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RESUMEN

Evaluacién de bacterias fermentadoras ABE de suelo rizosférico para
produccién de solventes.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la produccion de solventes (acetona, butanol y
etanol) mediante fermentacion ABE (Acetona-Butanol-Etanol) utilizando bacterias
anaerobias aisladas de suelos rizosféricos de cultivo de papa Solanum tuberosum, a su
vez se usaron residuos agroindustriales para evaluar la fermentacion en los aislados y en
3 cepas de referencia conocidas. Se seleccionaron, se caracterizaron varias cepas,
incluyendo Clostridium beijerinckii, Clostridium sacharoperacetonicum y Clostridium
acetobutylicum ATCC 824, para su capacidad de producir solventes a partir de almidones
extraidos de estos residuos agricolas. La fermentacién se realizé bajo condiciones
anaerobias controladas, con una duracion de 120 horas, cuantificandose los productos
mediante cromatografia liquida (HPLC). Los resultados mostraron que el almidén de hame
fue el sustrato que generé mayores concentraciones de butanol, alcanzando hasta 4.5 g/L
en las cepas mas eficientes. Las cepas aisladas mostraron ser competitivas frente a las
cepas de referencia, indicando el potencial de los residuos agricolas como fuentes
sostenibles para la produccion de biocombustibles. Las conclusiones destacan la viabilidad

de estos procesos en el contexto de la economia circular y la sostenibilidad industrial.

Palabras clave: Fermentacion ABE, bacterias anaerobias, anaerobias facultativas, fuente

de Carbono, almidones, aislamiento, papa, arracacha, fiame.
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ABSTRACT

Evaluation of ABE-fermenting bacteria from rhizospheric soil for solvent
production

This study aims to evaluate the production of solvents (acetone, butanol, and ethanol)
through ABE (Acetone-Butanol-Ethanol) fermentation using anaerobic bacteria isolated
from rhizospheric soils of potato crops (Solanum tuberosum). Additionally, agro-industrial
residues were used to assess fermentation in the isolated strains as well as in three known
reference strains. Several strains, including Clostridium beijerinckii, Clostridium
saccharoperacetonicum, and Clostridium acetobutylicum, were selected and characterized
for their ability to produce solvents from starches extracted from these agricultural residues.
The fermentation was carried out under controlled anaerobic conditions for 120 hours, with
the products being quantified using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
results showed that yam starch was the substrate that produced the highest concentrations
of butanol, reaching up to 4.5 g/L in the most efficient strains. The isolated strains
demonstrated competitiveness compared to the reference strains, indicating the potential
of agricultural residues as sustainable sources for biofuel production. The conclusions
highlight the feasibility of these processes in the context of the circular economy and

industrial sustainability.

Keywords: ABE fermentation, anaerobic bacteria, carbon source, starches, isolation,

potato, arracacha, yam.
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INTRODUCCION

Con el avance de la industrializacion y el constante aumento de la poblacién, la demanda
energética crece a un ritmo acelerado, y los combustibles fésiles como el carbén, el gas
natural y el petréleo contindan siendo los mas utilizados (Guancha, Realpe-, & Garcia-,
2021)

Entre ellos, el petrdleo se destaca por su elevado consumo global, alcanzando una cifra
de aproximadamente 336 millones de litros diarios. No obstante, el uso de estos
combustibles contribuye de manera significativa al incremento de la contaminacion
ambiental y la emision de gases de efecto invernadero, tales como el CO,, CH4y CO. Ante
este escenario, factores como la incertidumbre sobre la durabilidad de las reservas de
estos recursos en la Tierra y sus efectos negativos sobre el ambiente han impulsado la
busqueda y desarrollo de fuentes de energia renovables que puedan servir como

alternativas sostenibles al petréleo.

La biomasa se puede definir como la coleccion de toda la materia organica que compone
los organismos bioldgicos, los principales componentes utilizados para la produccion de
biocombustibles son los azucares (almidon, azucares simples y lignocelulosa) y los lipidos.
En el mundo hay una produccion de residuos agroindustriales que sobrepasa el 30% de
los desechos generados anualmente, éstos no son procesados de la manera correcta, lo
gue genera consecuencias negativas en la calidad del ambiente por la produccién de gases
de efecto invernadero y gasto energético para introducir de manera rapida los

subproductos a los diferentes ciclos biogeoquimicos.

La recuperacion de bacterias anaerobias de suelo ha permitido conocer cada vez mas los
procesos que alli ocurren, como la descomposicion de macromoléculas, hidrolisis,
acetogénesis, y metanogénesis., todos éstos a partir de compuestos organicos que
generan la energia necesaria para completar su metabolismo; que liberan a su vez

productos acidos que hacen parte del ecosistema de suelo y su regulacién.
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La fermentacion de acetona-butanol-etanol ABE es un proceso bifasico que involucra la
fermentacion bacteriana que convierte los carbohidratos como el almidén y la glucosa en
acidos (acetato y butirato) y solventes (acetona, n-butanol, etanol) a través de una serie de
reacciones de hidrolisis y reduccion. Las bacterias asociadas a menudo a este proceso son
un grupo especifico dentro del amplio y ubicuo genero Clostridium; microorganismos en
forma de bastoncillo, grampositivos y anaerobios estrictos o facultativos que, durante la
acidogénesis, los carbohidratos se despolimerizan en compuestos solubles mediante
enzimas hidroliticas y se fermentan en acidos grasos volatiles. A medida que el pH
disminuye, el metabolismo cambia a la solventogénesis y los acidos se asimilan a los
solventes ABE, que son producidos por las bacterias variando su concentracion de acuerdo
con la especie y las fuentes de Carbono iniciales relacionadas con el medio de

fermentacion. (Kamla, y otros, 2024)

El suelo esta constituido por minerales de varios tamafnos, formas y caracteristicas
quimicas, raices de plantas, poblacion de organismos vivos (microorganismos) y materia
organica en varias etapas de descomposicion. Cada factor fisico y quimico del suelo influye
en el crecimiento o actividad de los microorganismos. Las bacterias que promueven el
crecimiento vegetal lo hacen por diferentes mecanismos como la solubilizacién de fésforo
y la sintesis de acido indolacético. Sin embargo, son bien estudiadas las bacterias que
pueden tener una actividad en los suelos mas importante, por ejemplo, actividad
fungicidas, o la produccion de 1 - 3 propanodiol, que ha sido datada en bacterias como

Klebsiella sp, Citrobacter sp, E coli, Lactobacillus sp.

Se han identificado especies como Clostridium acetobutylicum, C. beijerinckii, C.
saccharobutylicum,y C. Saccharoperbutylacetonicum aisladas de suelos que exponen un
alto rendimiento usando insumos de bajo costo para su proceso metabdlico y generacion
de etanol, acetona y butanol en porcentajes variados, regulados por singularidades de
cada bacteria (Cardenas, y otros, 2007)

Una de las cepas destacada es C. beijerinckii quien realiza el proceso en dos etapas
factibles., C. butyricum genera la produccién de acido butirico a partir de glucosa ademas

acido acético, COz y H,. (Cardenas, y otros, 2007)
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Las materias primas tradicionales para la produccion de butanol incluyen principalmente
cultivos ricos en almidén, como el maiz y el trigo. En el siglo XXI, debido a la escasez y el
aumento de los precios de los recursos de cereales, la exploracién de materiales de bajo
costo no derivados de cereales para reemplazar los materiales a base de cereales para la
fermentacion del butanol se ha convertido en un foco de investigacion. En la actualidad,
los materiales de bajo costo mas investigados incluyen materiales amilaceos no derivados

de cereales, materiales lignoceluldsicos y melaza.

Demanda energética y uso de combustibles
fosiles

Con el avance de la industrializacion y el constante aumento de la poblacion, la demanda

energética crece a un ritmo acelerado. A nivel global, el consumo de combustibles fésiles

sigue siendo predominante, con el petréleo representando cerca del 31% del suministro de

energia primaria mundial en 2022 (IEA, 2023). Se estima que el consumo de petréleo

alcanzé aproximadamente 336 millones de litros diarios en 2021 ((BP), 2022)

Sin embargo, el uso masivo de estos combustibles contribuye significativamente a la
emision de gases de efecto invernadero como CO,, CH, y CO los cuales son responsables
del cambio climatico y la degradacion ambiental (IPCC, 2021). En 2022, las emisiones
globales de CO, provenientes de combustibles fosiles alcanzaron las 36,8 gigatoneladas,
mostrando un incremento del 0,9% respecto a 2021, impulsado principalmente por el

aumento en el consumo de gas natural y carbén. (Global Carbon Budget , 2023)

Segun la Agencia Internacional de Energia (IEA), el biobutanol ha sido identificado como
un biocombustible prometedor debido a su alta densidad energética y compatibilidad con
infraestructuras de combustibles existentes. Al referirse a las materias histéricamente
usadas para la produccion de biocombustibles se mencionan materiales como la lefia, que
ha sido utilizada para calentar o cocinar alimentos, este uso esta mediado por una reaccién
de oxidacién rapida dada por moléculas de bicarbonato junto con O», de esta manera la
madera debe pasar por un pretratamiento de secado para disminuir su humedad, para ser
usada como fuente de calor, lo que desafortunadamente produce humos negros, que son
mezclas de vapor de agua, compuestos volatiles, o CO que no son positivas para el

proceso de calentamiento del planeta. (IRENA, 2023)
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El carbon ha sido ampliamente usado para generacién de energia, inicialmente por
procesos de pirolisis por la transformacién de madera a carbén vegetal, entre muchos de
los usos de éste, se encontraba la metalurgia para fundir minerales de Cu y Fe. Durante
los afos 30"s y la Segunda Guerra Mundial en Europa cuando la gasolina era escasa,
muchos automoviles funcionaban con gas de madera, una mezcla de CO e H; generados
por la quema parcial carbon vegetal en un gasificador. Hoy en dia el carbén vegetal sigue
siendo un producto valioso utilizado para cocinar, hacer barbacoas, calentar, purificar el

aire y el agua, dibujo artistico y fabricacion de acero. (Overend, 2000)

Generalmente los biocombustibles son generados para producir luz y calor, entre menor
impacto ambiental y financiero tengan entran en el mercado reemplazando materias como

la madera, petréleo, aceite vegetal y carbon. (Guo, Weiping , & Buhain , 2015)

Del consumo total de la energia mundial, solo el 13% corresponde a energia renovable y
solo un pequeino porcentaje de este valor se trata de bioenergia generada a partir de
biomasa. Esta biomasa puede ser aprovechada de residuos; lignocelulésica, productos de
actividad agricultora, forestal y agroindustrial, los denominados biocombustibles de primera
generacion, que requieren del uso de suelo para cosechas especificas que seran usadas

para la bioconversion. (Kamla, y otros, 2024)

Los biocombustibles de segunda generacion en los que no se usan directamente los
productos de las cosechas, sino los residuos generados son una buena alternativa para
producirlos. El biobutanol es una alternativa creciente ya que puede ayudar a reducir las
emisiones de carbono y comparado con el etanol tiene un alto contenido energético, baja
presion de vapor y adicionalmente puede ser mezclado con gasolina o diésel en diferentes
fracciones y es compatible con los motores actuales sin necesidad de reacondicionamiento
(Kamla, y otros, 2024). El butanol tiene un alto poder calorifico (29,2 MJ/dm), bajo calor de
vaporizacion (0,43 MJ/kg) y es menos corrosivo en comparacion con el etanol. El butanol
tiene muchos usos industriales, incluido su uso en motores de gasolina, lubricantes,
liquidos de frenos y la sintesis de plasticos, polimeros y caucho sintético. (Kamla, y otros,
2024)
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Impacto ambiental del uso de combustibles
fésiles y sus consecuencias

La quema de combustibles fosiles libera una variedad de contaminantes atmosféricos que
representan riesgos significativos para la salud. Entre estos contaminantes se encuentran el
diéxido de carbono (CO,), el mondxido de carbono (CO), el dioxido de azufre (SO,) y los
oxidos de nitrogeno (NOx), que contribuyen al smog y la lluvia acida. La exposicion a estos
contaminantes esta asociada con enfermedades respiratorias y cardiovasculares, asi como
con un aumento en la mortalidad prematura. Segun la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS), en 2019 se registraron aproximadamente 380,000 muertes prematuras en las
Ameéricas atribuibles a la contaminacion del aire. Ademas, la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado el humo diésel como carcindbgeno para los
humanos, vinculandolo directamente con un mayor riesgo de cancer de pulmoén. (Tiotiu, y
otros, 2020)

En el mismo sentido, la extraccion de combustibles fosiles, incluyendo actividades como la
mineria de carbon y la perforacion petrolera, provoca la destruccién de habitats naturales, lo
que conduce a la pérdida de biodiversidad. Estas actividades pueden contaminar cuerpos de
agua Yy suelos, afectando negativamente a las comunidades locales y la fauna silvestre.
Ademas, la fragmentacion de habitats resultante de la construccion de infraestructuras
asociadas, como carreteras y oleoductos, interfiere en los patrones migratorios de las
especies y reduce la conectividad entre poblaciones, aumentando su vulnerabilidad. (World
Wildlife Fund, 2024)

La produccion de biocombustibles, especificamente mediante la fermentacion ABE (acetona-

butanol-etanol), ofrece varias ventajas econémicas:

o Diversificacion de fuentes energéticas: La dependencia de los combustibles
fésiles ha generado vulnerabilidades econdmicas debido a la volatilidad de los
precios y la concentracion geografica de las reservas. La adopcion de
biocombustibles permite diversificar las fuentes de energia, reduciendo riesgos

asociados a fluctuaciones en los mercados internacionales.

e Desarrollo rural y generacion de empleo: La producciéon de biocombustibles a

partir de biomasa lignoceluldsica, como residuos agricolas, puede impulsar
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economias locales, creando oportunidades laborales en zonas rurales y

promoviendo el desarrollo sostenible (IRENA Agency, 2023)

e Reduccion de emisiones y cumplimiento de normativas: Los biocombustibles
generan menores emisiones de gases de efecto invernadero en comparacion con
los combustibles fésiles, o que ayuda a las naciones a cumplir con acuerdos

internacionales y evitar sanciones econémicas. (IRENA Agency, 2023)

Implicaciones geopoliticas de los biocombustibles
ABE

La integracion de biocombustibles en la matriz energética también tiene repercusiones

geopoliticas:

e Reduccion de la dependencia energética: Paises importadores de petréleo
pueden disminuir su dependencia de naciones exportadoras al producir

biocombustibles localmente, fortaleciendo su seguridad energética.

* Nuevas alianzas y mercados: La creciente demanda de biocombustibles puede
fomentar alianzas entre paises productores y consumidores, alterando dinamicas

geopoliticas tradicionales y abriendo nuevos mercados.

e Competencia por recursos naturales: La expansion de cultivos energéticos para
la produccion de biocombustibles podria generar competencia por tierras agricolas,
afectando la seguridad alimentaria y provocando tensiones internacionales. (IRENA
Agency, 2023)

Biocombustibles

En la actualidad, representan aproximadamente el 3% del combustible total utilizado para el
transporte por carretera a nivel mundial, y se proyecta que para el afio 2050 podrian suplir

cerca del 30% de la demanda global de combustibles para este sector (FAO, 2015)
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Por otro lado, la Agencia Internacional de Energia estima que los biocombustibles para el
transporte en 2050 podrian potencialmente conducir a una reduccion de casi el 5 % en el COz
relacionado con las emisiones, no obstante, la materia prima para los biocombustibles
proviene de lugares en donde la agricultura es sumamente creciente. El nexo entre alimentos
y energia presenta varios desafios, que van desde el uso conflictivo de los recursos naturales
recursos para hacer frente a los aumentos de precios hasta el costo energético y de recurso

hidrico que pueda generar impacto ambiental. (FAO, 2015)

Desde un enfoque tecnoldgico, los biocombustibles se clasifican en tres generaciones, cada

una basada en la naturaleza de la biomasa utilizada como materia prima:

Biocombustibles de primera generacién: Se obtienen de cultivos alimentarios como maiz,
cafia de azucar, colza y palma aceitera. Aunque son los mas utilizados en la actualidad,
presentan desafios significativos en términos de competencia con la produccion de alimentos

y posible impacto ambiental negativo debido a la expansién agricola (Alam & Tanveer, 2020)

Biocombustibles de segunda generacion: Se producen a partir de residuos agricolas,
biomasa lignocelulésica y residuos sélidos urbanos, lo que permite una mayor sostenibilidad.
Sin embargo, su produccion aun no estd ampliamente implementada debido a los costos
asociados con el procesamiento de la biomasa y la necesidad de enzimas especializadas
(Guo et al., 2015).

Biocombustibles de tercera generacion: Derivan principalmente de microalgas vy
microorganismos modificados genéticamente, los cuales han demostrado mayor eficiencia en
la produccién de lipidos y otros precursores para biocombustibles avanzados (Kamla et al.,
2024).

Los procesos de conversion para biocombustibles de segunda generacion pueden ser
termoquimicos o bioquimicos; los procesos termoquimicos convierten la biomasa mediante
descomposicion térmica y reformacion quimica, utilizando calor en presencia de diferentes
concentraciones de oxigeno mientras que los procesos bioquimicos se centran en los
polisacaridos. Estos procesos pueden incluir la gasificacion de la biomasa para producir gas
de sintesis, que luego se transforma en combustibles liquidos mediante sintesis de Fischer-

Tropsch. También se puede utilizar la hidrdlisis para extraer azucares de la
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biomasa lignocelulésica, que luego se fermentan en etanol, acetona o butanol. (Naik, V. Goud
, & Prasant , 2010)

Los biocombustibles de tercera generacién se derivan de algas, que son microorganismos
fotosintéticos que convierten la luz solar, el agua y el diéxido de carbono en lipidos. Las algas
tienen altas tasas de crecimiento y pueden crecer en diversas condiciones ambientales,
incluso en aguas salinas de baja calidad. Ademas, tienen una alta capacidad de fijacion de
COg, lo que las hace utiles para reducir las emisiones de diéxido de carbono de las centrales
eléctricas y otras industrias. Las algas sintetizan acidos grasos para la esterificaciéon de
lipidos de membrana a base de glicerol, que constituyen una parte significativa de su peso
celular seco. El aceite de algunas especies de algas puede superar el 80% de su peso seco.
(Naik, V. Goud , & Prasant , 2010)

Actualmente se generan productos como el biodiesel, uno de los productos mas reconocidos
actualmente para la generacion de combustibles alternativos a los de residuos fésiles. A este
se le une el bioetanol y el biobutanol que han surgido como alternativas que se mantienen

gracias a la biorrefineria

El bioetanol ha evolucionado como una fuente potencial para la produccion de
biocombustibles a nivel mundial, para la produccion de este se emplea azucar, almidén,
biomasa lignoceluldsica; diferentes residuos agricolas, hojas, desperdicios de madera,
residuos de bosques, desperdicios sélidos y biomasas celulésicas comunes (residuos de
cultivos como trigo, arroz, paja, hojas, tallos y mazorcas de maiz, bagazo de cafia de azucar).
No obstante, de manera indirecta este tipo de alternativas para generar biocombustibles
representa una preocupacion que a gran escala puede verse reflejada en la explotacion

indiscriminada de recursos para producir dicho solvente.

Tabla 1 Proceso general de tratamiento para produccion de biocombustible segunda
generacion adaptado (Md. Saiful Alam & Dr. Sifat Tanveer, 2020)
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Las propiedades fisicoquimicas del bioetanol y el etanol son practicamente idénticas, dado que
su estructura quimica es la misma. Sin embargo, al compararlo con la gasolina, el bioetanol
presenta ciertas diferencias en parametros clave, como menor densidad (kg/l), menor poder
calorifico, mayor punto de inflamabilidad y un indice de octanaje superior.Estas propiedades
influyen en su viabilidad como biocombustible alternativo en motores de combustién interna.
Actualmente, el bioetanol se utiliza como aditivo oxigenante en la gasolina para mejorar su
indice de octanaje, reemplazando al metil-terbutil éter (MTBE), un compuesto con alta
toxicidad y potencial contaminante de cuerpos de agua subterranea. No obstante, debido a su
menor contenido energético en comparacién con la gasolina, el bioetanol no se emplea
exclusivamente como combustible primario en motores convencionales, sino que también se
integra en formulaciones de biodiésel para mejorar su combustion y reducir emisiones

contaminantes. (Suarez-Bertoa, Zardini, & Keuken, 2015)

La fermentacion ABE es un proceso que utiliza la fermentaciéon bacteriana para producir tres
disolventes, acetona, n-butanol y etanol, a partir de carbohidratos como el almidon y la
glucosa. La fermentacién ABE produce disolventes en una proporcion de tres partes de
acetona (CHs - CO - CHa), seis partes de butanol (CH3 - CH2- CH» - CH2-OH), y una parte de
etanol (CHs - CHz- OH). (Durre, 2007)

Sin embargo, los procesos tradicionales de fermentacion de butanol tienen algunos

importantes desafios, y estos se enumeran aqui:
* Aumentos en costos operativos debido al alto costo de la materia prima.
* Alto costo de recuperacién debido al bajo rendimiento de produccion.
» Mayores costos de capital y operativos debido al bajo volumen productividad.

* Alto coste de recuperacién del producto con destilacion convencional procesos.

Biobutanol a partir de microorganismos

El butanol es un alcohol de 4 Carbonos con 3 isdbmeros; n — butanol, 2 — butanol, iso- butanol,
ter-butanol, cada uno tiene distintos usos en la industria alimentaria y farmacéutica, sin

embargo, el n-butanol es aquel que comparado con el etanol puede tener
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propiedades importantes a la hora de ser usado como combustible su generacion se puede dar

a través de reacciones termoquimicas que incluyan catalizadores de combustibles fésiles.

El estudio de los microorganismos fermentadores ABE, se remonta a los primeros
aislamientos realizados por Weizman a principios del siglo XX. A partir de estos aislamientos
de microorganismos se describen S.cerevisiae, C.tyrobutyricum, E.coli Bw2V,
C.acetobutylicum. Posteriormente, al identificar parte del género Clostridium como
generadores de solventes por medio de la ruta de fermentacién ABE, se han descrito
multiples especies que completan de manera indirecta el estudio sobre necesidad de fuentes
de Carbono y Nitrégeno que impulsen la produccién en concentraciones que puedan ser
separadas de los medios. Los hallazgos iniciales para la produccion de solventes sugerian
que el sustrato con mejores resultados eran la glucosa, con diferencias evidentes entre la
fermentacion, de tipo continua, discontinua, cerrada y abierta, y almidones de diferentes tipos
con hidrolizados. (Rao, Sathiavelu, & Mythili, 2016)

No obstante, el uso de varios de estos microorganismos es priorizado por injertos o
modificaciones génicas que permiten ciertas caracteristicas en las bacterias, no solo en
términos de produccién sino de sobrevivencia a cambios abruptos de pH. En el caso de los
clostridios fermentadores ABE regulados principalmente por la produccién de metabolitos
acorde con los cambios de pH, han sido descritos ampliamente, en concordancia se destacan
sus dos fases, y manipuladas genéticamente tras procesos de metilacién in vivo con cepas
huésped carecen de la restriccibn muy activa varias enzimas de tipo endonucleasas. Las
estrategias usadas para la aumentar produccion de butanol son alteracion de las rutas del
butirato, acetona, lactato y acetato; la tecnologia de plasmidos integracionales usando
plasmidos replicantes y no replicantes para la sobreexpresion del gen Adc; tecnologia de

RNA antisentido usada para el silenciamiento de genes. (Rao, Sathiavelu, & Mythili, 2016)

El modelo de Escherichia coli en la produccion de solventes ha sido utilizado como referencia
para establecer comparaciones con otros microorganismos. En estos estudios, se ha
analizado una mutacion en el factor de transcripcion del receptor cAMP, la cual confiere a E.

coli una mayor tolerancia al iso-butanol, permitiendo su acumulacion en el
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medio de cultivo en concentraciones mas elevadas. Ademas, se han aislado cianobacterias
capaces de utilizar CO, como unica fuente de carbono para la produccion de biocombustibles.
Un ejemplo destacado es Synechococcus elongatus PCC7942, la cual ha demostrado ser
eficiente en la sintesis de etanol, n-butanol y 2,3-butanodiol, alcanzando una concentracion de
14.5 mg/l de n-butanol. (Geng & Rongrong , 2015)

Por otro lado, en comparacion con los procesos mediados por NADPH en Clostridium
beijerinckii, este microorganismo puede producir hasta 29.9 mg/l de n-butanol, aunque su
rendimiento se ve limitado por la toxicidad del solvente. En el caso del butanodiol, se ha
propuesto una via metabdlica que coincide con la de las cianobacterias, logrando una
produccion de 2.38 g/l, lo que representa una concentracion elevada mediante rutas

metabdlicas exdgenas. (Geng & Rongrong , 2015)

Diversos estudios han demostrado el potencial de bacterias anaerobias para la produccion
eficiente de biocombustibles. Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-YS485 ha
sido modificada mediante ingenieria metabdlica para optimizar la fermentacién de xilosa,
logrando una produccién de 0.85 g/l de n-butanol a partir de 10 g/l de sustrato, lo que resalta
su capacidad para generar solventes de alto valor energético en condiciones termdéfilas
(Shao, y otros, 2011). Por otro lado, Klebsiella pneumoniae ha sido objeto de modificaciones
genéticas orientadas a mejorar la produccion de 1-butanol, 2-butanol, butanodiol,
propanodiol, etanol e Hz, utilizando glicerol como unica fuente de carbono. A partir de estas
optimizaciones en la ruta CoA-dependiente y en la via de cetoacidos, se ha reportado una
produccion de 15.03 mg/l de 1-butanol, con una productividad especifica de

27.79 mg de butanol/g de célula, demostrando la viabilidad de esta cepa en la bioconversién
de glicerol residual en compuestos de interés energético (Jung, Moo-Young

, & Min-, 2015). Adicionalmente, estudios en cepas modificadas han permitido incrementar la
produccion de 2-butanol hasta 320 mg/l, lo que representa un avance significativo en la

utilizacién de Klebsiella pneumoniae para la sintesis de biocombustibles avanzados.

Como anaerobia facultativa la bacteria Geobacillus termoglucosidasius bacilos grampositivos
y formadores de endosporas son capaces de crecer entre 40°C y 70°C, ha sido descrita para
la produccién de butanol, e iso-butanol iniciando a partir de la glucosa con concentraciones

de 3,3 g/l, a una temperatura 6ptima de 50°C.
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Dentro de las arqueas también se encuentra el Pyrococcus furiosus de forma cocoidal
flagelados, cuyos productos metabdlicos son CO; y Hz, disefiado para la super produccion de
butanol, en temperaturas elevadas, con la expresién del gen del lactato deshidrogenasa para
la produccién de 3-hidroxipropionato utilizado como electro combustible a partir de Hz.La
Produccién de butanol en este mismo sentido se han estudiado a partir de procesos de
clonacién con Thermoanaerobacter tengcongensis y de Spirochaete thermophila para
mejorar las 3 primeras reacciones acetil CoA. la produccion de 1-butanol y 2 butanol fueron 70
mg/l y 15 mg/l después de 48 horas de ingenieria genética a una temperatura de 60°C. (Rao,
Sathiavelu, & Mythili, 2016)

Caracterizacion de suelos rizosféricos

La rizosfera es el area del suelo que rodea inmediatamente a las raices de una planta, y esta
influenciada tanto por los exudados radiculares como por los microorganismos asociados. En
la rizosfera se distinguen tres componentes que, aunque separados, interactuan
estrechamente: la rizosfera propiamente dicha, el rizoplano y la raiz misma. La rizosfera es la
zona del suelo afectada por las raices, debido a la liberacién de compuestos que impactan en
la actividad microbiana. El rizoplano, por su parte es la superficie de la raiz, incluyendo las
particulas de suelo que permanecen firmemente adheridas a ella. Finalmente, la propia raiz
forma parte del sistema, ya que algunos microorganismos, como los enddfitos, pueden

colonizar los tejidos radiculares. (Barea, Pozo, & Azcdén, 2005)

Estudios recientes destacan que la composicion microbiana de la rizosfera varia
significativamente dependiendo del tipo de cultivo y las condiciones del suelo. Los exudados
radiculares especificos de cada planta juegan un papel clave en la seleccion de las

comunidades microbianas en esta region (Dennis, Miller, & Hirsch, 2010)
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Por ejemplo, en cultivos de papa (Solanum tuberosum), las bacterias de los géneros

Pseudomonas 'y Bacillus sp han mostrado ser predominantes, actuando como promotoras del
crecimiento vegetal y mejorando la resistencia de las plantas a estres bidticos y abiéticos. La
actividad microbiana de la rizosfera es crucial para el crecimiento, salud y mantenimiento de
las plantas porque ayuda a la absorcion de nutrientes y proporciona defensa contra los
patogenos. Las interacciones planta-microbio, regidas por los exudados de las raices a través
de la respuesta quimiotactica de los microorganismos hacia los compuestos organicos
secretados por las raices, desempenan un papel importante en la colonizacién de las raices
y las actividades de control bioldgico (antifungico, antibacteriano y antiviral) (Patel, Patel, &
Panchal, 2022)

El compartimento del suelo que rodea inmediatamente la raiz de la planta contiene una
cantidad significativamente mayor de microorganismos que el suelo en masa sin raices. Un
subconjunto de bacterias de la rizosfera que pueden colonizar el entorno de la raiz se

denomina rizobacterias. (Philippot L. , Raaijmakers, Lemanceau, & van der Putten , 2013)

Las bacterias colonizadoras de la rizosfera (PGPR) se reconocen al tener la capacidad de
colonizar la raiz, mantener su metabolismo generando microhabitats asociados a la raiz, con
relaciones interespecificas y al ser promotoras de crecimiento de las plantas. Las PGPR
participan en muchos procesos ecosistémicos importantes como el control biolégico de
patdgenos de plantas, el ciclo de nutrientes y el crecimiento de plantulas. De tal manera, los
mecanismos que usan son directos e indirectos, ocurriendo dentro o fuera de la planta,
respectivamente. En este sentido, el uso de microorganismos aislados de suelos para la
fermentacion de residuos de tubérculos representa una estrategia innovadora y sostenible en
la produccion de biocombustibles y otros compuestos de valor agregado. A continuacion, se

presentan las principales razones que sustentan esta aplicacion:

Adaptacién Natural a la Materia Organica
Compleja
Los suelos, especialmente aquellos ricos en materia organica contienen una diversidad de
microorganismos especializados en la degradacion de polisacaridos complejos, como el

almidén y la celulosa, que estan presentes en grandes cantidades en los residuos de
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tubérculos (Rusanescu, Cioban, Rusanescu, & Dinculoiu, 2024). Los aislados de suelo
tienen enzimas hidroliticas activas, como amilasas, celulasas y pectinasas, que facilitan la
conversioén eficiente de los tubérculos en azucares fermentables, mejorando el rendimiento

del proceso fermentativo (Krueger, y otros, 2012)

1. Diversidad Metabdlica para la Produccion de Biocombustibles
Los microorganismos del suelo han evolucionado para utilizar diferentes fuentes de
carbono, lo que los hace altamente versatiles en procesos fermentativos. Ciertas bacterias
anaerobias aisladas de suelos agricolas han demostrado alta eficiencia en la conversion
de residuos de tubérculos en bioetanol y biobutanol, superando a cepas modelo como
Saccharomyces cerevisiae y Clostridium beijerinckii en algunos casos (Adegboye,
Ojuederie, Talia, & Babalola, 2021)

2. Reducciéon de Costos y Aprovechamiento de Residuos Agroindustriales
El uso de residuos de tubérculos como sustrato de fermentacion reduce la dependencia de
azucares refinados, lo que disminuye los costos de produccion y contribuye a la economia
circular. Los residuos de papa, yuca y batata contienen hasta un 70% de almidén, lo que
los convierte en una fuente rica en carbono para la fermentacion (Mahish, Kumar Verma,
Verma, Arora, & Otero, 2024)

3. Potencial para la Biorremediacién y Valor Agregado
Algunos aislados de suelo no solo fermentan los residuos de tubérculos, sino que también
pueden biodegradar contaminantes o producir compuestos de valor, como acidos
organicos, enzimas industriales y polimeros biodegradables. El uso de microorganismos
nativos del suelo evita la introduccion de cepas foraneas, lo que minimiza riesgos
ecologicos y promueve un enfoque de fermentacion sostenible y basado en recursos

locales (Mahish, Kumar Verma, Verma, Arora, & Otero, 2024)
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Suelo rizosférico asociado a cultivo de papa
Solanum tuberosum

El aislamiento de bacterias anaerobias de los suelos asociados al cultivo de papa puede
proporcionar beneficios significativos para la agricultura sostenible. Estas bacterias pueden
mejorar la disponibilidad de nutrientes clave en suelos de baja oxigenacién, mejorar la
estructura del suelo y aumentar la eficiencia en el uso de fertilizantes, reduciendo la
necesidad de insumos externos. (Philippot L., Raaijmakers, Lemanceau, & Putten, 2013)
Ademas, su rol en la descomposicion de materia organica puede contribuir a la
acumulacion de materia organica en el suelo, un indicador clave de la calidad del suelo y

su capacidad para retener agua y nutrientes.

Algunas investigaciones han demostrado que las bacterias anaerobias también pueden
desempefar un papel en la promocion del crecimiento vegetal mediante la produccién de
fitohormonas y la supresioén de patégenos del suelo, lo que puede reducir la incidencia de
enfermedades en el cultivo de papa. Por lo tanto, su estudio y aislamiento pueden abrir
nuevas vias para el desarrollo de bio-inoculantes y estrategias de manejo integrado de

plagas que reduzcan el uso de agroquimicos. (Berendsen, Pieterse, & Bakker, 2012)

Fermentacion ABE

Los procesos fermentativos de bacterias anaerobias se pueden relacionar con 3 etapas,
en la primera ocurre la hidrélisis y la fermentacion, la segunda ocurre la acetogénesis y

por ultimo la metanogénesis. (Corrales, Antolinez Romero, & Bohdrquez Macias, 2015)

Es un proceso bifasico que a partir de azucares se producen acidos (acetato, butirato) y

solventes (acetona, butanol, etanol
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Figura 1 Diagrama de fermentacién ABE, acetogénesis, y solventogénesis
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Los sustratos de azucar se transforman en los acidos organicos acido acético y butirico.
Posteriormente, el azlucar adicional y los acidos formados se convierten en una mezcla de
acetona, butanol y etanol, dependientes de la concentracion celular hallada en los medios de

cultivo.

Las fermentaciones ABE convencionales producen mezclas de productos que contienen
acetona: butanol: etanol en una proporcion de 3:6:1 en volumen, con rendimientos de
alrededor de 0,3-0,35 g de producto por g de glucosa alcanzados tipicamente (= 0,18— 0,21
g iso-butanol por g de glucosa, 0,44-0,51 mol/mol) (Ewing, y otros, 2022)

El butanol se utiliza como precursor del acetato de butilo, que se utilizaba como disolvente
para lacas de automoviles. Inicialmente, las plantas de ABE utilizaban almidon
(principalmente de maiz), que se puede hidrolizar a glucosa mediante el uso de diversas
cepas Clostridium, como materia prima para la fermentacion. Tras el descubrimiento de cepas
capaces de metabolizar la sacarosa: en la década de 1930, la melaza que contenia azucar se
convirtié en el sustrato preferido. El auge de la industria petroquimica provocé el cierre de la
mayoria de las plantas de ABE en las décadas de 1950 y 1960, aunque se sabe que la
fermentacion industrial de ABE continud hasta la década de 1980 en Sudafrica y la URSS y
hasta la década de 1990 en China. El proceso industrial tradicional de fermentacion ABE se
realizd fermentando directamente la materia prima (puré de maiz o melaza) utilizando
Clostridium sp bajo una atmosfera de CO2 durante 2-3 dias a temperaturas que oscilan entre
aprox. 30 y 40 °C. (Ewing, y otros, 2022)

Actualmente se siguen buscando materias primas y rutas alternas que puedan ser activadas
en diversos microorganismos para aislamiento de aminoacidos, terpenos, aminas, acidos
acéticos, acido propiénico, acido butirico, acido iso-butirico, acido valerico, acido iso-valerico,
acido heptanoico, acido octanoico, acido lactico, acido malico, entre otros. Esta busqueda se

mantiene a partir de la biomasa mas apta para iniciar la ruta, que
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condiciones deben tener los microorganismos para mantener dichas condiciones, y por
supuesto que la biomasa promueva alternativas de una economia circular que permita

aprovechar la biomasa para distintos procesos.

Clostridium acetobutylicum genera piruvato a través de la via Embden-Meyerhof- Parnas
(EMP) y luego produce acetil-CoA bajo la accion de la ferredoxina oxidorreductasa,
acompanada de la generacion de CO; y Hz El proceso de generacion de ABE a partir de

acetil-CoA se divide en la fase acidogénica y la fase solventogénica.

En la fermentacion ABE, el Clostridium acetobutylicum sigue dos fases metabdlicas

principales:

Fase acidogénica: En esta fase, se producen principalmente acido acético y acido butirico.
La bacteria descompone los azucares mediante la glicdlisis, generando piruvato, que luego
se convierte en acetil-CoA a través de la enzima piruvato-ferredoxina oxidorreductasa. El
acetil-CoA es un punto clave en la bifurcacion metabdlica hacia la produccion de acidos
grasos volatiles (acido acético y butirico) mediante la ruta de la tiolasa, o hacia la formacién

de subproductos como hidrégeno H, y CO,.

Esta fase coincide con el crecimiento logaritmico de la célula y genera ATP, lo que
proporciona energia para el crecimiento. La sintesis de acido acético es controlada por las
enzimas fosfato acetiltransferasa y acetato quinasa, mientras que la de acido butirico esta
regulada por butirato quinasa y fosfato butiriltransferasa. A medida que estos acidos se
acumulan, el pH del medio de fermentacién disminuye gradualmente. Cuando el pH alcanza
un valor critico (~4,5), el metabolismo bacteriano cambia a la fase solventogénica, a través de
una fase de transicion impulsada por el cambio de pH. (Lin, Cong, & Zhang, Biobutanol

Production from Acetone—Butanol-Ethanol, 2023)

Los acidos organicos penetran en el citoplasma y se disocian, alterando el gradiente de
protones entre el interior y exterior de la célula. Para adaptarse, las células convierten estos
acidos en acetil-CoA vy butiril-CoA, mientras siguen consumiendo sustratos para sintetizar
butanol, acetona y etanol. Factores como la respuesta al estrés bacteriano, la regulacién
metabdlica y las condiciones de cultivo afectan esta transicién de la fase acidogénica a la
solventogénica. (Lin, Cong, & Zhang, Biobutanol Production from Acetone—Butanol- Ethanol,
2023)
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Fase solventogénica: En esta fase, los acidos formados en la fase anterior se transforman en
solventes (acetona, butanol y etanol). El acido butirico se reduce a butiraldehido, que luego
es convertido en butanol por las enzimas butiraldehido deshidrogenasa y butanol
deshidrogenasa. El acetil-CoA también puede desviarse hacia la formacion de acetoacetato,

que se convierte en acetona por descarboxilacion.

Para la sintesis de etanol, el piruvato sigue la via enzimatica de las enzimas alcohol
deshidrogenasa. Los precursores clave en esta fase son acetil-CoA, butiril-CoA y acetoacetil-
CoA, que participan en la produccion de etanol, butanol y acetona, respectivamente. La
catalisis del aldehido/alcohol deshidrogenasas (Adh) produce butanol y etanol, mientras que
la sintesis de acetona, catalizada por acetoacetil-CoA transferasa (CTFAB) y acetoacetil-CoA
descarboxilasa, libera CO,. La produccion de acetona esta acoplada con la reabsorciéon de

acidos, y su inhibicion también afecta la generacién de alcoholes.

A medida que la fermentacién avanza hacia su fase final, la acumulaciéon de productos,
especialmente butanol, junto con el agotamiento de nutrientes, induce la formacion de
esporas debido a la toxicidad de los productos y el estrés ambiental, marcando el fin de la
fermentacion. (Lin, Cong, & Zhang, Biobutanol Production from Acetone—Butanol-Ethanol,
2023)
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Figura 2 Ruta metabdlica de Clostridium acetobutylicum tomado de Jones et al 2000 Acetone-Butanol Fermentation
Revisited

(a)
penioss plvcore
aTp
ATP  ADP
ADP
pentese (B givcose & Be——sgivcose + (B ADP glucos® cpgranulose
Pl
fructose & (B)
arey ®
AOF/
(21 gyceraiganyae 3 (B
/wuuo Ad Onawssmmma
@ \. NADH
2MADH @ ¥
4409 '
By NAD + ]
NAD+  NADM llf'o) LR T I ———
D L e i e (3} pyrweate
Cha Fa On

NADM NADPM
® ® (%]
NAD » NADP S O

ATP ADP Coa P NADKH MaD + NADH NAD 4
| —
: acetate # eyl ® .A.Z—-a. nu'yl-CoAALY acelylaidehyde AL.[—-N.»M
® ©® © 2, ©

’_1 O \" Coa
co,
:%.aununuu

o dCGTORCHIyl «Ca A
/nacoo
e wan s

I-hydioaybutyryl ~CoA

o] W™

\:vclun,. CoA
\ NADK

/ NAD &
ATF  ADP Coh e, NADH WAD + NADPK  MaDP+
[eirrare Jommemm bty 1t @ e sutieyi- €04 __yz\_.,u A2 ]

@ ®

Balance Redox y Energético: El proceso estad limitado por la disponibilidad de
NADH/NADPH, necesarios para las reacciones de reduccion en la sintesis de butanol. La
adicion de precursores como el acido butirico puede aliviar estas limitaciones al reducir la

cantidad de pasos biosintéticos que consumen estos cofactores.
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Control de pH: La produccion de solventes es altamente sensible al pH. Un pH
bajo favorece la formacion de acidos, mientras que un pH ligeramente mas elevado
promueve la sintesis de solventes. Esto se puede controlar con tampones o ajustes

en el cultivo.

Condiciones anaerobias: La fermentacion ABE requiere condiciones
estrictamente anaerobias, ya que la presencia de oxigeno inhibe tanto el

crecimiento celular como la produccion de solventes.
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Condiciones para la fermentacion ABE

Para generar un proceso de fermentacién Optimo, es necesario mantener ciertas
condiciones que favorezcan el crecimiento de las bacterias, y la produccion de solventes

a la concentracion que se espera. A partir de esto es necesario tener en cuenta:

e pH optimo: El pH del medio de fermentacion debe mantenerse en un rango
dependiendo de la fase en la que se encuentre la ruta metabdlica, por lo general
pH entre 5,5y 6,5 es el ideal ya que no inhibe el crecimiento bacteriano en sus
distintas fases.

e Fuente de Carbono: La fuente de carbohidratos fermentables como almidon,
glucosa, sacarosa, celulosa, son las fuentes iniciales de la ruta metabdlica, los
microorganismos poseen enzimas que les permiten monomerizar carbohidratos
como el almidén, por medio de enzimas tales como la a amilasa.

e Temperatura: La temperatura de fermentacion es un factor determinante para el
crecimiento de las bacterias, durante el proceso de fermentacién se recomienda
rangos entre 35,5 - 37°C.

o Nitrégeno: La fuente de Nitrogeno es obligatoria para la fermentaciéon, y el
crecimiento inicial de las bacterias.

e Anaerobiosis: Es necesario mantener las condiciones libres de O para la
produccion de solventes de acuerdo la cepa.

o Tiempo de fermentacion: El tiempo de fermentacion varia segun la cepa, de manera
que debe mantener las demas condiciones para cumplir con la generacién de los

solventes.
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De los diversos sustratos estudiados para generar metabolitos, y en el caso de la
fermentacion ABE, se ha usado la yuca, es un tubérculo rico en almidén y se cultiva
principalmente en regiones subtropicales y tropicales. En China, Vietnam y Tailandia, la
yuca se utiliza principalmente para la produccién y la preparacion de almidén y puede
crecer en tierras infértiles sin competir con los cultivos de cereales, de esta manera al ser
usado como sustrato para la fermentacién los valores entre la produccion de butanol, a
partir de la cepa de Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 en contraste con los de

glucosa, son muy similares. (Gu, y otros, 2009)

En otros estudios se indica el almidon de sagu hidrolizado enzimaticamente contiene
pequefas cantidades de compuestos nitrogenados, asi como trazas de minerales y
suplementos nutricionales que mejoran la fermentacion en microorganismos. Se ha
utilizado como sustrato para varios procesos de fermentacién, como la produccion de acido
lactico, produccién de ABE y la produccion de butanol. (Nasser, Shorgani, Sahaid Kalil,
Mohtar, & Yusoff, 2013)

En cuanto al uso de otros almidones Ipomoea batatas también conocida como “batata
colombiana” se caracteriza por su alta calidad, con propiedades fisicoquimicas que lo
hacen adecuado para diversos usos industriales, incluidos los procesos de fermentacion.
Este almidon tiene un alto contenido de amilosa y una capacidad de gelificacién favorable,
lo que le otorga una textura suave y homogénea al ser sometido a procesos de degradacion
enzimatica. Ademas, presenta una alta capacidad de absorcion de agua y un buen
comportamiento frente a tratamientos térmicos, caracteristicas que lo hacen adecuado
para la producciéon de biocombustibles como el butanol durante la fermentaciéon ABE. El
tamano de los granulos de almidon de Ipomoea batatas varia generalmente entre 5y 40
pum en diametro. Sin embargo, los granulos de almidon de diferentes variedades de batata
pueden tener ligeras variaciones en tamano, dependiendo de factores como el clima y las

condiciones de cultivo. En la batata colombiana, estos granulos tienden a ser
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pequefos a medianos en comparacion con otras fuentes de almidéon como el maiz o la

papa (Lin, y otros, 2019)

El almidon de name (Dioscorea spp.) se caracteriza por sus propiedades fisicoquimicas
particulares, que permiten aplicaciones industriales como alimentos, papel y bioplasticos.
Sus granulos de almidén varian en tamano de 10 a 100 um, con una forma ovalada o
redondeada. Tiene un alto contenido de amilosa (entre el 20-30%), lo que le otorga
propiedades de retrogradacion favorables, como la formacién de geles firmes tras el
enfriamiento, una cualidad util en la industria alimentaria. Ademas, este almiddon exhibe
una alta viscosidad y capacidad de absorcién de agua, lo que lo hace util en la produccion

de productos espesantes y adhesivos.

El almidon de papa (Solanum tuberosum) tiene granulos de gran tamano, que varian entre
5 y 100 micrometros, siendo algunos de los mas grandes entre los almidones vegetales.
Este almidon se caracteriza por su alta capacidad de hinchamiento y gelatinizacién a
temperaturas relativamente bajas, lo que lo hace ideal para aplicaciones en la industria
alimentaria, como espesantes, agentes estabilizadores y en la produccién de papas fritas
y productos horneados. Ademas, el almidén de papa tiene un contenido de amilosa
moderado (aproximadamente 20-30%), lo que le otorga buenas propiedades de formacién
de geles, siendo util también en la fabricacién de bioplasticos. (Al-Shorgani, Sahaid Kalil ,
& Wan Yusoff , 2011)

En contraste la arracacha o Arracacia xanthorrhiza, es un tubérculo nativo de los Andes
que se cultiva principalmente en paises como Colombia, Venezuela, Perq, y Brasil. Este
tubérculo es apreciado por su alto valor nutricional y por las propiedades unicas de su
almiddn, que lo hacen util tanto en la alimentacion humana como en la industria. El almidén
de arracacha es particularmente valorado por su fina granulometria, lo que le otorga una
textura suave y de facil digestion, superior a la de otros almidones como el de maiz o papa.
(Cortazar, Wolf, & Armendariz Gonzalez, 2013)

El almiddn de Arracacia xanthorrhiza presenta una composicion unica que lo distingue de
otros tubérculos. Este almidon tiene una alta viscosidad y claridad en soluciones acuosas,
lo que lo convierte en un excelente espesante en la industria alimentaria. Ademas, debido

a su bajo contenido de amilosa (alrededor del 20%), es mas facil de gelatinizar y se
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considera mas adecuado para la elaboracion de productos de reposteria y alimentos
infantiles. El tamafo pequefo de sus granulos, generalmente de entre 2 y 5 micrometros,
contribuye a una rapida degradacién en el tracto digestivo, haciéndolo ideal para dietas de

facil digestion (Sanchez , Ceballos , Morante , & Dominique, 2016)

Caracteristicas de fermentadores ABE

Dentro de la clase Clostridia, se encuentra una amplia diversidad de microorganismos con
caracteristicas metabdlicas variadas. A pesar de esta diversidad, comparten una serie de
propiedades comunes, definidas en estudios filogenéticos antiguos. Entre estas
caracteristicas destacan su morfologia en forma de bastén, la presencia de una pared
celular Grampositiva con multiples capas de peptidoglicano, y la capacidad de formar
endosporas termoestables. Ademas, presentan un crecimiento anaerdbico, un
metabolismo fermentativo sin capacidad de reducir sulfatos, y un bajo contenido de G+C

en su ADN genomico. (Durre, 2007)

El grupo incluye especies psicréfilas, mesdfilas y terméfilas, muchas de las cuales poseen
flagelos peritricos que les permiten la movilidad en distintos entornos. Su resistencia a
condiciones extremas, como sequedad y altas temperaturas, les confiere una notable
adaptabilidad.

En el ambiente natural, las bacterias del género Clostridium desempefan un papel
fundamental en la degradacion de materia organica, transformandola en acidos organicos,
alcoholes, CO,, H, y minerales. Ademas, tienen la capacidad de sintetizar fuentes de
carbono complejas en una variedad de metabolitos, incluyendo acidos carboxilicos,
cetonas y solventes como propanol y butanol, lo que las hace de gran interés en procesos

biotecnoldgicos y en la produccion de biocombustibles.
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Ampliamente se han estudiado secuencias por RNA 16s, para la inclusiéon de cepas al

grupo, no obstante, las clasicas pruebas son necesarias para la identificacién de

Clostridium, estas caracteristicas son:

Morfologia colonial en medios de cultivo sélidos y aspecto en medios de cultivo
liquidos

Morfologia celular, incluido el tamafio y la forma de la célula, morfologia de la
endospora, motilidad

Morfologia de los flagelos, estructuras de fijacion y produccién de capsulas
extracelulares, granulos intracelulares y reacciones de tincion, y ultraestructura de
la pared celular

Caracteristicas de crecimiento, incluidos los intervalos superiores, inferiores y
Optimos de temperatura

pH y otros parametros de crecimiento

Grado de anaerobiosis y requisitos atmosféricos

Nutricion, necesidades de crecimiento y bioquimica

Absorcidn, utilizacion de azucares y aminoacidos

Capacidad para degradar macromoléculas complejas, incluidos carbohidratos y
proteinas

Tipo de metabolismo empleado y productos finales producidos

Capacidad de utilizar compuestos como unica fuente de carbono para la energia y
el crecimiento

Capacidad de utilizar compuestos como fuente de nitrégeno y metabolismo del
nitrégeno

Produccién de toxinas y enzimas extracelulares

En cuanto a las fuentes de Carbono usadas para sus procesos metabdlicos se dividen, en

sacaroliticos, proteoliticos, “lipidicos” y mixtos. Cada grupo realiza una sintesis con

azucares, proteinas, lipidos, azucares/proteinas respectivamente. (Diallo, S.W.M, & Lopez
Contreras, 2021)

La relacién con la esporulacion de los clostridios fermentadores ABE es la de solventes,

ya que la produccion de solventes puede afectar a la célula bacteriana, cambiando el pH
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al punto de promover la esporulacion o la apoptosis. La esporulacién es un mecanismo de
defensa que usan para generar una endospora que metabdlicamente esta inactiva y tiene
un alto costo energético para las bacterias. Las endosporas pueden sobrevivir a
tratamientos severos como altas temperaturas, la presencia de oxigeno (para bacterias
anaerobicas), desecacion, incubacion de lisozima, radiacion ionizante y solventes
quimicos. (Diallo, S.W.M, & Lopez Contreras, 2021)

Esporulacion

El proceso de esporulacion esta indirectamente relacionado a la produccién de solventes,
ya que induce a un estado de latencia, donde el microorganismo forma granulos con
reservas inorganicas y organicas, que pueden proveer de fuentes de Carbono y Nitrégeno.
La produccién de DPA (Acido dipicolinico) y Ca*, esta relacionada con el mantenimiento
de la actividad de la espora, el DPA puede representar en clostridios hasta el 30'% del

peso seco de la espora.

La ubicacién de la espora es un aspecto destacado en la identificacion de especies dentro
del género Clostridium; en Clostridium pasteurianum espora terminal, en Clostridium

beijerinckii espora excéntrica, espora subterminal en Clostridium acetobutylicum.

Ademas de esto, la esporulaciéon puede estar relacionada directamente con la fuente de
Carbono del medio de crecimiento, fuente mineral y medio externo, de tal manera que en
especies como Clostridium beijerinckii promueve la produccién de esporas, con la glucosa
en el medio de cultivo, media a su vez en otras especies por el contenido metalico en el
medio. (Diallo, S.W.M, & Lopez Contreras, 2021)
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Figura 3 Proceso de esporulacion adaptada (Diallo, S.W.M, & Lopez Contreras, 2021)
PROCESO DE ESPORULACION
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Los especimenes de las cepas tipo suelen estar normalmente en las principales colecciones

de cultivos de referencia, las cepas tipo no necesariamente debe ser la mejor representada,
sino las mas descrita. Para ser incluida en una especie, cualquier cepa nueva debe

compararse con las caracteristicas de la cepa tipo.

Habitat

Los clostridios son bacterias anaerobias obligadas con una tolerancia limitada al oxigeno.
Esta sensibilidad se debe a su incapacidad para neutralizar los reactivos de oxigeno
generados durante el metabolismo aerdbico. Los productos toxicos, como el superdxido y el
peréxido de hidrégeno, son normalmente degradados por enzimas como el superdxido
dismutasa (SOD) y la catalasa. Sin embargo, en clostridios fermentadores, la actividad de
estas enzimas es baja o inexistente, lo que limita su tolerancia al oxigeno. No obstante,
algunas especies, como Clostridium perfringens'y Clostridium ramosum , poseen SOD, lo que

le confiere cierta resistencia al oxigeno. Durante el crecimiento los clostridios.
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establecen caracteristicas bajas en el potencial redox, entre 200 — 400 mV en el ambiente,
posteriormente la germinacion de las esporas es dependiente de la exposicion al 02, y
pueden durar afios en espera de iniciar el proceso hasta que encuentren condiciones
anoxicas estrictas o facultativas parciales, en este ultimo la cantidad de nutrientes posterior

a la germinacién debe suplementar dichas condiciones. (Okabe, y otros, 2023)

Requerimiento de nutrientes

Los requerimientos de nutrientes clasifican a los microorganismos del género Clostridium

en 4 grandes grupos:

1. Clostridios sacaroliticos: Son usualmente no patégenos, capaces de crecer en
carbohidratos como la xilosa, manitol, glucosa, fructosa, lactosa entre otros. Este
grupo incluye especies que usan almidoén, celulosa, pectina, y quitina.

2. Clostridios proteoliticos: Son microorganismos que secretan proteasas vy
proteinas digestivas que fermentan acidos grasos de cadenas ramificadas, un gran
numero de clostridios proteoliticos son altamente patogénicos.

3. Clostridios mixtos: En este grupo estan los microorganismos que pueden
sintetizar ambos sustratos y agregarlo a su metabolismo; con alta capacidad de
sintetizar muchos componentes organicos, con habitats que permiten una buena
formacion de esporas mientras todas las condiciones permiten generar la célula
vegetativa. (Durre, 2007)

Para las cepas de referencia usadas se destacan las caracteristicas asociadas a su metabolismo,
dentro de esta clasificacion se indica que C. acetobutylicum ATCC 824 y C. beijerinckii, son
amiloliticas, y son capaces de hidrolizar los almidones por enzimas propias de dichas cepas y

tendran ventajas para la produccion de biomasa y solventes.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar aislados bacterianos fermentadores ABE que a partir de suelo rizosférico

sean capaces de producir butanol como solvente principal.

Objetivos especificos

1. Caracterizar los microorganismos fermentadores ABE aislados de suelo rizosférico

2. ldentificar los productos y rendimientos de la fermentacion ABE a partir de fuentes
de Carbono seleccionadas mediante cromatografia liquida (HPLC).

3. Seleccionar y contrastar los aislados fermentadores ABE con cepas de referencia
ATCC 824, Clostridium beijerinckii, y Clostridium sacharoperbutylacetonicum para

la produccion de solventes.



PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA

El creciente uso de combustibles fésiles ha generado preocupaciones ambientales
significativas debido a su contribucion al cambio climatico, la contaminacion y el agotamiento
de recursos no renovables. En este contexto, la busqueda de fuentes de energia alternativas,
sostenibles y renovables, como los biocombustibles, se ha convertido en una prioridad a nivel
mundial. Entre los biocombustibles, el butanol ha ganado interés debido a sus propiedades
favorables, como su alta eficiencia energética y menor impacto ambiental en comparacion

con los combustibles tradicionales.

A pesar de los avances en la investigacién de biocombustibles, la produccién de butanol
mediante fermentacion ABE (Acetona-Butanol-Etanol) aun enfrenta varios desafios. Entre
estos, uno de los mas criticos es la optimizacion de los medios de cultivo, en particular la
relacion Carbono/Nitrégeno (C/N), que juega un papel clave en el crecimiento microbiano y
la eficiencia en la produccion de solventes. Si bien se han realizado estudios sobre el uso de
diferentes cepas bacterianas y fuentes de carbono, persiste la necesidad de mejorar el
conocimiento sobre cémo estas interacciones afectan la productividad y como pueden ser

optimizadas para lograr procesos mas eficientes y sostenibles.

Dado que los residuos agricolas representan una fuente renovable y econémica de sustratos
para la fermentacion, es crucial investigar como la variacién en la relacion C/N en estos
medios influye en la produccién de butanol. Asi, el problema central que aborda esta
investigacion es como ajustar los medios de cultivo, especialmente en lo que respecta a la
proporcion de carbono y nitrégeno, para maximizar la produccion de butanol mediante la

fermentacion ABE.
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HIPOTESIS

En el contexto de la biotecnologia aplicada a la produccion de biocombustibles, los
microorganismos capaces de llevar a cabo fermentaciones tipo ABE (acetona-butanol-
etanol) representan una alternativa prometedora para la obtencién de solventes con alto
valor energético, como el butanol. Esta investigacion busca evaluar el potencial de aisladas
bacterias provenientes de suelo rizosférico para producir butanol como metabolito
principal, considerando que su desempefio podria estar influenciado por diversos factores,
entre ellos la cepa utilizada, el tiempo de fermentacién y la fuente de carbono. En este
sentido, se plantean las siguientes hipotesis de trabajo, que orientaran tanto la
caracterizaciéon microbiolégica como el andlisis comparativo con cepas de referencia

mediante herramientas estadisticas como el andlisis de varianza (ANOVA).

Hipétesis general:

e Hi: Existen aislados bacterianos fermentadores ABE provenientes de suelo
rizosférico capaces de producir butanol como principal solvente en condiciones de

fermentacién controladas.
Hipotesis principales:

1. Hi1: Los aislados bacterianos obtenidos del suelo rizosférico presentan
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas compatibles con

microorganismos del género Clostridium capaces de realizar fermentacion ABE.

2. Hi2: La fermentacion ABE realizada por los aislados bacterianos con fuentes de
carbono seleccionadas genera perfiles de productos y rendimientos diferenciados

que pueden ser cuantificados por cromatografia liquida (HPLC).
3. His(Hipotesis estadistica):

o Ho (nula): No existen diferencias significativas en la produccién de butanol
entre los aislados bacterianos fermentadores ABE y las cepas de referencia
(Clostridium  acetobutylicum ATCC 824, C. beijerinckii 'y C.
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sacharoperbutylacetonicum), independientemente  del tiempo de

fermentacion.

o Hi (alternativa): Existen diferencias significativas en la produccién de
butanol entre los aislados bacterianos fermentadores ABE vy las cepas de
referencia, dependiendo del tiempo de fermentacion.

Enfoque estadistico:

Para probar la hipétesis H1.3, se realizara un ANOVA multifactorial, donde se evaluaran

los efectos individuales y combinados de:
e Las cepas bacterianas (aislados vs. cepas de referencia),
o Eltiempo de fermentacién (por ejemplo, 24 h, 48 h, 72 h, etc.),

e Y la produccién de butanol como variable dependiente.
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METODOLOGIA

Aislamiento y tratamiento de muestras

Aislamiento de microorganismos cultivables de
suelo rizosférico de Solanum tuberosum

El area de estudio se desarrollé en la Unidad Agroambiental el Vergel en el municipio de
Facatativa Cundinamarca con las coordenadas de 4°52'01.6"N 74°20'28.8"W perteneciente
a la Universidad de Cundinamarca, esta finca ha sido usada para cultivo de papa como
actividad académica y de investigacion. El area usada para cultivo de papa fue la base del

muestreo realizado.

Figura 4 Suelo usado para muestreo demarcacién con estacas.
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Se calculé la cantidad de muestras que tendrian la desviacion estandar deseada para abarcar

una muestra representativa bajo las condiciones del suelo en cuanto a la diversidad de los
microorganismos deseada. Teniendo en cuenta que el nimero de muestras optimo para una
extensién de 10 Ha es de 15 se calcularon la cantidad de muestras para obtener una muestra
representativa, ya que es este método se sugiera una muestra por hectarea; esta técnica es
comun en estudios de microbiologia de suelos, ya que permite capturar la variabilidad

espacial en un area determinada. El nUmero de muestras a recolectar dependera de:

Extension del area (10 Ha).
Variabilidad esperada del suelo

Método de muestreo (zig-zag cubriendo toda la zona).

W N =

Densidad recomendada de muestreo (muestras por Ha).

Figura 5 Estacas demarcadas para muestreo.
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Distribucion de muestras el area de estudio

El método de muestreo usado es Zigzag, debido a que las plantas tienen su mayor densidad
radicular en una profundidad de 15 a 20 cm, los analisis de rizosfera se tomaron muestras

sobre 25 cm, para identificar analisis de salinidad la longitud de muestras es de 5 cm.

Figura 5 Ejemplo zona de muestreo

Caracteristicas quimicas y fisicas del suelo

» pH: Se tomaron medidas de pH de cada uno de los puntos de toma de muestras
de suelo, variante entre los puntos 6,4 +- 2

» Textura: Franco-arenosa a franco-limosa, lo que significa que contienen una
mezcla de particulas de arena, limo y arcilla, con predominancia de particulas
medianas.

» Estructura: Granular y migajosa, lo que facilita tanto el movimiento del agua como
del aire en el perfil del suelo. Esto también contribuye a un buen crecimiento de las

raices y a la estabilidad de los cultivos.

Se tomaron 25 muestras de suelo rizosférico, suelo para analisis de composicion, y raices
pertenecientes a rizosfera de papa pastusa Solanum tuberosum. La forma de muestreo se
dio a partir del uso de un palin, se abre un hueco en forma de “V”, se corta una tajada de
espesor uniforme de 2 a 3 cm de gruesa; manteniendo dicha tajada sobre la pala se

eliminan los bordes. Esta operacion se repitio 20 veces a lo largo de 1 Ha.

Para el empaque de las muestras se emplearon bolsas plasticas herméticas, se sellan de
manera inmediata para evitar la entrada de agua, y evitar el cambio de pH del suelo, hasta

llegar al laboratorio, para el transporte se us6 una nevera de icopor de 50 I.
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1.1 Procesamiento de muestras

Para el tratamiento de las muestras en laboratorio se calcul6 el porcentaje de humedad
situando 10 g de muestra suelo en el horno a una temperatura de 105 °C durante 24 h y
se procede a medir nuevamente la masa. Las otras muestras de homogenizaron, se
tamizaron con medidas de 0,55 mm y se descartaron las fracciones que no pasaron dicho
tamiz, puesto que pertenecian a piedras.

Para la seleccion de las muestras analizar se uso el “método de cuarteo” que consiste en
poner la muestra tamizada sobre una hoja de papel formando un montén cénico, con una
espatula se dividid en 4 partes iguales, y se tomaron dos partes iguales para rotular las

muestras por punto.
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Figura 6 Imagen explicativa de “método de cuarteo” tomado de (Monica J., 2010)

>
Ve

AR
o

Sobre superficie duray Homogenizar de nuevo y Enrasar y dividir la muestra
limpia haver un cono volver a formar el cono

Muestra dividida en cuartos Escoger cuartos opuestos y
descartar los otros dos

Extraccion de almidones

Pretratamiento de residuos de tubérculos

Los tubérculos usados para los medios de cultivo son residuos industriales, de batata, Aiame,
y papa, a su vez se compararon con un medio de cultivo control, con almidén de papa,

reactivo analitico.

Los residuos industriales de los tubérculos corresponden cosechas que no se usan para la
distribucion, ya sea por tamano, forma o color, de tal manera generalmente se desechan,
inicialmente se lavaron, quitando impurezas prominentes y se midié su masa hasta alcanzar

los topes propuestos para la extraccion.
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Preparacion de almidones como fuente de Carbono

Se hizo la extraccion de almidon de batata, fiame y arracacha por medio de El almidén de
papa de la variedad, se extrae segun la metodologia propuesta por Aristizabal y Sanchez
(2007). (Aristizabal, Sanchez, & Mejia Lorio, 2007)

Los tubérculos en buen estado son lavados, pelados y cortados en finas rodajas, luego son
triturados en un rayador de 0,5 cm por agujero, en algunas metodologias lo relacionan con
licuados, pero es posible que se rompan algunas estructuras de almidén mas de lo deseado.
Luego el producto obtenido se filtra con la ayuda de un lienzo, realizando varios lavados de
la pulpa con agua destilada para retirar todo el almidén hasta que el liquido saliera claro. Se
continua con la sedimentacion de los lavados durante 4 horas, se separa el agua presente y
la pasta resultante se somete a secado en estufa por 24 horas a 48°C; finalmente se muele o
se macera el almidén y se almacena en bolsas con cierre hermético de polipropileno calibre
de 0,002 m en ambiente seco. Posterior a esto los almidones son comparados en cuanto a

color, tamafo de poro y consistencia.

Figura 7 Almidones de papa, arracacha, fiame, yuca y batata respectivamente.

Almidon de Almidén de Almidon de Almidon de
batata name papa arracacha



52 EVALUACION DE BACTERIAS FERMENTADORAS ABE DE SUELO
RIZOSFERICO PARA PRODUCCION DE SOLVENTES

Preparacion de medios de cultivo

Medio de cultivo para activacién bacteriana

Se prepararon medios de cultivo con RCM (Reinforced Clostridium Medium), inicialmente las
bacterias evaluadas fueron cepas ya identificadas en la literatura para fermentacién ABE,

Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium sacharoperacetonicum, Clostridium

beijerincki, éstas fueron suministradas por el IBUN, y activadas en viales de 100 ml durante
24 h, incubadas a 37°C.

Figura 8 Medios de cultivo preparados con los diversos almidones en viales.
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¢ Métodos analiticos para cuantificacion de biomasa

Se realizaron mediciones cada 2 horas del crecimiento bacteriano, la densidad 6ptica por
medio de espectrofotometro UV VIS a 600 nm, esto indica la refraccién de la concentracién

de bacterias que hay en ese tiempo de medicion.

Para la cinética de todos los microorganismos (C acetobutylicum ATCC 824; C beijerinckii;
C sacharoperbutylacetonicum,, y de los aislamientos (Ax ;Px; My) se calculd peso seco de

cada muestra por intervalos de 2h.

Para el peso seco se tomaron muestras de cada tiempo de medicién en tubos eppedorf de

1.5 ml, se centrifugaron a 15000 rpm a temperatura ambiente, se extrae el sobrenadante, y
se resuspende a NaCl 0,9 p/v de nuevo se centrifugd con las condiciones descritas, se
descarta sobrenadante, se resuspende a 10 ml de NaCl, se centrifugo 30 min a 5000 rpm

para medir la absorbancia a 540 nm.

¢ Medio de cultivo para fermentacion
Los medios de fermentacion se realizaron y compararon segun lo descrito a continuacién

maneras:

o Medios con los almidones como fuente de Carbono alterna
Los almidones usados se trataron con NaCl 0.5 p/v, para quitar impurezas antes de ser
agregados al medio. Se realizaron 4 medios distintos que fueron evaluados con cada uno

de los aislamientos y las cepas ABE ya reconocidas en literatura.

La preparacion del Medio de cultivo liquido, Hidrolizado del almidén 5 g/l Extracto de
levadura, Almidén, NaCl. y cisteina. Este medio se usé como estandar para los demas
medios, tras la preparacion se calentaban hasta punto de ebullicién en un Schot del
volumen deseado, y se servian en viales de 100 ml, en camara de anaerobiosis,
taponandose debidamente con tapones de caucho con un grafador en el mismo medio

aislado de O.. Tras sacarlos de la camara se auto clavaron y se usaron.

= Medio P (almidén de papa)
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El medio P contiene almidén de papa 15 g/l, hidrolizado del mismo almidén 5 g/l, hidrolizado
de caseina 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l, cisteina 0,5 g/l, y NaCl 5 g/l. y los pasos ya

indicados.

= Medio B (Almidon de batata)
El medio B contiene almidon de batata 15 g/l, hidrolizado del mismo almidén 5 g/l, hidrolizado
de caseina 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l, cisteina 0,5 g/l, y NaCl 5 g/l. y los pasos ya

indicados.

e Medio N (Almidén de fiame)
El medio N contiene almidén de fiame 15 g/l, hidrolizado del mismo almidén 5 g/, hidrolizado
de caseina 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l, cisteina 0,5 g/l, y NaCl 5 g/l., y se sigui6 el

procedimiento ya indicado para T6.

¢ Medio A (Almidén de arracacha)
El medio A contiene almidon de Aiame 15 g/, hidrolizado del mismo almidén 5 g/l, hidrolizado
de caseina 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l, cisteina 0,5 g/l, y NaCl 5 g/l., y la preparacién

descrita.

Relaciéon C/N de los medios de Cultivo

Medio P (almidén de papa Solanum tuberosum)

La concentracion afiadida al medio por cada componente fue almidén de papa 20 g/l,
hidrolizado de papa del mismo almidén, hidrolizado de caseina 5 g/l, extracto de levadura 5

g/l, cisteina 0,5 g/l, y NaCl 5 g/l.
Los porcentajes de carbono de cada componente cambian y por ende su relacion C/N:

Almidon de papa: 44% de carbono

Hidrolizado de almiddn de papa: 44% de carbono
Hidrolizado de caseina: 50% de carbono, 15% de nitrégeno
Extracto de levadura: 45% de carbono, 10% de nitrégeno

Cisteina: 29% de carbono, 11.6% de nitrégeno

YV V V V VYV V

NaCl: 5 g/l (no aporta carbono ni nitrégeno)
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Se calculd la cantidad de carbono y nitrégeno en cada componente usando las siguientes

formulas:

o Almidén de papa
Carbono: 15¢g/l x 0.44= 6.6 g de carbono

o Hidrolizado de almidén de papa
Carbono: 5g/I1x 0.50=2.5¢g

Nitrégeno: 5g/Ix 0.15=0.75¢g

o Hidrolizado de caseina
Carbono: 5g/Ix0.45=2.25¢g

Nitrogeno: 5 g/1x0.10= 0.5 g de nitrogeno

o Extracto de levadura
Carbono: 5g/Lx0.45=2.25¢g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrogeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
La relacién C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:

Relacion13694¢ = 10,47
1,308 G N2

Por lo tanto, la relacion C/N es de 10.47.

Medio B (almidén de batata Ipomoea batatas)

La concentracién afnadida al medio por cada componente fue almidén de Aame: 15 g/l,
hidrolizado de almidén de fiame 5 g/l, hidrolizado de caseina 5 g/l, Extracto de levadura: 5

g/l, Cisteina: 0.5 g/l, NaCl 5 g/l (no aporta carbono ni nitrdgeno

Los porcentajes tipicos de carbono y nitrégeno son los siguientes:
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o Almidén de fiame: aproximadamente 70% de carbono segun la especie indicada
o Hidrolizado de almidén de batata: también asumimos aproximadamente 70% de
carbono.

o Hidrolizado de caseina: 50% de carbono, 15% de nitrégeno
o Extracto de levadura: 45% de carbono, 10% de nitrégeno
o Cisteina: 29% de carbono, 11.6% de nitrégeno
Se calculé la cantidad de carbono y nitrégeno en cada componente de la siguiente manera:

o Almidoén de batata:
Carbono: 15g/Lx0.44=6.6 g

o Hidrolizado de almidon de batata:
Carbono: 5g/Lx0.25=1,25¢g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g
Nitrégeno: 5g/Lx0.15=0.75g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5g/Lx0.45=2.25¢g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145gde

Nitrogeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g

Relacién C/N =121454¢ = 9,28 g

1,308 g N2
La relacion C/N del medio de cultivo que incluye almidon de batata es de aproximadamente
9,28. Esto indica que hay alrededor de 9,28 partes de carbono por cada parte de nitrégeno

en el medio.
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Medio N (almidén de iiame (Dioscorea spp)

La concentracién afiadida al medio por cada componente fue almidén de fame 15 g/l,
hidrolizado de fiame del mismo almidén, hidrolizado de caseina 5 g/l, extracto de levadura
5 g/l, cisteina 0,5 g/I, y NaCl 5 g/l.

Almidén de name: 65% de carbono

Hidrolizado de almidén de fAame: asumimos aproximadamente 65% de carbono.
Hidrolizado de caseina: 50% de carbono, 15% de nitrégeno

Extracto de levadura: 45% de carbono, 10% de nitrégeno Cisteina:

29% de carbono, 11.6% de nitrégeno

o Almidén de hame:
Carbono: 15 g/1x0,44=6,6 g

o Hidrolizado de almidon de name:
Carbono: 5 g/Lx0.65=3.25¢g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g

Nitrégeno: 5 g/Lx0.15=0.75¢g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5 g/Lx0.45=2.25 g

Nitrégeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrogeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
La relacion C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:

Relacion C/N=14145 = 10, 814
1,308
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La relacién C/N del medio de cultivo que incluye almidén de fiame es de aproximadamente
10.814. Esto indica que hay alrededor de 10,814 partes de carbono por cada parte de

nitrégeno en el medio.

Medio A (almidén de arracacha (Arracacia xanthorrhiza)

La concentracion afadida al medio por cada componente fue almidén de arracacha: 15 g/,
hidrolizado de almidén de arracacha 5 g/l, hidrolizado de caseina 5 g/l, Extracto de

levadura: 5 g/l, Cisteina: 0.5 g/l, NaCl 5 g/L (no aporta carbono ni nitrégeno.
Hidrolizado de almidon de arracacha: asumimos 62% de carbono.
Hidrolizado de caseina: 50% de carbono, 15% de nitrégeno

Extracto de levadura: 45% de carbono, 10% de nitrégeno Cisteina:

29% de carbono, 11.6% de nitrégeno

o Almidon de arracacha:
Carbono: 15 g/Lx0,44=6,6 g

o Hidrolizado de almidon de arracacha:
Carbono: 5 g/Lx0.62=3.1g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g

Nitrégeno: 5 g/Lx0.15=0.75¢g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5 g/Lx0.45=2.25 g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrégeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
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La relacién C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:

Relacion C/N=108% = 8,329
1,308

La relacion C/N del medio de cultivo que incluye almidén de arracacha es de
aproximadamente 8,329. Esto significa que hay alrededor de 8,329 partes de carbono por

cada parte de nitrégeno en el medio.

En contraste a estos medios de cultivo, se realizan medios sin hidrolizados, es decir cada
uno de los medios con el almidén directo después del pretratamiento, y purificacion del

almidén. Esos medios de cultivos tuvieron la siguiente composicion:

Medio con almidén de papa

e Almidoén de papa
Carbono: 15 g/l x 0.44= 6.6 g de carbono

¢ Hidrolizado de caseina
Carbono: 5g/1x0.45=2.25¢g

Nitrogeno: 5 g/1x0.10= 0.5 g de nitrogeno

e Extracto de levadura
Carbono: 5g/Lx0.45=2.25¢g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

e Cisteina
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrogeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
La relacién C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:
Relacion1l2454¢ = 8,61

1,308 G N2

Por lo tanto, la relacion C/N es de 8,61.
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Medio almidén de batata

o Almidén de batata:
Carbono: 15 g/Lx0.70=10.5¢g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g
Nitrégeno: 5 g/Lx0.15=0.75 g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5 g/Lx0.45=2.25 g
Nitrégeno: 5 g/Lx0.10=0.5 g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145gde
Nitrégeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g

Relacién C/N =1539%5g¢ = 11,76
1,308 g N2

Medio almidén de name

o Almidén de hame:
Carbono: 15 g/1x0.65=9.75 g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g

Nitrégeno: 5 g/Lx0.15=0.75¢g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5 g/Lx0.45=2.25 g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrégeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
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La relacién C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:

Relacion C/N=1467 = 11,21
1,308

Medio de almidon de arracacha

o Almidon de arracacha:
Carbono: 15 g/Lx0.44=6,6 g

o Hidrolizado de caseina:
Carbono: 5 g/Lx0.50=2.5 g

Nitrégeno: 5 g/Lx0.15=0.75g

o Extracto de levadura:
Carbono: 5 g/Lx0.45=2.25 g

Nitrogeno: 5 g/Lx0.10=0.5¢g

o Cisteina:
Carbono: 0.5 g/Lx0.29=0.145 g

Nitrogeno: 0.5 g/Lx0.116=0.058 g
La relacién C/N se calcula dividiendo el total de carbono entre el total de nitrégeno:

Relacion C/N=141%5 =10, 85
1,308

Siembra y cultivo de IDs y cepas de referencia.

Los aislamientos fueron nombrados a través de 3 letras P, M, A ; los numeros que los siguen

estan relacionados con el orden de procesamiento de cada muestra.

Inicialmente se realizaron siembras en medio liquido RCM, en tubos Falcon de 50 ml,
posteriormente se agitaron en vortex durante 20 min, y se incubaron durante 12 h en cuarto de

crecimiento a 37°C, agregandosele un tratamiento de 0,5% p/v para disminuir impurezas

asociadas a la rizosfera.
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Posteriormente, se sembraron en viales con medio de cultivo anaerobios al 7.5%. Para cada
aislamiento se tomaron siembras por triplicado y se incubaron durante 24 h, posteriormente

se tomaron muestras para hacer pruebas bioquimicas, y observar por microscopia.

Activacion bacteriana

Para la activacion bacteriana los viales con los aislados de sembraban 7,5 % posteriormente
se dejaban en bafo termostatado a 70°C durante 15 min y luego por choque térmico en bafio

de hielo durante 15 min

Siembra en placa

Para la siembra en placa se seleccionaron en total 9 cepas bacterianas que presentaron
crecimiento en el medio RCM, las placas contenian RCM, preparado Agar — agar al 1.5%, de

tal manera que tuviera la suficiente consistencia para el crecimiento de Clostridium.

A su vez para analizar la cinética, se tomaron muestras cada 2h, por aislamiento para evaluar
la tasa de crecimiento de los aislados, midiéndose densidad optica en espectrofotometro. de

esta manera identificar los tiempos de crecimiento y posteriormente el de fermentacion.

Se realizaron diluciones en funciéon de la concentracion deseada, teniendo en cuenta que los
cultivos se hallaban en medio liquido con una OD conocida, se tomé una alicuota de la
muestra original, y se diluyo en 9 partes con s/n salina estéril, este procedimiento se repitié

hasta obtener una dilucion de 103, con el fin de observar las colonias presentes.
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Figura 9 Jarra de anaerobiosis, con ANEROGEN calculado segun la cantidad de placas

Las placas sembradas fueron marcadas y se insertaron en una jarra de anaerobiosis, junto a
sobres de Gaspack que permiten mantener las condiciones andxicas, a su vez se afiade un
indicador de tincion rezasurina (Indicador redox) de la marca Thermofisher, y se mantuvieron
alli para crecimiento durante 24 h, luego se tomaron muestras y fotografias para el caso de
los aislamientos y las cepas indicadas patron. Tras identificar su morfologia macroscépica, se

procede a la morfologia microscépica.

Ensayos bioquimicos

Analisis de produccion de acetona

Para identificar los aislados fermentadores ABE se realizdé una prueba de produccion de
acetona, en donde se prepard nitroprusiato de sodio 5% p/v —y 25% p/v de hidréxido de

amonio. En la presencia e acetona se formé un anillo rojo — violeta. (Montoya et al 2000)
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Identificacion Clostridium sp

Para las siguientes pruebas se tomaron las condiciones de incubacién en anaerobiosis a
37°C, jarra de anaerobiosis, y Gaspack de 9,5 | en cada una.

Produccién de indol a partir de triptéfano
Caldo triptonado pH 7,1 Triptona 15,0 g Cloruro de sodio 5,0 g Agua destilada 1000,0 ml

Disuelva los ingredientes, reparta en tubos y esterilice en autoclave 15 minutos a 121°C

Reduccion del nitrato

Para la prueba de nitratos se preparé medio agar nitrato tripticasa con nitrato de potasio,
peptona, Después de la incubacién, se afaden reactivos de Griess (acido sulfanico y a-

naftilamina) para detectar nitrito.

Hidrolisis de almidon

Para esta prueba se prepard agar almidon, se identificé durante 24h, 48h para observar

hidrolisis por medio de un halo en cada placa

Prueba catalasa

Para esta prueba de preparo medio agar nutritivo y con H.O> se comprobdé la generacién

de la enzima.

Prueba de motilidad

Para esta prueba se prepard Medio SIM en placas y observo crecimiento de 24h, 48h, y
72h, posteriormente se reviso para corroborar la prueba de indol liquida, con reactivo de

Kovac y a su vez se evalué motilidad.

Hidrélisis gelatina

Se preparo gelatina nutritiva, y se incubd durante 24h, al pasar a nevera identificar

solidificacion.
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Produccion de celulasa

Se us6 medio especifico con celulosa microcristalina, al tener el tamafo de particula

pequefo, sirve como sustrato para las particulas de celulosa. pH 5 — 7,5.

Tincion de gram

Con el fin de identificar caracteristicas mas detalladas de los aislamientos, se tifieron cada
uno de los aislados y las bacterias patron, identificando y diferenciando caracteristicas de

la pared celular y las esporas.

Tincidén de esporas

Teniendo en cuenta que el género mas reconocido para fermentadores ABE, es
esporulado, se realizan tinciones de esporas de los medios liquidos que ya han agotado
sus fuentes de Carbono, esto corroborado por mediciones de peso seco y densidad 6ptica,
se preparo frotis de una muestra de una colonia sobre una lamina desengrasada, se dejo
secar al aire y se fijo al calor. Seguidamente se cubrid la preparacion con una solucién 5%
de verde de malaquita y se colocé papel absorbente sobre esta y calentando con vapor de
agua por 15 minutos. Luego se lavo suavemente con agua y colorante por 30 segundos

con pocas gotas de safranina.

Cuantificacién de productos de fermentacion en
IDs

Tras el crecimiento bacteriano durante 24 h, el proceso de fermentacion se evalud en 24h,
48h, 72h, 96h, 104h, para cada uno de éstos se tomé muestra de los medios usados para

la fermentacion, estas muestras se retiraron a tubos eppendorf de 1,5 ml se centrifugé a
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15000 rpm y de alli se recupera tanto pellet como sobrenadante. El sobrenadante es
aprovechado para las pruebas de sustrato residual, y el pellet se resuspende en 5 ml de
s/n NaCl al 0,9 p/v estéril preparado anteriormente, se centrifuga de nuevo y de alli, se

recuperan los datos de biomasa tras medir la absorbancia a 540 nm.

Las muestras fueron procesadas a una nevera de -20°C, posteriormente se cuantificaron
en HPLC con una columna de azucares SHODEX SH1011, donde de identificaron datos
de concentracion de glucosa, almidon, acido acético, acido butirico, acetona, etanol, y
butanol para el caso de las cepas usadas como referencia C acetobutylicum, C beijerinckii,

C sacharoperbutylacetonicum.

Los cromatogramas fueron analizados y contrastados entre los datos resultantes de las

cepas de referencia y los IDs.



Resultados

Se evaluaron todas las muestras como medida selectiva para identificar las que producian
solventes, sin embargo, a todos los aislamientos se les realizaron ensayos bioquimicos
para estimar bacterias fermentadoras ABE, basados en los mismos ensayos para cepas
proporcionadas por el IBUN C sacharoperbutylacetonicum, C acetobutylicum, C beijerincki.
La nomenclatura de los aislados corresponde a letras generadas por el punto de

recoleccion.

De cada punto, se tomaron muestras, los puntos se separaron por letras, a partir de estas
de pendiendo al nimero de muestra se les asigné un numero, este es el relacionado. Todos
estos aislados fueron tratados con medio diferencial y con limitaciéon de O, para limitar su

crecimiento, y hacer una seleccién para los ensayos de fermentacion.

A continuacién, se muestran los resultados para las pruebas bioquimicas de los aislados

Tabla 1 Relacion de las pruebas bioquimicas realizadas a todos los IDs de los aislados en genera



Prueba de
bioquimica

)
P4
P6
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

M8

Catalasa

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

Hidrolisis de la

gelatina
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

Degradacién de

celulosa

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

Indol

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

Hidrolisis del

almidon

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

Produccioén de

acetona

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
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M9

M10

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

B1

B2

B3

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVA

NEGATIVO

POSITIVA

NEGATIVA

POSITIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVA

NEGATIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

NEGATIVA

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
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Titulo de la tesis o

B4

B5

B6

B7

B8

B9

C1

C2

C3

C4

C5

Cé

Cc7

Cs8

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIVA

POSITIIVA

POSITIVA

NEGATIVA

POSITIVA

NEGATIVA

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVA

NEGATIVO

NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
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C9 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO
D1 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
D2 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO
D3 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO
D4 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO
D5 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVA NEGATIVO
D6 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO




Aunque la seleccidn final de las cepas para los experimentos se basé principalmente en
su capacidad para hidrolizar almidon y producir acetona, se llevé a cabo una serie de
pruebas bioquimicas adicionales con el objetivo de obtener una caracterizacién mas
completa de los aislados. Estas pruebas permitieron identificar diversas capacidades
metabdlicas y enzimaticas de las bacterias, proporcionando informacion valiosa sobre su
potencial en diferentes condiciones y aplicaciones. Ademas, una caracterizacion
bioquimica detallada es fundamental para la identificacién precisa de las especies

bacterianas y para comprender mejor su comportamiento en procesos fermentativos.

La realizacion de estas pruebas también facilité la comparacion de los aislados con cepas
de referencia y con datos existentes en la literatura cientifica. Al documentar las
caracteristicas bioquimicas de los aislados, se desarroll6 una base sodlida para futuras
investigaciones y aplicaciones industriales, permitiendo una seleccion mas informada de
cepas para procesos especificos. En resumen, aunque la seleccién para los experimentos
se centrd en dos pruebas clave, la realizacidn de un conjunto mas amplio de pruebas
bioquimicas fue esencial para una comprension integral de las capacidades y el potencial

de los aislados estudiados.

Los IDs seleccionados son M1,Mz2, M3,M4,Ms,P2,P4,Ps,A1,A2,A3,A4,As5,A6,A7, ya que estos
dieron positivo para produccion de acetona e hidrolisis del almidon, ademas presentaban

caracteristicas similares a las cepas de referencia estudiadas.
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Figura 10 Heatmap para pruebas bioquimicas de los IDs
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Prueba bioquimica

En cuanto a las pruebas bioquimicas de los usados como patrones a continuacion se

indican:
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Tabla 2 Relacion de pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de referencia

PRUEBA CATALASA | HIDROLISIS DEGRADACION INDOL HIDROLISIS PRODUCCIO
DE DE CELULOSA DE N DE
GELATINA ALMIDON ACETONA

C. acetobutylicum NEGATIVA | NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA POSITIVA

ATCC 824

C.sacharoperbutylace| NEGATIVA | NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA POSITIVA

to nicum

C. beijerinckii NEGATIVA | NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA POSITIVA

De los aislados se seleccionaron 15 que poseian las caracteristicas de hidrolizar almidén

y produccién de acetona para realizar tincion de Gram, y tincién de esporas.

Tincién de gram

Se realizo tincidn de gran para rodos los aislados que se pudieron sembrar en placa, de
manera que se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 3 Clasificacion de gran para los IDs escogidos

IDs Prueba de Gram
P2 Gram +
P4 Gram +
P6 Gram -
M1 Gram +
M2 Gram +
M3 Gram +
M4 Gram -
M5 Gram -
A1 Gram +
A2 Gram +
A3 Gram +
A4 Gram +
A5 Gram +
A6 Gram +
A7 Gram +
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Figura 11 Algunas fotografias de las tinciones de gran, realizadas

A partir de los anteriores ensayos bioquimicos se procedid al proceso de fermentacion que

se dividioé en dos fases; crecimiento de los aislamientos y cepas y fermentacion oscura.

Morfologia macroscoépica

A continuacion, se muestran algunas de las formaciones en placa que se presentaron en

varios de los aislados
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Figura 12 Crecimiento de colonias en placa en jarra de anaerobiosis a 37°C durante 24h

.

Curva de crecimiento de las cepas de referencia

Las cepas usadas como controles se evaluaron en para cada tiempo de fermentacioén tras

tener como medio de crecimiento con medio RCM y medio de fermentacion con fuente de
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Carbono principal, También se evaluaron las cepas con los medios de dos de los diferentes
almidones; batata, iame, arracacha y papa. A continuacion, se mostraran las curvas de
crecimiento de estas, indicando como C acetobutylicum, C beijerincki, y C
sacharoperbutylacetonicum, crecen a partir de medios con almidones, de acuerdo con sus

caracteristicas distintivas en el metabolismo.

Figura 14 Produccién de ButOH en cepas de referencia con glucosa
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La cinética de la fermentacion ABE mostro diferencias notables entre glucosa y almidones.
En medios con glucosa (figura 14), las cepas C. acetobutylicum y C.
saccharoperbutylacetonicum alcanzaron concentraciones maximas hacia las 96 h (3,09 y
2,54 g/L de butanol, respectivamente), mientras que C. beijerinckii incrementé lentamente
su produccion hasta 120 h (0,35 g/L). En contraste, en medios con almidones la
acumulacion de butanol fue mas gradual y retardada. Por ejemplo, C.
saccharoperbutylacetonicum alcanzoé 1,44 g/L en arracacha y 1,76 g/L en Alame cerca de
96 h, y sélo 0,40 g/L en batata al final del experimento. C. beijerinckii presento picos tardios
en fiame (~1,10 g/L a 96 h) pero muy baja produccién en arracacha (~0,157 g/L a 120 h).
En papa la produccion fue practicamente nula, C. acetobutylicum sélo 0,0033 g/L. En
general, la glucosa indujo picos de butanol mas pronunciados y tempranos, mientras que
los almidones mostraron curvas de fermentacion mas aplanadas. Esto concuerda con
informes previos: C. saccharoperbutylacetonicum es capaz de fermentar tanto almidén
como glucosa con alta eficiencia, lo que explica su desempefio relativamente bueno en

ambos medios.
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Al comparar los valores maximos de butanol, se observa que los sustratos mas simples
dieron los rendimientos absolutos mayores. Con glucosa, C. acetobutylicum produjo el
valor mas alto (3,09 g/L) y C. saccharoperbutylacetonicum el segundo (2,54 g/L), mientras
que C. beijjerinckii sélo alcanzé ~0,35 g/L. En medios amilaceos ninguno superé estos
picos: el mayor rendimiento fue ~1,76 g/L (los 39 % del maximo con glucosa) obtenido por
C. saccharoperbutylacetonicum en hame. Con arracacha este mismo cultivo llegé a 1,44
g/L, con batata 0,40 g/L, y con papa practicamente 0 (pico ~0,346 g/L con C. beijerinckii).
En sintesis, la glucosa permiti6 rendimientos de butanol muy superiores. Estas
observaciones estan en linea con estudios previos; Castro et al. (2024) encontraron que el
almidon de Aame generd los mayores niveles de butanol, hasta 2 g/L en cepas eficaces, lo
cual es consistente con nuestros resultados donde los almidones mas eficientes (fiame,
arracacha) produjeron menos de la mitad del butanol obtenido con glucosa.

Las tres cepas mostraron perfiles de fermentacién distintos segun el sustrato. C.
acetobutylicum demostrd ser especialista en glucosa: s6lo en ese medio alcanzé un pico
alto (3,09 g/L) y en los almidones sus rendimientos fueron muy bajos. Por el contrario, C.
saccharoperbutylacetonicum fermenté eficazmente ambos tipos de sustrato: ademas del
alto rendimiento en glucosa 2,54 g/L, produjo cantidades sustanciales de butanol en hame
y arracacha 1,76 y 1,44 g/L, y moderadas en batata 0,40 g/L. Este comportamiento coincide
con informes que sefialan que C. saccharoperbutylacetonicum secreta enzimas amiloliticas

muy activas, permitiéndole utilizar directamente el almidon con alta eficiencia.

C. beijerinckii, por ultimo, mostré un perfil intermedio: produjo mas butanol en los almidones
que en glucosa, sugiriendo una mejor adaptacion a sustratos amilaceos de tipo tubeérculo.
En conjunto, estos datos indican que C. acetobutylicum responde mejor a fuentes de
carbono simples como la glucosa, mientras que C. saccharoperbutylacetonicum y C.
beijerinckii pueden aprovechar relativamente bien ciertos almidones especialmente fiame
y  arracacha. De  hecho, estudios  comparativos reportan  que C.
saccharoperbutylacetonicum N1-4 produjo ~6,04 g/L de butanol con almidén puro (1,33—
2,30 veces lo de C. acetobutylicum y C. beijerinckii), confirmando su capacidad superior

para hidrolizar y fermentar estos polisacaridos.
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La glucosa resulto el sustrato mas eficiente para maximizar la produccién de butanol en
las cepas de referencia. Sin embargo, entre los almidones evaluados el iame se perfila
como el mas prometedor: fue el Unico que permitié acercarse a rendimientos significativos
(~1,76 g/L con C. saccharoperbutylacetonicum), mientras que el almidén de arracacha
quedd en 1,44 g/L y batata/papa en 0,40 g/L. En términos de % de recuperacién, fiame
alcanzé cerca del 58 % del butanol obtenido en glucosa. Estos datos sugieren que, aunque
la fermentacién con glucosa produce mas butanol absoluto, el uso de almidones nativos
de tubérculos (principalmente Aame y arracacha) ofrece un rendimiento relativamente alto
y presenta ventajas de sostenibilidad. En efecto, la literatura destaca la viabilidad del
almidon de hame como fuente de carbono preferente en fermentacion ABE debido a sus
elevados rendimientos de butanol. En conclusién, segun nuestros datos, la glucosa es la
fuente de carbono mas eficiente en términos de rendimiento puro, pero el almidén de fiame
emerge como el sustrato amilaceo mas prometedor para la produccion de butanol,

logrando concentraciones notablemente mayores que otros almidones locales.

Figura 15 Produccién de ButOH en cepas de referencia con los medios de cultivo con diversos almidones
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Producciéon de butanol de IDs seleccionados para los
medios de produccion

A continuacién, se muestran curvas de produccion de butanol, por aislado indicando las

diferencias de crecimiento entre las fuentes de Carbono, y las cepas de referencia con

medio T y G descrito como ideal para la produccién de solventes en Clostridium sp.

Se calcularon los rendimientos de producciéon de butanol (Yp/s) para cada cepa aislada,

usando la concentracién final de butanol obtenida en la fermentacion y asumiendo un

consumo de 20 g/L de sustrato (glucosa o equivalente). La tabla 5 resume, para cada cepa

aislada, la concentracién de butanol alcanzada (g/L), el rendimiento Yp/s correspondiente

(gramos de butanol producidos por gramo de sustrato inicial) y un valor de referencia

tomado de la literatura para cepas patréon bajo condiciones estandares, con el cual

comparar dichos rendimientos.

Tabla 4 Concentracion final de butanol (g/L) y rendimiento Yp/s (g butanol/g sustrato) para las cepas

Cepa

Butanol
(g/L)

Yp/s (g/8)

Referencia (cepa patron)

Cita de contraste

M1

1,25

0,062

C. acetobutylicum -Yp/s =0,20 g/g
(glucosa)

Lee, S. Y., Park, J. H., Jang, S. H.,
Nielsen, L. K., Kim, J., & Jung, K. S.
(2008). Fermentative butanol
production by clostridia.
Biotechnology and Bioengineering,
101(2), 209-228.

M2

1,73

0,087

C. acetobutylicum -Yp/s 20,24 g/g
(mejorado)

Qureshi, N., Saha, B. C., Hector, R.
E., Hughes, S., & Cotta, M. A.
(2010). Butanol production from
wheat straw hydrolysate using
Clostridium beijerinckii. Biomass
and Bioenergy, 34(4), 559-565.

M3

1,72

0,086

C. acetobutylicum -Yp/s 20,24 g/g
(mejorado)

Zverlov, V. V., Berezina, O.,
Velikodvorskaya, G. A., & Schwarz,
W. H. (2006). Bacterial acetone
and butanol production by
industrial fermentation in the
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Soviet Union: use of hydrolyzed
agricultural waste for biorefinery.
Applied Microbiology and
Biotechnology, 71(5), 587-597.

M4

2,01

0,101

C. beijerinckii BA101 -Yp/s 0,32 g/g

Formanek, J., Mackie, R., &
Blaschek, H. P. (1997). Enhanced
butanol production by Clostridium
beijerinckii  BA101 grown in
semidefined P2 medium
containing 6 percent maltodextrin
or  glucose. Applied and
Environmental Microbiology,
63(6), 2306-2310

M5

0,64

0,032

C. acetobutylicum -Yp/s ~0,20-0,30
g/s

Balat, M. (2017). A biodiesel
production process catalyzed by
the leaching of alkaline earth
oxides: A response surface
methodology study. Journal of
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P2

0,72

0,036

C. acetobutylicum -Yp/s ~0,20-0,30
g/g

Lee,S.Y., Park,J.H., Jang, S. H.,
Nielsen, L. K., Kim, J., &Jung, K. S.
(2008). Fermentative butanol
production by clostridia.
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101(2), 209-228.

P4

0,41
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P6

0,19

0,01

C. acetobutylicum -Yp/s ~0,13 g/g
(residuo algal)
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Al
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C. acetobutylicum -Yp/s ~0,20 g/g
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Veillette, M.; Giroir-Fendler, A.;
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A2

0,12
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Faucheux, N.; Heitz, M. 2017. A
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0,3

0,015
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0,1

0,005

C. acetobutylicum -Yp/s ~0,20 g/g
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Veillette, M.; Giroir-Fendler, A.;
Faucheux, N.; Heitz, M. 2017. A
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0,33
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0,15
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Faucheux, N.; Heitz, M. 2017. A
biodiesel production process
catalyzed by the leaching of
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0,22

0,011
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Faucheux, N.; Heitz, M. 2017. A
biodiesel production process
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92(5) 1094-1103

Los rendimientos obtenidos a partir de los diferentes aislados en este estudio, usando
arracacha como fuente de carbono, se situaron entre 0,005 g/g y 0,101 g/g. Estos valores
se encuentran por debajo de los reportados en cepas patron optimizadas, como
Clostridium acetobutylicum vy Clostridium beijerinckii, utilizadas comunmente en

fermentacion ABE.

Por ejemplo, George et al. (1997) reportaron un rendimiento de 0,24 g/g para C.
acetobutylicum ATCC 824 utilizando glucosa como sustrato en condiciones optimizadas,
mientras que C. bejjerinckii BA101 ha alcanzado 0,32 g/g en condiciones similares
(Qureshi & Maddox, 2005). Estos datos son consistentes con otras investigaciones donde
se ha observado que el tipo de sustrato, las condiciones de fermentacion y el estado
fisioldégico de la cepa influyen significativamente en el rendimiento (Papoutsakis, 2008; Al-
Shorgani et al., 2012).

El mejor rendimiento en este estudio (0,101 g/g) fue obtenido por el aislamiento M4, lo cual
representa aproximadamente un 31% del rendimiento esperado para C. beijjerinckii BA101
en medios con glucosa pura (Qureshi & Maddox, 2005). Esto puede explicarse por la
complejidad estructural del almidén de arracacha, que requiere pretratamientos para su
completa hidrolisis, lo cual puede no haber sido tan eficiente como la disponibilidad
inmediata de glucosa (Romero-Vargas et al., 2023). Asimismo, cepas nativas no adaptadas
a condiciones industriales suelen presentar menores tolerancias a la acumulacién de

solventes y menores eficiencias de conversion (Jang & Lee, 2012).




84

Aislados como M2 y M3, (Tabla 4) con rendimientos cercanos a 0,087 g/g, muestran un
potencial prometedor, especialmente considerando que no han sido objeto de
mejoramiento genético ni procesos de adaptacion en cultivo continuo. Sin embargo, cepas
como A4, A2 o P6, con rendimientos por debajo de 0,01 g/g, presentan una conversion
escasa del sustrato, lo que podria deberse a inhibicion temprana por solventes, pobre
actividad enzimatica amilolitica o falta de regulacion adecuada de la transicion acido-

solvente (Zhangnan et al., 2019).

Aunque los valores obtenidos no superan los estandares industriales actuales, si
demuestran que ciertos aislados nativos, en especial M4, M2 y M3, podrian ser candidatos
para posteriores optimizaciones, ya sea por adaptacion progresiva, co-cultivos, o ingenieria
genética. Este tipo de estudios permite identificar biodiversidad microbiana funcional para
fermentaciones en condiciones no convencionales y con residuos agroindustriales,
contribuyendo al desarrollo de bioprocesos sostenibles (Orozco & Redwood, 2012). El
analisis de las curvas de produccion de butanol a lo largo de 120 horas para los diferentes
aislados bacterianos revela patrones de fermentacion altamente variables, determinados
tanto por el origen del aislado como por la fuente de carbono utilizada. Las cepas de
referencia, especialmente Clostridium saccharoperbutylacetonicum (C. sach), presentan
un comportamiento solventogénico clasico, caracterizado por un marcado pico de
produccion hacia las 96 horas y una disminucion posterior. Este patrén se observa con
claridad en todas las graficas y actia como control funcional frente al cual se evalud el

desempefio de los aislados.

En la serie A, los aislados A1 a A6 mostraron producciones mas discretas, con una clara
estabilizacion entre 0.3 y 0.6 g/L hacia el final del proceso. Aislados como A5 y A6
mostraron mejor desempefio con batata y arracacha, mientras que A2 y A4 se mantuvieron
por debajo de 0.3 g/L en la mayoria de los sustratos. Estos resultados indican un
metabolismo menos robusto o adaptable en condiciones fermentativas, aunque todavia
relevante si se consideran las condiciones de bajo costo y posible coproduccion de otro

metabolito.

En conjunto, los resultados indican que algunos aislados, en particular M3, M4 y M2,
presentan un potencial biotecnolégico competitivo frente a cepas industriales establecidas.
Ademas, la efectividad de sustratos alternativos como arracacha, batata y papa destaca su

valor en la fermentacion sostenible a partir de recursos agroindustria
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Figura 17 Producciéon de butanol de IDs serie A para los procesos de fermentacion por medio de cultivo.
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Entre los aislados de la serie M (asociado al punto de toma de la muestra), se

destacan M2, M3 y M4 por su alta capacidad de produccion de butanol. El aislado

M3 sobresale con valores superiores a 4 g/L en medio con arracacha, lo cual sugiere

un metabolismo altamente eficiente en

la conversion de almidones nativos.

Asimismo, M2 y M4 alcanzan valores por encima de 2 g/L con medios

suplementados con glucosa y batata, evidenciando su potencial para procesos

biotecnoldgicos de fermentacion ABE en sustratos alternativos. En cambio, M1y M5

presentan niveles intermedios pero sostenidos, con mejores rendimientos en

glucosa y papa. El comportamiento del aislado M4 es particularmente notable por su

tendencia exponencial en arracacha, alcanzando casi 6 g/L a las 120 horas,

superando significativamente a las cepas estandar.

Figura 16 Produccién de butanol del Id M1 seleccionados para los procesos de fermentacién por medio de cultivo
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Figura 17 Produccion de butanol del Id M5 seleccionados para los procesos de fermentacion por medio de cultivo.
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Finalmente, los aislados de la serie P (P2, P4, P6) presentaron una produccién
moderada, con valores que oscilaron entre 0,5y 1,6 g/L. P2, en particular, evidencié
un buen comportamiento con papa y glucosa, alcanzando niveles superiores a 1.5 g/L,
mientras que P6 mostro el patron tipico de las cepas referencia, con picoalas 96 hy
caida posterior. La diversidad en el perfil fermentativo entre estos aislados sugiere la
existencia de mecanismos diferenciales de tolerancia a solventes, regulacion

enzimatica y adaptacion al sustrato.

Figura 18 Produccién de butanol del Id series P (P2 — P4) seleccionados para los procesos de fermentacién por
medio de cultivo
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Figura 19 Produccion de butanol del Id P6 seleccionados para los procesos de fermentacion por medio de cultivo.
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En cuanto a las cepas usadas como referencia, C. saccharoperbutylacetonicum es
consistentemente la que alcanza el mayor pico de produccién de butanol,
especialmente alrededor de las 96 horas, con valores que en la mayoria de los
graficos superan 1.3-1.5 g/l. Esto sugiere que tiene una alta capacidad
solventogenica

En cuanto a C. acetobutylicum ATCC 824, aunque es ampliamente conocida por su
papel histérico en la fermentacién ABE, en los experimentos realizados se muestra,
una produccion moderada de butanol, muchas veces por debajo de C.
sacharoperbutilacetonicum, en cuanto a C. beijjerinckii se tiende a mostrar curvas
mas suaves y sin picos tan pronunciados.

La produccién de butanol de menor magnitud, a veces similar o inferior a algunos de
los aislados nativos como M2 o M3. Esto sugiere que, aunque Util, no siempre es el
estandar mas competitivo frente a cepas enriquecidas o adaptadas localmente.

Los aislados P2, M4 y M3 (Figura 14 y 16) alcanzan los valores mas altos de DO600
(cercanos a 2.5 - 3.0), lo que indica una buena capacidad de aprovechamiento de
arracacha, para los aislados M4 y P2 (Figura 21 y 22) tienen un crecimiento
sostenido, lo que sugiere que pueden estar adaptados a este tipo de sustrato y M3
también muestra un buen desempefo, aunque su curva es menos estable que en el

medio de glucosa. A1, A6 y P6 muestran crecimientos bajos, lo que indica que no



utilizan bien la arracacha como fuente de carbono. El IDs A3, que tuvo un buen
desempefio en glucosa, no crece tanto en arracacha, lo que sugiere que depende de

azucares simples

En el medio de cultivo con fuente de Carbono principal iame, se destacan los IDs M4
y A1 muestran las mayores densidades opticas (OD600), alcanzando valores
cercanos a 4.0, lo que indica una excelente adaptacion al almidén de hame. P2y M5
también tienen buenos valores de DO600 (alrededor de 3.0-3.5), lo que sugiere una

eficiente utilizacion del sustrato.

No obstante, los aislados como A3 y P6 presentan curvas mas bajas, lo que indica
gue no aprovechan bien el almidén de fiame. Algunos aislados como M1 y A5 tienen
un crecimiento mas inestable, 1o que sugiere que podrian necesitar mas tiempo para
adaptarse al medio.Para el medio de cultivo con fuente de Carbono principal de papa
los aislados A1 y A6 muestran los valores mas altos de OD600 (~3.5), lo que indica
una gran capacidad para metabolizar almidon de papa. Los IDs P4, M7 y P2 también
presentan un crecimiento alto (~2.5-3.0), por lo que pueden aprovechar bien este

sustrato.

Aun asi, los aislados como A5 y A7 tienen valores bajos de OD600, lo que indica
poca eficiencia en el uso de almidén de papa. M4 y M3, que fueron buenos en otros
medios como glucosa o arracacha, aqui presentan un crecimiento mas bajo, lo que

sugiere que no se adaptan bien a este sustrato.

Por ultimo, el medio relacionado con la fuente de Carbono principal de batata, indica
que los IDs A1y A6 alcanzan las mayores densidades 6pticas (DO600 ~3.5-3.7), lo
que indica que pueden aprovechar bien la batata, y siguiendo con los aislados M4 y
P4 también muestran buenos valores (~2.5-3.0), lo que sugiere que pueden procesar
este sustrato eficientemente. En cuanto a los aislados M1 y A7 presentan los valores
mas bajos de DO600, lo que indica que su metabolismo no se adapta bien al almidén
de batata, y por parte de M3 y P6 tienen un crecimiento mas inestable, lo que puede

significar que su eficiencia en este sustrato es limitada.

89
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Analisis de Curvas de Crecimiento

A continuacion de destacan las curvas de crecimiento por separado de los IDs
seleccionados para este estudio, el medio que se grafica aqui es RCM ya que asi es
posible graficar y comparar cada uno de los aislados con datos de las cepas de
referencia indicadas.

Los aislados de las series A y P (obtenidos de fermentaciones con almidén de
residuos agricolas) muestran curvas de crecimiento celular comparables a las de las
cepas patron analizadas. En experimentos controlados de fermentacion ABE con
almidéon como fuente de carbono, estos aislados tuvieron fases logaritmicas y
estacionarias que siguen el patrén bifasico tipico, sin anomalias significativas en la
cinética de crecimiento. De hecho, en términos de biomasa alcanzada y tiempos de
duplicacion, las cepas aisladas A y P resultaron competitivas frente a las cepas de
referencia tradicionales. Por ejemplo, en fermentaciones de 120 h con almidén
extraido de residuos (papa, arracacha, name, etc.), los aislados A y P lograron
crecimientos robustos durante las primeras 24 h, consumiendo los azucares
liberados del almidén y entrando en fase estacionaria con densidades celulares
comparables a C. acetobutylicum ATCC 824 o C. beijerinckii bajo las mismas
condiciones. Esto sugiere que la eficiencia de conversion de sustrato a biomasa de
los aislados es similar a la de las cepas patron. Un aspecto notable es que los
aislados A y P fueron obtenidos de entornos naturales (suelos rizosféricos) y
probablemente estan adaptados a utilizar polimeros como el almidén. Este hecho
concuerda con el desempefo observado: ambos aislados crecieron eficazmente
sobre almidéon como unica fuente de carbono, indicando produccién de enzimas
amiloliticas comparable a la de C. saccharoperacetonicum u oftras especies
amiloliticas. En la fase exponencial, los aislados mostraron tasas de crecimiento
especificas del mismo orden que las cepas ATCC, alcanzando sus maximos de
biomasa entre 18 y 30 horas dependiendo del tipo de almidén y las condiciones.

Al igual que las cepas patrdn, los aislados entraron en fase solventogénica tras la
caida de pH asociada a la acidogénesis, sin continuar creciendo en densidad, pero

manteniendo células viables durante la produccién de solventes. No se observé en



ellos un acid crash prematuro, lo que sugiere que sus curvas de pH y crecimiento
estuvieron bien sincronizadas para permitir la transicién a solventogénesis, tal como
ocurre en cepas bien estudiadas

En términos cuantitativos, si comparamos las biomasas maximas: los aislados dentro
de las series Ay P alcanzaron valores cercanos a 2—4 g/L en medio con almidén de
flame, mientras que C. acetobutylicumy C. beijerinckii de referencia rondaron 3-5 g/L
en medios equivalentes (glucosa o almidon) segun la literatura (Feldmane et al.,
2024; Branska et al., 2018)

Estas pequefias diferencias pueden deberse a variaciones en la eficiencia de
hidrolisis del almidén o en tolerancia a productos, pero en general las curvas de
crecimiento son del mismo orden de magnitud. Asimismo, el momento de inicio de la
fase estacionaria fue similar: todos los cultivos (aislados y patrones) agotaron la
mayor parte del sustrato alrededor de las 24 h, entrando entonces en fase
estacionaria/productiva. Cabe resaltar que los aislados mostraron menor
degeneracion o pérdida de capacidad solventégena durante los sucesivos
subcultivos en almidén, comparado con algunas cepas control que pueden sufrir
degeneracién. Esto implica que mantuvieron un crecimiento sostenido y consistente
en sus curvas. Al final de la fermentacion (=72 h), tanto aislados como cepas patréon
presentaron disminucion de células vegetativas por esporulacion; sin embargo, dado
que los aislados derivan de ambientes naturales, podrian tener cierta resistencia a la
autolisis, resultando en una biomasa residual viable ligeramente mayor al término del
proceso. En cualquier caso, los patrones de crecimiento celular de A y P reflejan
datos similares a los de las cepas Clostridium solventogénicas, confirmando que su
comportamiento metabdlico es analogo en presencia de sustratos amilaceos. Esto
esta respaldado por la evidencia de que las cepas aisladas fueron igual de eficientes
que las de referencia en la produccion de butanol a partir de almidén (produjeron
hasta ~2 g/L de butanol con almidéon de fAame, similar a C. beijjerinckii y C.
acetobutylicum bajo las mismas condiciones) — logro posible solo con un crecimiento
celular adecuado en la fase acidogénica inicial.

En conclusion, las curvas de crecimiento (biomasa vs. tiempo) de los aislados Ay P
se alinean fuertemente con las de C. acetobutylicum, C. beijerinckii y C.
saccharoperacetonicum, mostrando fases exponenciales rapidas seguidas de fases
estacionarias asociadas a solventogénesis, con niveles de biomasa comparables y
una eficiente utilizacién del almidén como fuente de carbono.

Las referencias recientes de fermentaciones ABE respaldan estos hallazgos,
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demostrando que, dentro de los ultimos afios, tanto cepas patron como nuevas cepas

aisladas pueden exhibir curvas de crecimiento muy similares cuando fermentan

sustratos amilaceos bajo condiciones optimizadas.

Al observar las siguientes graficas, se identifican distintas tendencias en el

crecimiento bacteriano.

Figura 20 Curvas de crecimiento de los Id A comparados con las cepas de referencia
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Figura 21 Curvas de crecimiento del Id A7 comparada con las cepas de referencia
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Con respecto a los IDs M3 y M4 muestran las mayores densidades opticas en la fase
exponencial y una caida tardia en la curva, lo que indica que podrian estar generando
mas biomasa y tener una fase solventogénica mas prolongada. En cuanto los IDs P2
y A7 también muestran buen crecimiento, pero su OD 600 no es tan alta como la de
M3 y M4, ademas no es claro si estan metabolizando las fuentes de Carbono que
hay, ya que no parece llegar a una fase logaritmica clara. Las cepas como A1y P6
presentan menor crecimiento y una fase estacionaria poco prolongada, lo que indica

menor eficiencia en la fermentacion.
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Figura 22 Curvas de crecimiento de los Id M1 — M2 comparada con las cepas de referencia
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Figura 23 Curvas de crecimiento del Id M3 — M4 — M5 comparada con las cepas de referencia
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Figura 24 Curvas de crecimiento del Id P2 y P4Acomparada con las cepas de referencia
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Figura 25 Curva de crecimiento del Id P6 comparada con las cepas de referencia
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Algunos aislados mostraron curvas de crecimiento equiparables o incluso superiores en densidad

celular final respecto a las cepas de referencia. Destacan en este grupo, por ejemplo, los aislados

A6, M4 y P6, cuyos valores de densidad optica al final del cultivo (OD ~2.8-3.5) fueron tan altos

o mayores que los maximos de Clostridium de referencia. Estas cepas lograron una fase

exponencial sostenida y una biomasa abundante en RCM, lo cual indica una excelente adaptacion

al medio y eficiente utilizacién de los nutrientes. Es posible que su tasa de crecimiento (u) sea

comparable a la de C. acetobutylicum o incluso mayor en las condiciones dadas, permitiéndoles

acumular mas células antes de agotar el sustrato. Un aspecto para considerar es que una mayor

biomasa final podria sugerir también diferencias metabdlicas, es decir si el aislado tiene menor

tendencia a esporular o autolisarse durante la fase estacionaria, mantendra mas células viables

por mas tiempo.
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De hecho, C. saccharoperbutylacetonicum se caracteriza por una esporulacion reducida en
comparacion con C. acetobutylicum, lo que favorece densidades celulares mas altas al final de la
fermentacion. Algo similar podria ocurrir con ciertos aislados: podrian estar menos sujetos al
desencadenamiento de la esporulacion, permaneciendo en estado vegetativo y prolongando la
fase estacionaria sin declive abrupto.

Otra posibilidad es que estos aislados produzcan menores cantidades de solventes o
subproductos téxicos durante el cultivo, reduciendo el estrés quimico. Una produccion
solventogénica moderada implicaria que menos butanol (téxico a >~13-14 g/L) se acumula,
permitiendo a las células seguir multiplicandose. No obstante, incluso si producen solventes, su
tolerancia podria ser mayor. Por ejemplo, C. beijjerinckiiy C. saccharoperbutylacetonicum suelen
resistir concentraciones de butanol similares a C. acetobutylicum (del orden de 8-12 g/L) antes
de inhibirse significativamente, y algunos aislados ambientales pudieran tener tolerancias
mejoradas.

En este sentido, los aislados A6, M4, P6 (Figuras 18, 21 y 23) demostraron un crecimiento
sobresaliente en RCM, indicando alto potencial fermentativo. Su rapida utilizacion del sustrato
sugiere una cinética eficiente. De momento, su comportamiento sugiere buena adaptacion:
lograron poblar el medio en igual o mayor medida que los Clostridium de referencia, lo cual es
prometedor para su capacidad fermentativa. Estos resultados concuerdan con reportes donde
cepas silvestres de Clostridium bien adaptadas al medio pueden alcanzar biomasa elevada; por
ejemplo, ciertos aislados de C. acetobutylicum de origen ambiental muestran crecimientos
comparables a cepas estandar cuando el medio contiene los nutrientes apropiados. En particular,
si el aislado aprovecha multiples fuentes de carbono (glucosa, almidén, péptidos de RCM) de
forma eficaz, su rendimiento celular sera mayor C. saccharoperbutylacetonicum por ejemplo
puede metabolizar una amplia variedad de sustratos, desde azucares simples hasta almidon, lo
que le otorga versatilidad para crecer vigorosamente.

Desde la perspectiva fisioldgica, es posible que estos aislados robustos logren entrar en fase
solventogénica sin detenerse por los acidos. Un crecimiento rapido conlleva acumulacion veloz
de acidos en la fase exponencial; si la cepa no gestiona bien esa transicién, puede ocurrir el
fenémeno conocido como “acid crash”, donde el pH cae tanto que inhibe el crecimiento antes de
que inicie la produccién de solventes.

Sin embargo, nuestros aislados de alto rendimiento claramente superaron ese punto, continuando
su proliferaciéon hasta agotar el sustrato. Esto sugiere que activaron adecuadamente la
solventogénesis a tiempo (reasimilando acidos y neutralizando el pH) o bien poseen cierta

tolerancia intrinseca a pH mas acido.
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En cualquier caso, el hecho de alcanzar OD>2 indica que completaron la secuencia lag-
exponencial-estacionaria de modo exitoso. Es probable que hacia el final del cultivo también estas
poblaciones entren en declive (por falta de nutrientes y estrés de solventes); si extendiéramos el
tiempo mas alla de 120 h, quiza veriamos descender sus curvas como es tipico en Clostridium.
Vale resaltar que uno de los aislados (A6) superé incluso la OD maxima de cualquier referencia,
lo cual es notable. Podria tratarse de un organismo particularmente bien adaptado o posiblemente
una variante hipermetabdlica. Investigaciones previas han logrado mejorar cepas de Clostridium
mediante adaptacién en laboratorio para que crezcan mas rapido o toleren mejor ciertos
ambientes.

En sintesis, este grupo de aislados exhibe dinamicas de crecimiento similares a las cepas ABE
tradicionales, con fases exponenciales claras y altas productividades celulares, indicando que son
candidatos prometedores para fermentacion (asumiendo que cuentan con las rutas

solventogénicas activas).

En un punto medio se encuentran aquellos aislados cuyo crecimiento, sin ser tan elevado como
el de las cepas referencia o los aislados robustos, tampoco fue nulo. En esta categoria
clasificamos la mayoria de los aislados que alcanzaron densidades Opticas finales
aproximadamente entre ~1.0 y 2.0. Por ejemplo, A1, M2, M3, P4 y M5 lograron ODgq, en el rango
de 1.2-2.0 al cabo de ~120 h. Sus curvas de crecimiento indican que efectivamente pasaron por
una fase exponencial y llegaron a una fase estacionaria, aunque con un rendimiento de biomasa
mas modesto que las cepas de referencia. Varias causas pueden subyacer a este desemperio
intermedio. En primer lugar, podrian tener tasas de crecimiento especificas ligeramente inferiores
a las de las cepas de referencia. Es decir, su y (h™') es menor, haciendo que tarden mas en
duplicar su poblacion. Esto se traduciria en curvas mas aplanadas — menos empinadas durante
la fase exponencial. Es decir, si C. acetobutylicum tiene un tiempo de duplicacién de 1 0 2 h en
condiciones 6ptimas, quizas estos aislados duplican cada 3 a 4 h bajo las mismas condiciones,
acumulando menos células en un mismo periodo. Un menor u puede resultar de particularidades
metabdlicas (enzimas menos eficientes, rutas energéticas distintas) o de una adaptacion
incompleta al medio. En el caso de resultar lo segundo, es conocido que cepas recién aisladas o
introducidas a un nuevo medio pueden requerir varios subcultivos para optimizar su metabolismo

al entorno.
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Sandoval-Espinola et al. observaron que transferencias secuenciales en un medio nuevo
aumentaban gradualmente la tasa de crecimiento de C. beijerinckii, evidenciando la aparicion de
células adaptadas genéticamente al cultivo. Es posible que nuestros aislados intermedios aln
estuvieran en proceso de adaptacion a RCM, de modo que su primer crecimiento no fue maximo.
Aun asi, su capacidad de alcanzar OD 1 o 2 demuestra que si pueden metabolizar los nutrientes
de RCM y crecer de forma sostenible.

Otro factor en juego podria ser la etapa de inoculacion o fase fisioldgica inicial de estos cultivos.
Algunos aislados podrian tener vias fermentativas desviando mas flujo a productos secundarios
(acidos organicos u otros metabolitos) a expensas de biomasa. Si un aislado produce
proporcionalmente mas acido acético y butirico durante su crecimiento, podria auto-limitarse
antes de tiempo (acidificacion temprana). No hasta el punto de un “crash” severo, pero si lo
suficiente para frenar el crecimiento antes de alcanzar las ODs de las cepas referencias. Esto
encajaria con los resultados: aislamientos de crecimiento intermedio quizas inician
solventogénesis un poco prematuramente o con menos células, estabilizando su poblaciéon a OD

1 0 1.5 mientras reasimilan acidos y producen solventes.

Sus curvas probablemente muestran una meseta estacionaria prolongada en ese rango de OD,
en lugar de un pico alto seguido de declive abrupto. Dicho comportamiento estable pero moderado
podria no ser desfavorable; de hecho, en fermentacién ABE industrial a veces se busca evitar los
crecimientos explosivos para prevenir acidificaciones drasticas. Un crecimiento mas controlado
puede traducirse en un proceso mas manejable. Fisiologicamente, estos aislados intermedios
habrian completado su ciclo de crecimiento completo en RCM: superaron la fase lag, crecieron
exponencialmente hasta cierto punto, produjeron acidos, posiblemente iniciaron solventogénesis
en el caso de que realicen esta ruta y luego quedaron en equilibrio o declive ligero. No se aprecia
en ellos una muerte masiva temprana; mas bien, parecen persistir en fase estacionaria a un nivel
de poblacion menor que las referencias. Esto podria indicar alguna limitacion nutricional

especifica para ellos.

Finalmente, se identificd un grupo de aislados cuyo crecimiento en RCM fue muy pobre, apenas
marginal en comparacion con las cepas de referencia. En este grupo estan, por ejemplo, A2, A7,
M1 (y en menor medida A5, que, aunque crecio algo mas, alcanzé solo OD = 0.68). Estos cultivos
mostraron curvas casi planas o con incrementos minimos de densidad 6ptica, no superando OD
aprox 0.3—0.4 en 5 dias, lo que indica que la poblacion apenas se multiplico unas cuantas veces

a partir del inéculo inicial. Este resultado sugiere serios problemas de adaptacién o de
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metabolismo en dichas cepas bajo las condiciones empleadas.

Esto puede deberse a:

Lag phase prolongada o esporas no germinadas: Es posible que estos aislados no
llegaran realmente a salir de la fase de latencia durante el experimento. Si las células
estaban en forma de esporas durmientes y tuvieron dificultad para germinar en RCM,
podrian haber permanecido viables pero metabdlicamente inactivas gran parte del tiempo.
Un ligero aumento en OD podria deberse mas a hinchamiento o hidratacion de esporas
que a verdadero crecimiento. Clostridium requiere condiciones reductoras y ciertos
nutrientes para germinar; aunque RCM contiene Cisteina-HCI para reducir el medio,
puede que algun aislado necesitara una sefal germinativa especifica ausente. Esto

resultaria en casi nulo crecimiento.

La incapacidad de utilizar los nutrientes disponibles: RCM provee glucosa (5 g/L) y
almidén soluble (1 g/L) como fuentes de carbono, ademas de peptonas, extractos de
levadura/carne como fuentes de aminoacidos y factores. Si un aislado no puede
metabolizar eficientemente la glucosa ni el almidon, podria quedarse esencialmente sin
fuente de energia aprovechable. Algunas bacterias clostridiales son estrictamente
proteoliticas (degradan aminoacidos) y no fermentan azucares; si alguno de nuestros
aislados pertenece a este tipo, tal vez no obtuvo suficiente energia de las peptonas para
crecer significativamente. Un indicio de esto seria que el pH del medio no haya cambiado
mucho (sin fermentacion de glucosa, no se generarian acidos en cantidad).
Alternativamente, si el aislado requiere un sustrato distinto, RCM seria suboptimo. Es
decir, puede haber una desadaptacién nutricional: el medio RCM, disenado para
clostridios fermentadores comunes, quiza no satisface las necesidades de ese aislado

particular.

Inhibicién por productos propios (acid crash temprano): Cabe la posibilidad de que algunos
de estos aislados si metabolizaran un poco la glucosa inicial, pero de manera
desbalanceada, produciendo acidos rapidamente y entrando en un bloqueo por pH casi
inmediato. Este fendmeno es el “acid crash” mencionado, observado clasicamente en
mutantes degenerados de Clostridium que ya no pueden producir solventes. En tales
casos, la OD apenas sube (porque el crecimiento se trunca temprano) y luego puede

incluso bajar ligeramente conforme las pocas células activas mueren.
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Algunos de nuestros aislados limitados podrian encajar en esta descripcion: por ejemplo,
A7 mostré una pequena alza inicial hasta OD 0.3 0 0.4 y luego se mantuvo estancado o
ligeramente declinante hacia 120 h. Esto es consistente con una acidificacion prematura
sin solventogénesis. Sin la conversion de acidos a solventes, el pH no se recupera y las
células no prosperan. Respaldo de esta idea se encuentra en estudios donde mutantes
de C. beijerinckii incapaces de inducir solventogénesis exhibieron acumulacién de acido

y crecimiento truncado.

e Otra posibilidad es que estos aislados no fueran en realidad Clostridium solventogénicos,
sino otras bacterias anaerobias no adaptadas a RCM (por ejemplo, Clostridium no ABE o
géneros distintos). De ser asi, su fisiologia podria ser incompatible con el medio (por

requerir cofactores ausentes, etc.) resultando en poco o ningun crecimiento.

Considerando lo anterior, la evidencia apunta a problemas metabdlicos intrinsecos. Desde el
punto de vista de capacidad fermentativa, estos aislados de crecimiento escaso plantean dudas.
Si no pueden crecer, dificiimente produciran solventes en cantidades apreciables. Podrian ser
cepas “muertas” para efectos biotecnolégicos en medio RCM, a menos que se encuentren
condiciones especificas en las que si prosperen (por ejemplo, diferente fuente de carbono,
distintos parametros de cultivo).

No obstante, no se debe descartar que con adaptacion progresiva puedan mejorar. En trabajos
con Clostridium, cepas inicialmente pobres se han adaptado mediante pases sucesivos: por
ejemplo, un estudio hallé que usar como inéculo células en fase estacionaria adaptadas aumenté
70% la produccion solvente en el siguiente cultivo. Tal adaptacién podria “rescatar” a un aislado
lento. Sin embargo, si el problema es genético (pérdida de genes), la produccion solvente no
ocurrira, aunque crezca.

Es concebible que alguno de nuestros aislados requeria un pH diferente para arrancar (tal vez
mas acido si provino de ambiente fermentativo acido, 0 mas basico si es de otro nicho). Factores

como estos podrian investigarse para rescatar su crecimiento.
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Analisis Comparativo de los Medios de Cultivo

Al ser analizado el crecimiento de los aislados en diferentes medios de cultivo que
contienen glucosa (control), almidon de arracacha, almidon de fiame, almidon de papa
y almidén de batata se realiza una comparacién entre cepas de referencia y aislados.
A continuacién, se presenta un analisis comparativo para determinar qué medio
favorece mas el crecimiento bacteriano y cual puede ser el mejor candidato para la

fermentacion ABE.

La Figura 24 muestra las curvas de crecimiento bacteriano, evaluadas mediante
densidad optica a 600 nm, para los distintos grupos de aislados (series A, My P) y
para las <cepas de referencia C. acetobutylicum ATCC 824, C.
saccharoperbutylacetonicum, C. beifjerinckii cultivadas en medio con glucosa como
unica fuente de carbono. En todos los casos, se observa la cinética clasica de
crecimiento de bacterias solventogénicas en fermentacion, caracterizada por una fase
lag breve seguida de un incremento exponencial en la biomasa durante las primeras
24-48 horas, alcanzando un maximo entre las 48 y 72 horas segun la cepa o el
aislamiento. Posteriormente, en la mayoria de los perfiles se presenta una disminucién
progresiva en la densidad 6ptica a partir de las 96 horas y acentuada a las 120 horas,
lo que concuerda con el inicio de la esporulacion, la lisis celular y la acumulacion de
productos metabdlicos toxicos como acidos y solventes (Lee et al., 2023; Zhao et al.,
2019).

Las cepas de referencia (panel A) muestran curvas suaves, con un crecimiento robusto
durante las primeras 48 horas y un descenso claro a las 120 horas. Esto confirma su
comportamiento tipico reportado en la literatura para fermentacion ABE, donde el
agotamiento de glucosa y la acumulacién de butanol inducen el paso a la fase

estacionaria y declive (Ntaikou et al., 2022).

Por su parte, los aislados de las series A, M y P (Figura 24) exhiben patrones similares,
aunque con ciertas variaciones en la velocidad de crecimiento y el tiempo de maximo

desarrollo celular.
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Algunos aislados, especialmente de la serie M, alcanzan valores de densidad 6ptica
comparables a los de las cepas patrén, lo que indica una buena capacidad de
adaptacion al sustrato y eficiencia fermentativa. Sin embargo, la tendencia
descendente a las 120 horas es comun en todos los grupos, reflejando el agotamiento
de sustrato y los mecanismos de supervivencia de las bacterias bajo condiciones de

estrés metabdlico.

Estos resultados no solo validan la calidad de los aislados en cuanto a su aptitud
fermentativa, sino que también reafirman que el disefio experimental y el seguimiento
temporal realizado son consistentes con los principios descritos para fermentaciones
batch en sistemas Clostridium-glucosa (Al-Shorgani et al., 2019; Zhang et al., 2021).
La comparacion directa entre series y con cepas de referencia permite identificar
aislamientos candidatos para futuras aplicaciones orientadas a la produccion de

solventes a partir de fuentes alternativas de carbono.

Figura 26 Comparacion entre IDs de la serie A, serie M, serie P con glucosa como medio de cultivo
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Las cepas de referencia cultivadas en medio con glucosa muestran un patrén tipico
de crecimiento que inicia con una fase exponencial rapida (24—48 h) seguida por una

disminucion progresiva de la DO hasta las 120 h.

Este comportamiento sugiere que, tras el consumo inicial de glucosa, ocurre una
esporulacién o muerte celular que reduce la biomasa observable, fendbmeno bien
documentado en Clostridium spp. (Lee et al., 2008; Qureshi et al., 2006). La DO
maxima en estas cepas ocurre entre 24 h y 48 h, con valores por encima de 2.0, lo
que confirma su alta eficiencia en metabolizar glucosa durante la fase logaritmica. La
disminucion de biomasa posterior podria asociarse a la entrada en fase estacionaria

y la activacion de vias metabdlicas secundarias.

Los aislados de la serie A con medio asociado al almidéon de papa (Figura 25)
muestran mayor variabilidad en los perfiles de crecimiento respecto a las cepas de
referencia. Es el caso de IDs como A1, A4 y A6 alcanzan valores maximos de DO
similares o incluso superiores a las cepas de referencia, indicando alta adaptabilidad
al uso de almidén de papa como fuente de carbono. Otros aislados como A7 y A2
presentan un crecimiento limitado, lo que podria reflejar diferencias genéticas en la

expresion de amilasas o en la eficiencia del transporte de azucares (Li et al., 2013).

La serie M muestra un patrén de crecimiento intermedio donde los aislados M2 y M4
presentan DO elevadas y sostenidas, indicando eficiente hidrélisis del almidén y buena
tolerancia a los productos de fermentacion. Otros aislados como M1 y M3 exhiben
valores mas bajos, similares al grupo A2—A7. El crecimiento sostenido hasta 72—96 h
sugiere que estos aislados podrian mantener la actividad metabdlica durante mas

tiempo, posiblemente favoreciendo una produccion acumulativa de solventes.

En cuanto a los aislados de la serie P presentan un comportamiento mas homogéneo,
con altas DO en la mayoria de los aislados (P2, P4, P6). La curva de crecimiento es
similar a la observada en las cepas de referencia, con un pico entre 48 h'y 72 h,
seguido de una disminucion a 120 h. Esto sugiere que los aislados de esta serie
podrian estar mejor adaptados a las condiciones del medio o contar con mecanismos

eficientes de utilizacion de polisacaridos.
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Figura 27 Comparacién entre IDs de la serie A (aislados A), serie M (aislados M), serie P (aislados P) con papa como
almidén en el medio de cultivo.

A. Cepas de Referencia - DO PAPA B. Serie A - DO PAPA

C. Serie M - DO PAPA D. Serie P - DO PAPA
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En cuanto al medio de cultivo asociado al almidon de arracacha se destaca que las cepas C
acetobutylicum, C saccharoperbutylacetonicum y C beijerinckii mostraron un perfil de crecimiento
caracteristico para el medio con glucosa ya que se observa el crecimiento inicial rapido, con picos
de DO alrededor de las 24—48 h, especialmente en C. acetobutylicum. Posteriormente, se observa
una disminucién gradual de la biomasa, probablemente asociada al inicio de esporulacion o al
estrés metabdlico inducido por la acumulacién de solventes. La mayoria de los aislados de esta
serie A1, A3, A4, A6 (Figura 26) presentaron valores elevados de DO a las 48—72 h, lo que sugiere
una buena capacidad para metabolizar el almidon de arracacha. No obstante, se observan
diferencias importantes entre aislados. El caso de, A5 y A7 mostraron crecimientos bajos o
irregulares, esto indica una heterogeneidad metabdlica entre los aislados frente a la fuente de
carbono compleja como lo es la arracacha, cuya hidrolisis depende de la produccion de enzimas

amiloliticas eficaces.

Para el caso de los aislados P2 y P6 destacaron por presentar los mayores niveles de biomasa,
similares o incluso superiores a los de las cepas de referencia. El crecimiento fue sostenido hasta

las 72 h, lo que podria indicar una fase prolongada de acidogénesis antes de que ocurra

esporulacion.
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La buena adaptacion de estos aislados puede estar asociada a una mayor actividad amilasa o a
un sistema regulador eficiente frente a fuentes de carbono complejas.
En contraste, se evidencia un crecimiento mas moderado comparado con las otras series,
especialmente en los aislados M1, M3 y M5. Algunos aislados como M4 mostraron un perfil similar
al de las cepas de referencia, con crecimiento temprano seguido de una caida progresiva en la
DO. Este comportamiento sugiere que la serie M podria tener una menor capacidad para
degradar y utilizar el almidon de arracacha o una respuesta mas temprana a la esporulacion.
En general, todos los aislados mostraron DO bajas a las 24—48 h, un marcado ascenso hacia 72—
96 h y luego mesetas o leves descensos al llegar a 120 h.

e La mayoria de las cepas presentaron DO crecientes hasta las 96 h; las curvas de

crecimiento coincidieron con referencias clasicas de fermentacién en batch.
¢ Aislados como M4 y M2 mantuvieron alto crecimiento durante mas tiempo, mientras P6 o

A3 empezaron a declinar al superar las 96—-120 h.

En el medio de fiame (Figura 27) los aislados M4 y A1 alcanzaron DO altas; en batata, A1 y A6

también mayores que lo tipico en controles de referencia, indicando posibles restos de biomasa
en tiempos avanzados de la fermentacion. En contraste, algunas cepas de referencia exhibieron
crecimiento mas bajo o similar al de aislados débiles. Este desempefio superior de aislados
parece deberse a una mejor adaptacion enzimatica al almidén de estos tubérculos. En resumen,
los aislados M2, M3 y M4 destacaron por DO maximas altas y curvas sostenidas, mientras que

las cepas patron tuvieron aumentos de DO mas moderados.
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Figura 28 Comparacién entre IDs de la serie A (aislados A), serie M (aislados M), serie P (aislados P) con arracacha

como almiddén en el medio de cultivo.
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Figura 29 Comparacion entre IDs de la serie A (aislados A), serie M (aislados M), serie P (aislados P) con Aame

como almidén en el medio de cultivo.
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Para el medio de cultivo con almidén de Batata (figura 28) los Aislados A1 y A6 alcanzaron las
DO maximas. M4 y P4 también tuvieron DO elevadas, sugiriendo buena utilizacion de batata y
degradacion parcial del almidon. En cambio, cepas M1 y A7 tuvieron las DO mas bajas, y M3, P6
mostraron crecimientos irregulares en batata.

En términos comparativos, en promedio los aislados degradan batata y iame de modo similar o
superior al control de almidoén.

Los aislados con mayor DO reflejan la mayor actividad fermentativa en estos sustratos. En
resumen:

e Serie A: Las cepas A1 y A6 mostraron las DO mas altas en batata y iame. A1 tuvo DO
muy altas en fiame, papa y batata, mientras A6 fue excelente especialmente en batata.
Aislados A2—-A5 y A7 tuvieron desempefios moderados o bajos.

e Serie M: Las cepas M3, M4 y M2 registraron los mejores crecimientos. M4 fue alto en casi
todos los sustratos (glucosa, arracacha, hame, batata). M3 y M2 también alcanzaron DO
elevadas en varios medios. Estos aislados superaron a varias referencias y se consideran
“buen candidato[s] para todos los medios”. M1 y M5 tuvieron rendimientos moderados;
M1 fue bajo en batata y Aame, M5 notable en fiame pero menor en batata.

o Serie P: El aislado P2 obtuvo buenas DO en arracacha, batata y papa (tabla 5 lo califica
con valores “muy alto” en arracacha y “alto” en otros medios). P4 alcanz6 DO altas en
batata y mediana en fame, siendo uno de los mejores de la serie P. P6 tuvo
comportamientos mixtos: crecimientos decentes en arracacha pero bajos en fiame, y un
pico tardio antes de declinar.

En sintesis, M4, A1, A6 y P2 aparecen como los aislados con mayor actividad fermentativa global
(DO maximas mas altas y curvas sostenidas).

Dentro de las observaciones respecto al tiempo, el rendimiento varia notablemente con la
duracion de la fermentacion:

o Entre 24-48 h: Se observa un crecimiento inicial lento. Las DO son bajas en casi todos

los casos, indicando fase lag o temprana del crecimiento.
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o Entre 48-96 h: La mayoria de cepas entran en fase exponencial. Se registran los mayores
incrementos de DO. Particularmente, alrededor de 72—-96 h se alcanzan los picos maximos
en los aislados mas activos. Esto coincide con referencias del estudio
e Superior a 96 h: Muchas cepas comienzan a estabilizarse o declinar. Algunas (M4, M2)
mantienen DO alta hasta 120 h, mientras otras (PG, A3) muestran reduccion de DO. Como
destaca el analisis, aislados como M1 y A5 todavia no lograban adaptarse completamente
al iniciarse la fermentacion y mostraron crecimientos mas inestables o tardios.
En conjunto, estos hallazgos indican que la fase optima de fermentacion transcurre entre 48 y 96
horas. Después de este periodo, la eficiencia fermentativa por cepa tiende a disminuir segun
estas observaciones. Este patrén subraya la importancia de seleccionar cepas que alcancen
rapidamente altas DO y mantengan su actividad en almidones alternativos, como se observo en
M3, M4, M2, A1y A6.

Figura 30 Comparacion entre IDs de la serie A (aislados A), serie M (aislados M), serie P (aislados P) con batata
como almidén en el medio de cultivo.
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Construccion de la Base de Datos

El disefio experimental fue factorial, con dos variables categéricas: la variable cepa
(los tres aislados de las series A, M, P ID A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, M1, M2, M3, M4,
M5, P2, P4, P6.y tres cepas de referencia (C acetobutylicum, C beijerincki, C
sacharoperbutylacetonicum) y fuente de carbono (glucosa, papa, arracacha, batata y
name). Esto justifica el uso de un ANOVA de dos factores (cepa x fuente) para analizar
si existen diferencias significativas en la densidad 6ptica (DO) media debidas a cada
factor y a su interaccion. Tras confirmar homogeneidad de varianzas y normalidad de
residuos, se ejecutd el ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey
HSD para comparar todas las parejas de medias entre niveles de cada factor
(controlando el error Tipo | global). De forma complementaria se emplearon diagramas
de caja (boxplots) para visualizar la distribucion de DO segun cada cepa y cada fuente,
lo que facilita observar medianas, rangos y posibles valores atipicos. Este enfoque
integrado permite identificar diferencias principales entre cepas y fuentes, ademas de

posibles interacciones en el crecimiento observado.

Para analizar el crecimiento de las cepas fermentativas en distintas fuentes de
carbono, se construyeron diagramas de “boxplots” de las densidades épticas (DO)
obtenidas para representar graficamente una serie de datos numéricos a través de
sus cuartiles. Es decir, cada boxplot muestra la mediana y los cuartiles (Q1, Q3) de
los valores de DO para un grupo, asi como los posibles valores atipicos. Esta
representacion grafica permite comparar de un vistazo la distribucion de los datos
entre grupos, identificar medianas mas altas o anchos rangos intercuartilicos, y
detectar valores. Por ejemplo, al trazar los DO por cepa y fuente, se observé que
algunas combinaciones presentaban medianas de DO notablemente mayores, lo que
sugiere un mejor crecimiento en esos tratamientos. A continuacion, se especifica lo

realizado.

o ANOVA de dos factores (cepa x fuente): Primero se aplicé un analisis de
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varianza factorial para evaluar el efecto de cada factor (cepa y fuente de
carbono) y su interaccién sobre la DO. Asi, este modelo estadistico comprobd
de manera cuantitativa si las diferencias observadas en los boxplots (o en las

medias) eran estadisticamente significativas.

o Boxplots: A continuacion, se utilizaron boxplots para visualizar los resultados
del ANOVA. Aunque se pudieron construir al inicio como exploracion, los
presentamos tras el ANOVA para ilustrar mejor los efectos detectados. Los
boxplots resultaron utiles para inspeccionar la dispersion y mediana de DO por
cepa y fuente, corroborando de forma grafica los hallazgos del ANOVA. En
ellos se evidencio, por ejemplo, la mayor mediana de DO en ciertos sustratos

(e.g. papa o Aiame) frente a la glucosa.

¢ Prueba de comparaciones multiples de Tukey HSD: Finalmente, tras confirmar
mediante ANOVA la existencia de diferencias globales, se aplicd la prueba
HSD (honestly significant difference) de Tukey. Esta prueba post-hoc compara
todas las parejas de medias de grupos (niveles de cepa y fuente) para
identificar cuales difieren significativamente. En particular, Tukey calcula la
diferencia de medias entre cada par de tratamientos y las compara con un
umbral basado en la distribucion St. Las diferencias superiores al umbral se

consideran estadisticamente significativas.

ANOVAs

Para empezar, se llevaron a cabo analisis ANOVAs los cuales permitieron analizar la
produccion de los solventes a partir de las diferentes cepas y las fuentes de carbono
distintas, en la Figura 31 se observa Df: Grados de libertad asociados a cada fuente de
variacion (factores y sus interacciones) Sum Sq: Suma de cuadrados, que refleja la
cantidad de variacién explicada por cada fuente. Mean Sq: Media de los cuadrados, que
es la suma de cuadrados dividida por los grados de libertad correspondientes Fvalue:
El estadistico F, que indica la razén entre la varianza explicada por el modelo y la
varianza residual. Pr(>F): El valor p asociado al estadistico F, que indica la significancia
estadistica. Un valor bajo de p (generalmente < 0.05) sugiere que el efecto del factor es
significativo.

Figura 31 Resultados del estadistico usado para indicar relaciones entre variables.
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|Fuente de variacion ||g| ||F p-valor|||nterpretacién
|Fuente de carbono ||4 ||4.51 ||0.0013 ||Diferencias significativas entre fuentes

|Interacci6n Fuente x Cepa “68 ||1 .53“0.0062 ||Interaccic’>n significativa: el efecto de la fuente depende de la cepa

|
|
|Cepa “17 ||8.94“< 0.001 ||Diferencias altamente significativas entre cepas |
}

|Error (residual) ||555||— ||_ ||_

Con el fin de evaluar el efecto combinado de la cepa microbiana y la fuente de carbono sobre el
crecimiento celular, medido a través de la densidad 6ptica (DO), se aplicd un analisis de varianza
de dos factores (ANOVA factorial). Este tipo de analisis permite determinar no solo si existen
diferencias significativas en la media de DO entre distintos niveles de cada factor por separado
(cepa o fuente), sino también si existe una interaccion significativa entre ambos factores. La
inclusién del término de interaccion es esencial cuando se sospecha que el efecto de un factor
depende del nivel del otro, lo cual es comun en estudios microbiolégicos con multiples cepas y

condiciones de cultivo (Montgomery, 2017).

El disefio experimental incluyd un total de 18 cepas de bacterias del género Clostridium (3 cepas
de referencia y 15 aislados), cultivadas en 5 fuentes de carbono: glucosa, papa, arracacha, batata
y Aame. La variable dependiente evaluada fue la densidad 6ptica (DO), la cual se midié en
multiples tiempos de fermentacién y se considera un indicador cuantitativo del crecimiento celular
(Zhao et al., 2021). La eleccién de fuentes vegetales como sustrato responde a su riqueza en
almidones, que pueden ser degradados por enzimas extracelulares (amilasas) producidas por

algunas cepas solventogénicas del género Clostridium (Wang et al., 2020).

El ANOVA de dos factores reveld resultados estadisticamente significativos para todos los

componentes del modelo:

o Elfactor cepa presenté un efecto altamente significativo sobre la DO (F=8.94, p < 0.001),
indicando que existe variabilidad inherente entre las cepas en su capacidad de
crecimiento, independientemente del sustrato utilizado.

o El factor fuente de carbono también mostré un efecto significativo (F = 4.51, p = 0.0013),
lo que sugiere que el tipo de sustrato influye en el crecimiento microbiano de manera
consistente entre cepas.

e La interaccién cepa x fuente resultd estadisticamente significativa (F = 1.53, p = 0.0062),
lo cual evidencia que el efecto de una fuente particular de carbono depende de la cepa

que la utiliza, y viceversa.
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Estos resultados indican que no todas las cepas respondieron igual frente a las distintas fuentes
de carbono, lo cual es coherente con las caracteristicas metabdlicas variables dentro del género
Clostridium. Algunas cepas podrian poseer una actividad enzimatica mas eficiente para la
hidrélisis de almidén, mientras que otras podrian estar mas adaptadas a utilizar monosacaridos

como la glucosa, lo que explicaria la interaccion significativa observada (Abubackar et al., 2018).

La significancia estadistica de los efectos principales y la interaccion justifica la continuacion del
analisis mediante representaciones graficas (boxplots) y pruebas post hoc (como la de Tukey
HSD), con el fin de identificar comparaciones especificas que explican las diferencias entre

tratamientos.

Figura 32 Boxplot densidad éptica por fuente de carbono y cepa
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Los boxplot observados en la Figura 32 construidos revelaron claras diferencias en la
DO entre cepas y fuentes de carbono. En cada boxplot se aprecia la mediana (barra
interior) y el rango intercuartilico (caja), lo que facilita comparar el nivel de crecimiento
medio entre grupos. Los boxplots mostraron que las cepas cultivadas en papa y fiame
tuvieron medianas de DO notablemente superiores a las obtenidas con glucosa o
fuentes menos amilaceas. Esto sugirioé visualmente que ciertas cepas alcanzan mayor
biomasa en sustratos ricos en almidén. Comparando los boxplots de las cinco fuentes,
observamos varias tendencias claras. Glucosa (control): presenta una mediana de DO
intermedia y moderada variabilidad. Esto era esperable, pues la glucosa es un azucar
simple de rapida asimilacion por Clostridium, usada a modo de control. Su distribucion

carece de valores extremadamente altos, reflejando que ninguna cepa supero



sustancialmente el crecimiento medio.

Arracacha: muestra una mediana baja y un rango amplio. La mayoria de las cepas
tuvo baja densidad éptica en arracacha, pero aparecieron uno o dos atipicos con DO
mucho mayor, elevando el rango. Esto indica que pocas cepas poseen fuerte
capacidad para usar este tubérculo, mientras la mayoria crece poco.

Papa: exhibe una mediana también baja, pero con unos pocos valores muy altos
(outliers). En concreto, se observé al menos una cepa con DO maximo cerca de ~2,4,
muy superior a las demas. Esto sugiere que, en papa, algunas cepas (quiza de la serie
“P” o referencias adaptadas) lograron un crecimiento excepcionalmente alto, mientras
muchas otras crecieron escasamente.

Batata: presenta una mediana mas alta que papa y arracacha (~0,5), y un rango
moderado. Varios aislados alcanzaron DO cercanas a 1-1,4, pero la dispersién fue
menor que en papa o hame. En batata varias cepas tuvieron crecimiento bueno, pero
ninguno tan extremo como en papa o fiame.

Name: registra una mediana intermedia (0,46) similar a la de glucosa, pero se observa
un valor atipico muy alto (DO =2,6). Al igual que en papa, unas pocas cepas alcanzan
DO elevadas, mientras la mayoria se encuentra por debajo del 0,6. En resumen, las
fuentes con almidén papa y Aiame admitieron los valores de DO mas altos del conjunto,
pero también mostraron gran variabilidad entre cepas.

En términos de cepas especificas, en un mismo aislamiento, el desempefio varia
segun el sustrato. Esto implica heterogeneidad en la habilidad fermentativa de las
series de los aislados A, My P y en las cepas de referencia. A modo ilustrativo,
mientras que la serie A (grupo de IDs A1,A2, A3, A4, A5, AG, A7) mostré ventaja
relativa en arracacha; la serie M (IDs M1, M2, M3, M4, M5) pudo presentar mejor
crecimiento en tubérculos ricos en almidén como fiame o batata. Las cepas de
referencia conocidas del género Clostridium actuan como controles con alto
crecimiento en glucosa y generalmente buena capacidad amilolitica.

En conjunto, los patrones sugieren que las fuentes de almidon (papa, fiame)
sostuvieron los picos de crecimiento mas altos, pero con mayor dispersién entre
cepas. Es decir, cepas amiloliticas fuertes lograron DO muy altas en papa y fiame,
elevando los bigotes de los boxplots.

En cambio, la glucosa, aunque asumida como sustrato favorito, produjo DO
moderadas y una distribucion mas homogénea. Esto puede deberse a que en glucosa

todas las cepas crecen pero ninguna alcanza niveles extremos del crecimiento celular.
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La arracacha, por su parte, generd en general menor crecimiento (medianas bajas),
salvo uno o dos aislados que descompusieron eficientemente su almidén particular.
La batata mostré6 un comportamiento intermedio, con mas cepas obteniendo DO
relativamente altas que, en arracacha, pero sin alcanzar los extremos de Aame/papa.
La variabilidad entre tratamientos se refleja en los rangos de los boxplots: papa y iame
evidencian los mayores rangos, seguidos de batata; glucosa y arracacha presentan
rangos menores. Ademas, la presencia de outliers en papa, iame y arracacha sugiere
cepas especialmente eficaces degradando esos almidones, mientras que en glucosa
ningun outlier destaca. Estos patrones indican también que la adaptacion de cada
cepa a su fuente original de aislamiento influye en su desempefio: por ejemplo, una
cepa del ambiente de fiame puede haber evolucionado con enzimas éptimas para ese
almidon, obteniendo un outlier de DO elevada en fame.

El boxplot de densidad optica muestra que el sustrato control (glucosa) present6 la
mediana de DO mas alta, reflejo de su consumo preferencial por parte de Clostridium
acetobutylicum. Entre los sustratos amilaceos, la mayor mediana correspondio a la
arracacha, mientras que la menor se observé en batata. En conjunto, las fuentes de
carbono mas favorables para el crecimiento (DO mayor) fueron glucosa y arracacha,
mientras que la batata resulté menos favorable bajo las condiciones probadas.

Estos resultados concuerdan con la capacidad fermentativa de los Clostridium. La
glucosa se incluyé como control porque, como han mostrado estudios recientes, C.
acetobutylicum utiliza la glucosa como sustrato preferido. Es decir, las células
consumen primero la glucosa disponible antes de atacar otros polisacaridos, lo que
explica la alta DO en ese tratamiento. Por otro lado, la fermentacion en tubérculos
depende de la actividad amilolitica: Clostridium secreta a-amilasas extracelulares para
hidrolizar el almidon en azucares simples. De hecho, se ha reportado que cepas
industriales de solventogénesis pueden fermentar cultivos almidonados, unas tras
cocer el almidon y otras tras su hidrolisis enzimatica. Esto concuerda con la
observacién de que ciertas cepas alcanzaron DO particularmente altas en arracacha,
mientras que otras fueron mas lentas, reflejando diferencias genotipicas en la
capacidad de degradar polisacaridos.

Ademas, el metabolismo fermentativo de Clostridium se desarrolla en dos etapas:
durante la acidogénesis hay crecimiento celular activo y acumulacion de acidos
organicos (butirico, acético), seguido por la solventogénesis en la que se reasimilan

esos acidos para producir solventes (acetona, butanol, etanol). Este cambio de fase



puede explicar, por ejemplo, la disminucion de DO observada en algunas cepas
después de ciertos tiempos (células detienen su crecimiento exponencial al entrar en
solventogénesis). En resumen, los patrones estadisticos del boxplot medianas
relativas, variabilidad y ausencia de atipicos se explican bioquimicamente por la
preferencia por glucosa y la habilidad amilolitica de las cepas clostridiales, asi como
por su metabolismo fermentativo bifasico.

Finalmente, la distribucion de pH cercana a neutro (6,2—6,9) en todos los tratamientos
indica produccion escasa de acidos organicos, tipico de algunas fermentaciones
solventogénicas de Clostridium. Esto sugiere que las diferencias de crecimiento no

fueron por acidificacion sino por disponibilidad de sustrato.

Analisis de tukey

Tras la aplicacion del ANOVA de dos factores sobre los valores de densidad 6ptica
(DO), se establecid6 que tanto la cepa como la fuente de carbono influyeron
significativamente en el crecimiento celular de las 18 cepas evaluadas (15 aislados y
3 de referencia). Ademas, se identificd una interaccion significativa entre cepa y fuente
(p = 0.0062), lo que indica que el efecto de una fuente determinada no fue uniforme
para todas las cepas, sino que dependio del perfil fisioldgico y metabdlico de cada
una.

Estos hallazgos estadisticos se corroboraron graficamente mediante los boxplots, los
cuales representaron la dispersion y tendencia central de los valores de DO en cada

fuente de carbono.

En dichos diagramas, la glucosa, utilizada como control por ser una fuente de carbono
simple y facilmente fermentable, mostr6 una mediana de crecimiento elevada y
distribucion relativamente homogénea entre cepas. No obstante, fuentes amilaceas
como la papa y la arracacha exhibieron una mayor dispersion y la aparicién de valores
extremos elevados, lo que sugiere que ciertas cepas —presumiblemente aquellas con
mayor actividad amilolitica lograron descomponer eficientemente los almidones

presentes en esos sustratos.
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Figura 33 Intervalos de confianza de Tukey para fuentes de Carbono y densidad optica
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Este patrén diferencial de respuesta se visualiza con claridad en los boxplots: las cajas mas
alargadas y la presencia de valores atipicos altos en fiame, papa y arracacha revelan un
comportamiento mas heterogéneo entre las cepas frente a estos sustratos. En cambio, en batata
se observé una mediana mas baja y menor dispersion, lo cual podria deberse a la menor
disponibilidad de almidones facilmente hidrolizables o a una menor afinidad enzimatica de las

cepas hacia esta matriz especifica.

Para validar estadisticamente las diferencias observadas visualmente entre fuentes, se aplicé
una prueba de comparaciones multiples de Tukey HSD. Esta prueba permiti6 identificar qué pares
de fuentes de carbono presentaban diferencias significativas en la media de DO. EIl grafico
generado evidencié que al menos una comparacion entre fuentes resultd significativa: en
particular, se encontrd que la glucosa y la arracacha difieren estadisticamente, lo cual apoya la
hipotesis de que algunas fuentes vegetales pueden superar a la glucosa en favorecer el
crecimiento celular de cepas especificas, particularmente aquellas capaces de liberar y fermentar

los azucares derivados del almidon.

La interaccion significativa identificada en el ANOVA se refleja también en estos resultados: el
desempernio relativo de cada fuente no fue constante entre todas las cepas. Por ejemplo, mientras

algunas cepas presentaron altos valores de DO en glucosa (como era de esperarse), otras
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obtuvieron sus maximos en fuentes complejas como fhame o papa, lo que apunta a un repertorio
enzimatico adaptativo para el aprovechamiento de almidones. Este comportamiento es
congruente con lo descrito en la literatura, donde se ha documentado que especies
solventogénicas de Clostridium, como C. acetobutylicum y C. beijerinckii, poseen amilasas
extracelulares que les permiten degradar polisacaridos vegetales (Wang et al., 2020; Abubackar
et al., 2018).

Finalmente, los resultados del ANOVA, los boxplots y la prueba de Tukey convergen en la
conclusion de que el crecimiento microbiano medido por densidad 6ptica no depende
exclusivamente de la cepa o del sustrato en forma aislada, sino de la combinacién especifica de
ambos factores. Este hallazgo tiene implicaciones directas para la seleccién racional de cepas y
matrices en procesos fermentativos, especialmente cuando se buscan cepas robustas capaces

de fermentar eficientemente substratos no convencionales como residuos de raices y tubérculos.
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8 Analisis de la produccién de butanol
sobre los IDs.

8.1 Estadisticas sobre los aislados

En esta seccidn de la tesis, se describe la estrategia de validacion de supuestos previos al
analisis de varianza (ANOVA) de un factor, aplicado al estudio comparativo de la
produccién de butanol por distintas cepas de Clostridium aisladas de suelos rizosféricos y
cepas de referencia. Uno de los requisitos fundamentales del ANOVA es que los residuos
del modelo se ajusten a una distribucion normal. Para comprobarlo, se utilizé la prueba de
Shapiro—Wilk, ampliamente reconocida por su sensibilidad en muestras pequefias y

moderadas.
El procedimiento consistio en:

1. Agregar todas las mediciones de butanol (g/L) generadas a lo largo de 120 h de
fermentacion, tanto para las quince cepas nativas como para las tres cepas patron,

y sus réplicas.
2. Ajustar un modelo lineal donde la unica covariable categdrica era “Cepa”.
3. Extraer los residuos del modelo y someterlos a la prueba de Shapiro—Wilk.

Los resultados arrojaron un estadistico W de 0.614 y un p-valor de 1.75 x 1073, |o cual
permite concluir que los residuos no siguen una distribucion normal con un nivel de
significancia a = 0.05. Esta evidencia obligd a considerar la transformacion de la variable
respuesta o a recurrir a métodos no paramétricos en el analisis subsecuente. De esta
forma, se asegura la validez de las inferencias estadisticas posteriores, tales como el
ANOVA y las comparaciones multiples de Tukey, en el contexto de la caracterizacién de la

capacidad solventogénica de las cepas estudiadas.
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En este sentido:

Se busco verificar la suposicion de normalidad de los residuos del modelo ANOVA
unifactorial que evalua el efecto de las 18 cepas (15 aislados mas 3 cepas de referencia)

sobre la produccion de butanol (g/L). Para ello:

Se combind la produccion de butanol de todos los tiempos de fermentacion (24, 48, 72, 96
y 120 h) y de las tres réplicas, tanto para las 15 cepas nativas como para las 3 de

referencia, en un unico DataFrame con dos columnas: “Cepa” y “ButOH”.
Ajuste del ANOVA:
Se ajusté un modelo de minimos cuadrados ordinarios con la férmula
e ButOH;j = p + Cepai + &jj donde ¢jj son los residuos.
Prueba de Shapiro-Wilk:

Se aplico la prueba de Shapiro—Wilk a ese vector de residuos para evaluar si proceden de
una distribucién normal. Dado que p « 0.05, se rechaza la hipotesis de normalidad de los
residuos. Esto indica que los residuos difieren significativamente de una distribucién

normal.
Tabla 5 Resultados de la prueba de normalidad Shapiro Wilk

Estadistico W p-valor

0.614 1.75 x 107%

Analisis estadistico no paramétrico de la produccién de butanol

Dado que los datos de produccién de butanol presentaron distribuciones no normales y
posibles valores atipicos, se emplearon métodos no paramétricos en lugar del ANOVA. El
test de Kruskal-Wallis se utiliza cuando no se cumple el supuesto de normalidad y
homocedasticidad, ya que compara medianas de mas de dos grupos independientes
usando rangos de los datos. Al aplicar Kruskal-Wallis a las 18 cepas (15 aislados y 3 de
referencia), se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en la
produccion de butanol entre cepas. Esto indica que al menos una cepa difiere de las demas

en su produccién. A continuacién, se aplicé la prueba post hoc de Dunn con correccion de
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Holm para determinar qué pares de cepas eran diferentes. La prueba de Dunn permite
realizar comparaciones multiples basadas en rangos y controlar el error tipo |; la correccién
de Holm ajusta los p-valores de esas comparaciones para mantener el nivel de significancia
global (Menor sesgo que Bonferroni). Por tanto, Dunn—Holm identifica especificamente qué
cepas difieren en la produccién de butanol, tras haber detectado la heterogeneidad general

con Kruskal-Wallis.

Desde un punto de vista biolégico, los hallazgos revelan comportamientos fermentativos
diferenciales entre cepas. Todas las cepas analizadas aislados y Clostridium
acetobutylicum, C. beijerinckii y C. saccharoperbutylacetonicum de referencia son
productoras de butanol mediante fermentacién ABE. Sin embargo, cada cepa exhibe
distinto perfil productor. Cepas con medianas de produccion altas (como M6 o M9) podrian
ser mas eficientes en la etapa de solventogénesis, indicando mayor actividad de enzimas
butanol-deshidrogenasas o tolerancia al butanol. Esto concuerda con la literatura, que
describe que las especies solventogénicas comparten caracteristicas generales de
fermentacion pero difieren notablemente en rendimiento y tolerancia. Por ejemplo, las
especies industriales de Clostridium mostraron variaciones importantes en rendimiento de
butanol segun la cepa y el sustrato utilizado. Nuestros resultados sugieren que algunas
cepas aisladas tienen un perfil fermentativo mas productivo que otras, lo cual es relevante
para su potencial uso biotecnoldgico. Ademas, la alta variabilidad intragrupo reflejada en
los boxplots indica heterogeneidad en el comportamiento metabdlico: ciertas cepas podrian
requerir optimizar condiciones (pH, nutrientes) para maximizar su produccion. En resumen,
la prueba Kruskal-Wallis confirmé diferencias globales significativas, y Dunn—Holm
identificd especificamente los pares de cepas con distinta produccién de butanol. Estos
analisis sugieren que las cepas M6, M9, etc., sobresalen como mejores productoras. Por
ello, dichas cepas podrian ser candidatas para procesos fermentativos de biobutanol,

mientras que otras con menores rendimientos podrian ser menos utiles.

El diagrama de cajas (“boxplot”) se construyd con las concentraciones de butanol a las 96

horas de fermentacion, por las siguientes razones:

¢ Maxima produccion: En las series temporales de fermentacion, el punto de 96 h
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fue el que arrojo los valores de butanol mas elevados y con mayor dispersion entre
las cepas (Zhou et al., 2020). Esto hace que sea el instante mas informativo para
comparar la eficiencia relativa de cada fuente de carbono.

o Fase solventogénica estable: A ese tiempo todas las cepas habian superado la
fase de transicion acido-solvente, garantizando que las mediciones reflejaran la
produccién neta de butanol y no variaciones tempranas de crecimiento o picos
pasajeros (Li et al., 2019).

e Visualizar la mediana y la variabilidad de la produccién de butanol en cada medio
(fuente de carbono).

Analisis del boxplot a 96 h

A las 96 horas de fermentacion, la producciéon de butanol se compard entre las 18
cepas (3 de referencia: C. acetobutylicum, C. beijerincki 'y C.
saccharoperbutylacetonicum, y 15 aislados nativos) para identificar cuales mostraron
rendimientos realmente sobresalientes. El siguiente analisis se basa en los datos
resumidos por el boxplot (Figura 34) y las pruebas no paramétricas de contraste.

Figura 34 Boxplot de produccifon de butanol a las 96h por fuente de Carbono

Boxplot de produccion de Butanol a 96 horas por Fuente de Carbono
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Con el fin de evaluar si existian diferencias significativas en la produccién de butanol
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entre cepas, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis (no paramétrica) sobre las 18
distribuciones de datos a 96 h. El estadistico resultante (H = 62.4, p < 0.001) indica que
al menos dos cepas difieren de manera significativa en su capacidad solventogénica
(Dinno, 2017).

e Comparaciones por pares (Dunn + Holm)

Se realizaron contrastes multiples de Dunn ajustados con correccion de Holm para
determinar exactamente qué cepas se diferenciaban entre si. Los principales hallazgos

fueron:

e M4 produjo significativamente mas butanol que todas las cepas de referencia
(C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharoperbutylacetonicum) (p-Holm <
0.01).

¢ M3y M2 también superaron con significancia a las cepas de referencia (p-Holm
< 0.05), ubicandose como los segundos y terceros mejores productores,

respectivamente.

Entre las cepas de referencia, C. saccharoperbutylacetonicum rindié mas que C.
beijerinckii (p-Holm = 0.03), pero no difirid de C. acetobutylicum (p-Holm = 0.12). Los
aislados A1-A7 y P2, P4, P6 mostraron producciones intermedias, sin diferencias

significativas entre si ni frente a algunas cepas de referencia (p-Holm > 0.05).

M4 ostenta la mediana de butanol mas alta (~ 2.8 g/L) y el rango intercuartilico (IQR)
mas amplio, sefal inequivoca de su excepcional rendimiento y variabilidad. M3
(mediana ~ 2.3 g/L) y M2 (mediana ~ 1.9 g/L) consolidan un segundo pelotén de alto
desempenfio, con algunos outliers por encima de 3 g/L. Las cepas de referencia se
agrupan en medianas alrededor de 1.1-1.3 g/L, confirmando que los aislados M4, M3
y M2 poseen una ventaja biotecnolégica clara. El resto de aislados (serie A y P)
acumula medianas por debajo de 1 g/L, lo que los hace menos atractivos para procesos

industriales centrados en maxima produccion de butanol.
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Gracias a este analisis de contraste no paramétrico, se identificé un trio de aislados
nativos (M4 > M3 > M2) cuya produccién de butanol a 96 h es estadisticamente superior
a la de las cepas industriales de referencia. Este hallazgo respalda la hipotesis de que
aislados rizosféricos adaptados a sustratos locales pueden superar a cepas modelo en
eficiencia solventogénica, y sugiere enfocarse en M4 para optimizaciones futuras de

proceso y estudios genéticos (Zhao et al., 2021; Li et al., 2019).
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ANALISIS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

La relaciéon Carbono/Nitrogeno (C/N) en los medios de cultivo es un factor clave en la
fermentacion ABE (Acetona-Butanol-Etanol), ya que afecta directamente el crecimiento
microbiano y la produccion de metabolitos secundarios, como el butanol. En los procesos
de fermentacion, las bacterias anaerobias, en particular las del género Clostridium,
requieren una fuente equilibrada de carbono y nitrégeno para llevar a cabo sus actividades
metabdlicas, crecer y producir solventes.

Las bacterias utilizan el carbono como principal fuente de energia y para la sintesis de
biomoléculas complejas, mientras que el nitrégeno es esencial para la sintesis de proteinas
y acidos nucleicos. En medios de cultivo con una relacion C/N alta (exceso de carbono con
relacién al nitrégeno), las células pueden tener una abundancia de energia disponible para
el crecimiento, pero la falta de nitrégeno puede limitar la sintesis proteica, provocando una
disminucion en la tasa de crecimiento celular. En medios con una relacion C/N baja (mas
nitrégeno en relacion con el carbono), aunque el nitrdgeno es adecuado para el crecimiento
proteico, la limitada disponibilidad de carbono puede restringir la produccién de energia, lo
que también reduce la capacidad de crecimiento y, eventualmente, la produccién de
metabolitos como el butanol. Por lo tanto, la relacion C/N afecta la eficiencia metabdlica de

las bacterias y su habilidad para producir solventes.
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8.1.1 Impacto de la relaciéon C/N en la produccién de butanol

Un exceso de carbono y deficiencia de nitrégeno fomenta la acumulacién de compuestos
carbonados en las células, lo que puede inducir el cambio a la fase solventogénica mas
rapidamente. Sin embargo, si el nitrdgeno es demasiado limitado, puede reducirse el
crecimiento celular, y la fermentacion puede verse afectada antes de alcanzar su potencial
maximo de produccion de butanol. Se ha observado que relaciones C/N alrededor de 20:1
a 30:1 suelen ser las mas efectivas para la produccion de butanol, ya que estas
proporciones proporcionan suficiente carbono para la sintesis de solventes sin agotar el

nitrégeno demasiado rapido.

En este caso, hay un exceso relativo de nitrégeno, lo que generalmente favorece el
crecimiento celular mas rapido, pero puede retrasar la entrada en la fase solventogénica,
por tal razén la fermentacion tendera a durar mas tiempo, para evaluar los solventes.

No solo la proporcion total de C/N es importante, sino también el tipo de fuente de carbono
y nitrogeno utilizados. Las fuentes de carbono complejas, como los almidones de
tubérculos (papa, batata, Aiame), se degradan de manera diferente a los azucares simples
como la glucosa, afectando la disponibilidad de carbono en las primeras etapas de la
fermentacion. El almidén de fiame, por ejemplo, se ha reportado como una fuente eficiente
para la produccion de butanol debido a su estructura, que favorece una liberacién gradual

de glucosa a lo largo del proceso de fermentacion.

En cuanto a las fuentes de nitrdgeno, el nitrégeno inorganico (por ejemplo, sales de
amonio) se absorbe mas facilmente, lo que puede resultar en una rapida fase de
crecimiento inicial, mientras que el nitrégeno organico (como extracto de levadura o
peptonas) puede proporcionar una liberacién mas sostenida de nitrégeno, lo que puede
beneficiar tanto el crecimiento como la produccion de solventes en las fases posteriores

de la fermentacion.
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8.2 Discusién comparativa entre las cepas de referencia
y los aislados nativos para la produccion de solventes

El andlisis factorial realizado en esta investigacion revelé diferencias estadisticamente
significativas entre las cepas evaluadas, especialmente entre los aislados nativos y las
cepas de referencia (p < 0.001), destacando una variabilidad intrinseca en la capacidad de
produccion solventogénica. Este resultado coincide con lo reportado por otros autores que
han demostrado diferencias marcadas en produccion de solventes entre cepas de
referencia del género Clostridium , como C. acetobutylicum , C. beijerinckii , y C.
saccharoperbutylacetonicum (Jang et al., 2012; Al-Shorgani et al., 2012). Las cepas de
referencia generalmente muestran una alta solventogénica, resultado de procesos
adaptativos y seleccidbn en ambientes controlados y especificos, lo cual coincide
plenamente con nuestros hallazgos en los que dichas cepas tuvieron comportamientos

consistentes en diferentes fuentes de carbono.

Por otro lado, los aislados nativos de suelo rizosférico presentaron diferencias significativas
entre ellos, indicando que algunas cepas locales poseen una elevada capacidad
solventogénica comparable, y en algunos casos superior, a las cepas estandar. Aislados
especificos como M1, M3, y M4 sobresalieron claramente en cuanto a su rendimiento de
produccion de butanol, especialmente en medios ricos en almidones especificos como
flame o papa, lo cual podria deberse a adaptaciones metabolicas especificas o a perfiles
enzimaticos particulares presentes en estas cepas nativas. Estos resultados concuerdan
con observaciones realizadas en estudios anteriores, en donde cepas nativas, adaptadas
naturalmente a sustratos locales, han mostrado alta capacidad fermentativa debido a la
expresion diferencial de genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos

complejos (Survase et al., 2011; Zhao et al., 2021).

Sin embargo, la ausencia de un efecto significativo de la fuente de carbono (p = 0.601) o
de la interaccién cepa x fuente de carbono (p = 0.113) a nivel global sugiere que, aunque
ciertas cepas individuales se adaptan mejor a determinados sustratos, esta preferencia
metabdlica no se manifiesta de forma generalizada. Esto indica que la capacidad
solventogénica depende mas fuertemente del potencial intrinseco de cada cepa que de la
composicion quimica especifica del sustrato utilizado. No obstante, es importante sefialar

que en analisis exploratorios especificos realizados mediante la prueba de Tukey, algunas
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tendencias sutiles hacia mejores rendimientos en ciertas almidones, especialmente el

filame, emergieron consistentemente entre las cepas nativas.

En términos de aplicaciones, estas observaciones sugieren dos estrategias claras para
futuras investigaciones y aplicaciones industriales: por un lado, la seleccién y optimizacién
de cepas nativas como M1 o M4, adaptadas a almidones especificos, para mejorar
rendimientos en procesos fermentativos locales; por otro lado, la posibilidad de emplear
cepas de referencia universales, como C. acetobutylicum , cuando se busque una
produccién solventogénica estable independientemente del sustrato disponible. Esta doble
estrategia podria facilitar la implementacién exitosa de tecnologias sostenibles basadas en

residuos agroindustriales ricos en almidones.

Finalmente, la interaccion limitada entre cepas y fuentes de carbono en este estudio abre
la puerta para investigaciones adicionales, sugiriendo explorar mas detalladamente los
mecanismos enzimaticos especificos, los perfiles metabdlicos, y la regulacion génica
asociada a la fermentacién de sustratos complejos. Estos estudios posteriores podrian
revelar detalles mas finos sobre como la adaptacion natural o inducida podria mejorar
significativamente la productividad global de butanol, contribuyendo directamente a la

sostenibilidad y viabilidad econémica de la industria bioenergética.

La presente investigacion plante6 como hipotesis central la existencia de bacterias
fermentadoras ABE, aisladas de suelos rizosféricos, capaces de producir butanol como
metabolito principal, bajo condiciones de fermentacion controladas. Esta hipotesis fue
evaluada desde tres dimensiones: caracterizacion microbioldgica, produccién cuantificada

de solventes y comparacion estadistica con cepas de referen



8.2.1 Discusion frente a las hipotesis planteadas

Los aislados nativos de Clostridium fueron caracterizados morfoldgica y bioquimicamente
(hidrolisis de almidén, produccion de solventes, actividad catalasa, indol y degradacion de
celulosa), obteniéndose perfiles compatibles con especies solventogénicas del género
Clostridium. Estas caracteristicas funcionales confirman que los microorganismos aislados
poseen la maquinaria metabdlica necesaria para la fermentacion ABE, tal como se
proponia. De hecho, los analisis cromatograficos (HPLC) verificaron que el butanol fue el
solvente predominante en todos los cultivos, con cantidades menores de acetona y etanol,
lo cual concuerda con el metabolismo solventogénico esperado. Se observaron variaciones
notables en los rendimientos de butanol segun la cepa y la fuente de carbono empleada:
ciertos aislados (por ejemplo, M1, M3 y M4) alcanzaron producciones comparables o
superiores a las cepas de referencia, especialmente en medios enriquecidos con almidén
de papa y fiame. Tales diferencias bioquimicas sugieren una adaptacion enzimatica
diferencial de cada cepa a las diferentes matrices de almidén evaluadas, lo que coincide
con estudios previos sobre la versatilidad metabdlica de cepas nativas de Clostridium
(Wang et al., 2020).

Desde el punto de vista cuantitativo, el analisis de varianza multifactorial aplicado a la
produccion de butanol revel6é que el factor “cepa” tuvo un efecto altamente significativo (p
< 0.001), confirmando la existencia de diferencias inherentes en la capacidad fermentativa
de las cepas analizadas. En contraste, el efecto global del tipo de sustrato amilaceo no
resultd estadisticamente significativo (p > 0.05), aunque se observd una tendencia
consistente de mayores rendimientos con fuentes como el fiame (rico en almidoén). La
interaccion cepaxsustrato tampoco fue significativa, sugiriendo que el rendimiento de cada
cepa depende mas de su potencial intrinseco que del tipo especifico de almidéon empleado.
Sin embargo, en un analisis post hoc por separado, se detectaron diferencias significativas
internas en algunas cepas; por ejemplo, M1 y M4 mostraron variaciones por fuente de
carbono (p<0.05, prueba de Tukey), lo que indica que con réplicas adicionales el disefo
experimental podria captar mejor estas sutilezas. En conjunto, estos resultados
estadisticos permiten rechazar la igualdad en la produccién de butanol entre cepas nativas

y cepas modelo, confirmando que existen diferencias reales entre los grupos.
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Los analisis de crecimiento (densidad 6ptica, DO) mediante ANOVA de dos factores cepa
y fuente de carbono apuntan en la misma direccién: ambos factores resultaron altamente
significativos para la DO, asi como su interaccion. Esto indica que unas cepas crecieron
mejor que otras y que las fuentes tuberosas (papa y hame) favorecieron incrementos de
biomasa mayores que fuentes simples como la glucosa. Los diagramas de cajas muestran
que la mediana de DO en papa y fiame fue notablemente superior en comparacion con
otras fuentes menos amilaceas. Estos hallazgos refuerzan la idea de que los almidones de
tubérculos proporcionan azucares fermentables de forma sostenida (gracias a las amilasas
extracelulares de Clostridium), lo que se traduce en una mayor biomasa y en, potencial,

una mayor produccién de solventes.

Dado que los residuos del ANOVA no cumplieron la normalidad (prueba Shapiro—Wilk p «
0.05), se emplearon pruebas no paramétricas para verificar las diferencias en produccion
de butanol. La prueba de Kruskal-Wallis aplicada a las 18 cepas (15 aislados nativos + 3
de referencia) mostré diferencias altamente significativas (H = 62.4, p < 0.001) en la
produccion de butanol a las 96 h de fermentacion. Las comparaciones multiples Dunn—
Holm posteriores revelaron qué cepas sobresalen: en particular, el aislado M4 produjo
significativamente mas butanol que todas las cepas de referencia (p-Holm < 0.01). De igual
modo, los aislados M3 y M2 superaron con significancia a las cepas modelo (p-Holm <
0.05). Entre las cepas de referencia, C. saccharoperbutylacetonicum rindi6 mas que C.
beijerinckii (p-Holm = 0.03) sin diferir significativamente de C. acetobutylicum. Estas
comparaciones confirman que M4 ostenta una produccion de butanol excepcional
(mediana ~2.8 g/L, IQR amplio), seguido por M3 (~2.3 g/L) y M2 (~1.9 g/L). En cambio, las
cepas de referencia presentaron medianas alrededor de 1.1-1.3 g/L, evidenciando una
clara ventaja biotecnoldgica de los aislados nativos mas productivos. El resto de aislados
(series A y P) mostraron medianas por debajo de 1 g/L y no difirié significativamente de
algunas cepas de referencia (p-Holm > 0.05), lo que sugiere que son menos atractivos para
una produccion industrial de butanol. En resumen, el analisis no paramétrico identificé un
trio de aislados (M4 > M3 > M2) cuya produccién de butanol a 96 h es estadisticamente
superior a la de las cepas industriales, o que apoya la idea de que cepas locales de suelo
pueden superar en eficiencia a los patrones de referencia en medios ricos en almidones

tuberosos.



Conclusiones y recomendaciones

Los suelos rizosféricos asociados a cultivos de tubérculos demostraron ser una fuente
rica de bacterias fermentadoras, en especial del género Clostridium, capaces de
producir solventes de interés industrial a partir de la fermentacion ABE. Estas bacterias
mostraron una alta eficiencia en la transformaciéon de azucares derivados de los
almidones presentes en los residuos de cultivos.

Los hallazgos confirman que los aislados nativos de Clostridium poseen las
caracteristicas fermentativas ABE necesarias para la produccion de butanol a partir de
fuentes tuberosas, validando la caracterizacion inicial. La cantidad de butanol obtenida
supero o igualdé a las cepas de referencia en varios casos, especialmente al utilizar
almidon de papa y fiame, lo cual evidencia adaptaciones enzimaticas favorables.
Estadisticamente, el factor cepa fue determinante en el rendimiento de butanol,
mientras que el tipo de almiddn tuvo un efecto global menos pronunciado. No obstante,
las fuentes tuberosas de mayor contenido amilaceo mostraron tendencias de mejor
rendimiento, como lo indica el mayor crecimiento (DO) y produccion en papa y fiame.

El analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y Dunn confirmé las diferencias entre
cepas, destacando a M4, M3 y M2 como candidatas prometedoras para procesos
fermentativos de biobutanol. No se encontraron discrepancias relevantes en los datos
ni en los resultados estadisticos, mas alla de la confirmaciéon de heterogeneidad de
varianzas que motivo el uso de métodos no paramétricos. En general, los objetivos
planteados fueron satisfechos: los aislados del entorno rizosférico demostraron gran
eficiencia en la transformacion de almidones de tubérculos en solventes ABE, lo que

es coherente con reportes previos en la literatura (Zhao et al., 2021; Li et al., 2019).
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e El uso de residuos de cultivos como fuentes de carbono en la fermentacion ABE
representa una alternativa viable y sostenible para la produccién de solventes,
contribuyendo a la economia circular y reduciendo el desperdicio de recursos
agricolas. Esto sugiere que los residuos de papa, fiame y batata pueden ser
integrados en procesos industriales para la produccion de biocombustibles y
solventes sin competir directamente con la produccién alimentaria.

o Para mejorar la eficiencia del proceso de fermentacion, se recomienda investigar
mas a fondo la combinacion de diferentes fuentes de carbono y la fermentacion con
otras cepas bacterianas que puedan aumentar la productividad de los solventes.
Ademas, seria util desarrollar estudios sobre el escalado industrial del proceso
utilizando los residuos agricolas como materia prima principal.

= Se recomienda la evaluacién de diferentes condiciones ambientales: Se
recomienda realizar estudios adicionales para evaluar como variables como la
temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno afectan la produccion de
solventes. Optimizar estas condiciones podria mejorar la eficiencia del proceso de
fermentacion.

= Se recomienda realizar estudios genéticos mas profundos para identificar los
aislamientos realizados que podrian ser optimizados mediante seleccion o
modificacion genética, mejorando la produccién de solventes.

= Se sugiere realizar estudios piloto de mayor escala para evaluar la viabilidad
industrial de los resultados obtenidos en laboratorio. El escalado podria revelar

desafios adicionales que deben abordarse antes de la implementaciéon comercial.



A. Anexo: Nombrar el anexo A de
acuerdo con su contenido

= Base de datos por tiempo de fermentacion para produccion de acidos y solventes

A B T D E [ G H | J

1 |FuentedeC Cepa Tiempo Acetona EtOH ButOH pH Temperatura Réplica DO

2 |ARRACACHA C.acet 0 0 0 0 7 37 1 0,965
3 |ARRACACHA C.acet 24 0 1,03074 0,154 5,7 37 1 2,962
4 |ARRACACHA C.acet 48 6,208 0 0 4,5 37 1 0,927
5 |ARRACACHA C.acet 72 0 1,432 0,932 51 37 1 0,659
6 |ARRACACHA C.acet 96 5,628 0 0,012 6 37 1 0,607
7 |ARRACACHA C.acet 120 6,075 0 0 6,5 37 1 0,575
8 |ARRACACHA C.acet 0 0 0 0 7 37 2 0,857
g |ARRACACHA C.acet 24 0 0,986 0,235 5,6 37 2 1,869
10 |ARRACACHA C.acet 48 5,323 0,142 0 4,3 37 2 1,572
11 |ARRACACHA C.acet 72 0 1,576 0,567 49 37 2 0,928
12 |ARRACACHA C.acet 96 4,769 0 0 5,5 37 2 0,761
13 |ARRACACHA C.acet 120 7.85 0 0 6,2 37 2 0,618
14 |ARRACACHA C.acet 0 0 0,825 0,255 7 37 3 0,799
15 |ARRACACHA C.acet 24 0 0,798 0,193 5,8 37 3 0,972
16 |ARRACACHA C.acet 48 6,012 0,005 0,23 4,1 37 3 1,926
17 |ARRACACHA C.acet 72 0 1,?34' ID,?BQ_l 5,7 37 3 1,025
18 |ARRACACHA C.acet 96 4,572 0 0,021 6,3 37 3 0,736
19 |ARRACACHA C.acet 120 10,27 0 0 6,5 37 3 0,528
20 |ARRACACHA C.sach 0 0 0 0 7 37 1 0,018
21 |ARRACACHA C.sach 24 0,94155 0 0,097 6,7 37 1 1,678
22 |ARRACACHA C.sach 48 0 0,94257 0,343 6,3 37 1 2,137

» Scripts usados para la generacion de graficas
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source("G: /TUTORDATES/BACTERIOLOGIAR fcode/bac_analysisvi.rR")
it ('dir.exists("resultsihgraficas")) {
dir.create("results’\graficas")

1

data? «- data ¥=¥

filter{cepa=="M4d") %=X

select(t_dia, butanol, ph, do) %=%
group_by(t_dia) %=%

summarize(

butanol = mean(butanol, na.rm = TRUE),
ph = mean{ph, na.rm = TRUE),

do = mean(do, na.rm = TRUE)

)]
long_data «- pivot_longer{data2, cols = -t_dia,
names_to = "Product”, values_to = "Concentration™)

graf =- ggplot(long_data, aes(x
shape = Product)) +
geom_point )+

geom_line() +

labs(x = "Dia", y = "g/L", title = "Evolucion de 1a Produccion, DO y pH para la
cepa M4") +
theme_minimal () +
scale_color_manual(values
scale_shape_manual{values
plotigraf)

source("G: /TUTORDATES/BACTERIOLOGIAZ fcode/bac_analysisvi.rR")
data? «- data ¥=¥

filter{cepa=="M3") %=X

select(t_dia, butanol, ph, do) %=%

group_by(t_dia) %=%

summarize(

butanol = mean(butanol, na.rm = TRUE),

ph = mean{ph, na.rm = TRUE),

do mean(do, na.rm = TRUE)

b

t_dia, y = Concentration, color = Product,

c("black”™, "gray”, "darkgreen”, "blue", "red")}) +
c{le, 17, 18, 15, 19)) + # adjust shapes to match

R History
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long_data <- pivot_longer{data2, cols = -t_dia,

names_to = "Product”, values_to = "Concentration”™)

graf <- ggplot(long_data, aes{x = t_dia, vy = Concentration, color = Product,
shape = Product)) +

geom_point (J+

geom_line() +

Tabs(x = "pia", v = "g/L", title = "Evolucion de la Produccion, DO v pH para la
cepa M53") +
theme_minimal () +
scale_color_manual (values
scale_shape_manual (values
theme(

panel.background = element_rect{fi11 = "white”, color = NA), # White panel
background

plot. background = element_rect(fi1l = "white"”, color = NA), # White plot
background

Tegend.title = element_blank()

)

plot (graf)

filename =- pasted(“resultsigraficas’'\m5.png™)

ggsave(filename, plot = graf, width = 8, height = &)

#CEPA M3

dataz =- data %=%

filter (cepa=="M3") %=X

select(t_dia, butanol, ph, do) =%

group_by(t_dia) %=%

summarize(

butanol = mean(hbutanol, na.rm = TRUE),

ph = mean(ph, na.rm = TRUE),

do = mean(do, na.rm = TRUE)}

)

Tong_data <- piveot_longer{dataz, cols = -t_dia,

names_to = "Product”, values_to = "Concentration™)

c{"black", "gray"”, "darkgreen", "bTue", "red")) +
c(le, 17, 18, 15, 19)) +
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