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RESUMEN

En este estudio, diferentes concentraciones de azlicares totales de melaza de cana de
azucar de 0, 15, 30, 45 y 60 g/L fueron evaluadas para la produccion de hidrogeno,
etanol y 3-metil-1-butanol mediante fermentacion oscura de Serratia marcescens
(MZ413438). Los maximos valores de produccion fueron de 3524.9 + 5.1 mL/L para
hidrogeno, 2611.7 + 71 mg/L para etanol y 136.9 + 0.3 mg/L para 3-metil-1-butanol,
obtenidos para una concentracion de 30 g/L. Los datos también nos muestran la sensi-
bilidad de Serratia marcescens (MZ413438) a concentraciones de 60 g/L, obteniéndose
valores de produccidn para hidrogeno de 1249 + 29.2 mL/L, para etanol de 1603.2 +
79.3 mg/Ly para 3-metil-1-butanol de 100.4 + 5.4 mg/L. Los hallazgos de este estudio
incrementan la informacion sobre la produccion de biocombustibles en el marco de un
concepto de biorrefineria, y ofrecen bioprocesos alternativos para ser la generacion de
bioenergia a partir del tratamiento de residuos agroindustriales.
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ABSTRACT

In this study, different concentrations of total sugars of sugarcane molasses of 0, 15, 30,
45, and 60 g/L were evaluated for the production of hydrogen, ethanol, and 3-methyl-
1-butanol by Serratia marcescens (MZ413438) in dark fermentation. The maximum
values of production were 3524.9 + 5.1 mL/L for hydrogen, 2611.7 + 71 mg/L for
ethanol, and 136.9 + 0.3 mg/L for 3-methyl-1-butanol obtained for 30 g/L concentra-
tions. The data also show the susceptibility of Serratia marcescens (MZ413438) to
concentrations of 60 g/L, obtaining hydrogen production values of 1249 +29.2 mL/L,
ethanol of 1603.2 £ 79.3 mg/L, and 3-methyl-1-butanol of 100.4 + 5.4 mg/L. The
findings in this study increase the information on the production of biofuels within the
framework of a biorefinery concept and offer alternative bioprocesses to be used for
the generation of bioenergy from the treatment of agro-industrial waste.
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INTRODUCCION

La emision de gases por la combustion de com-
bustibles fosiles es una de las principales causas del
calentamiento global del planeta, y sus efectos han
tenido consecuencias negativas para el medio am-
biente, la economiay la salud de las personas (Miynat
etal. 2020). Los biocombustibles gaseosos y liquidos
son una alternativa prometedora para reemplazar a
los combustibles fosiles, ya que pueden producirse
a partir de la materia organica contenida en residuos
urbanos e industriales (Alvarez et al. 2020, Huerta
et al. 2022).

Entre las diferentes tecnologias biologicas uti-
lizadas para la produccion de biocombustibles, la
fermentacion oscura es un enfoque prometedor a fu-
turo, ya que no requiere energia luminosa y se puede
utilizar con una amplia variedad de materias primas
renovables. Sin embargo, la viabilidad econdmica de
este proceso sigue siendo una faceta vital a considerar
(Toledo et al. 2020).

La melaza de cafia de azucar es el subproducto
mas importante del proceso de cristalizacion en la
produccion de azucar. Datos reportados por la or-
ganizacion internacional del aztcar indican que de
100 t de cafa de azlicar se obtienen entre 10-11 t de
azlcar y 3-4 t de melaza (ISO 2022). En México, la
produccion de melaza de cafia de azicar en 2015-
2016 fue de 1975715 t, con una tasa de crecimiento
de 10.5 % a partir de 2006-2007 (CONADESUCA
2016). En este contexto, la mala disposicion de este
subproducto en suelos y cuerpos de agua puede
causar graves problemas ambientales por sus altas
concentraciones de materia organica, sales y bajo
pH. Sin embargo, su adecuado procesamiento puede
mejorar la economia de las biorrefinerias, ya que se
puede utilizar como sustrato para la produccion de
biocombustibles y productos quimicos de alto valor
agregado (de Vrieze et al. 2014).

Se sabe que varios microorganismos pertene-
cientes a la familia Enterobacterioceae producen
hidrégeno, alcoholes y productos quimicos de interés
industrial a partir de la fermentacion de azticares (Bai
et al. 2015). Se ha identificado que la bacteria Se-
rratia tiene la capacidad metabolica de biosintetizar
alcoholes, a partir de azlicares reductores como la
glucosa (Santos et al. 2020). Un aspecto relevante del
uso de Serratia en carbohidratos, es su corto tiempo
de duplicacion celular, de aproximadamente 2.7 h.
Por tanto, su uso en los procesos de produccion de
bioenergia la hace muy atractiva, ya que el tiempo
de operacion del reactor seria corto y los costos de
operacion se reducirian significativamente (Salokhe

y Govindwar 1999). Sin embargo, poco se sabe sobre
la produccién de biocombustibles a partir de los car-
bohidratos presentes en la melaza de cafia de azucar.
El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad
de producciéon de biocombustibles como hidroge-
no, etanol y 3-metil-1-butanol utilizando Serratia
marcescens (MZ413438) mediante fermentacion
oscura de la melaza de caia de azucar a diferentes
concentraciones.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de crecimiento

En este estudio, Serratia marcescens (MZ413438)
se tomo de la coleccion de cultivos de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Autéonoma de
Chihuahua, México. La bacteria se cultivo en medio
Luria-Bertani (LB) con la siguiente composicion
(g/L): 10 de peptona, 5 de extracto de levadura, 5 de
NaCly 15 de agar-agar. Los medios de cultivo se in-
cubaron a 37 °C por 24-48 h (Almuharef et al. 2019).

Sustrato

El sustrato utilizado fue melaza de cana de azicar
obtenida de la industria local de Gomez Palacio,
Durango, México. Las principales caracteristicas
de la melaza de cana de azucar fueron pH de 5.7,
concentracion de azucares totales de 0.6 g/gmelazas
nitrogeno total Kjeldahl de 2.4E 2 g/gmelaza, y solidos
volatiles de 9E~ g/gmelaza.

Disefio y montaje experimental para la produccion
de hidrogeno, etanol y 3-metil-1-butanol

Las diferentes concentraciones de carbohidratos
totales de la melaza de cafia de azlcar evaluadas en
el proceso de fermentacion oscura con la bacteria
Serratia marcescens (MZ413438) fueron de 0, 15,
30,45y 60 g/L, con un disefio experimental factorial
de 1° construido con el programa Design-Expert v.
7.0. La designacion de los tratamientos respecto de
la concentracion de carbohidratos totales de melaza
de cafia de azticar se muestra en el cuadro I. El tra-
tamiento blanco (TB) contenia medio mineral con
30 g/L de carbohidratos de melaza de cana de azticar
sin la adicion de la bacteria Serratia marcescens
(MZ413438). Este tratamiento fue establecido para
determinar los factores abioticos que pudieran afectar
el periodo de fermentacion oscura.

El proceso de fermentacion oscura se realizé en
botellas de vidrio estériles de 50 mL de capacidad
con un volumen de trabajo de 40 mL. Cada botella
se carg6 con melaza de cafa de azlcar a diferentes
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CUADRO 1. PARAMETROS CINETICOS DE PRODUCCION DE HIDROGENO Y CRECIMIENTO DE Serratia marcescens
(MZ413438) CALCULADO POR LOS MODELOS LOGISTICO MODIFICADO Y AIBA-EDWARD. LOS VALORES
REPORTADOS SON LA MEDIA CON SU DESVIACION ESTANDAR (n = 2).

Modelo logistico modificado

Modelo Aiba-Edward

Azcares totales

Tratamiento (o/L) Hyor Runax A (h) Wamax (1/h) Ks (g/L) Ki (g/L)
(mL/L) (mL/L/h)

TB (Blanco) 30 - - -

TO 0 117 +12.7¢ 82+£2.2% 6.4+0.24 - - -

Tl 15 3048.4+754% 793+ 1 11.9 £ 3¢ 88E2+77E3* 36+24E2® 3+0.1°

T2 30 35249 +51*  69.7+0.6"
T3 45 2506.6 +44.5 61.1+1.1¢
T4 60 1249 +29.29  335+34

12.5 +0.5%¢ 53E2+39E*  37+68E% 69+1.1E®
13.2+0.4° 5.1E2+1.8E73 3.840.1* 6.9+69E%
149 +3E 2 53E2+13E3" 4.1+99E% 69+27E®

Hyax: potencial de produccion de hidrégeno; Rynq: maxima velocidad de produccion de hidrogeno; A: tiempo de la fase lag; pmqy: maxima
velocidad especifica de crecimiento; K;: constante de saturacidn media de sustrato; K;: constante de inhibicion.
Las letras a hasta e en negritas colocadas como superindices para cada valor medio indican la diferencia estadisticamente significativa
de los diferentes tratamientos. Los valores medios que no comparten una letra son estadisticamente diferentes.

concentraciones de acuerdo con el disefio experimen-
tal y con medio mineral modificado descrito origi-
nalmente por Kumar et al. (2019) con la siguiente
composicion (g/L): 15 de NaHCO3, 5 de NaHPO4,
6 de KHoPO4, 2 de (NH4)s[Fe(CsHa0O7)2]-2H20, 1 de
MgSO0s4, 0.05 de CaCly, 0.5 de extracto de levadura
y 1 mL de solucion de oligoelementos. La solucion
de oligoelementos estuvo compuesta por (g/L): 5 de
FeS04.7H>0, 2 de MnSO4, 1 de CoClyy 1 de ZnCl.
En cada botella el pH del medio se ajusté a 7.5 y se
inoculd con un cultivo de la bacteria Serratia marces-
cens (MZ413438) al 5 % v/v por volumen de trabajo
cuya densidad optica a 600 nm era de 2.0. Después
de la inoculacion, cada botella se cubrié con un tapon
de goma de butilo y se purgo6 con gas nitrégeno puro
para generar las condiciones anaerobicas (Fig. 1a).
Las botellas se incubaron a 35 °C y se agitaron a
120 rpm (Fig. 1b). Todos los experimentos fueron
realizados por duplicado.

Procedimientos analiticos

El perfil de crecimiento de Serratia marcescens
(MZ413438) en los diferentes tratamientos se deter-
mino segun el método de recuento en placa de agar,
y los conteos celulares se transformaron a logaritmo
base 10, expresando el resultado como log de unida-
des formadoras de colonia (UFC) por mL (Fujikawa
et al. 2004).

El volumen de gas hidrégeno producido en las
botellas se midi6 por el método de desplazamiento
de volumen de bureta invertida (Cisneros et al. 2021).
La bureta contenia una solucion de NaOH 1N, lo que
permitio que el CO; y otros gases quedaran atrapados
en la solucion, pudiéndose cuantificar de esta manera
la produccion de hidrogeno. La presencia de gas
hidrogeno se confirmo utilizando un sensor Arduino
MQ-8 conectado a la bureta (Fig. 1¢). A partir de la
ley combinada de los gases (ecuacion 1) se normalizo
el volumen de hidrégeno cuantificado.

Fig. 1. (a) Montaje experimental del proceso de fermentacion oscura en botellas de vidrio de 50 mL de capacidad. (b)
Incubacion de las botellas a 120 rpm y 35 °C. (¢) Toma de muestra y cuantificacion del hidrégeno producido en
cada botella durante el proceso de fermentacion.



234 S. Cisneros de la Cueva et al.
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donde v; es el volumen final de hidrégeno (mL),
v1 es el volumen de hidrégeno recogido en la bu-
reta (mL), T es la temperatura a la que se realizd
el experimento de 298 K, 7> es la temperatura en
condiciones estandar (273 K), P; es la presion ba-
rométrica (762.7-769.6 mmHg) menos la presion
de vapor de la solucion de hidroxido de sodio (24.2
mmHg) y P> es la presion en condiciones estandar
(760 mmHg). El volumen de hidrogeno calculado
se dividio por el volumen de trabajo de cada ex-
perimento (40 mL), expresando la produccion de
hidrogeno en mL/L.

La medicion del pH se realiz6 utilizando un
electrodo HI 1131B conectado a un medidor de pH
HANNA Instruments. La determinacion de nitrogeno
total Kjeldahl y solidos suspendidos volatiles conte-
nidos en la melaza de cafia de azlcar, se realizaron de
acuerdo con los métodos de la APHA-AWWA-WPCF
(2017). La concentracion de azucares totales de la
melaza de cafia de azucar se determin6 utilizando
el método colorimétrico de DuBois (DuBois et al.
1956). Los acidos grasos volatiles (AGV) se deter-
minaron utilizando la metodologia descrita por de
Godoi et al. (2017).

El etanol y el 3-metil-1-butanol se detectaron
y cuantificaron al final del periodo experimental
utilizando la técnica de espacio de cabeza en un
equipo de cromatografia de gases modelo 7890B
(Agilent Technologies, USA) acoplado a un de-
tector de masas 5975 C (Agilent Technologies,
USA). Para la separacion de los compuestos en
el cromatografo de gases se utiliz6 una columna
capilar HP-INNOWAX ms (30 m x 0.25 mm DI;
espesor de pelicula de 1.0 um [Agilent, EUA]). La
rampa de temperatura usada en el cromatografo
de gases fue programada en el siguiente orden:
temperatura inicial a 50 °C durante 5 min, au-
mento a 80 °C durante 10 min, aumento a 100 °C
durante 10 min, aumento a 180 °C durante 5 min
y finalmente aumento a 200 °C durante 5 min. Se
utilizé helio como gas portador a un caudal de
1 ml/min. El cuadrupolo de masas para la deteccion
por espectrometria de masas se hizo funcionar a
180 °C en el modo de impacto de electrones (EI 70
eV). Latemperatura de la fuente de iones se fijo en
220 °C y la linea de transferencia en 210 °C. El
rango de adquisicion de masas fue de 40-400 m/z.
Los picos se identificaron en funcion de sus pa-
trones de fragmentacion utilizando el programa
de busqueda espectral de masas NIST version 2.0.

Estimacion de parametros cinéticos de produccion
de hidrégeno y crecimiento microbiano

Los parametros cinéticos de produccion de hidro-
geno se determinaron utilizando el modelo logistico
modificado que se muestra en la ecuacion 2 (Wang
y Wan 2009).

Hmax
4Rmax (A —1) ] 2)

Hmax +2

H=
1+exp[

donde H es la produccion acumulada de hidrogeno
(mL/L), Rimax €s la maxima velocidad de produccion
de hidrégeno (mL/L/h), Hyax es el potencial de pro-
duccién de hidrogeno (mL/L), A es el tiempo de fase
lag (h) y ¢ es el tiempo de incubacion (h)

Los parametros cinéticos de crecimiento microbiano
se determinaron utilizando el modelo Aiba-Edwards
que se muestra en la ecuacion 3 (Muloiwa et al. 2020).

_ Mmax S (_KL,')

3
Ko+ s P ®

donde p es la velocidad especifica de crecimiento
(1/h), pmaxr es la maxima velocidad especifica de
crecimiento (1/h), S es la concentracion de sustrato
(g/L), K; es la constante de saturacion media de sus-
trato (g/L) y K; es la constante de inhibicion (g/L).
Se utiliz6 la herramienta Solver de Excel v. 2018
para estimar los valores de los parametros cinéticos
de ambos modelos por minimos cuadrados no lineales
utilizando el método de Levenberg-Marquardt.

Analisis de datos

Los datos obtenidos de la produccion de etanol,
3-metil-1-butanol y los parametros cinéticos de
produccion de hidrégeno y crecimiento microbia-
no fueron analizados estadisticamente mediante el
analisis de varianza por la prueba de comparacion
de medias de Tukey. Para el andlisis estadistico se
utiliz6 el programa Minitab v. 16.1.0. Para identificar
el metabolismo realizado por Serratia marcescens
(MZ413438) para la produccion de hidroégeno, etanol
y 3-metil-1-butanol se revisaron las bases de datos del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica
(NCBI, por su sigla en inglés) (NCBI 2022) y la en-
ciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas (KEGG,
por su sigla en inglés) (KEGG 2022).

El analisis filogenético se realiz6 utilizando
secuencias de nucledtidos del gen 16S rARN del
NCBI (NCBI 2022) de bacterias reportadas como
productoras de biocombustibles.
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A partir de las secuencias obtenidas del NCBI, la
construccion del arbol filogenético se llevé a cabo por
el método de unidén de vecinos y maxima verosimili-
tud con 100 réplicas utilizando el programa MEGA
v. 11 (Hall 2013).

RESULTADOS

pH y crecimiento celular

Inicialmente, el pH de los cultivos fue ajustado
a 7.5 y fue monitoreado a lo largo del proceso de
fermentacion con el fin de conocer el efecto de las
diferentes condiciones de cada tratamiento. En la
figura 2a se muestran los cambios en los valores
de pH a lo largo del proceso de fermentacion de la
melaza de caia de azucar de los diferentes tratamien-
tos. En los tratamientos TO, T1 y T2 los valores de
pH disminuyeron conforme transcurria el proceso
de fermentacion, obteniéndose valores finales de
6.4, 6.2 y 6.6, respectivamente. Por otro lado, los
valores de pH en los tratamientos T3 y T4 se incre-
mentaron, obteniéndose valores finales de 8.2 y 8.8,
respectivamente.

Los valores de pH obtenidos en los diferentes tra-
tamientos se pueden atribuir a la formacion de pro-
ductos metabdlicos, como acidos organicos produci-
dos por Serratia marcescens (MZ413438) durante la
fermentacion. En la figura 3b se muestra que los va-
lores de concentracion de los AGV obtenidos en los
diferentes tratamientos al final de la fermentacion se
correlacionan con los valores de pH. En el tratamien-
to T1 se obtuvieron valores de AGV de 6315.9 +
136.3 mg/L, que fueron mas altos en comparacion
con los tratamientos T2, T3 y T4, lo cual obedece
a que se hayan obtenido valores de pH final de 6.8.
Por otro lado, en el tratamiento T4 se obtuvieron
valores de AGV de 4017.2 +44.2 mg/L, que fueron
mas bajos en comparacién con los tratamientos T1,
T2 y T3, presentando valores de pH final de 8.3.
En el tratamiento TO se obtuvieron los valores mas
bajos de AGV de 1092.5 + 46.3 mg/L; sin embargo,
los valores finales de pH fueron de 6.5. Este com-
portamiento se puede atribuir a que, como repor-
taron Salmerén et al. (2022) en un estudio previo,
Serratia marcescens (MZ413438) puede consumir
el bicarbonato como fuente de carbono para producir
acidos organicos, reduciendo la capacidad buffer
del medio.

En la figura 2b se muestra que en el crecimiento
de Serratia marcescens (MZ413438) para los trata-
mientos T1 a T4 presentd una fase exponencial de
0 a 48 h y otra fase estacionaria de 48 a 192 h. Por
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Fig. 2. Comportamiento cinético de Serratia marcescens
(MZ413438) en los diferentes tratamientos para (a) pH,
(b) crecimiento celular y (c) produccion de hidrogeno.
Los valores reportados son la media con su desviacion
estandar (n = 2).

otro lado, en el tratamiento TO la fase exponencial se
presento de 0 a 24 h seguida de una fase estacionaria
de 24 a 96 h. Los valores mas bajos de crecimiento
fueron obtenidos para el tratamiento T0, mientras que
los valores mas altos para el tratamiento T2.
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Fig. 3. Valores de produccion de (a) etanol y 3-metil-1-butanol y
(b) acidos grasos volatiles obtenidos para los tratamientos
con diferente concentracion de carbohidratos de melaza
de cafia de azucar. Las diferentes letras del alfabeto a un
lado del marcador indican la diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos. Los valores reportados
son la media con su desviacion estandar (n = 2).

En el cuadro I se muestran los valores de los
parametros cinéticos de crecimiento microbiano
obtenidos por el modelo Aiba-Edward en los que se
incluyen puar, Ks y Ki. Los valores de ,qr indican
la méxima velocidad especifica de crecimiento de
Serratia marcescens (MZ413438) en los diferentes
tratamientos. Bajos valores de pmqc muestran que
Serratia marcescens (MZ413438) tuvo un lento
crecimiento y viceversa. K; es la constante de satu-
racion de sustrato, por lo que bajos valores indican
una mayor afinidad del microorganismo por el sus-
trato. K; es la constante de inhibicion por productos
formados, por lo que bajos valores indican un menor
efecto inhibitorio (Muloiwa et al. 2020).

Los valores de ajuste de R? se obtuvieron en un
rango de 0.9-0.98 para los tratamientos T1 a T4,
mostrando el buen ajuste del modelo a los datos
experimentales.

Los valores estimados de [,.x mostraron una
tendencia a disminuir con el incremento en la concen-
tracion de melaza. De este modo, en las condiciones
del tratamiento T1 se obtuvieron los valores mas altos
de tmax €n comparacion con los tratamientos T2, T3
y T4 (Cuadro I).

La estimacion de los valores tanto de K como K;
muestran su incremento con el aumento en la concen-
tracion de melaza, obteniéndose los valores mas altos
de Ksded.1 £+9.9E2 g/LyK;de 6.9+ 2.7E7 g/Len
el tratamiento T4. Esto indica que en el tratamiento
T4, Serratia marcescens (MZ413438) tuvo el mayor
efecto inhibitorio a la formacion de productos y una
menor afinidad por la melaza (Cuadro I).

Por otro lado, en el tratamiento T1 se obtuvieron
valores de Ky y K;de 3.6 £ 2.4 g/Ly 3 £0.1 g/L,
respectivamente, por lo que se tuvo una mayor afi-
nidad por la melaza y menor efecto inhibitorio a la
formacion de productos.

Produccion de hidrégeno

En la figura 2C se muestran los perfiles cinéticos
de produccion acumulativa de hidrogeno a partir de
los diferentes tratamientos. Durante las primeras 48
h de fermentacion se obtuvo la mayor produccion del
gas, mientras que de las 72 a las 192 h la produccion
descendiod drasticamente, observandose un compor-
tamiento lineal.

Los valores obtenidos de Hyax, Rmax y A se deter-
minaron mediante el modelo logistico modificado
(Cuadro I). El coeficiente R? obtenido en los dife-
rentes tratamientos fue en promedio de 0.98, lo que
indica la validez y buen ajuste del modelo sobre los
datos experimentales.

Los valores de H ., obtenidos en los tratamientos
TO a T4 variaron de 117 a 3524 mL/L. En el trata-
miento TO los valores de produccion de hidrogeno
fueron de 117 £ 12.7 mL/L, significativamente me-
nores en comparacion con los tratamientos T1 a T4,
en tanto que en el tratamiento T2 se obtuvieron los
valores mas altos de produccién de hidréogeno, que
fueron de 3524.9 + 5.1 mL/L.

En cuanto a los valores de Ryax, estos dismi-
nuyeron con el incremento de la concentracion de
azucares totales de la melaza de cana de azucar,
obteniéndose en el tratamiento T4 los valores mas
bajos, que fueron de 33.5 + 3 mL/L/h. Por otro lado,
los valores de R,,qx obtenidos para el tratamiento TO
de 82 + 2.2 mL/L/h fueron significativamente ma-
yores en comparacion con los tratamientos T1 a T4
(Cuadro I). Los valores de Rqx se correlacionaron
inversamente con los valores de A, debido a que los
tratamientos en que se obtuvieron valores bajos de
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A presentaron valores altos de Ry y viceversa. De
acuerdo con los valores obtenidos de A, en el trata-
miento TO se obtuvieron valores de 6.4 = 0.2 h que
fueron significativamente menores en comparacion
con los tratamientos T1 a T4, mientras que en el trata-
miento T4 se obtuvieron valores de A de 14.9+3E 2 h,
significativamente mas altos que los tratamientos TO
a T3. Estos resultados indican que a medida que se
incrementa la concentracion de melaza, la fase lag
se prolonga. Este comportamiento puede atribuirse a
que se afect6 el crecimiento celular de Serratia mar-
cescens (MZ413438), lo cual tuvo efecto negativo
sobre la produccion de hidrogeno (Fig. 2b).

En el tratamiento TB no se detect6 la presencia
de hidrogeno, por lo que la produccion de este gas en
los tratamientos TO a T4 no es atribuible a factores
abidticos.

Produccion de etanol y 3-metil-1-butanol

Dentro de un concepto de biorrefineria, en este
estudio se detectd y cuantifico la produccion de eta-
nol y 3-metil-1-butanol, ademas de la produccion de
hidrogeno. En la figura 3 se muestra la produccion
de ambos alcoholes a las 192 h para los diferentes
tratamientos.

Los resultados indican que en el tratamiento
TO el etanol se produjo en una concentracion de
415.8 + 19.3 mg/L, significativamente mas bajo en
comparacion con los tratamientos T1 a T4 (Fig. 3).
Por otro lado, en el tratamiento T2 los valores de
concentracion de etanol de 2611.7 + 71 mg/L fueron
significativamente mas altos en comparacion con el
resto de los tratamientos (Fig. 3).

En cuanto al otro alcohol cuantificado, el 3-metil-
1-butanol, en el tratamiento TO se obtuvieron valores
de concentracion de 63.9 + 0.5 mg/L, significati-
vamente mas bajos en comparacion con los demas
tratamientos. Los méaximos valores de concentracion
del 3-metil-1-butanol de 136.9 + 0.3 mg/L fueron ob-
tenidos en el tratamiento T2. En los tratamientos T1
y T3, se obtuvieron valores de concentracion 122.2
+ 29 mg/L y 117.4 = 1.2 mg/L, respectivamente,
significativamente mayores que con el tratamiento
T4. Los resultados indican que las condiciones del
tratamiento T2 favorecieron la produccion de ambos
alcoholes.

DISCUSION

El arbol filogenético construido por el método
de union de vecinos y maxima verosimilitud que se
presenta en la figura 4 muestra que Serratia marcescens

(Mz413438) tiene una alta similitud con bacterias
que tienen la capacidad producir hidrégeno y una
gran diversidad de metabolitos de interés energético
e industrial a partir de carbohidratos (Hung et al.
2011). Esto explica en parte la capacidad metabodlica
de Serratia marcescens (MZ413438) para degradar
sustratos complejos y producir hidrégeno y alcoholes.

El hidrégeno es considerado un portador de ener-
gia muy versatil, ya que se puede utilizar en pilas de
combustible para generar la electricidad necesaria
para poner en funcionamiento motores de vehiculos
sin emisiones de COz (Ogden 2002, Corbo et al.
2011). Este biocombustible gaseoso fue producido
en todos los tratamientos, donde el pH desempefia un
papel esencial en el proceso de fermentacion oscura
para su produccion.

Los datos nos muestran que los valores de pH en
un rango de 6.4-6.9, obtenidos en los tratamientos
T1 y T2, favorecié notablemente la produccion de
hidrogeno (Fig. 2b, ¢). Valores de pH de 7.0 han sido
reportados por Tungay et al. (2017) como 6ptimos
para la produccion de hidrogeno, utilizando sacarosa
y melaza de cana de azucar. En los tratamientos T3 y
T4 se obtuvieron valores de pH por arriba de 8.0 que
afectaron la producciéon de hidrogeno por Serratia
marcescens (MZ413438), lo cual puede atribuirse
a que estos valores pudieron afectar las reacciones
intracelulares y extracelulares del metabolismo de la
bacteria (Penniston y Gueguim 2018). Se ha repor-
tado que, a pH alcalino, las bacterias dependen para
sobrevivir de mecanismos de homeostasis del pH
citoplasmatico, en que los protones H" se acoplan
con la ATP sintasa para generar ATP y mantener el
pH intracelular en un rango de 7.4 a 7.8, lo cual lleva
a una disminucién en la produccion de hidrégeno
(Padan et al. 2005). En otros estudios se ha reportado
que cambios minimos en el pH del biorreactor pueden
afectar significativamente el equilibrio microbiano y
la produccion de metabolitos (Tsigkou et al. 2020).

El comportamiento cinético del crecimiento celu-
lar de Serratia marcescens (MZ413438) en los dife-
rentes tratamientos (Fig. 2b) exhibid un patron muy
similar en comparacion con los perfiles cinéticos de
produccion de hidrogeno (Fig. 2¢). Como se muestra
en la figura 2b, ¢, la mayor produccion de hidrégeno
se obtuvo durante la fase exponencial de crecimiento
celular, seguida de una fase estacionaria que implicd
la disminucién y paro en la produccion de hidrogeno.
Este comportamiento es muy similar al reportado por
Chong et al. (2009), quienes observaron que mediante
fermentacion por lote usando glucosa como sustra-
to, Clostridium butyricum EB6 empezo6 a producir
hidrégeno en la fase de crecimiento exponencial y
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Fig. 4. Analisis filogenético basado en secuencias de nucleétidos del gen 16S rARN de las principales bacterias productoras de bio-

combustibles.

alcanz6 el maximo volumen de produccion en la fase
estacionaria de crecimiento, deteniéndose en esta
fase. En otro estudio en que se utilizo sacarosa como
fuente de carbono, Clostridium butyricum CGSS5
alcanzo la tasa mas alta de produccion de hidrogeno
en la fase estacionaria y la produccién se detuvo en
esta misma fase (Chen et al. 2005).

De acuerdo con la revision de las bases de datos
NCBI y KEGG, la produccién de hidrogeno por
Serratia marcescens (MZ413438) en los diferentes
tratamientos ocurri6 a través de dos mecanismos
metabolicos: 1) fijacion de COz por la via de Calvin
Benson Bassham, y/o 2) degradacion de azlicares de
melaza de cafa de aztcar por la via de la glucolisis,
a partir de la cual se forma piruvato que se transfor-
ma metabolicamente en hidrégeno por la via de la
piruvato formiato liasa (Kumar et al. 2019). La ruta
metabodlica de NADH fue el segundo mecanismo
metabolico de produccion de hidrogeno (Salmerdn
et al. 2022).

Se ha reportado que bacterias del orden de las
Enterobacterales, como Escherichia coli'y Klebsiella,
utilizan la via metabdlica de la piruvato formiato
liasa para la produccion de hidrogeno (Bohnenkamp

et al. 2020). Otros estudios han reportado que la via
metabolica de NADH es utilizada por Enterobacter
aerogenes para la produccion de hidrogeno (Lu et
al. 2009).

Los valores de los parametros cinéticos del mo-
delo Aiba-Edward obtenidos en el tratamiento T4
(Cuadro I) se pueden atribuir a que, como ha sido
reportado por Kumar et al. (1998), la melaza contie-
ne melanoidinas con propiedades antioxidantes que
suelen ser toxicas para muchos microorganismos,
de modo que la mayor concentracion de melaza
pudo haber afectado el metabolismo de Serratia
marcescens (MZ413438). Otros estudios, como el
realizado por Fang et al. (2011), reportaron que la
melaza contiene una alta concentracion de sales que
llega a causar problemas en la membrana celular de
los microorganismos, por lo que las condiciones del
tratamiento T4 pudieron haber afectado las funciones
celulares de Serratia marcescens (MZA413438).

De acuerdo con los datos del cuadro I, con la
adicion de melaza se incrementaron los valores de A
e inversamente disminuyeron los de Ry, efecto que
se hizo mas notable con el incremento en la concen-
tracion. Este comportamiento puede deberse a que un
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excedente en la concentracion de carbohidratos en el
medio de cultivo produce una acumulacion excesiva
de subproductos organicos en la célula, llegando a
distorsionar el metabolismo de los microorganismos
(Qiu et al. 2017).

Por sus propiedades energéticas, tanto el etanol
como el 3-metil-1-butanol pueden llegarse a utilizar,
disminuyendo con ello el consumo de combustibles
derivados del petroleo. Ademads, la combustion de
estos alcoholes tiene una menor emision de CO2 en
comparacion con la gasolina y el diésel, por lo que se
ha incrementado su demanda en las ultimas décadas
(Roukas y Kotzekidou 2020).

El etanol y el 3-metil-1-butanol se produjeron
en todos los tratamientos, obteniéndose diferentes
valores de produccion (Fig. 3). La produccion mas
alta de ambos se alcanzd mediante el tratamiento
T2, lo cual puede atribuirse a que los valores de pH
obtenidos pudieron haber favorecido el metabolismo
de produccion de ambos alcoholes (Fig. 2a). Maarof
et al. (2020) reportaron que los valores mas altos
de produccion de alcoholes se obtuvieron a pH 7,
utilizando melaza de cafia de azlicar como sustrato.

Las diferencias de producciéon de los alcoholes
etanol y 3-metil-1-butanol entre los tratamientos T1
y T2, se puede deber a que en el tratamiento T1 se
tuvo una concentracion limitada de sustrato. Se ha
reportado que, en condiciones limitadas de sustrato,
las bacterias s6lo utilizan el sustrato para satisfacer sus
necesidades fisioldgicas de crecimiento, lo que lleva a
una disminucion de la produccion de otros metabolitos
como los alcoholes (de Amorim et al. 2012).

La produccién mas baja de etanol y 3-metil-
1-butanol en el tratamiento T4 en comparacion con
los tratamientos T1, T2 y T3 puede deberse a que la
presion osmotica de la célula se incrementa a altas
concentraciones de carbohidratos, lo cual afecta el
crecimiento celular y el metabolismo de las bacterias
(Wang et al. 2021). En el tratamiento TO la produc-
cion de ambos alcoholes puede atribuirse a que el
medio contenia 15 g/ de NaHCOs3 y Serratia mar-
cescens (MZ413438) utilizd esta fuente de carbono
inorganico como sustrato para el crecimiento celular,
produciendo moléculas organicas mas complejas y
estructuradas a partir de diferentes rutas metabolicas
(Thakur et al. 2018).

Se ha reportado que bacterias heterotrofas tienen
la capacidad metabolica de fijar y reducir carbono
inorganico (como el bicarbonato) a través de la ruta
anaplerotica (Spona et al. 2020).

La sintesis metabdlica de produccion de etanol
que llevo a cabo Serratia marcescens (MZ413438)
en los tratamientos TO a T4 pudo haber ocurrido a

través de la ruta metabdlica de acetil-CoA. Este me-
tabolismo de produccion también ha sido reportado
para algunas cepas bacterianas como Escherichia
coli, Streptococcus y Neisseria (Tagaino et al. 2019,
Bohnenkamp et al. 2020).

De acuerdo con lo revisado en la base de datos
KEGG, la sintesis metabolica de 3-metil-1-butanol
que utiliz6 Serratia marcescens (MZ413438) en los
diferentes tratamientos ocurrio a través de la via
metabdlica de 2-cetoacidos. Esta ruta metabolica
de sintesis de 3-metil-1-butanol también ha sido
reportada para E. coli (Connor et al. 2010). Otros
estudios han demostrado que Corynebacterium
glutamicum también utiliza la via metabolica de
2-cetoacidos para sintetizar 3-metil-1-butanol
(Xiao et al. 2016).

CONCLUSIONES

La produccion simultanea de hidrogeno, etanol y
3-metil-1-butanol usando melaza de cafia de azticar
como sustrato revelo la versatilidad metabolica de
Serratia marcescens (MZ413438) para la degrada-
cion de residuos agroindustriales y la produccion de
metabolitos de interés energético.

Los valores de pH obtenidos en los tratamientos
con diferentes concentraciones de carbohidratos de
melaza de cafia de azticar desempefiaron un papel
muy importante en el metabolismo de Serratia mar-
cescens (MZ413438) para la obtencidon de los tres
productos, cuyos maximos valores de produccion se
obtuvieron con el tratamiento T2, que contenia 30 g/L
de azucares totales de melaza de cafia de aztcar. Los
datos obtenidos también revelaron la sensibilidad de
Serratia marcescens (MZ413438) a concentraciones
de melaza de 60 g/L, con las cuales se obtuvieron
bajos valores de produccion.

La informacién que aporta este estudio destaca la
relevancia de Serratia marcescens (MZ413438) para
el tratamiento de residuos agroindustriales, con un
gran potencial para la produccion de biocombustibles
derivado de su adaptacion metabdlica a una gran
diversidad de sustratos en periodos muy cortos de
fermentacion.
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