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@Resumen:

Consorcio microbiano para la produccién de
hidrégeno.

La presente invencidn se refiere a un consorcio
microbiano que comprende una cepa de Clostridium
roseum de numero de acceso a la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y una cepa de
Streptomyces sp. con nimero de acceso a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185.
Ademas la presente invencion se refiere al uso de
dicho consorcio para la produccidon de hidrégeno,
acidos orgéanicos, disolventes o biofilms, y a un
procedimiento para la obtencién de dicho consorcio.
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DESCRIPCION
Consorcio microbiano para la produccién de hidrégeno

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la produccion de biocombustibles a partir de
microorganismos. Concretamente se refiere a un consorcio microbiano el cual presenta utilidad para la produccion
de hidrégeno, acidos organicos y disolventes, asi como a un procedimiento de obtencién del consorcio.

ESTADO DE LA TECNICA

La necesidad de reducir el uso de los combustibles fésiles estd promoviendo la blsqueda y empleo de nuevas
fuentes renovables de energia. Entre ellas, el hidrégeno (Hz) se presenta como una de las energias mas
prometedoras, ya que es un combustible ambientalmente sostenible (porque su combustién produce solo agua), su
generacion puede hacerse de forma renovable y puede ser convertido eficientemente en electricidad a través de la
celda de combustible o utilizado directamente.

En la actualidad la produccion anual de hidrégeno a nivel mundial supera los 50 millones de toneladas, sin embargo
el 96% se produce a través de la conversiéon de los combustibles fésiles no renovables (Gas Natural, Petréleo y
Carbon), mientras que soélo el 4% corresponde a hidrogeno producido a partir de fuentes renovables,
fundamentalmente por la via de la electrdlisis del agua.

Una de las formas de producir hidrégeno de forma renovable y sostenible, seria a través de la produccion bioldgica a
partir de residuos orgéanicos y utilizando microorganismos (biohidrégeno).

Esta forma esté siendo en la actualidad muy estudiada por diversos grupos cientificos, ya que tiene una serie de
ventajas, entre las que destaca su bajo consumo energético (el reformado de gas natural para obtener hidrégeno
debe hacerse a temperaturas superiores a los 850°C), libera menor cantidad de gases con efecto invernadero en su
produccién (en el reformado de gas natural para producir 1 Kg de Hidrégeno se generan como residuos 11 Kg de
COy,), o el poder utilizar como materia prima los residuos sélidos o aguas residuales de diferentes origenes, en lugar
de otras fuentes de energia no renovables (como metano o carbén), contribuyendo ademas a la depuracion de este
tipo de aguas y residuos.

En teoria la produccion bioldgica de Hidrégeno a través de la actividad microbiana solamente puede llevarse a cabo
por dos vias:

Fotorreduccion donde la energia luminosa es necesaria para que los microorganismos produzcan Hidrégeno. Esta
via es llevada a cabo por cianobacterias, bacterias fotosintéticas rojas y verdes, y por algunas algas verdes
unicelulares;

Fermentacion oscura o fermentacion &cida: Donde la materia organica es fermentada a Hidrogeno, Dioxido de
Carbono y acidos organicos (fundamentalmente acidos grasos volatiles). Esta via es llevada a cabo por bacterias
hetero6trofas anaerobias (estrictas o facultativas).

Existen varios factores que influyen en el proceso de produccion de hidrégeno por la via fermentacion y que habria
que considerar para conseguir que fuera eficientemente aplicado a escala industrial. Entre los mas estudiados estan
la seleccion del inéculo adecuado y algunos parametros operacionales tales como el pH, la temperatura y presion
parcial de H,.

Desde el punto de vista microbiologico en la via fermentativa existen dos problemas fundamentales: la relacion entre
las bacterias productoras y consumidoras de hidrégeno, y la influencia de la presion parcial de hidrégeno en las
bacterias productoras de hidrégeno.

Las bacterias consumidoras de H, disminuyen el rendimiento de las bacterias productoras de Hy, lo que hace que en
los reactores anaerdbicos que funcionan en la actualidad el porcentaje de hidrégeno no supere el 5%. Para evitarlo,
se han utilizado diferentes estrategias que limiten el desarrollo de las bacterias consumidoras como por ejemplo
mediante el uso de calor, ya que un choque térmico inicial promueve la produccion de H: eliminando los
microorganismos consumidores de H; no esporulantes y seleccionando bacterias productoras de H, esporulantes
(Sung et al., Proc. 2002 U.S. DOE Hydrogen Program Review. También se han ensayado otros métodos alternativos
como tratamiento acido, tratamiento alcalino, aireaciéon parcial o inhibicibn mediante la adicion de &cido 2-
bromoetanosulfénico, de cloroformo o de yodo-propano. Tales tratamientos pueden a su vez ir en mayor 0 menor
medida en detrimento de los productores de H, o no eliminar a algunos acetégenos consumidores de Hy, por lo que
su empleo se encuentra actualmente en discusion y sus resultados cuestionados (Zhu, H., Beland, M., 2006, Int J
Hydrogen Energy 31, 1980-1988); Hu and Chen, Int J Hydrogen Energ. 2007, 32:3266-3273).

Partiendo de inéculos microbianos complejos que llevan a cabo la digestion anaerobia existen dos formas
fundamentales de producir H,: favoreciendo la acumulacién de H, (habitualmente escaso) en consorcios anaerobios
degradadores de materia organica o mediante el aislamiento de bacterias productoras de H; a partir de ecosistemas
anaerobios, que a su vez se podrian mezclar con otros microorganismos para formar consorcios artificiales.
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La acumulacion de H; se puede consigue mediante la inhibicion de microorganismos consumidores de H, de la
digestién anaerobia. El establecimiento de un tipo de consumidor de H, depende principalmente del tipo de inéculo,
la concentracion de Hy, la fuente de carbono, la solubilidad del aceptor de electrones, etc. pero en la mayoria de
ambientes anaerobios las bacterias metanogénicas hidrogenotréficas son el grupo de microorganismos
consumidores de H, mas comun Valdez-Vazquez |, 2009.. International Journal of Hydrogen Energy 34(9): 3639-
3646). Por ello, para la acumulacion de H; se intenta inhibir la metanogénesis. En la practica se ha visto, en efecto,
que un pH entre 5,5y 6,5, tiempos de retencidon hidraulica cortos (<6h), los tratamientos por choque térmico (80-
100°C 2-3h) y los inhibidores como el acetileno son eficientes minimizando la pérdida de H, por microorganismos
metandgenicos en sistemas no estériles Valdez-Vazquez I, 2009.. International Journal of Hydrogen Energy 34(9):
3639-3646). Mediante la inhibicion de microorganismos consumidores de Ha, por tanto, se consiguen comunidades
microbianas productoras de H; estables. Numerosos autores estudian la estructura, diversidad y dinamica de estas
comunidades ya que profundizar en el funcionamiento de los consorcios productores de H, es esencial para mejorar
la eficiencia de este proceso. En estudios recientes se ha visto que los metabolitos mas comunmente formados
durante la fermentacion oscura por consorcios, son el acetato, propionato, butirato, etanol y butanol lo que sugiere
gue especies del género Clostridium sean las predominantes en estos sistemas productores de H, ( Lay, 2000,
Bioechnol Bioeng 68, 269-78).

En estudios de enriquecimiento de indculos por choque térmico y acidificacion, se observé mediante microscopia
electrénica de barrido, que los granulos productores de H, estaban tipicamente compuestos por bacterias de forma
bacilar formadoras de esporas y bacilos fusiformes, sugiriendo que las especie dominante era Clostridium sp. junto
con Bacillus Fang HHP, Liu H, Zhang T. 2002, Biotechnol Bioeng 78, 44-52).

El enfoque alternativo a la manipulacién de consorcios degradadores de materia organica para la produccion de
biohidrégeno es el aislamiento de bacterias que liberan H, como subproducto de su metabolismo fermentativo, es
decir, la produccién de H; por cultivos aislados puros. Diversos autores han estudiado la produccién de H, por cepas
aisladas. (Wang et al. J Appl Microbiol. 2007, 103:1415-1423) y Chen Chen et al. 2006 Int. J. Hydrogen Ener. 31,
2170-2178., aislaron distintas cepas de Clostridium muy eficientes en la producciéon de H,. También se han aislado
varias cepas de Enterobacter y Thermoanaerobacterium). Ademas del aislamiento y la caracterizacién de cepas
productoras de Hz, algunos autores han trabajado con cultivos puros en estudios en continuo con reactores. (Zhang
et al. Process Biochem 2006, 41, 2118-2123), por ejemplo, estudiaron la produccién de H, por un cultivo puro de
Clostridium acetobutylicum en un reactor de filtro percolador.

En el proceso de produccion de biohidrégeno a partir de cultivos puros hay que tener en cuenta que la cepa utilizada
puede estar especializada en la degradacion de un tipo de compuestos por lo que no podria utilizar sustratos
complejos. Con cultivos puros sera por tanto necesario usar sustratos simples, lo cual dificulta trabajar con residuos.
No se dara la degradacion total de materia organica ya que habra acumulacion intermediarios al faltar las Gltimas
etapas de la degradacion.

Tanto los estudios de estructura, diversidad y dindmica de comunidades productoras de H,, como los aislamientos
de bacterias productoras de H, ponen de manifiesto que las bacterias del género Clostridium son bacterias
fundamentales para la produccién bioldgica del H,. Por ello, es imprescindible estudiar las rutas bioquimicas que
sigue Clostridium para la conversién de carbohidratos a H,, CO2, acidos organicos y disolventes en los procesos de
produccién de Hy, tanto por consorcios mixtos como por cultivos puros.

La capacidad de las especies del género Clostridium para formar endosporas en condiciones desfavorables ha sido
ampliamente utilizada para seleccionarlas, tanto a partir de ambientes naturales como de lodos de depuradoras,
sometiendo el indculo a un choque térmico. Los aislados de este género, sin embargo, presentan una desventaja a
la hora de operar en cultivos continuos: si la presion parcial de H, no se mantiene en niveles bajos, su metabolismo
puede cambiar y dejar de producir H,, para producir etanol o lactato, lo que reduce o anula la produccion de Ha.
Incluso en cultivos continuos mantenidos en condiciones no estériles durante largo tiempo, puede tener lugar un
cambio de poblaciones: de productoras de H; a consumidoras o no-productoras, tales como acetégenas,
productoras de propionato, lactato o metanégenas (Kim et al, Process Biochem. 2006, 41:199-207). Nuevamente la
presion parcial de H, (PH2) juega un papel clave en la evolucion del proceso degradativo.

Una alternativa a este género son las bacterias anaerobias facultativas, especialmente las pertenecientes al género
Enterobacter y otros miembros de la familia Enterobacteraceae como Citrobacter o Klebsiella (Ito et al, J Biosc
Bioeng. 2005, 100: 260-265). A diferencia de los Clostridium, la produccién de H; en las enterobacterias no se inhibe
a presiones parciales de H, elevadas, pero su rendimiento es menos de la mitad del rendimiento de produccion de
H, de Clostridium sp. o Rhodobacter sp. Una amplia revision bibliografica sobre el tema, si bien centrada en las
investigaciones realizadas en Japén, uno de los paises punteros en la bioproduccion de H», ha sido realizada por
Nishio y Nakashimada (Nishio N et al. 2005. J Biosc Bioeng 100(3), 260-265).

Por otro lado, entre los pardmetros operacionales mas importantes a tener en cuenta durante la fermentacion, el pH
y la temperatura parecen jugar un papel clave en la producciéon de H,. Ambos factores han sido estudiados en
multiples trabajos. En la mayor parte de los casos reportados, el pH éptimo se sitia en 5.5 (Jun et al. J microbiol
Biotechnol. 2008; 18:1130-1135; Tang et al.J Biosci Bioeng. 2008, 106:80-87) por lo que este pH se emplea de
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forma rutinaria en multiples trabajos. Con respecto a la temperatura, ésta tiene un efecto considerable sobre la
produccién de H,. Asi, empleando lodos albafiales como inéculo para la generaciéon de H, a partir de purines, (Tang
et al.J Biosci Bioeng. 2008, 106:80-87) determinaron, para el rango mesofilico, la temperatura a la que se obtiene un
rendimiento 6ptimo es de 45°C. La alternativa, trabajar en condiciones termofilicas (55-60°C), ha sido también
investigada, tanto con cultivos puros de C. uzonii y T. acidotolerans (Koskinen et al., Biotechnol Bioeng. 2008,
101:679-690), como mixtos (O-Thong et al. Biores Technol. 2009, 100:909-918) en los que predominan
Thermoanaerobacterium spp. y Clostridium spp. Aunque la producciéon de H, es mayor a 55°C que a 37°C (Karlsson
et al. Int J Hydrogen Energy 2008, 33:953-962) y disminuyen los problemas de contaminacion por bacterias
consumidoras de Ha, el proceso solo tiene interés desde el punto de vista industrial para aquellos residuos (aguas
residuales, principalmente) que se generan a alta temperatura, tales como ciertas industrias conserveras o
papeleras.

A pesar de todo lo descrito anteriormente resulta necesaria aun la busqueda de alternativas y/o mejoras para la
produccién de hidrogeno mediante microorganismos de forma que se mejoren los rendimientos de produccion
actuales.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un consorcio microbiano formado por una cepa de Clostridium roseum y una cepa
de Streptomyces sp. el cual, permite una elevada produccion de hidrégeno (Hz lo que convierte dicho consorcio en
un elemento de alto interés en la industria de los biocombustibles.

En la presente invencién se proporciona, por tanto, una mezcla de cepas, una perteneciente a la especie Clostridium
roseum con numero de acceso a la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT) 8187 la cual se ha aislado
mediante un método de aislamiento en condiciones de bajo vacio (lo que permite una mejor seleccion de las cepas
altamente productoras al eliminarse la limitacién que provoca la presion parcial de H, en la produccion de este) y
otra perteneciente a la especie Streptomyces sp. con nimero de acceso a la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT) 8185, aislado a partir del lodo granular en condiciones aerédbias. El consorcio de la invencion, tal y como se
muestra en los ejemplos, presenta como caracteristica que mediante la union de la cepa de H5 Clostridium roseum
con numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 (productora de Hy) con la cepa EJ1 de
Streptomyces sp. con nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 se produce mayor
cantidad de H; que utilizando la cepa de H5 Clostridium roseum u otras cepas de forma independiente, a pesar de
gue la cepa de Streptomyces sp. no es productora de H,.

Por otro lado, las cepas seleccionadas presentan ventajas como (i) que la cepa concreta de Streptomyces sp. no
produce antibiéticos de forma contraria a lo que ocurre con la mayor parte de los organismos del mismo género, y (ii)
ademas permite la formacion de biopeliculas esféricas las cuales aglutinan el microorganismo y permiten un mejor
uso en biorreactores. Ademas, la cepa seleccionada de Streptomyces sp al ser consumidora de oxigeno, permite
limitar la presencia de este, lo que en el consorcio provoca un mejor desarrollo de las otras cepas seleccionadas
para la formacién del consorcio. La cepa seleccionada de Clostridium roseum, por su parte, presenta una mayor
produccién de H, por separado que algunos organismos de otras especies del genero Clostridium. El consorcio
formado por al menos las 2 cepas tiene como ventaja adicional que al formarse biopeliculas, el uso en bioreactores
minimiza la pérdida de la cepa tanto por una mayor proteccién de la misma como por menor eliminacién al cambiar
el medio en los biorreactores y por tanto hacen el proceso de produccién de hidrégeno mas sencillo y rentable.

Por todo ello, un primer aspecto de la invencion se refiere a un consorcio microbiano de ahora en adelante consorcio
microbiano de la invencion, que comprende la cepa de Clostridium roseum de ndmero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo CECT8185.

La clasificacion cientifica de la cepa CECT8187 o cepa H5 de la presente invencion es: Dominio Bacteria / Filo
Firmicutes / Clase Clostridia / Orden Clostridiales / Familia Clostridiaceae / Género Clostridium / Especie Clostridium
roseum. Dicha cepa fue depositada el 19 de Julio de 2012 en la Coleccion espafiola de Cultivos Tipo (CECT),
Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia,
Espafa).

La clasificacion cientifica de la cepa CECT8185 o cepa EJ1 de la presente invencién es: Dominio Bacteria / Filo
Actinobacteria / Orden Actinomycetales / Suborden Streptomycineae / Familia Streptomycetaceae / Género
Streptomyces / Especie Streptomyces sp. Dicha cepa fue depositada el 19 de Julio de 2012 en la Coleccién
espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin
Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia, Espafia).

Se entiende por “consorcio microbiano” en la presente invencion a una mezcla de al menos 2 cepas de
microorganismos diferentes. El consorcio de la invenciéon comprende la cepa de Streptomyces sp. EJ1 CECT8185y
la cepa de Clostridium roseum H5 CECT8187, y adicionalmente otras cepas de diferentes organismos. El consorcio
de la invencidn funciona de forma méas adecuada cuando la cepa Streptomyces sp. se encuentra en una proporcion
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adecuada para la formacion de granulos que integren las cepas productoras. De esta forma, la proporcidon adecuada
puede ser por ejemplo de entre 1:1 y 1:1000 con el resto de las cepas que formen el consorcio microbiano, aunque
puede variar en funcion de las condiciones experimentales. Por ello en una realizacién preferida de este aspecto de
la invencion, la proporcion entre CECT8185 y CECT8187 es de entre 1:1 y 1:1000.

El consorcio de la invencion puede incluir adicionalmente otros organismos que por ejemplo, aunque sin limitarse,
permitan degradar otros sustratos diferentes y que por tanto permitan aprovechar mejor el material de partida
utilizado aumentando el rendimiento del proceso de produccién de H,. En este caso de igual forma que en el
consorcio inicial se podran producir H,, acidos organicos o disolventes. Estos organismos pueden ser por ejemplo
organismos pertenecientes al género Clostridium, los cuales pueden ser utilizados para producir Hz. Dentro de los
organismos que se pueden afiadir al consorcio se encuentran por ejemplo la cepa H1 de nimero de acceso a la
Coleccion Esparfiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de numero de
acceso a la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum o la cepa RT2 de nimero de
acceso a la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Por todo ello, en una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, el consorcio microbiano de la
invencién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizacion mas preferida, la cepa del
género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de
Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8189 de Clostridium diolis. En una realizacion mas preferida de este aspecto de la invencion, la proporcion
entre CECT8185 y las cepas CECT8187, CECT8186, CECT8188 y/o CECT8189 es de entre 1:1 y 1:1000.

Se entiende por cepa de Clostridium a una cepa perteneciente al Dominio Bacteria; Division Firmicutes; Clase
Clostridia; Orden Clostridiales; Familia Clostridiaceae; Género Clostridium.

La clasificacion cientifica de la cepa CECT8186 o cepa H1 de la presente invencion es: Dominio Bacteria / Filo
Firmicutes / Clase Clostridia / Orden Clostridiales / Familia Clostridiaceae / Género Clostridium / Especie Clostridium
saccharobutylicum. Dicha cepa fue depositada el 19 de Julio de 2012 en la Coleccion espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna
(Valencia, Espafia).

La clasificacion cientifica de la cepa CECT8188 o0 cepa R6 de la presente invencion es: Dominio Bacteria / Filo
Firmicutes / Clase Clostridia / Orden Clostridiales / Familia Clostridiaceae / Género Clostridium / Especie Clostridium
butyricum. Dicha cepa fue depositada el 19 de Julio de 2012 en la Coleccién espafiola de Cultivos Tipo (CECT),
Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia,
Espafa).

La clasificacion cientifica de la cepa CECT8189 o cepa RT2 de la presente invencion es: Dominio Bacteria / Filo
Firmicutes / Clase Clostridia / Orden Clostridiales / Familia Clostridiaceae / Género Clostridium / Especie Clostridium
diolis. Dicha cepa fue depositada el 20 de Julio de 2012 en la Coleccién espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Edificio 3
CUE, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia, Espafia).

El consorcio microbiano de la invencion puede ser utilizado de forma independiente o bien en unién con otros
elementos conocidos por el experto en la materia para, por ejemplo, aunque sin limitarse, hacer mas facil su
aplicacion, mantener sus caracteristicas mas tiempo, conferir proteccion frente a condiciones externas, o
complementar su actividad. Estas composiciones que comprenden otros elementos adicionales al consorcio de la
invencion tendrian la misma utilidad que el consorcio de la invencion. Por todo ello, otro aspecto de la invencion se
refiere a una composicion, de ahora en adelante composicion de la invenciéon, que comprende el consorcio
microbiano de la invencién.

Como se muestra en los ejemplos, el consorcio microbiano de la invencién presenta utilidad para la produccion de
H., ya que presenta una elevada tasa de produccion. Por ello, otro aspecto de la invencién se refiere al uso de un
consorcio microbiano o una composicion que comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccién de H,. En una realizacion preferida de este aspecto de la
invencion, el consorcio o la composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizacion
mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

El consorcio de la invencion, es especialmente Util en procesos de fermentacion oscura o acida en los cuales se
lleva a cabo degradacion de materia organica en condiciones anaerébicas. Por todo ello, una realizacion preferida
de este aspecto de la invencion se refiere al uso de un consorcio microbiano o una composiciéon que comprende la
cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de
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Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccion de
H., donde la produccion de H; se lleva a cabo mediante fermentacion. En una realizacién mas preferida el consorcio
0 la composicion comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizaciéon aun mas preferida la
cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Se entiende por “fermentacion oscura o acida” en la presente invencion aquel proceso que lleva a la produccion de
H, a partir de la degradacién por parte de microorganismos de materia organica.

La produccion de H, se puede producir a partir de diferentes materiales de partida, como por ejemplo, aunque sin
limitarse, a partir de sustratos puros como proteinas o azlcares, a partir de sustratos complejos o incluso a partir de
mezclas como por ejemplo residuos. El uso de estos Ultimos resulta particularmente interesante ya que permite el
aprovechamiento de materiales que de otra forma seria desechados. En la presente invenciéon se muestra que el
consorcio microbiano puede ser utilizado para la produccién de H, en muestras complejas de sustratos, por lo que
demuestra su utilidad para el uso de diferentes residuos como material de partida para la producciéon de H,. Por
tanto, otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de un consorcio microbiano o de
una composicién que comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8185 para la produccion de Hy, preferiblemente mediante fermentacion donde el sustrato inicial son
residuos urbanos, residuos industriales y/o residuos agroindustriales. En una realizacién mas preferida el consorcio
o la composicion comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizacion aun mas preferida la
cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de niUmero de acceso a la Colecciéon Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Se entiende por “residuo urbano” en la presente invencion, residuos procedentes de zonas urbanas exclusivamente.

Se entiende por “residuo industrial” en la presente invencion, residuos procedentes de zonas industriales
exclusivamente: Ejemplo: Agua residuales proveniente del proceso industrial de una cerveceria.

Se entiende por “residuos agroindustrial” en la presente invencién, residuos procedentes de explotaciones agricolas
ylo industriales

Ademas de para la produccion de H,, tal y como se demuestra en los ejemplos el consorcio microbiano presenta una
mayor produccion de diversos acidos organicos que por ejemplo la cepa H5 de forma independiente.

Por esto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un consorcio microbiano o de una composicion que
comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de niumero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8185 para la produccién de acidos organicos. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el
consorcio o la composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizacion mas preferida
la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo CECT8189 de Clostridium diolis. En una realizacion aun mas preferida los acidos organicos se seleccionan de
la lista que comprende &cido acético, acido butirico acido propidnico, acido lactico, acido férmico o acido succinico.

De igual forma que en el caso del H, estos acidos organicos se pueden producir de forma preferible en procesos de
fermentacién oscura o acida. Por todo ello, una realizacion preferida de este aspecto de la invencién se refiere al uso
de un consorcio microbiano o una composicién que comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso
a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccion de &cidos organicos, donde la produccion de
acidos organicos se lleva a cabo mediante fermentacion. En una realizaciéon mas preferida el consorcio o la
composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En una realizacién aun mas preferida la cepa
del género Clostridium es la cepa H1 de niumero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de
Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8189 de Clostridium diolis. En una realizaciéon aun mas preferida los acidos organicos se seleccionan de la
lista que comprende &cido acético, acido butirico &cido propionico, acido lactico, acido formico o acido succinico.

En el caso de la formacion de los acidos organicos, también se puede partir de diferentes sustratos puros o de
sustratos complejos. Por esto, otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de un
consorcio microbiano o una composicion que comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la
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Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccion de acidos organicos, preferiblemente mediante
fermentacion, donde el sustrato inicial son residuos urbanos, residuos industriales y/o residuos agroindustriales. En
una realizacion mas preferida el consorcio o la composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium.
En una realizacion aun mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la
Coleccion Esparfiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de numero de
acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de
acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis. En una realizaciébn aun mas
preferida los é&cidos organicos se seleccionan de la lista que comprende &cido acético, &cido butirico &cido
propidnico, acido lactico, acido férmico o acido succinico.

Se entiende por “acido organico” en la presente invencién un compuesto que contiene, al menos un grupo carboxilo.
En la presente invencion se restringe a compuestos formados por C, H y O de bajo peso molecular que contienen, al
menos, un grupo carboxilo, como por ejemplo, aunque sin limitarse, &cido acético, acido butirico, acido propionico,
acido lactico, acido férmico o acido succinico.

Ademas de acidos organicos y Hy, el consorcio de la invencion, tal y como se muestra en los ejemplos también
presenta la capacidad de producir disolventes como por ejemplo, aunque sin limitarse, etanol, metanol, acetona y
butanol. Por esto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un consorcio microbiano 0 una composiciéon que
comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
CECT8185 para la produccién de disolventes, preferiblemente etanol, metanol, acetona y/o butanol. En una
realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el consorcio o la composicion comprende ademas al menos
otra cepa de Clostridium. En una realizacion mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero
de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de
ndmero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de
numero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis. En una realizacién aun
mas preferida los disolventes se seleccionan de la lista que comprende etanol, metanol, acetona y butanol.

La produccion de disolventes, en el caso del consorcio de la invenciéon se puede producir de forma preferible en
procesos de fermentacién oscura o acida. Por todo ello, una realizacién preferida de este aspecto de la invencion se
refiere al uso de un consorcio microbiano o de una composicion que comprende la cepa de Clostridium roseum de
numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de numero
de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccion de disolventes, preferiblemente
etanol, metanol, acetona y/o butanol, donde la produccién de disolventes se lleva a cabo mediante fermentacién. En
una realizacidon mas preferida el consorcio o la composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium.
En una realizacion aun mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la
Coleccion Esparfiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de numero de
acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de nimero de
acceso a la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Ademds, como en los casos anteriores también se puede partir de diferentes sustratos puros o de sustratos
complejos. Por esto, otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de un consorcio
microbiano o una composicién que comprende la cepa de Clostridium roseum de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp. de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo CECT8185 para la produccion de disolventes, preferiblemente etanol, metanol, acetona y/o butanol,
y mas preferiblemente mediante fermentacion, donde el sustrato inicial son residuos urbanos, residuos industriales
y/o residuos agroindustriales. En una realizacion mas preferida el consorcio o la composicién comprende ademas al
menos otra cepa de Clostridium. En una realizacion aun mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1
de nimero de acceso a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la
cepa R6 de numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la
cepa RT2 de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Se entiende por “disolvente” en la presente invencion, a disolventes organicos, compuestos organicos volatiles que
se utilizan para disolver otros compuestos sin que ni solvente ni soluto sufran cambio quimico.

En los ejemplos de la presente invencion también se demuestra que el consorcio presenta la capacidad de formar
biopeliculas. Estas biopeliculas permiten aglutinar los microorganismos de forma que quedan mejor protegidos frente
al estrés al que pueden estar sometidos por ejemplo en un biorreactor y por tanto permiten un mejor
aprovechamiento de la capacidad productiva y mayor aprovechamiento de los recursos. Por tanto, otro aspecto de la
invencién se refiere al uso de un consorcio microbiano o de una composicién que comprende la cepa de Clostridium
roseum de nimero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8187 y la cepa de Streptomyces sp.
de nimero de acceso a la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo CECT8185 para la formacién de biopeliculas. En
una realizacion preferida, el consorcio o la composicién comprende ademas al menos otra cepa de Clostridium. En
una realizacién aun mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero de acceso a la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de numero de acceso a la
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Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de niumero de acceso a la
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

Se entiende por “biopelicula” o “biofilm” en la presente invencién a una comunidad de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos. Estos biofilms se pueden encontrar adheridos a diferentes superficies
0, como en esta invencion, formar granulos que permiten la agregacién de los microorganismos.

En la presente invencion, también se describe un procedimiento mediante el cual se obtienen cepas altamente
productoras de H,. Este procedimiento se realiza en condiciones de bajo vacio, lo cual evita la inhibicién del
crecimiento producida por la acumulacién de H,. Esto permite una mejor selecciéon de organismos altamente
productores de H,. Por ello otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de cepas
altamente productoras de H, que comprende:

a) cultivar en un bioreactor en condiciones aerobias una muestra de lodo,

b) aislar colonias presentes en el lodo de (a), y

c) cultivar las colonias de (b) y seleccionar las cepas mas productoras,
caracterizado porque se lleva a cabo en condiciones de bajo vacio.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion la cepa seleccionada en el paso (c) se selecciona de la
lista que comprende la cepa H5 CECT8187, la cepa H1 CECT8186, la cepa R6 CECT8188 y la cepa RT2
CECTB8189. En una realizacidon aun mas preferida la cepa la cepa seleccionada en el paso (c) es la cepa H5.

Se entiende por “bajo vacio” en la presente invencion, una presion en el rango comprendido entre 100 kPa y 100 Pa,
equivalente a 1-0,001 atmdsferas.

Se entiende por “lodo” en la presente invencidn a un conglomerado o consorcio microbiano que puede tener una
forma definida o no.

Se entiende por “lodo granular” en la presente invencion lodo anaerobio en forma de granulo que puede formarse
por ejemplo, aunque sin limitarse, en reactores anaerébicos UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket)

Se entiende por “cepas altamente productoras de H,” en la presente invencion, aquellas cepas capaces de producir
una cantidad de H, superior a dos moles de H, por mol de glucosa consumida.

Para la obtencion del consorcio de la invencion, resulta necesario mezclar una cepa altamente productora de H, con
la cepa EJ1 de Streptomyces sp. Por ello, otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento para obtener un
consorcio microbiano, que comprende:

a) cultivar en un bioreactor en condiciones aerobias una muestra de lodo,

b) aislar colonias presentes en el lodo de (a), y

c) cultivar las colonias de (b) y seleccionar las cepas mas productoras,

d) independientemente cultivar lodo granular triturado en condiciones aerobias

e) seleccionar los fléculos formados

f) aislar en placa el microorganismo formador de los fléculos, que corresponde con Streptomyces sp.

g) mezclar las cepas de los pasos (c) y (f)
caracterizado porque los pasos a, b y ¢ se llevan a cabo en condiciones de bajo vacio. En una realizacion preferida
de este aspecto de la invencion la cepa seleccionada en el paso (c) es la cepa la cepa H5 CECT8187. En una
realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, adicionalmente se mezcla en el paso (g) al menos otra
cepa de Clostridium. En una realizacion aun mas preferida la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero
de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de
numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la cepa RT2 de
numero de acceso a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo CECT8189 de Clostridium diolis.

En otra realizacion preferida, la cepa EJ1 de Streptomyces sp. se mezcla en el paso (g) en forma de biopeliculas
esféricas.

En otra realizacion preferida las cepas del paso (g) se mezclan en una proporcion de entre 1:1 a 1:1000.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Ay B Muestra la formacion de particulas esféricas por parte de la cepa EJ1 (CECT8185) de Streptomyces sp.
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EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de
manifiesto la utilidad del consorcio microbiano para la produccion de H2, acidos organicos y disolventes. Estos
ejemplos especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion y se incluyen
solamente con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se
reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos

mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacién de la misma.

Ejemplo 1: Aislamiento de los microorganismos productores de H, en condiciones de bajo vacio.

Para el aislamiento de bacterias productoras de H, y la obtencion de un cultivo enriquecido, se trabajaron con
diferentes tipos de biorreactores (Volumen: 20 — 300 mL). Inicialmente para el arranque se inocularon entre un 1%y
hasta 20% de un lodo que puede proceder de diferentes origenes como por ejemplo de la depuradora anaerobia de
una cervecera (cepas H5 CECT8187 y H1 CECT8186), lodo de una depuradora aerobia de aguas residuales
urbanas, lodo de un digestor anaerobio de residuos sélidos urbanos (cepa R6 CECT8188) y sedimento de rio (cepa
RT2 CECT8189) en medio de cultivo. El proceso transcurrié a 30 °C y siempre se aplicd bajo vacio (101325 Pa —
1,333 Pa) 6 (760 torr- 0,01 torr). Durante la etapa de enriquecimiento se transfirié, cada 5-15 dias, un volumen de
inoculo, entre 0,1% y 5% del volumen Uutil, a otro biorreactor con Medio Reactor (MR), el cual se incubé en las
mismas condiciones. De manera similar se hicieron entre 3 y hasta 15 pases sucesivos. Posteriormente, a partir del
cultivo enriquecido obtenido se inocularon roll-tubes de 30 ml y placas petri (con el mismo medio de cultivo)
utilizando jarras anaerobicas y jarras en condiciones de bajo vacio (entre 100 kPa y 100 Pa), hasta obtener colonias
aisladas. Finalmente, las colonias aisladas se reinocularon en biorreactores con medio liquido (Volumen: 20 mL —
120 mL), se crecieron a 30°C (en el mismo medio de cultivo) y se seleccionaron los cultivos que producian mas H,
(medidos con MDA Scientific Midas® Gas Detector de Honeywell y con un cromatégrafo de gases Bruker 450-GC).
A los cultivos puros productores de Hy, se les extrajo el ADN (Fast DNA spin kit for soil, MPbiomedical) y se realizé
una amplificacion del 16S RNAr por PCR (cebadores 27F de secuencia SEQ ID NO:1
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R de secuencia SEQ ID NO:2 (TACGGYTACCTTGTTACGACTT) y se envio
a secuenciar (kit BIGDYE). Las secuencias obtenidas fueron analizas mediante la herramienta informéatica Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y con Ribosomal Database Project (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/), para determinar
su filogenia (tabla 2). Con este procedimiento de aislamiento se obtuvieron varias cepas de microorganismos
altamente productores de H; (tabla 2), ya que se elimind el problema causado por la inhibicién producida por la
presién parcial de Ha.

Tabla 1: Medios utilizados en los ejemplos:

Se empleé para el Solucién Macronutrientes
Medio Extracto de crecimiento de Streptomyces | 1mL de Solucion de Micronutrientes
" sp y productores de H» Componente Carbohidrato: 4g/l Extracto de
Carne (EC) carne
*4g DQO/L Enrasado hasta 1000 mL con dH,0O

Se empled para el
crecimiento y
enriquecimiento de cultivos
productores de Hz y en la
formacion de consorcios

Solucion Macronutrientes

1mL de Solucién de Micronutrientes
Componente Carbohidrato: 2g/l Sacarosa
Componente Proteica: 1g/L Extracto de carne;
0,5 g/l Extracto de levadura

Enrasado hasta 1000 mL con dH,O

Medio Reactor
(MR)*

*4g DQOIL

Solucién Macronutrientes
Se empleo en el estudio de 1mL de Solucién de Micronutrientes

. la cinética de crecimiento de | Componente Carbohidrato: 4g/l Glucosa
Medio glucosa

los productores de H, Enrasado hasta 1000 mL con dH;0
(MG) :
Ajustar a pH7
*4g DQO/L Esterilizar en autoclave (120°C; 0,5 atm; 20

min) o por filtracién (22uM)

Bacto-triptona 10 g /L, Extracto de Levadura 5
g/L y NaCl 5 g/L.

Ajustar a pH7

Esterilizar en autoclave (120°C; 0,5 atm; 20
min)

Se empled para el

Medio LB (1X) crecimiento de la cepa EJ1
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Tabla 2: Relaciéon de Microorganismos productores de H; aislados.

Ejemplo Cepa Organismo filogenéticamente mas préximo Semejanza (%) 2:
H5 CECT8187 Clostridium roseum 100
H1 CECT8186 Clostridium saccharobutylicum 99
R6 CECT8188 Clostridium butyricum 100
RT2 CECT8189 Clostridium diolis 100

Optimizacion de los parametros fisico-quimicos de la fermentacion para los microorganismos productores
de H; aislados.

Todos los ensayos se hicieron por triplicado. Se inocularon todos los biorreactores con un inéculo de Densidad
Optica (DO) inicial de 0,001 a 610 mm. Los ensayos para la optimizacion de pH (5; 5,5; 6,5; 7,5) se incubaron a
30°C. Los ensayos para la optimizacion de la temperatura se realizaron a pH inicial de 6,5 y se incubaron a 25 °C, 30
°C, 35°C y 40°C. Se tomaron muestras a las 14h, 24h y 48h (y en algunos casos 72h) de incubacion,
determinandose en todos los casos los siguientes parametros: H, producido, pH del medio, densidad 6ptica del
medio (DO), demanda quimica de oxigeno del medio (DQO), y productos finales de la fermentacion. Las medidas de
Hz se hicieron mediante un detector MDA Scientific Midas® Gas Detector de Honeywell y/o mediante cromatografia
de gases utilizando un cromatografo Bruker 450-GC acoplado a un detector TCD, con columna Varian CP2056 0,6m
x1/8” Ultimetal Cromosorb GHP 100-120, trabajando en bypass. Las temperaturas del inyector, detector y columna
fueron de 150, 200 y 50 °C respectivamente. Se utilizé nitrégeno como gas portador con una velocidad de flujo de 25
ml min™.Las medidas de pH se realizaron con el pH-metro ThermoScientific-Orion 2STAR, la Densidad Optica se
determind con un espectrofotémetro Pharmacia LKB-Novaspec Il y la Demanda Quimica de oxigeno con un equipo
Hatch. Se cuantificaron los productos finales de fermentacién (acidos organicos volatiles, glucosa y sus derivados
metabolicos) por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con un equipo Varian Prostar con el fin de estudiar
los productos de las fermentaciones. Los resultados mas relevantes se muestran en la tabla 3:

Tabla 3: Parametros de las cepas

H 6ptimo Temperatura | Produccién media
Cepa P dpe Optima de de H; Produccién de otros
P o crecimiento (mL Hy/ g DQO elementos (mM)
crecimiento o e
(°C) eliminada)
H5 En medio MR: 18,8 acido
CECT8187 55-75 35 397 butmco}; 4},2 audq ggetlco; 0,7
acido propiénico
H1 En medio MR: 13 &cido butirico;
CECT8186 55-75 35 252 7,6 acido acético; 2,7 etanol
R6 En medio MG: 1,7 acido butirico,
CECTS188 6,5 35 264 7,2 acm!g a}ce.tlco; 3,3 acido
propidnico; 4,6 etanol
RT2 En medio EC: 4,9 acido acético;
CECT8189 6.5 35 475 18, 2 etanol
H5 CECT En medio EC: 0,09 &cido
8187 + EJ1 7,0 30-35 480 férmico, 4,4 acido acético; 19,9
CECT8185 acido butirico; 2,6 Etanol.

De manera general se observo en todos los biorreactores, un aumento paralelo en la produccién de H y la densidad
oOptica (610 nm), con un descenso del pH del medio provocado por la produccién de acidos organicos.

Ejemplo 3: Formacion de un consorcio microbiano entre un microorganismo productor de H; (cepa H5
CECT8187) y el microorganismo consumidor de oxigeno (Streptomyces cepa EJ1 CECT8185).

Se inocularon 100 pL de la Cepa H5 (CECT8187) en un biorreactor (120 mL) en condiciones anaerdbicas en medio
glucosa (2 g DQOI/L) y se complementd con solucion macronutrientes (g/l) (NH4CI (0,20 -0,4), KH,PO,4 (0,1 — 0,55),
MgSO4 7H,0 (0,1-0,4)) y micronutrientes (mg/l) (2 FeCl,4H,0; 0,05 H3BOs; 0.05 ZnCly; 0,04 CuCl,2H,0; 0,5
MnCl,.6H20; 0,05 (NH4)6M07024.4H,0; 0,09 AICI3.6H20, 2 CoCl,.6H20; 0,09 NiCl,.6H,0; 0,16 NaSe0.5H,0; 1
EDTA; 0,2 resazurina), hasta alcanzar la fase exponencial. Las condiciones anaerobias se obtuvieron gasificando el
espacio de cabeza con N2:CO; (80:20), y afladiendo L-cisteina (0,5 g/L) al medio, dejandolo hasta que el indicador
redox, la resazurina, vira de rosa a incoloro, sintoma de que no hay oxigeno libre en el medio.
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Por otro lado, se inocularon 100 pL de la Cepa EJ1 (CECT8185) en un biorreactor (250 mL) en condiciones
aerébicas en MR (4 g-DQO/L) 6 Medio LB 1X, en condiciones de agitacion entre 80 - 150 rpm hasta alcanzar la
formacion de la biopelicula esférica. Posteriormente se trituraron varias biopeliculas del cultivo de Streptomyces
Cepa EJ1 (CECT8185) y se mezclaron con la cepa H5 (CECT8187) en proporciéon de DO (610 nm) entre EJ1:H5
(Entre 1:1 hasta 1-1000). Esta mezcla de microorganismos se cultiva en un biorreactor discontinuo en un medio MR
4 g DQOI/L), suplementado por las soluciones de micronutrientes y micronutrientes. Este MR tiene una concentracion
inicial de oxigeno disuelto de entre 1 - 10 mg de O/L de H,O. El crecimiento del consorcio se hizo a 30°C y con
agitacion horizontal (50 — 200 rpm) con un tiempo promedio de 96 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién se
obtuvo una biopelicula esférica donde la cepa H5 ha sido aglutinada por Streptomyces cepa EJ1. Este hecho fue
confirmado por las técnicas de FISH y DGGE. Estas biopeliculas (H5-Streptomyces) se inocularon en un biorreactor
(120 mL) en condiciones anaerébicas en medio MR (4 g-DQOI/L) y en poco tiempo se detecto una produccién de H,
superior a la registrada por el cultivo pura H5 en las misma condiciones (tabla 4).

Tabla 4: Produccién de H, de la cepa H5(CECT8187), del consorcio H5(CECT8187)+EJ1(CECT8185), y del
consorcio H5(CECT8187) + H1(CECT8186) + R6(CECT8188) + RT2(CECT8189) + EJ1(CECT8185)

Produccién media de H; . ) 0
Cepa (ML H»/ g DQO eliminada) Produccion media de Ha(%)
H5 (CECT8187) 397 100%
H5(CECT8187)
+H1(CECT8186)
+R6(CECT8188) 1185 298%
+RT2(CECT8189)
+ EJ1 (CECT8185)
H5 (CECT8187) 0
+EJ1 (CECT8185) 480 120%

Ejemplo 4: Formacién de un consorcio microbiano entre cuatro microorganismos productores de H,
(clostridios cepas H5, H1, R6 y RT2) y el microorganismo consumidor de oxigeno (Streptomyces sp. cepa
EJ1).

Se inocularon por separado 100 uL de cada una de las cepas productoras de H, (H5, H1, R6 y RT2) en
biorreactores (120 mL) en condiciones anaerébicas en medio glucosa (4 g-DQOI/L) y se complementé con solucion
macronutrientes y micronutrientes, hasta alcanzar la fase exponencial. Las condiciones anaerobias se obtuvieron
gasificando el espacio de cabeza con N2:CO- (80:20) y afiadiendo L-cisteina (0,5 g/L) al medio, dejandolo hasta que
el indicador redox, la resazurina, vira de rosa a incoloro, sintoma de que no hay oxigeno libre en el medio. Por otro
lado, se inocularon 100 pL de la Cepa EJ1 en un biorreactor (250 mL) en condiciones aerébicas en medio MR (4 g-
DQO/L) 6 medio LB (1X), en condiciones de agitacion entre 80 - 150 rpm hasta alcanzar la formacién de la
biopelicula esférica.

Posteriormente se trituraron varias biopeliculas del cultivo de Streptomyces Cepa EJ1 y se mezclaron a la vez con
las cuatro cepas H5, H1, R6 y RT2 en proporcion de DO (610 nm) entre EJ1:H5:H1:R6:RT2 (1:10:10:10:10). Esta
mezcla de microorganismos se cultiva en un biorreactor discontinuo en un medio MR (4 gDQO/L), suplementado por
las soluciones de micronutrientes y micronutrientes. Este medio mixto tiene una concentracion inicial de oxigeno
disuelto de entre 1 - 10 mg de O/L de H;O. El crecimiento del consorcio se realiza a 30°C y con agitacion horizontal
(50 — 200 rpm) a un tiempo promedio de 96 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se obtuvo una biopelicula
esférica donde las cuatro cepas H5, H1, R6 y RT2 han sido aglutinadas por Streptomyces cepa EJ1. Este hecho fue
confirmado por las técnicas de FISH y DGGE. Estas biopeliculas (H5-H1-R6-RT2-Streptomyces) se inocularon en un
biorreactor (120 mL) en condiciones anaerébicas en medio mixto (4 gDQOI/L) y en poco tiempo se detecto una
produccién de H; significativa superior a la produccion de la cepa H5 de forma independiente (tabla 4).

Ejemplo 5: Aislamiento de la cepa Streptomyces sp. cepa EJ1.

Se inocul6 entre 0,5 y 1 gramo de lodo granular anaerobio triturado en 100 ml de medio MR (4 g DQO/L) 6 medio
LB. Posteriormente se crecieron los organismos en condiciones aerobias a 30 °C durante 24 horas a 120 rpm en
agitacion horizontal. Los microorganismos formadores de floculos se separaron del medio liquido y se realizaron
aislamientos sucesivos en placa en condiciones aerobias a 30 °C hasta obtener cultivos puros. Estos cultivos
axénicos se crecieron de nuevo en condiciones aerobias en medio MR a 30 °C, 120 rpm en agitacidn horizontal y se
selecciono6 la cepa que forma floculos, en forma de biopeliculas esféricas (figura 1). El analisis de su 16S rRNA
demostro que se trataba de Streptomyces sp. (cepa EJ1 CECT 8185).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2456776 Al

REIVINDICACIONES

1.- Consorcio microbiano que comprende la cepa H5 de Clostridium roseum de nimero CECT 8187 y la cepa EJ1 de
Streptomyces sp. de numero CECT 8185.

2.- Consorcio microbiano segun la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos otra cepa del género
Clostridium.

3.- Consorcio microbiano segun la reivindicacién 2 donde la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero
CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de niumero CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la
cepa RT2 de numero CECT8189 de Clostridium diolis.

4.- Composicion que comprende un consorcio microbiano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5.- Uso del consorcio microbiano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de una composicion segun la
reivindicacion 4 para la produccion de hidrégeno.

6.- Uso del consorcio microbiano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de una composicion segun la
reivindicacion 4 para la produccién de acidos organicos.

7.- Uso segun la reivindicacion 6 donde los &cidos organicos son acido acético, acido butirico, acido propionico,
acido lactico, acido férmico y/o acido succinico.

8.- Uso del consorcio microbiano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de una composicion segun la
reivindicacion 4 para la produccion de disolventes.

9.- Us6 segun la reivindicacion 8 donde los disolventes son etanol, metanol, acetona y/o butanol.

10.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 donde la produccion de hidrégeno, de acidos organicos y/o
de disolventes tiene lugar por fermentacion.

11.- Uso del consorcio microbiano o de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 donde el
sustrato inicial son residuos urbanos, residuos industriales y/o residuos agroindustriales.

12.- Uso del consorcio microbiano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de una composicién segun la
reivindicacion 4 para formacion de biopeliculas.

13.- Procedimiento de obtencion de una cepa altamente productora de hidrogeno que comprende:

a) cultivar en un bioreactor en condiciones aerobias una muestra de lodo,
b) aislar colonias presentes en el lodo de (a), y

c) cultivar las colonias de (b) y seleccionar las cepas mas productoras,
caracterizado porque se lleva a cabo en condiciones de bajo vacio.

14.-Procedimiento seguln la reivindicacion 13 donde la cepa altamente productora aislada en el paso (c) es la cepa
H5 de Clostridium roseum CECT8187.

15.- Procedimiento de obtencion de un consorcio microbiano que comprende obtener una cepa altamente productora
de hidrégeno segun la reivindicacién 14 que ademas comprende:

d) cultivar lodo granular triturado en condiciones aerobias

e) seleccionar los fléculos formados

f) aislar en placa el microorganismo formador de los fléculos, que corresponde con Streptomyces sp.
CECT8185

g) mezclar las cepas de los pasos (c) y (f).

16.- Procedimiento segun la reivindicacion 15 donde en el paso (g) se mezcla ademas al menos otra cepa del
género Clostridium.

17.- Procedimiento segun la reivindicacion 16 donde la cepa del género Clostridium es la cepa H1 de nimero

CECT8186 de Clostridium saccharobutylicum, la cepa R6 de nimero CECT8188 de Clostridium butyricum y/o la
cepa RT2 de numero CECT8189 de Clostridium diolis.
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FIG.1 A

FIG.1B
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