo 0.005 V/s. Eje horizontal: Potencial

(Voltios). Eje vertical Corriente (Amperios).

La cepa IBUN 158B mostré picos similares a los presentados por la cepa patrén. El pico
de reduccién se observo en -0,34 V vs. Ag/AgCl y pico de oxidacion en -0,37 V vs. Ag/AgCI
(Figura 4-8)
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Figura 4-8: CV de IBUN 158B en electrodo de fieltro de grafito.
Electrolito usado PBS 1X. Velocidad de escaneo 0.005 V/s. Eje horizontal: Potencial

(Voltios). Eje vertical Corriente (Amperios).

Un pico de reduccién similar ha sido reportado para Clostridium butyricum EG3. La cepa
se reconoce como electroquimicamente activa. La voltamperometria ciclica de EG3 mostré
un pico de reduccion a -300 mV vs. Ag/AgCl y se propone gue la actividad electroquimica

detectada en el aislado EG3 se debe a los citocromos de la superficie celular. Finalmente,
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se afirma que la suspension celular del aislado EG3 mostré una reaccion de oxidacion-
reduccion cuasi-reversible en la voltamperometria ciclica (CV) con un pico mas
pronunciado para la reduccién que para la oxidacién [270]. Por su parte con Clostridium
phytofermentans, se observé un pico de reduccion irreversible usando CV que comenzaba
en la fase de crecimiento logaritmica media. Este pico se asoci6 con C. phytofermentans
y no con el medio gastado y fue indicativo de una disminucién en las fuentes de carbono y
energia para las células. En particular, la naturaleza de un pico de reduccién sin su pico
de oxidacion concomitante indica la captacion de electrones y, en este caso, la utilizacion
por parte de las células de Clostridium y especialmente asociada con rutas NADH/NAD*
[271].

También afirman que una de las principales enzimas responsables de la transferencia de
protones y electrones es la deshidrogenasa. La separacion de protones y electrones del
sustrato de crecimiento suele producir hidrégeno en condiciones anaerébicas. Para que
ocurra esta reaccion, se deben reducir dos protones. Tipicamente, esto ocurre con los
electrones donados por la ferredoxina, un cofactor, y la enzima hidrogenasa. De este
modo, es probable que el pico de reduccion observado esté asociado con este proceso.
Asi, una posibilidad para el pico es el del par NAD+/NADH que tiene un potencial de -0,32
+ 0,03 V vs. Ag/AgCI [272]. En resumen, segun el comportamiento de los CV para la cepa
patrén y la cepa nativa se tiene un par de oxidorreduccién cuasi-reversible que esta
asociado con las rutas de reduccion de NAD+. Este resultado coincide con lo expresado
para Clostridium pasteurianum en CEF de glicerol, donde la forma del pico de reduccion (
-0,16 vs. Ag/AgCI) fue diferente de la del pico de oxidacion (0,125 vs. Ag/AgClI), lo que
indica que la reaccién redox de C. pasteurianum DSM 525 es casi reversible y que esta
asimetria similar entre el pico de reduccion y el pico de oxidacion corresponde a

microorganismos electroactivos productores de corriente [24].

4.3.2 Electrofermentacion catodica en reactor H

Habiendo definido el potencial a aplicar a la electrofermentacién en el punto anterior,
gracias a la definicion del pico reductor (-0,34 V vs. Ag/AgCl) se procedi6 a realizar las
electrofermentaciones catddicas con pH controlado para observar su efecto sobre el

rendimiento producto - sustrato para el 1,3-propanodiol a partir de glicerol y los acidos
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acético y butirico. Las concentraciones finales de cada uno de los metabolitos analizados
(Glicerol consumido, &cido acético, acido butirico y 1,3-propanodiol) se encuentran en el
Anexo C.

Primero se realiz6 la EF con la cepa patrén C. pasteurianum utilizando glicerol USP y
glicerol crudo como se observa en la Figura 4-9

= €I

13-PD Butirato Acetato a

13-PD Butirato Acetato

Figura 4-9: Rendimientos en EF de C. pasteurianum con Glicerol USP y crudo.
a. Glicerol USP; b. Glicerol crudo; Yp/s: Rendimiento producto / sustrato (mol producto/mol
Glicerol); VO: Fermentacion sin aplicacion de voltaje; V-0,34: EF con voltaje de -0,34 V vs
Ag/AgCl

De forma general, la cepa patron presenté mayores rendimientos con glicerol USP que con
glicerol industrial para el 1,3-propanodiol, posiblemente por los componentes del glicerol
crudo [89,121,226,273]. Respecto a la imposicién de voltaje en la fermentacién en ambos
casos existe un aumento del rendimiento de 1,3-propanodiol cuando se compara con el
proceso de fermentacion tradicional (26% para glicerol USP y 15% para glicerol industrial).
Los acidos presentan un comportamiento similar en ambos casos. El &cido butirico
incrementé el rendimiento a aproximadamente el doble tanto con glicerol USP como
industrial cuando se impuso voltaje a la fermentacién. Por su lado el acido acético
disminuyd su rendimiento tanto con glicerol crudo (10%) como con USP (1.5%) cuando se

impone el voltaje de -0,34 V vs Ag/AgCl.
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En la Figura 4-10 se observa el comportamiento de la cepa nativa IBUN 158B. Los acidos
en este caso tuvieron comportamientos diferentes a la cepa patron. El &cido butirico
disminuy6 en el momento de realizar la EF catddica, un 37% para glicerol USP y 23% para
glicerol crudo. El acético en ambos casos aument6 su rendimiento por el mismo orden
alrededor de 57% cuando se cultivd el microorganismo con voltaje impuesto. El
rendimiento del 1,3-propanodiol se incrementé en ambos casos con glicerol USP y crudo
al imponer el voltaje, pero el valor de incremento es mucho menor que el obtenido con la

cepa patrén. Aqui, solo obtenemos incremento entre 7'y 8% para el 1,3-PD.

n] dv 0,34
M= O D
Butirate Acetato
o av-0,34

e =
Figura 4-10: Rendimientos en EF de IBUN 158B con Glicerol USP y crudo.

a. Glicerol USP; b. Glicerol crudo; Yp/s: Rendimiento producto / sustrato (mol producto/mol

Glicerol); VO: Fermentacion sin aplicacion de voltaje; V-0,34: EF con voltaje de -0,34 V vs

Ag/AgCl

Por altimo, se evalué el efecto de adicionar al medio de cultivo con glicerol industrial, 0,1
mM de Rojo Neutral (NR) y realizar la EF con un voltaje de -0,4V vs Ag/AgCI (Figura 4-11),
ya que el valor de potencial del catodo coincide con el potencial redox del NR [29]. EI 1,3-
propanodiol presenta un incremento del 8% al imponerse el voltaje en presencia de NR.
Para el butirato se duplic6é el rendimiento, mientras que el acetato se mantuvo
practicamente constante con un ligero incremento del 1.5% al activar el voltaje impuesto.
Es de resaltar, que respecto al glicerol industrial sin NR (Figura 4-10), los rendimientos de

1,3-PD son mas altos cuando se adiciona el mediador Rojo Neutral.
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Figura 4-11: Rendimientos en EF de IBUN 158B con Glicerol crudo y Rojo Neutral
Yp/s: Rendimiento producto / sustrato (mol producto/mol Glicerol); VO: Fermentacion sin
aplicacion de voltaje; V-0,4: EF con voltaje de -0,4 V vs Ag/AgCI

Los resultados obtenidos para el 1,3-PD indican que la electrofermentacion puede
incrementar el rendimiento de este solvente entre 15% y 26% para la cepa patrén con
glicerol crudo y USP. Al comparar estos resultados con los valores de incremento de
rendimiento reportados por otras cepas en el estado de la técnica, se observa que la cepa
patrén esta dentro de los rangos publicados en la literatura. Por ejemplo, se utilizé una
biopelicula de poblacion mixta que crecia en el catodo para mejorar la produccion de 1,3-
PD del 24,8 % (sin corriente) al 50,1 % (con un biocatodo polarizado a -0,9 V) [159]. Por
otra parte, en comparacion con la fermentacion tradicional, la electrofermentacion
dominada por Clostridiaceae aumento la tasa de produccién de 1,3-PD hasta 6 veces, y la
alta concentracion hasta 42 g/L en modo discontinuo alimentado [176]. Por su parte C.
pasteurianum DSM 525 us6 simultAneamente tanto el catodo como el sustrato (glucosa y
glicerol) como donantes de electrones para mejorar los metabolitos reductores (butanol y
1, 3-PD) a través de transferencia directa de electrones. Aqui, C. pasteurianum presenta
un incremento de butanol a partir de glucosa (20 % de cambio) y 1,3-PD a partir de glicerol
(21 % de cambio).[24]. También con la misma cepa patrén se prob6 el uso de dos
transportadores Rojo Neutral (Neutral Red - NR) y mediador redox Azul Brillante (Brilliant
Blue -BB). En un sistema BES estos transportadores incrementaron los rendimientos
producto / sustrato, hasta un 33% para butanol en fermentaciones con NR y un 21% para
1,3-PD en fermentaciones con BB en comparacién con los controles respectivos producto
[20]. Estos ejemplos incluyendo, el presente trabajo demuestra que una pequefia captacion

de corriente puede provocar cambios significativos en el flujo metabdlico con un aumento
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concomitante en la produccion de 1,3-PD con la cepa Clostridium pasteurianum. Esto
sugiere que tanto un aumento en la produccion de 1,3-PD como la regulacién de la via
metabdlica celular son viables mediante el control impulsado por electrodos en la
electrofermentacion catodica. [184]

Por otro lado, la cepa nativa IBUN 158B presentd un menor incremento con la aplicacion
de la electrofermentacién entre el 7% y 8%, usando glicerol crudo y el mediador de
electrones como el Rojo Neutral. Siendo asi, se considera que la cepa nativa, tiene todavia
un rango de mejora del proceso ya que el calculo tedrico del modelo metabdlico central,
realizado en este trabajo indica que el incremento del rendimiento puede llegar hasta el
23%. Entre las alternativas que es necesario explorar para incrementar el valor del
rendimiento producto / sustrato para 1,3-PD con la cepa nativa: el uso de otros
transportadores de electrones como por ejemplo el Brilliant Blue (BB) [20] que no sean
toxicos para el crecimiento celular, de color facil de eliminar, de bajo costo y con estabilidad
a largo plazo [274,275], el desarrollo de un nuevo sistema de reaccion que disminuya el
espacio entre los electrodos [25], la modificacion genética de la cepa nativa eliminando
rutas competidoras en consumo de NADH como la via del lactato [183], estudiar las
interacciones de los componentes de glicerol crudo con el mediador de electrones o el
uso de cultivos mixtos para maximizar la produccién de metabolitos de interés comercial
como el H, ademés del 1,3-PD [30,176]. En conclusion, la produccion de 1,3-PD por
electrofermentacion a partir de glicerol crudo con una cepa nativa es viable, pero necesita

mayor desarrollo tecnologico para que sea una realidad escalable.

4.4 Viabilidad de electrofermentacion para 1,3-PD

Desde un punto de vista técnico, los resultados obtenidos muestran que el proceso de
electrofermentacion permite un incremento en el rendimiento producto — sustrato respecto
a la fermentacion tradicional. No obstante, la implantacién de esta naciente tecnologia en
su estado actual requiere de una inversién importante en infraestructura técnica, sistemas
de control, electrodos, transportadores de electrones y membranas de intercambio, lo cual
impacta los costos de capital y operacion del proceso. Asi, diferentes analisis técnico-
econdémicos han indicado que actualmente la tecnologia de electrofermentacion, bajo las

condiciones técnicas en las que se estudia a escala laboratorio, no es viable [185,195] y
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requiere mayor investigacion en diferentes aspectos para hacer la tecnologia competitiva

en el mercado.

Por su parte, la comercializacion de 1,3-PD por Metabolic Explorer, Francia, ha demostrado
la viabilidad comercial de explotar la plataforma de glicerol crudo para la producciéon por
via biotecnologica [143]. Sin embargo, la reciente utilizacion de residuos con alto contenido
de grasas y aceites como materias primas para la produccién de biodiesel ha provocado
una disminucién en la calidad del glicerol industrial obtenido, debido al incremento de
cenizas y materia organica que no es glicerol [43]. Esta variacion de la pureza del glicerol
crudo afecta la rentabilidad de los procesos biotecnolégicos existentes, haciendo necesario
el desarrollo de soluciones de purificacion avanzadas (membranas de intercambio) que
mejoren los pretratamientos fisicoquimicos establecidos [43] y seguramente incrementaran

los costos de capital y proceso.

También es necesario realizar los andlisis del ciclo de vida de los equipos, materiales y
sustancias adicionales para descifrar los vacios en el proceso electrofermentativo de 1,3-
PD que desfavorecen su sostenibilidad ambiental y asi evaluar holisticamente sus
beneficios [143]. Recientemente, el desempefio ambiental de la produccion de 1,3-PD con
la tecnologia tradicional de fermentacion, indicé generacion de bajas emisiones de gases
de efecto invernadero. Por lo tanto, el autor recomienda este escenario como posiblemente
factible para una biorrefineria, pues presenta beneficios econémicos y ambientales [147].
Por otra parte, se analizé el ciclo de vida de un sistema bioelectroquimico de fermentacion.
Aqui se encontré que la purificacion del producto (acido acético), la membrana de
intercambio y los componentes del medio del reactor son puntos criticos ambientales
significativos en términos de emisiones de gases de efecto invernadero y uso de energia
no renovable. También se resaltd que el uso de electrodos con grafeno funcionalizado
mejoran la productividad. Sin embargo, esta modificacién eleva los costos de energia y
materiales, haciendo el proceso ambientalmente desfavorable. Por lo tanto, recomienda
gue nuevos catodos mas eficientes que se estdn desarrollando para sistemas
bioelectroquimicos se evallien por su desempefio ambiental, antes de que puedan

clasificarse como adecuados para estudios a escala piloto [189].

De acuerdo con lo anterior, el proceso estudiado de electrofermentacion para la produccion

de 1,3-propanodiol a partir de glicerina cruda, necesita mayor investigacion béasica y
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afinamiento antes de ser escalado. Es el momento adecuado para implementar la
economia circular con biorrefinerias para aprovechar la plataforma de glicerol, fomentando
los conceptos de multi-producto, sostenibilidad, minimizacion de residuos y creacion de
cadenas de valor. Igualmente, para este proceso bioelectroquimico es necesario
profundizar investigacion sobre varios puntos clave para que sea competitivamente viable
para comercializacion. Entre ellos se encuentran, desarrollo de pretratamientos de materia
prima de bajo costo y ambientalmente amigables, creacion de electrodos de bajo costo
altamente conductores de electrones y fomentadores de formacion de biopelicula, disefio
de nuevos biorreactores que integren procesos de intercambio para minimizar costos de
operacion, mejoramiento del biocatalizador para incrementar la concentracion final y la
transferencia de electrones y finalmente procesos de purificacion con menor gasto

energético e impacto ambiental.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los azucares y el glicerol pueden servir como sustratos de bajo costo en aplicaciones
biotecnoldgicas para obtener varios intermediarios quimicos con un alto valor agregado.
La electrofermentacion es una reciente tecnologia con la que es posible mejorar y controlar
la fermentacion microbiana, especialmente con cepas del género Clostridium, aumentando
la especificidad de las vias metabdlicas. En este contexto, cepas bacterianas aisladas de
suelos colombianos, y estrechamente relacionadas con Clostridium butyricum, se han
identificado como eficientes productoras de solventes y acidos, incluidos acido acético,
acido butirico, etanol, butanol, acetona e hidrégeno a partir de glucosa o 1,3-propanodiol
a partir de glicerol. En este trabajo se propuso hacer una primera exploracion para el grupo
de investigacion y evaluar el efecto del suministro externo de electrones en la produccion

de metabolitos de interés comercial en la red metabdlica de una cepa nativa de Clostridium

sp.

En primer lugar, podemos concluir que herramientas de simulacion como el Elemental Flux
Analysis (EMA) permite capturar la plasticidad de la red metabdlica y su capacidad de
adaptacion a cambios ambientales, modulando su respuesta. Esta herramienta permitié
simular los incrementos teoricos que podrian alcanzar el rendimiento de productos
reducidos de alto valor agregado como el 1,3-propanodiol (23%) e hidrogeno (45%) al

alimentar la red metabdlica con electrones provenientes de un catodo.

Por su parte, la parte experimental confirmé que las 13 cepas nativas aisladas de suelos
colombianos tienen la capacidad de asimilar glicerol crudo para la producciéon de 1,3-
propanodiol, acido acético, &cido butirico e hidrégeno, con diferentes perfiles de

asimilacién, permitiendo abrir la puerta al desarrollo de procesos de fermentacion de



78 Estudio de un sistema bio-electroquimico de fermentacién para la produccién de 1,3-propanodiol a partir de glicerina cruda

cocultivo que maximicen el uso de diferentes cepas con perfiles de produccién diferentes

pero complementarios.

También se explor6 el uso del transportador de electrones Rojo Neutral, detectando el nivel
maximo para no inhibir el crecimiento de las cepas nativas y permitiendo el cambio de

flujos metabdlicos por su interaccion con la cadena transportadora de electrones interna.

Igualmente se establecio que la cepa patrén de Clostridium pasteurianum, es un modelo
biolégico eficiente para la implementacién de procesos de electrofermentacion y permite
obtener cambios interesantes los rendimientos (15 a 25%) de productos reducidos como

el 1,3-propanodiol minimizando otros metabolitos solubles como &cidos de cadena corta.

Por dltimo, se establecié que la cepa nativa IBUN 158B es electroactiva y tiene la
capacidad de incrementar los valores de rendimiento producto / sustrato de 1,3-PD (7 —
8%) cuando es sometida a la alimentacion de pequefias cantidades de electrones desde
un catodo en un proceso de CEF y que el uso de transportadores de electrones como el
Rojo Neutral incrementa los efectos de la electrofermentacion alcanzando mayores valores

de rendimiento cuando esta presente en el medio de cultivo.

5.2 Recomendaciones

Las anteriores conclusiones se pueden reunir en la afirmacion de que la produccién de 1,3-
PD por electrofermentacion a partir de glicerol crudo con una cepa nativa es viable, pero
necesita mayor desarrollo tecnolégico para que sea una realidad escalable y
comercializable. Asi, existen areas gque es necesario explorar y profundizar si el grupo de
investigacion desea seguir explorando esta nueva area del conocimiento. En primer lugar
es necesario profundizar en el conocimiento de la red metabdlica de las cepas nativas y
desarrollando modelos de todas las cepas en escala metabdlica y simulando de forma
dinAmica procesos de electrofermentacion, llevando esa informacion al laboratorio
contrastando los resultados y retroalimentando los modelos con técnicas dmicas,
sometiéndolos a procesos de optimizacion buscando formas racionales de modificacion o
para el desarrollo de cultivos mixtos resistentes a los cambios de la dinamica de cultivo.

Otra linea recomendada, es el disefio de nuevos tipos de reactores que maximicen la
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integracion de las propiedades electroquimicas y biolégicas para maximizar transferencia
de electrones sin inhibir la tasa de crecimiento de los microorganismos. Finalmente, es
importante también explorar el uso de herramientas electroquimicas para la identificacion
y aislamiento de nuevos microorganismos 0O consorcios con una elevada actividad
bioelectroquimica que permitan una mas rapida adaptacion a las condiciones estresantes
de un ambiente catddico en un reactor para EF.

La electrofermentacion es un area de estudio muy interesante y prometedora pero requiere
un trabajo interdisciplinario entre las ciencias béasicas y aplicadas de la biologia, genética,
materiales y electroquimica para ofrecer resultados a corto plazo y que permitan cerrar las
brechas de investigacion para mejorar ain mas la tecnologia para la sintesis quimica
verde, la gestién sostenible de desechos y la bioeconomia circular [276] y tengan un real

impacto para mitigar el apremiante fenémeno de cambio climatico.
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A. Anexo: Modelo metabdlico central

Tabla 5-1: Lista de Metabolitos.

Abbreviation Description Compartment
cpd00001[c] H20 ¢ [
cpd00001[e] H20 e e
cpd00002[c] ATP ¢ c
cpd00003[c] NAD c c
cpd00004[c] NADH ¢ C
cpd00005|c] NADPH ¢ C
cpd00006[c] NADP ¢ c
cpd00008|c] ADP c c
cpd00009|c] Phosphate ¢ c
cpd00009[e] Phosphate e e
cpd00010[c] CoA ¢ c
cpd00011[c] CO2 ¢ c
cpd00011[e] CO2 e e
cpd00012[c] PPi ¢ c
cpd00013[c] NH3 ¢ c
cpd00013[e] NH3 e e
cpd00018[c] AMP ¢ c
cpd00020|c] Pyruvate c c
cpd00022[c] Acetyl-CoA ¢ c
cpd00024[c] 2-Oxoglutarate ¢ c
cpd00027[c] D-Glucose ¢ C
cpd00027[e] D-Glucose e e
cpd00029|c] Acetate ¢ C
cpd00029[e] Acetate e e
cpd00032[c] Oxaloacetate c C
cpd00047[c] Formate ¢ C
cpd00061[c] Phosphoenolpyruvate c c
cpd00067|c] H+ ¢ c
cpd00067[e] H+ e e
cpd00071[c] Acetaldehyde _c c
cpd00072|c] D-fructose-6-phosphate _c c
cpd00076[e] Sucrose e e
cpd00079|c] D-glucose-6-phosphate_c [
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Abbreviation Description Compartment
cpd00082[c] D-Fructose ¢ [
cpd00082[e] D-Fructose e e
cpd00095[c] Glycerone-phosphate ¢ C
cpd00100[c] Glycerol ¢ C
cpd00100[e] Glycerol e e
cpd00101[c] ribose-5-phosphate ¢ C
cpd00102[c] | Glyceraldehyde3-phosphate ¢ C
cpd00105|c] D-Ribose ¢ C
cpd00105[e] D-Ribose e e
cpd00106[c] Fumarate ¢ [
cpd00120[c] Butyryl-CoA ¢ [
cpd00130[c] L-Malate ¢ [
cpd00137[c] Citrate ¢ [
cpd00138[c] D-Mannose ¢ [
cpd00138[e] D-Mannose e e
cpd00157[c] Glycerone ¢ c
cpd00159[c] L-Lactate ¢ c
cpd00159[e] L-Lactate e e
cpd00169[c] 3-Phosphoglycerate ¢ c
cpd00171[c] D-Ribulose5-phosphate ¢ c
cpd00190[c] beta-D-Glucose ¢ c
cpd00196[c] Acetylphosphate ¢ c
cpd00198[c] D-Xylulose5-phosphate ¢ c
cpd00203|c] | 1,3-Bisphospho-D-glycerate ¢ c
cpd00211]c] Butyrate ¢ c
cpd00211[e] Butyrate e e
cpd00221[c] D-Lactate ¢ c
cpd00235|c] D-mannose-6-phosphate ¢ c
cpd00236[c] D-Erythrose4-phosphate ¢ c
cpd00238[c] | Sedoheptulose7-phosphate ¢ c
cpd00242[c] H2CO3 ¢ c
cpd00260[c] Isocitrate ¢ c
cpd00279|c] Acetoacetyl-CoA ¢ c
cpd00290i[c] | D-fructose-1,6-bisphosphate ¢ c
cpd00331]c] cis-Aconitate ¢ C
cpd00363|c] Ethanol ¢ C
cpd00363[e] Ethanol e e
cpd00482[c] 2-Phospho-D-glycerate ¢ C
cpd00650|c] Crotonyl-CoA ¢ C
cpd00714[c] 3-Hydroxypropanal ¢ C
cpd00802|c] D-fructose-1-phosphate ¢ c
cpd00842|c] (S)-3-Hydroxybutyryl-CoA_c c
cpd00863|c] | beta-D-Glucose_6-phosphate ¢ c
cpd00971[c] Na+ ¢ c
cpd00971[e] Na+ e e
cpd01618|c] 1,3-Propanediol c [
e

cpd01618[e]

1,3-Propanediol_e
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Abbreviation Description Compartment
cpd01662|c] Butanoylphosphate ¢ c
cpd01693|c] 6-Phosphosucrose ¢ c
cpd03187[c] Oxalosuccinate ¢ c
cpd11416[c] Biomass_c c
cpd11416[e] Biomass e e
cpd11620[c] Reducedferredoxin ¢ c
cpd11621[c] Oxidizedferredoxin_c c
cpd11640[c] H2 ¢ c
cpd11640[e] H2 e e
cpd12713[c] cpd12713 ¢ c
cpd12713[e] cpd12713 e e

Tabla 5-2: Lista de Reacciones.
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B. Anexo: Voltamperometria ciclica
de cepa nativay cepa patrén

CH 1 _Current (A) = 2.06E-6, Q(C) = -2.83E-5 Potential (V) = -0.9%0  (CV data)

1,000 0,800 0,600 0,400 0,200 0,000 -0,200 0,400 0,500 0,800 1,000

— : . Potential (V)

Figura5-1: CV de IBUN 158B en cultivo suspendido.
Electrolito usado PBS 1X. Velocidad de escaneo 0.005 V/s. Eje horizontal: Potencial

(Voltios). Eje vertical Corriente (Amperios).

H 1 Current (A) = 1.226-6. Q(C) = -1.64E-5 Potential (V) = -0.950  (CV data)

1,000 0,800 0,600 0,400 0,200 0,000 -0,200 -0,400 -0,600 0,800 -1,000

- n Annc & I < Potential (V) ~ devle wud

Figura5-2: CV de C. pasteurianum en cultivo suspendido.
Electrolito usado PBS 1X. Velocidad de escaneo 0.005 V/s. Eje horizontal: Potencial

(Voltios). Eje vertical Corriente (Amperios).
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Figura 5-3:
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CV de sobrenadante sin biomasa en cultivo con fieltro de carbono.

Electrolito usado PBS 1X. Velocidad de escaneo 0.005 V/s. Eje horizontal: Potencial

(Voltios). Eje vertical Corriente (Amperios).
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Tabla 5-3: Concentraciones de electrofermentaciones en reactor H.

Glicerol Consumido Acetato 13-PD Butirato

Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) |Conc. (mmol/L)
Cpas -Gli USP - VO 434,3 35,5 221,0 18,5
Cpas -Gli USP - V-0,34 434,3 32,2 280,3 40,5

Glicerol Consumido Acetato 13-PD Butirato

Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) |Conc. (mmol/L)
Cpas -GliInd - VO 434,3 41,0 226,4 26,1
Cpas -Gli Ind - V-0,34 434,3 40,4 261,7 41,9

Glicerol Consumido Acetato 13-PD Butirato

Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) |Conc. (mmol/L)
158 B -Gli USP - VO 434,3 40,6 265,4 35,3
158 B -Gli USP - V-0,34 434,3 63,3 287,4 22,2

Glicerol Consumido Acetato 13-PD Butirato

Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) |Conc. (mmol/L)
158 B -Gli Ind - VO 434,3 19,5 234,2 41,2
158 B -Gli Ind - VV-0,34 434,3 30,9 251,0 315

Glicerol Consumido Acetato 13-PD Butirato

Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) Conc. (mmol/L) |Conc. (mmol/L)
158 B -Gli Ind - VO NR 434,3 58,2 252,6 8,0
158 B -Gili Ind - V-0,4 NR 434,3 59,1 2725 17,5
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D. Anexo: Diagrama del proceso en
reactor H
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Equipo de Visualizacion

Descripcion esquematica de electrofermentacion en este estudio.



