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ReSUMEN

Este trabajo tuvo como propésito evaluar la produccion de 1,3 propanodiol (1,3-
PD) a partir de glicerol en trece cepas nativas de Clostridium spp, aisladas de suelos
colombianos. Se evaluaron dos medios de cultivo con glicerol USP (G1A y G1B)
con diferentes concentraciones de PABA, biotina y “stock” de minerales; y un medio
con glicerol industrial proveniente de la produccion del biodiésel y se determiné la
productividad volumétrica de 1,3 PD en las cepas nativas, en los tres medios. En
promedio se pudo observar que las cepas nativas presentaron una productividad
1,6 veces superior cuando fueron cultivadas en el medio G1B y un rendimiento de
1,3-PD (Yp/s) 128% mas alto con el medio G1B. La cepa nativa IBUN13A presento
una productividad volumétrica 50% superior a la cepa de referencia Clostridium
butyricum DSM523 en medio G1A e incrementd su productividad en un 28% en
un medio con glicerol industrial (G2). Los resultados de este trabajo sugieren que
el glicerol industrial sin purificacion podria ser usado para la produccién de 1,3-PD
a nivel industrial, mediante la optimizacion de las condiciones de fermentacion. La
transformacion de este residuo en un producto rentable, podria dar valor agregado a
la produccion de biodiésel en Colombia.

Palabras clave: 1,3-PD, Clostridium, glicerol, productividad volumétrica, biodiésel.
SUMMARY

EVALUATING Clostridium sp. NATIVE STRAINS 1,3-PROPANEDIOL PRODUCTION BY
FERMENTATION FROM GLYCEROL USP AND RAW GLYCEROL FROM BIODIESEL PRODUCTION

This work was aimed at evaluating 1,3 Propanediol (1,3-PD) production from gly-
cerol in thirteen Clostridium sp. strains isolated from Colombian soils. Two culture
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media containing USP glycerol (G1A and G1B) and variable concentration of PABA,
biotin and mineral stock, and a third medium containing raw glycerol from biodiesel
production were evaluated. Volumetric productivity for 1,3-PD was determined in
native strains in three media. In average native strains showed 1,6 greater volumetric
productivity and a yield 128% higher when grown in G1B medium in comparison to
those obtained in G1A medium. Native IBUN13A strain had 50% greater volumetric
productivity (Q, , .= 0,060 mg mL" h) than the Clostridium butyricum DSM523

reference strain (Q, , ,,= 0.030 mg mL" h'") and the same parameter was increased

by 28% in raw-glycerol medium (G2) regarding that obtained in G1 medium. These
results suggest that raw glycerol obtained from the biodiesel process without any
purification may be used for producing 1,3-PD at industrial level by optimising fer-
mentation conditions. Transforming this waste into an added-value product should
become profitable the biodiesel production process in Colombia.

Key words: 1,3-PD, Clostridium, glycerol, volumetric productivity, biodiesel.

INTRODUCCION

El 1,3 propanodiol (1,3 PD) o trimetilenglicol se emplea para producir polimeros
tipo politrimetilentereftalatos (PTT) reconocidos por sus excelentes propiedades
de elasticidad (8, 27). Los atributos ideales del PTT se conocen desde 1940 pero
los altos costos de produccion dificultaron su entrada al mercado. A comienzos
de la década del noventa se desarrollé una ruta biotecnoldgica basada en proce-
sos fermentativos a partir del glicerol que hizo posible la produccion de PTT para
aplicaciones de alto valor agregado (10). Estos procesos atrajeron la atencion de
empresas como DuPont, Dow Chemical Company y Tate Lyle's para desarrollar
fibras con propiedades ideales como la suavidad, adaptacién, facilidad de tinciéon
y resistencia, que han superado facilmente al nylon en el desarrollo de cierres,
sellos, conectores, cubiertas de extrusion y empaques tipo blister (4, 26, 41).
El impacto del desarrollo de aplicaciones y procesos relacionados al 1,3 PD se
refleja en las 499 patentes generadas entre 1970 y el 2006, 51 de las cuales se
relacionan con su produccion por vias biotecnoldgicas (18).

Adicional a su uso para el PTT, el 1,3 PD puede reemplazar a los glicoles tradi-
cionales en la fabricacién de otros sistemas poliméricos, mejorando la estabilidad
térmica e hidrolitica sin afectar otras propiedades claves. Entre sus aplicaciones
mas frecuentes esté el disefio de refrigerantes y tintas acuosas (41). La amplia
variedad de aplicaciones ha permitido estimar que para el afio 2020 el 1,3 PD
tendrd un mercado potencial de 230.000 toneladas métricas por afio (18).

El 1,3-PD se ha sintetizado tradicionalmente por vias quimicas tales como la
hidrolisis de la acroleina y la reaccién de éxido de etileno con mondxido de car-
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bono e hidrégeno (12). Sin embargo, ademés de ser altamente costosas para la
industria, estas rutas manejan reactivos toxicos y generan rendimientos inferiores
al 43% (18, 22). Este hecho ha impulsado el estudio de la conversion de glicerol
a 1,3-PD por diferentes especies de bacterias, entre las que se encuentran Kleb-
siella pneumonie, Citrobacter freundii y Clostridium butyricum (figura 1). Para
hacer esta ruta econdomicamente competitiva se requiere tanto de cepas de alto
rendimiento como de sustratos econémicos, lo cual ha motivado la buisqueda de
nuevas cepas capaces de emplear subproductos con alto contenido de glicerol
como fuentes de carbono para la fermentacion (12, 20, 44).
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Figura 1. Ruta de asimilacion de glicerol en Clostridium butyricum. |. Glicerol deshidratasa; I1. activa-
dor de la glicerol deshidratasa; Il1. 1,3-PD deshidrogenasa; IV. glicerol deshidrogenasa; V. dihidroxiacetona
kinasa, Fd. Ferredoxina.
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El biodiésel como fuente energética renovable, tiene el 85% del potencial ener-
gético del diésel (43) y durante su proceso productivo es posible obtener glicerol
como subproducto principal en concentraciones entre 10-40% (20). Esta con-
dicion ha posicionado la produccién de 1,3-PD y 3-hidroxipropionaldehido (3-
HPA) a partir de glicerol como una estrategia para dar mayor valor agregado a los
subproductos durante la produccion, y de esta forma rentabilizar el proceso (42).

En este trabajo se presentan los resultados de la evaluacién del potencial produc-
tor de 1,3-PD a partir de glicerol obtenido del proceso de biodiésel por cepas co-
lombianas de Clostridium sp. caracterizadas molecularmente como relacionadas
con Clostridium butyricum (5, 24, 33, 40).

MEeTopoLoGia

Cepas utilizadas: se evaluaron 13 cepas nativas: IBUN 13A, IBUN 18A, IBUN
18Q, IBUN 18S, IBUN 22A, IBUN 62B, IBUN 62F, IBUN 64A, IBUN 95B, IBUN
125C, IBUN 137K, IBUN 140B, IBUN 158B, las cuales fueron aisladas por su
produccion de solventes y caracterizadas molecularmente (31, 33). Se incluyeron
como cepas de referencia para la produccién de 1,3-PD: Clostridium acetobutyli-
cum ATCC 824, Clostridium butyricum DSM 2478 y Clostridium butyricum DSM
523 (1, 11, 19). Todas las cepas fueron cultivadas y conservadas en las condi-
ciones descritas previamente por Montoya y col. (31). Se realizaron las curvas de
crecimiento por duplicado, para cada cepa en medio RCM (Merck®) a 200 rpm
y 37 °C por 72 horas.

Medios y condiciones de fermentacion: el medio de cultivo empleado para
la produccion de 1,3-PD fue disefiado previamente para la fermentacion ace-
tobutilica (31), pero se sustituyo la fuente de carbono por glicerol USP 50g/L
(medio G1) o glicerol industrial (68% p/p) proveniente de la produccion de
biodiésel (medio G2). Se determiné la edad del in6culo para obtener la mayor
produccion de 1,3-PD. Se probaron tres puntos de la curva de crecimiento en el
medio RCM: la fase de crecimiento acelerado (T1), la fase exponencial (T2) y la
fase de crecimiento desacelerado (T3). Todos los experimentos se realizaron en
las condiciones descritas anteriormente.

Los medios G1Ay G2 se prepararon empleando como fuente de carbono glicerol
USP al 50% vy glicerol industrial al 68% respectivamente, con la composicion
descrita a continuacion: KH,PO, 1.8 g, extracto de levadura 3 g, biotina 0,4 mg
y PABA 0,3 mg, y 4,0 mL del “stock” de minerales preparado con la siguiente
composicion por litro: ZnCl, 70 mg, MnCl,.4H,0 100 mg, CoCl,.2H,0 200 mg,
H,BO, 60 mg, CuCl,.2H,0 20 mg, NiCl,.6H,0 25 mg, Na,MoO,.2H.,O 35 mg,
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HCl 379% 0.9 mL, de acuerdo a lo descrito por Biebl y Pfenning (9). Para la se-
gunda prueba, en el medio G1B, las concentraciones de PABA y biotina fueron
de 3 mgy 4 mg respectivamente y 4 ml del “stock” de minerales preparado con
la siguiente composicién por litro: MgSO, . 7H,0 640 mg, CaCl,.2H,0 380 mg,
FeSO,.7H,0 253 mg, MnCl,.4H,0 60 mg, CoCl,.6H,0 60 mg, NaMoO, .2H,0
65 mg de acuerdo a Montoya y col (44). En todos los casos el pH se ajustd a
7,0 con KOH 2N (34).

Se crecieron todas las cepas nativas y de referencia en medio G1A 'y G1B para
seleccionar la cepa mejor productora de 1,3-PD y emplearla en la degradacion
del glicerol industrial en medio G2. En la Tabla 1 se presentan las composiciones
finales de los medios evaluados y se comparan con los rangos y valores prome-
dios de otros trabajos (1, 9,14, 15,16, 29, 31).

Tabla 1. Comparacion composicion final de medios de cultivo G1Ay G1B.

Elemento Medio G1A Medio G1B Rango @ Promedio
K (g/L) 0,517 0,517 0,028 -1,571 0,334
Mn (g/L) 1,1 x10* 6,7 x10° 3,3x10°-55x10° 4,4 x10°
Co (g/L) 1,9 x10* 5,4 x10° 1,9x10°-2,4 x10° 1,2 x10°
Mo (g/L) 5,5 x10* 1,0 x10* xx © 2,7 x10°
B (g/L) 42 x10° -® 2,1x10% - 8,7 x10° 5,4 x10°
Ni (g/L) 2,4 x10° - 1,2 x10° - 3,5 x10° 2,4 x10°
Cu (g/L) 2,9 X105 - 70 x10°% - 1,49 X10° 1,0 x10°
Zn (g/L) 1,3 x10* - XX 6,7 x10%
Ca (g/L) - 4,1 x10% 2,7 x10% - 5,4 x10°® 4,3 x10°
Fe (g/L) - 2,0x10* 8,0 x10*-5,6 x10° 2,0x10%
Mg (g/L) - 6,42 x10° 1,9 - 2,4 X102 0,021
Biotina 0,0004 0,004 4 x 10%-0,004
PABA 0,0003 0,003 3x 10%-0,003
A RRPIR P

(@) Tomado de varias referencias: (14, Cameron et al., 1994, 15, Colin et al., 2000; 29; Malaoui et al., 2001;
12, Bielb, 1999).

(b) Elemento no adicionado al medio.
(c) Solo un autor reporta la adicion del elemento.
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Determinacion de la fuente de carbono y perfiles de acidos y solventes:
el glicerol, los &cidos acético y butirico, y el 1,3-propanodiol fueron cuantificados
por cromatografia de gases (CG). Para ello, las muestras se filtraron por membra-
nas de 0,22 um y se analizaron en un cromatégrafo VARIAN 3400, empleando
una columna semicapilar DB-WAX, con un detector de ionizacion de llama (FID),
con 1,2-propanodiol como estandar interno (500 ppm). Se tomaron 0,2 ul de
la mezcla y se inyectaron a una temperatura de 210 °Cy en la columna se utilizo
una rampa de temperatura de 50 °Ca 110°Ca 13,5 °C/miny de 110°Ca 215
°C a 30 °C/min. Se empled el programa VARIAN STAR 4.5 para el procesamiento
de los datos. La biomasa fue determinada por el método de peso seco con una
muestra de 1 mL, la cual se centrifugd a 12.000 rpm por 15 min; se eliminé el
sobrenadante y se seco a 59 °C hasta obtener peso constante. La densidad ép-
tica se determind a una longitud de onda de 680 nm en un espectrofotémetro
VARIAN DMS100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones del inéculo: Se considerd conveniente establecer la mejor edad
para la preparacion del indculo porque se ha demostrado en diferentes especies
que la edad del inoculo influye significativamente en el crecimiento, la productivi-
dad vy la reproducibilidad de la fermentacién, debido a que los microorganismos
asumen de manera heterogénea las fluctuaciones de pH vy las condiciones de
estrés que representa el cambio de medio dependiendo de sus estados fisiold-
gicos asociados a su crecimiento (23, 25). Adicionalmente, es conocido que en
Clostridium la solventogénesis se dispara diferente dependiendo de la edad del
indculo. Las cepas nativas IBUN 22A, IBUN 64A, IBUN 125C vy la cepa patron
Clostridium butyricum DSM 523 fueron seleccionadas para determinar la edad
del inéculo. En este trabajo, los resultados mostraron que la mejor fase para
inocular es la fase exponencial (T2), puesto que en todas las cepas presentd
la mayor tasa de crecimiento y una mayor produccién de 1,3-propanodiol en el
medio G1A. En la figura 2, se observa este comportamiento para la cepa nativa
IBUN 22 A, inoculada en las tres diferentes fases del crecimiento. Estos resulta-
dos concuerdan con lo enunciado por Abbad-Andaloussi y col, y Saint Amans et
al. (3, 39), quienes sugirieron que el 1,3-PD puede considerarse un metabolito
primario al estar asociado al crecimiento.
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Figura 2. Crecimiento (arriba) y produccién de 1,3-propanodiol (abajo) para la cepa nativa IBUN 22A) en me-
dio G1A con inoculo en fase de crecimiento acelerado T1 (o), exponencial T2 (o) y desacelerado T3 (A) .

Produccion 1,3-PD en medio de cultivo G1A (glicerol USP): en la tabla 2 se
presentan los rendimientos de sustrato en producto (Y, y la productividad vo-
lumétrica (Q,) de cada una de las cepas nativas y en cada uno de los diferentes
medios. Tanto en el medio G1A como en el medio G1B las cepas nativas IBUN
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18Q, IBUN 62B e IBUN 62F presentaron un crecimiento muy limitado utilizando
glicerol USP como fuente de carbono y energfa. Las restantes 10 cepas (IBUN
13A, IBUN 18A, IBUN 18S, IBUN 22A, IBUN 64A, IBUN 95B, IBUN 125C, IBUN
137K, IBUN 140B, IBUN158B) crecieron en ambos medios. En el primero, los
valores de productividad de 6 de ellas fueron del mismo orden o superiores a la
mejor cepa patron Clostridium butyricum DSM523 (Q, ,,,= 0,030 g L'h™"), con
los valores més altos en las cepas IBUN 22A e IBUN 13A. En el medio de cultivo
G1B nueve de las 10 cepas nativas presentaron mayor productividad que la me-
jor cepa patrén, siendo las tres mejores IBUN 137 K, IBUN 13A e IBUN 158 B. En
promedio se pudo observar que las diez cepas nativas presentaron una produc-
tividad 1,6 veces superior cuando fueron cultivadas en el medio G1B. Respecto
al rendimiento del 1,3-PD (Yp/s), el promedio de las 10 cepas nativas pasé de
0,229 a 0,512 mol/mol con el medio G1B. Los anteriores resultados demuestran
que las condiciones ofrecidas por el medio G1B son més favorables para que las
cepas nativas asimilen el glicerol y produzcan 1,3-propanodiol.

Tabla 2. Rendimiento de producto en sustrato (Y,) y Productividades volumétricas (Q;) de 1,3-PD en
medio G1. Tiempo de incubacion 72 h, temperatura 37 °C, agitacion 200 rpm.

Experimento 1 - medio G1A Experimento 2 - medio G1B

Cepa Y. (mol.mol"') Q(gL'h) Y. (mol.mol") Q(g.L'h)
IBUN 13 A 0,232 0,060 0,951 0,069
IBUN 18 A 0,289 0,043 0,462 0,055
IBUN 125 C 0,260 0,038 0,593 0,040
IBUN 95 B 0,288 0,036 0,370 0,041
IBUN 18 S 0,215 0,031 0,660 0,054
IBUN 137 K 0,122 0,029 0,627 0,080
IBUN 158 B 0,335 0,026 0,384 0,073
IBUN 64 A 0,190 0,025 0,607 0,070
IBUN 140 B 0,155 0,023 0,357 0,046
IBUN 22 A 0,203 0,046 0,108 0,029
IBUN 18Q 0 0 0,023 0,002
IBUN 62B 0 0 0,021 0,001
IBUN 62F 0 0 0,012 0,002
DSM 523 0,255 0,030 0,103 0,001
DSM 2478 0,081 0,015 0,380 0,034
ATCC 824 0,027 0,003 - -
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Se evaluaron dos niveles de concentracién de PABA de 0,3 a 3 mg/L y de bioti-
na de 0,4 a 4mg/L y el cambio en el “stock” de minerales en los medios G1A 'y
G1B respectivamente (Tabla 1), porque se considerd que estas modificaciones
podrfan contribuir favorablemente en la produccién de 1,3 PD de acuerdo a lo
establecido por otros autores (28, 37, 38, 36). Se ha estudiado la actividad de
algunas de las enzimas involucradas en la ruta metabdlica de asimilacion del
glicerol y se ha demostrado que la concentracion de iones metélicos dentro de
la célula, influye en la actividad hidrogenasa y 1,3-propanodiol deshidrogenasa
(2, 37, 35). Este hecho motivo la variacion de la composicion de minerales en el
medio G1B con respecto al medio G1A. El medio G1B de mayor produccion de
1,3 PD fue preparado con concentraciones més bajas de manganeso, cobalto y
molibdeno, y se excluyeron boro, niquel, cobre y zinc con respecto a la compo-
sicion del medio G1A, pero se adiciond calcio, hierro y magnesio. Los resultados
revelaron que la composicién del medio G1B puede estar relacionada con un
incremento del 124% en la produccién de 1,3 PD en las diez cepas productoras
con respecto al valor inicial obtenido en los ensayos preliminares con medio G1A
(tabla 2). Reimman y col. (38) mostraron resultados similares al determinar que
la relacion H,/CO, estaba asociada a la composicién de hierro para aumentar la
produccién de 1,3-propanodiol, y propusieron un valor 6ptimo en el medio de
cultivo de 5 mg/L de FeCl,, aproximadamente 1,7 mg/L de Fe, punto en el cual
no se presenta limitacion de este elemento para la formacion de biomasa (37).

Cinéticas de crecimiento en los medios de cultivo G1A y G1B (glicerol
USP): se escogid la cepa nativa IBUN 13A como representativa del comporta-
miento en cada medio debido a que presenté los mayores valores de rendimien-
to molar y la productividad volumétrica en medio G1A. La tabla 3 presenta una
comparacion de las cinéticas de crecimiento de esta cepa en medio G1Ay G1B
respectivamente con la cepa Clostridium butyricum B593 estudiada por Forsberg
en condiciones semejantes a las de este trabajo (19), en cuanto a sus pardme-
tros cinéticos calculados entre la fase de crecimiento acelerado, exponencial y
desacelerado inicial y tardia de cada cepa.

El medio G1A fue disefiado con base en un medio generado para la fermenta-
cién acetobutilica, ruta que compite naturalmente con la produccion de 1,3-PD
(31), mientras que en el medio G1B Unicamente se tomaron en consideraciéon
los elementos que pudieran afectar la ruta de asimilacion del glicerol. Para el
caso de la cepa IBUN13A se observé un incremento del 76% en la velocidad de
crecimiento y un aumento del 15% en la productividad volumétrica del 1,3-PD
que revelan que bajo esta condicién no se presenta la inhibicion por sustrato que
suele ser uno de los principales factores que limitan la productividad del 1,3-PD,
segun lo reportado por Colin y col. (15) (tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de los pardmetros cinéticos de la fermentacion en glicerol para la cepa IBUN 13A en
los medios G1Ay G1By C. butyricum B523 reportada por Forsberg y col. (19) sin control de pH con glice-
rol como fuente de carbono y energfa. Los pardmetros se calcularon entre la fase de crecimiento acelerado
y de crecimiento desacelerado. Para la cepa IBUN 13A la fase exponencial esta comprendida entre las 8 y 48
h de crecimiento y para la cepa B593 de las 2 a las 10 h, calculados en una fermentacion de 72 horas.

Cepa IBUN 13A (G1A) | IBUN 13A (G1B) | B593

Factores
Tasa de crecimiento (h") 0,057 0,100 0,390

1,3-propanodiol / glicerol (mol.mol ™) 0,329 0,746 0,552

biomasa/ gicerol (MOLMON) 0,197 0,269 | - @

butiico / icerol (MOL-MOI) 0,139 0,198 0,305
Y scetco  gicers (MOLMOIT) 0,008 0,018 0,155
Q | 5 propanociol (& PdO L) 0,134 0176 | 0,509
Q yicero (8 glicerol .L1h) 0,494 0,286 1,118
Q e (8 butirico .LhT) 0,066 0,054 0,326
Q 4400 (g acético L0 0,003 0,010 0,113
Q | 5 propanodil (8 pdo/(g glicerol - h)) 0,009 0,034 0,046

(a) No aplicable

La formacion de acetato y butirato estan involucrados con la produccion de ATP
y con la liberacién de equivalentes reductores NADH, que son regenerados a
través de la ruta del 1,3 PD tipo a NAD (figura 1)(45). Por ello, la relacién bu-
tirato/acetato es uno de los pardmetros metabolicos de mayor incidencia en la
fermentacién de glicerol a 1,3-propanodiol. Algunos autores sugieren que un
incremento en la formacién de acetato conlleva a un aumento en el rendimiento
molar de 1,3-PD, mientras que un aumento en la formacion de butirato produce
un incremento en la produccion de ATP y biomasa (9, 15, 22). En este trabajo se
obtuvo un incremento en la concentracion de acetato y una reduccion en 65%
en la relacion butirato/acetato con el cambio de medio G1A a G1B para la cepa
IBUN13A, lo cual pudo haber favorecido la producciéon de 1,3 PD.
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En la figura 3 se presentan los perfiles de produccion de cido acético de la cepa
IBUN1T3A en los dos medios evaluados G1A y G1B. Inicialmente presentd un
aumento de la concentracién con un valor méximo a las 4 horas de fermentacién
y posteriormente una disminucion acelerada. En las horas siguientes la concen-
tracion se mantuvo por debajo del nivel de deteccién del método analitico. Al
cambiar a medio G1B el perfil de formacién de acetato fue variable y dependien-
do el tiempo de fermentacién fue producido o consumido, aunque mantuvo una
tendencia creciente de la concentracion neta. Este comportamiento puede estar
asociado con la actividad de enzimas involucradas en la sintesis del &cido acéti-
co, la cual puede ser reversible, abriendo la posibilidad de que sea reasimilado
dependiendo de las relaciones de acetil-CoA/CoA y ATP/ADP (39, 45) (figura 3).
Este metabolismo adaptativo es una oportunidad para la aplicacion de ingenieria
metabdlica en estas cepas, puesto que se ha establecido que el mayor rendi-
miento de 1,3-propanodiol se presenta sélo cuando existe produccién de 4cido
acético acompafada de la generacion de H,y CO, (19), de forma que las dos
moléculas de NADH, que son invertidas en la formacion de butirato (34) sean
redirigidas hacia la produccion del diol de interés.
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Figura 3. Perfiles de fermentacion para la cepa 13A en el medio G1A (derecha) y G1B (izquierda) en
glicerol.

Fermentacion en el medio de cultivo G2 (glicerol industrial): la cepa 13A
fue cultivada bajo las mismas condiciones del medio G1A, pero la fuente de
carbono fue glicerol industrial proveniente de la produccién de biodiésel a partir
de aceite de palma, sin ningun tratamiento de purificacién (13). Los resultados
obtenidos muestran una reduccién del 12% en el rendimiento molar de 1,3-pro-
panodiol, aunque la productividad obtenida con la misma cepa se incremento en
28,3% con respecto al medio G1A (tabla 4). También presenté mayor genera-
cion de acido acético y la concentracion de acido butirico se mantuvo constante.
Este resultado concuerda con lo reportado por diferentes autores quienes afirman
que el glicerol crudo es un sustrato conveniente para la produccion biotecnolégi-
ca de 1,3-PD. Cabe resaltar que no se observé una disminucién en la eficiencia
de fermentacion a pesar de utilizar un producto industrial con gran cantidad de
impurezas dentro de las que se encuentran inhibidores del crecimiento como
metanol o etanol, metales pesados y sales de sodio, por tanto estas cepas nativas
son una alternativa para la bioconversién del residuo en 1,3 PD (16, 20, 21).
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Tabla 4. Resultados fermentacion por 72 horas de la cepa 13 A en medio G2.

Glicerol industrial Glicerol USP
Rendimiento Rendimiento
. molar Productividad ., molar Productividad
Componente | Concentracion . Concentracion L
Volumétrica Volumétrica
F— Yp/s (mol. F— Yp/s (mol.
mol” glicerol | Qp (g.L"h") mol” glicerol | Qp (g .L'h")
consumido) consumido)
Glicerol inicial | 369,204 542,950
Glicerol final 12,880 295,440
1,3-
. 72,840 0,204 0,077 57,500 0,232 0,060
propanodiol
Acido butirico 17,460 0,049 0,021 16,340 0,066 0,020
Acido acético 3,550 0,010 0,003 0,000 0,000 0,000

Aunqgue los resultados de este trabajo son prometedores, se requieren estudios
posteriores con control de condiciones de fermentacion y pH, que permitan in-
crementar rendimientos para establecer la rentabilidad del proceso en términos
de negocio y con ello estimar si es posible hacer viable la produccién de biodiésel
dando valor agregado a uno de sus subproductos. De esta forma seré posible
hacer que los rendimientos de la fermentacion sean comparables con los pre-
sentados por cepas utilizadas actualmente a nivel industrial. Adicionalmente, se
requiere un mayor conocimiento de la estructura genética que regula la asimi-
lacién de glicerol para considerar la posibilidad de hacer cambios genéticos que
favorezcan la producciéon de 1,3 PD y disminuyan otros subproductos como el
acido butirico y el etanol, lo cual podria rentabilizar més el proceso.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd que las cepas nativas IBUN 13A, IBUN 18A, IBUN
18S, IBUN 22A, IBUN 64A, IBUN 95B, IBUN 125C, IBUN 137K, IBUN 140B,
IBUN158B, Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium butyricum DSM
2478 vy Clostridium butyricum DSM 523, tienen la capacidad de crecer en un
medio que contiene glicerol como Unica fuente de carbono y producir 1,3-pro-
panodiol. De estas, la cepa IBUN 13A es capaz de emplear el glicerol industrial
proveniente de la produccién de biodiésel sin purificacion como Unica fuente de
carbono para produccion de 1,3-PD. Por otra parte se determiné que los compo-
nentes del medio G1B aumentan la produccion de 1,3-propanodiol de las cepas
nativas con respecto a los del medio G1A. Finalmente se confirmo que el indculo
en medio RCM, debe prepararse en la fase exponencial de crecimiento.
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