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RESUMEN

Objetivo. Este trabajo se realiz6 con el fin de determinar la concentracion de
indculo para el crecimiento de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 durante una
fermentacion ABE, empleando un biorreactor discontinuo a escala laboratorio.
Materiales y Métodos. Para determinar la concentracion inicial de inoculo se
realizaron tres experimentos, uno de ellos con porcentaje de inéculo del 5%, otro
con 10% y finalmente uno con 15%. Se realizaron tres replicas por experimento. El
tiempo de la fermentacion fue 24 horas y se tomaron muestras cada 2 horas por
duplicado. Luego, se determind la formacion de biomasa por densidad Optica
utilizando un espectrofotometro marca Shimadzu UV-1800, a una longitud de onda
de 490 nm. El consumo de glucosa se determind con el test de glucosa- oxidasa.
La cuantificacion de los productos obtenidos se llevo a cabo por la técnica HPLC,
empleando una columna HPX - 87H con un detector de indice de refraccion a las
siguientes condiciones: fase movil acido sulfurico 0,5mM a una temperatura de
30°C y un flujo volumétrico de 0,5 mL/min. Resultados. Las concentraciones de
biomasa, glucosa y productos se determinaron para los tres experimentos;
encontrdndose valores mas altos para el tratamiento del 15 % de inéculo. Con
base a estos valores se calcularon los parametros de la cinética de Orden 1
(velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacién) y de Orden 0 (Ko y
tiempo de duplicacion), rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s), rendimiento
producto-sustrato (Yp/s) y productividad del proceso. Conclusion. Aunque los
valores obtenidos de los parametros cinéticos de los experimentos de 5%, 10% y
15% de in6culo son muy similares entre si. El experimento de 15% de in6culo
presentd un mayor consumo de sustrato, mayor productividad y mayor
concentracion final del butanol.

PALABRAS CLAVES: Clostridium acetobutylicum ATCC 824, fermentacion ABE,

HPLC, test glucosa — oxidasa y butanol.




ABSTRACT

Objective. The aim of this work was to determine the inoculum concentration for
the growth of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 during ABE fermentation using
a laboratory scale batch bioreactor. Materials and Methods. Three experiments
were carried out, one of them with 5 % of inoculum concentration, another with 10
% of inoculum concentration and finally 15 % of inoculum concentration. There
were three replicates per experiment. The fermentation time was 24 hours, and
samples were taken every 2 hours in duplicate. Then, the biomass formation was
determined by optical density using a Shimadzu spectrophotometer UV-1800
brand at a wavelength of 490 nm. The glucose consumption was determined by
the glucose-oxidase test. The quantification of the products obtained were
conducted by the HPLC technique, using a column HPX - 87H a refractive index
detector to the following conditions: mobile phase 0.5 mM sulfuric acid at a
temperature of 30 ° C and a flow volume of 0.5 mL / min. Results. The biomass,
glucose and products concentrations were determined for the three experiments,
the highest values were found for the treatment 15% of inoculum concentration.
The first order kinetics (specific growth rate and doubling time) and zero order
kinetics (Ko and doubling time) were calculated. Also biomass-substrate yield (Y
x/s), product-substrate yield (Y p/s) and process productivity were calculated.
Conclusion. Although the values of the kinetic parameters obtained from
experiments of 5%, 10% and 15% of inoculum are very similar. The experiment of
15 % inoculum had the highest substrate consumption, productivity and butanol
concentration.

KEYWORDS: Clostridium acetobutylicum ATCC 824, ABE fermentation, HPLC,

test glucose— oxidase test and butanol.
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1. INTRODUCCION

En la produccién biotecnoldgica de butanol a partir de materias primas renovables
se han empleado microorganismos del genero Clostridium sp. Por ejemplo,
Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium saccharobutylicum
y Clostridium saccharaperbutylacetonicum. Estas bacterias generalmente son:
gram positivas, estrictamente anaerobias, su crecimiento se favorece a pH
ligeramente acido y a una temperatura de 37°C. Ellas pueden utilizar una gran
variedad de sustratos como monosacéridos, principalmente glucosa y
polisacaridos que son metabolizados y convertidos en solventes, tales como:
acetona, butanol y etanol (1,2). Se han utilizado cultivos por lotes, continuos,
discontinuos en el estudio de las propiedades bioquimicas, cinéticas y las

variables que afectan el proceso de fermentacion.

Durante la primera mitad del siglo pasado el butanol era producido industrialmente
por fermentacion, pero este proceso no pudo competir econémicamente y fue
reemplazado por la sintesis petroquimica. Ahora bien, se ha enfocado la
investigacion en procesos de fermentacion viables para la obtencién de butanol,
debido a su capacidad de ser utilizado directamente en la gasolina como aditivo
(3). Asi, como menciona Obando et al. (2011), el butanol tiene caracteristicas
similares a la gasolina y puede ser usado directamente en los motores de
combustion sin necesidad de modificacion alguna (4). El butanol es también usado

como solvente en la fabricacién de vitaminas, antibiéticos y hormonas.

Desde la década de los 70 la produccion de butanol por fermentacion de materias
primas renovables ha recobrado interés como alternativa de produccion de este
compuesto por ser un proceso limpio, no contaminante y también por la
incertidumbre generada con el aumento de los precios del petrdleo. En Colombia
el gobierno nacional desea incentivar la investigacion en la obtencion de

combustibles renovables como bioetanol, biobutanol y biodiesel.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente demanda de fuentes de energias amigables con el medio ambiente,
hace de los biocombustibles (etanol, butanol, biodiesel, etc.) una alternativa
promisoria para el suministro de energia, en una sociedad cada dia mas exigente
en lo que se refiere a las emisiones de gases contaminantes a la atmésfera. En el
caso de Suramérica, Colombia es el tercer productor de Biocombustibles después
de Brasil y Argentina (2).

El n-butanol puede obtenerse a partir de procesos fermentativos, empleando
materias primas renovables como maiz, trigo, hidrolizado de yuca, jarabes de
glucosa entre otras. Sin embargo, la presencia de butanol, asi como de acetona y
etanol resulta ser téxica para los microorganismos, lo cual limita su concentracion
en el medio de cultivo, originando bajos rendimientos y un alto costo durante su
recuperacion en las soluciones diluidas. En el caso de Clostridium sp., su
metabolismo se detiene cuando la presencia de solventes alcanza una
concentracion de 14 g/L, lo cual limita la concentracion de fuentes de carbono que
pueden ser utilizados en la fermentacion, ocasionando una baja productividad y

baja concentracion de productos (5).

En consideracion a lo anterior, en este proyecto se pretende evaluar la
concentracion de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 para la produccién de n-
butanol a partir de glucosa en un biorreactor discontinuo a escala laboratorio. Este
proyecto hace parte de un macroproyecto financiado por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural que tiene como titulo “Produccion de butanol a
partir de hidrolizado de yuca” el cual se desarrolla en la Universidad Industrial
de Santander en el grupo de investigacion de Bioguimica y Biotecnologia de las

escuelas de Quimica e Ingenieria Quimica.
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3. MARCO TEORICO

El butanol es un alcohol primario constituido por cuatro carbonos cuya férmula es
C4H100; es un liquido incoloro, inflamable, con un olor caracteristico. El butanol es
miscible en solventes organicos comunes y parcialmente en agua. Hasta hoy, el
butanol es considerado una mejor alternativa que el etanol como biocombustible
(6). En Colombia, los biocombustibles son mezclados con la gasolina (en el caso
del etanol) y con diesel (en el caso del biodiesel) provenientes de la refinacion del
petréleo. Sin embargo, la adicion de éstos, tiene ciertos efectos negativos en
algunas propiedades de la mezcla de combustibles. Como alternativa, se puede
emplear n-butanol, dado que posee mejores propiedades que el etanol como
combustible, adicionalmente posee baja volatilidad (la presién del vapor de butanol
es 7.5 veces menor gue la del etanol), mayor contenido energético (similar al de la

gasolina), es menos higroscopico y corrosivo (4).

La produccion bioldgica del butanol ocurre naturalmente en algunas especies de
microorganismos, como las bacterias Butyribacterium methylotrophicum,
Clostridium butyricum o la arquea Hyperthermus butylicus. Sin embargo, el género
mas estudiado es el de Clostridium sp., ya que son capaces de convertir diversas
fuentes de carbono, como la glucosa, galactosa, celobiosa, manosa, xilosa y
arabinosa, en combustibles y quimicos como el butanol, acetona y etanol
utilizando la fermentacion ABE (acetona, butanol, etanol) (7). Este es un proceso
biolégico anaerobio a partir del cual los azlcares, principalmente glucosa, son
convertidos en productos finales por medio de microorganismos como Clostridium
acetobutylicum, C. beijerinckiiy C. pasteurianum, entre otros. La ruta metabdlica
del proceso fermentativo empleado por Clostridium acetobutylicum, consta de dos
fases caracteristicas: (i) la acidogénesis y (ii) la solventogénesis. En la primera
fase se forman los acidos organicos (butirico, acético y lactico), el didéxido de
carbono e hidrégeno. Como consecuencia de esta fase se presenta una
disminucibn en el pH, lo cual es crucial para el crecimiento de los

microorganismos. El pH aumenta durante la fase solventogénica, en donde, los
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acidos (butirico y acético) son nuevamente asimilados, dando lugar a la formacién

de acetona, etanol y butanol (8).

Durante la fermentacién ABE variables como el pH, temperatura, concentracion
del sustrato y la concentracion de productos finales, pueden afectar la produccion
de butanol. Un pH de 5 y una temperatura de 37°C, favorecen el crecimiento de C.
acetobutylicum y mayor obtencidon de butanol; concentraciones iniciales de
glucosa mayores a 60 — 80 g/L causan inhibicidén por sustrato y valores superiores

a 14 g/L de butanol presentan inhibicion celular debido a la toxicidad del producto

9).

Como se mencion6 anteriormente, C. acetobutylicum es la especie mas estudiada
la secuencia completa de su genoma fue liberada en el 2001. Es una especie
anaerodbica obligada, con forma de baston, que posee un cromosoma de 3.94 Mbp
y un plasmido de 192 Kbp. En cepas silvestres éste plasmido resulta
indispensable para la solventogénesis (5). Esta bacteria tiene la ventaja de ser
muy diversa en los sustratos que metaboliza; utilizando glucosa, galactosa,
celobiosa, manosa, xilosa y arabinosa. Ademas, es también diversa la bateria de
enzimas que libera al medio, incluyendo: a y B-amilasas, a y B-glucosidasas,
pululanasas, amilopululanasas, entre otras. Durante el proceso de produccion de
butanol con Clostridium sp., se presenta, entre otros, un cambio fisiolégico
importante en la bacteria: los &cidos acético y butirico son liberados al medio
durante la fase de crecimiento exponencial los cuales son reabsorbidos al interior
de la célula, para ser metabolizados a butanol, acetona y en mucho menor medida
en etanol. Esto se debe a que C. acetobutylicum carece de homeostasis al nivel
de pH, por lo que depende intimamente del pH extracelular. La presencia de
acidos en el medio puede provocar una pérdida del potencial proténico de la

célula, inactivandola (10).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

= Determinar la concentracion inicial de indculo para el crecimiento de
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 en un biorreactor discontinuo a

escala laboratorio.

4.2 Objetivos especificos

= Evaluar el crecimiento y el consumo de sustrato de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 bajo tres diferentes concentraciones de
inoculo.

= Estimar la formacion de productos resultantes de la fermentaciéon ABE
(acido acético, acido butirico, acetona y butanol) por la técnica HPLC.

= Determinar los parametros cinéticos del proceso obtenidos durante la

fermentacion ABE.

5. METODOLOGIA

5.1 Seleccién del microorganismo

El estudio se realizé con una cepa de Clostridium acetobutylicum ATCC 824, que
se encuentra en el cepario del laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia de la
Universidad Industrial de Santander. Esta cepa se encontraba conservada a una
temperatura de 4°C en un medio liquido llamado medio de mantenimiento (MM)
gue contiene glucosa 5 g/L, almidon soluble 1 g/L, extracto de levadura 3 gL,
extracto de carne 10 g/L, peptona 10 g/L, NaCl 5 g /L, acetato de sodio 5 g/L,

cisteina 0,5 g/L y resazurina 1 mL (8).
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5.2 Determinacion de la concentracién inicial de in6culo

Se procedio a realizar 3 fermentaciones con un volumen final de 600mL, variando
el porcentaje de in6culo inicial. El primero con un 5%, el segundo con un 10% vy el
tercero con un 15%. Ademas se hicieron tres réplicas por experimento. El tiempo
fue de 24 horas durante las cuales se tomaron dos muestras de 5mL cada 2 horas
(ver Anexo 1 para los calculos). Para los tres experimentos se utilizé el mismo
medio de cultivo denominado medio de fermentacion (MF) que contiene glucosa
40 g/L, extracto de levadura 5 g/L, sulfato de amonio 2 g/L, fosfato monobasico de
potasio 0,75 g/L, fosfato dibasico de potasio 0,75 g¢/L, sulfato de hierro
heptahidratado 0,01 g/L, sulfato de magnesio heptahidratado 0,20 g/L, sulfato de
manganeso monohidratado 0,01 g/L, cloruro de sodio 1 g/L, cisteina 0,50 g/L,
resazurina 1 mL (8). De igual forma las condiciones de incubacion fueron las
mismas para todos los experimentos, temperatura de 37°C, pH 5 y condiciones de

anaerobiosis.

5.3 Determinacion de biomasa, glucosa y formacién de metabolitos

Los valores de biomasa, consumo de glucosa y productos (&cido acético, acido

butirico, acetona y butanol) se determinaron como se describe a continuacion.

5.4 Preparacién de las muestras para medir densidad Optica

Las muestras que fueron tomadas cada 2 horas durante la fermentacion, se
sometieron a una etapa previa de lavado y centrifugado para separar el medio de
las células suspendidas. En primer lugar, se transfirieron 3mL de cada una de las
muestras a tubos de centrifuga tapa azul, y fueron centrifugadas a 10.000
gravedades durante 15 minutos. EI sobrenadante se depositdé en un tubo de
ensayo tapa rosca para ser utilizado en la medicion del consumo de glucosa, con
el test de glucosa — oxidasa, y al pellet se le adicionaron 10 mL de agua destilada,
se sometid a una agitaciOn por vortex para asegurarse que se formara una
solucion homogénea, y se centrifugd a las mismas condiciones mencionadas

anteriormente. Este procedimiento se repitid tres veces y al final el pellet fue
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mezclado con 10 mL de agua destilada, se agitdé en vortex, y esta solucion se

utilizé para medir la formacién de biomasa.

5.5 Determinacion de la biomasa

De cada una de las muestras tomadas durante las 24 horas de fermentacion se
midié la formaciébn de Biomasa a través del tiempo. Esta se llevd a cabo por
densidad 6ptica, utilizando un espectrofotometro marca Shimadzu UV-1800, a una
longitud de onda de 490nm. La formacion de biomasa se determiné interpolando la
absorbancia medida en la curva de calibracion (y=0.369x—0.001 con un R?= 0.997)
previamente establecida en el laboratorio. Luego, se realizaron diluciones de las
muestras para que los valores de absorbancia estuvieran dentro de los limites

establecidos en la ley de Beer-Lambert.

5.6 Determinacion de glucosa

El consumo de glucosa se evalud por el test de la glucosa — oxidasa, de igual
forma se midi6 por densidad 6ptica utilizando un espectrofotometro a una longitud
de onda de 490 nm. Luego, se realizaron diluciones de las muestras para que los
valores arrojados estuvieran dentro de los limites establecidos en la ley de Beer-
Lambert. Estos resultados se remplazaron en la ecuacion de la Glucosa (Anexo 4)

para obtener las concentraciones g/L.

5.7 Cuantificacién de metabolitos

El andlisis de la concentracion de los metabolitos solubles en la fase liquida
establecida después de la eliminacion de las células por centrifugado se desarrolld
por HPLC, utilizando una columna HPX - 87H con detector de indice de refraccion
a las siguientes condiciones: fase movil acido sulfarico 0,5mM a una temperatura
de 30°C y un flujo de 0,5mL/min (8).Para este analisis se utilizaron los 2 mL
restantes de los 5 mL del volumen tomado durante cada muestreo. Cada muestra
fue filtrada, con el fin de retirar impurezas que interfieran con los resultados del

analisis.
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5.8 Determinacién de parametros cinéticos

Para calcular los parametros cinéticos se utilizaron los resultados obtenidos en la
formacién de biomasa y consumo de glucosa, con los cuales se determiné la
cinética de Orden 1 (velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion),
rendimiento biomasa-sustrato, rendimiento producto-sustrato y productividad del

proceso.

5.9 Andlisis estadistico

En este estudio se asumié como variable independiente cuantitativa al porcentaje
de indculo (5, 10 y 15%). Las condiciones de la fermentacion fueron: pH= 5,
temperatura= 37°C, condiciones estrictas de anaerobiosis (indicador de oxido-
reduccion L —cisteina y rezasurina), tiempo= 24 horas y se utilizé el medio de
cultivo descrito en el punto 5.2. Las variables dependientes que se midieron cada
2 horas durante la fermentacion fueron: la formacion de biomasa g/L, el consumo

de glucosa g/L y la produccién de n-butanol g/L.

Teniendo en cuenta el comportamiento normal de los datos, se realizd una prueba
ANOVA para verificar si hay diferencias estadisticamente significativas entre las

medias cuando se tienen mas de dos muestras en el mismo tratamiento.

6. RESULTADOS

6.1 DETERMINACION DE BIOMASA Y GLUCOSA

En las figuras 1, 2 y 3 se muestra el comportamiento que presento la biomasa y
glucosa durante las 24 horas de fermentacion para los experimentos de 5%, 10%
y 15% de concentraciébn de indculo; en los cuales la maxima formacion de
biomasa al término de las 24 horas fue de: 0,469 g/L, 0,801 g/L y 0,910 g/L
respectivamente. Por medio de la ANOVA se encontraron los valores estadisticos

de prueba y su nivel de significacion, (F 0,429: Sig. 0.654).
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De igual manera, las concentraciones finales de glucosa a la hora 24 fueron de:
12,2 g/L, 8,5 g/L y 6,7 g/L respectivamente, (F 0,444: Sig. 0.645).

15 - 1,0
a
Iny
-8
K
—
o oE o
= =
254 i
g E
[ 0t g
15 -
L0,z
.
R S
El T T T r 0,0
a a3 10 13 pui] 25 1]
Tiempo (Hora)
[r] E-I:lr!-.‘ﬁ-.‘-l.‘s Tem
—a—Ghces 8 Temf<x

Figura 1. Formacion de biomasa y consumo de glucosa en el experimento de 15 % inoculo durante

el tiempo de la fermentacion.
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Figura 2. Formacion de biomasa y consumo de glucosa en el experimento de 10 % de in6culo

durante el tiempo de la fermentacion.
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Figura 3. Formacion de biomasa y consumo de glucosa en el experimento de 5% de in6culo
durante el tiempo de la fermentacion.

6.2 DETERMINACION DE METABOLITOS

La formacion de los productos durante las 24 horas de fermentacion para el acido
acetico en los tres experimentos se muestra en la figura 4. Con el in6culo de 5%
presento la mayor concentracion (0.969 g/L), seguido por el del 15% (0,913 g/L), y
10% (0,848g/L), (Sig. 0,000).
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Figura 4. Concentraciones del acido acetico formado en los tres experimentos.
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En la figura 5 se muestran las concentraciones de &cido butirico durante las 24
horas de fermentacion. La mayor concentracion (2.564 g/L) se registr6 en el
experimento del 5 % de indculo, seguida del 15% indculo (2.296 g/L) y el 10% de
indculo (2.211 g/L), (Sig. 0,000).

20 4

Concentracian g/l

Tiempo (horas)

— 5%

10%
— 15%

Figura 5. Concentraciones del acido butirico formado en los tres experimentos.

Para la formacién de acetona la figura 6 muestra el comportamiento de este
solvente durante el tiempo de fermentacion. La mayor concentracion (0.133 g/L)
fue en el experimento de 10% de in6culo, seguida del 15% de in6culo (0.132 g/L) y
5% de inéculo (0.055), (Sig. 0,000).

Concentracion giL
]

Tiempo (horas)

— 5%
10%
15%

Figura 6. Concentraciones de acetona formada en los tres experimentos.
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Finalmente la formacion de butanol durante las 24 horas de fermentacion se
muestra en la figura 7. La mayor concentracion fue en el experimento de 15% de
in6culo (0.609 g/L), seguida del 10% de inoculo ( 0.528 g/L) y 5% de indculo
(0.284 g/L), (Sig. 0,000).
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Figura 7. Concentraciones de butanol formado en los tres experimentos.

6.3 DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de los parametros cinéticos para cada
uno de los experimentos. Donde se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento
(ux), tiempo de duplicacién (td), sustrato consumido (Sc). Y en la tabla 2 los
valores de rendimiento sustrato — producto (Y p/s) y productividad (P). Los datos
mas representativos se alcanzaron para el 15% de inéculo (px: 0.2082 h™), (td:
3.382 h) y (P: 0.0254 g/L/h).

Hora Sust. Velox.
Fase px h™? td (h) Consumido | Consumo % Inéculo
Exponencial (g) de sustrato
M h-1
Hora 4 -8 0,3932 1,7628 9,842 -2,4605 T
Hora 14 - 18 0,1035 6,697 9,46 -2,365
Hora 4 -8 0,399 1,737 9,825 -2,456 5% B
Hora 14 - 18 0,1043 6,645 9,19 -2,297

| Hora4-s |  03874] 1789  9949]  -2487] swc |
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Hora 16 - 20 0,292 2,373 15,47 -3,868 10% A
Hora 16 - 20 0,2943 2,355 15,17 -3,792 10%B
Hora 14 -20 0,2082 3,329 -1,462 15% A

Tabla 1. Parametros cinéticos para los experimentos de 5%, 10% y 15% de in6culo.

Rendimiento | Productividad % Inéculo
(]
Y p/s (g/g) g/l/h
0,0094 0,0118 5% B
0,0162 0,022 10% A
0,0166 0,021 10%B
0,0183 0,0252 15% A

Tabla 2. Rendimiento y Productividad del Butanol para los experimentos del 5%, 10% y 15% de
indculo durante la fermentacion.
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6. DISCUSION

Como se observa en las figuras 1, 2 y 3 el mayor crecimiento de Clostridium
acetobutylicum corresponde al tratamiento de 15% indculo. Ademas, la rapidez
con la que el microorganismo formé biomasa (ux: 0,2082 h™) fue la mayor con
respecto a los otros dos experimentos, (14). Eran de esperarse estos resultados
puesto que una mayor concentracion de inéculo contribuye a una mayor formacion
de biomasa. A pesar que los valores obtenidos de biomasa difieren entre si,
estadisticamente no hay evidencia significativa para la igualdad de medias (Sig.
0.654 > 0.05).

Con respecto al experimento del 5% (figura 3), se ve que se forman dos fases
exponenciales, la primera va de la hora 5 hasta la 10; alli hay una diauxia
aproximadamente de 5 horas, y huevamente a la hora 15 hay una segunda fase
exponencial. La causa de esta diauxia no es muy clara, pero se logra identificar
gue no es por agotamiento de sustrato, pues en esta misma figura se observa que
aun hay disponibilidad de glucosa y el microorganismo la sigue consumiendo
hasta el final de la fermentacién, este fenomeno se pudo dar como consecuencia

de alguna variacion en los factor ambientales del proceso.

En las figuras 1 y 2 se aprecia que a la hora 24 se alcanza a consumir
aproximadamente un 82% del sustrato disponible en los experimentos del 10% y
del 15%. Asi mismo, se puede observar que el microorganismo obtiene una mayor
formacion de biomasa y un mayor consumo de sustrato; esto mismo ocurre en uno
de los tratamientos que evaluaron Parra et al. (1995), quienes argumentan que
una mayor formacién de biomasa y un mayor consumo de sustrato por parte del
microorganismo, influye en la cantidad de solventes totales formados, (11).
Aunque los valores de rendimiento producto — sustrato (Y p/s) son similares para
el 10 % y 15% de in6culo, si se observa las figuras 4, 5, 6 y 7 donde se muestra la
formacion de solventes, se puede apreciar que en el experimento del 15 % de

inoculo se obtiene la mayor concentracién de butanol.
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Todo lo anterior se comprueba con los cromatogrdmas obtenidos al aplicar la
técnica analitica HPLC (Anexo 6). Durante las seis primeras horas se encuentran
los tiempos de retencion del acido acético (13,317 minutos) y acido butirico
(17,317 minutos). A partir de la hora 8, se aprecian los tiempos de retencion que
corresponden a la acetona (18,906 minutos) y al butanol (32,58 minutos), este
altimo es el producto de interés en este proyecto.

También se presentd una alta formacién de productos, siendo el &cido butirico el
gue se encontré en una concentracion mas alta (2,296 g/L) y quien es el precursor
para la formacién de butanol, como se muestra en la figura 7. La fermentacion
ABE en cultivos discontinuos se caracteriza por tener dos fases, una acidogénica
donde los &cidos acético y butirico se producen simultdneamente con el
crecimiento celular, generando una caida del pH por debajo de 5.0, lo cual
asociado a otros eventos de la célula, se activan algunas enzimas y reprimen
otras, cambiando el metabolismo hacia la segunda fase denominada
solventogénica, en donde se presenta la reasimilacion de los acidos acumulados
en el comienzo para ser transformados en acetona, etanol y butanol (12,13). De
esta manera se puede explicar porque durante las primeras horas de la
fermentaciéon se forman los acidos acético y butirico, y al ser estos reasimilados

por el microorganismo se forman la acetona y el butanol (Ver Anexo 6y 8).

Teniendo en cuenta los resultados del Anexo 8 y que el butanol es el metabolito
de interés, se realiz6 una gréafica integrada para comparar la formacion de este
producto en cada uno de las concentraciones de indculo 5%, 10% y 15%, como
se muestra en la figura 7. La mayor formacion de butanol se present6 en el
experimento de 15% de inéculo (0.609g/L). La produccién de solventes esta
completamente ligada al consumo de sustratos y reasimilacion de los acidos. Si
estos dos eventos no se presentan la produccion de solventes se ve afectada.
Estos resultados son similares con los expuestos por Johnes (1986) y Hartmanis
et al. (1984), en Parra C. et al. (1995), quienes postulan que la producciéon de
solventes depende de la reasimilacion de los acidos para que se transformen en

solventes, y que a su vez esta reasimilacion requiere del consumo de sustrato, sin
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lo cual ese evento no podria llevarse a cabo (11). En el experimento de 15% de
in6culo que tiene un mayor consumo de sustrato (33,39 g/L), de igual forma

también se presenta la mayor formacion de solventes.

Para los analisis de productividad y rendimiento producto - sustrato, se realizaron
los calculos para el butanol, puesto que es el metabolito de interés, estos valores
se encuentran en la tabla 2. Teniendo en cuenta estos resultados el rendimiento
(Yp/s) es 0.0187 g/g para la concentracion de 15% de in6culo. A pesar que el
tiempo de fermentacién es el mismo para los tres experimentos, la productividad
para este experimento es de 0,0254 g/L/h, mayor en comparacion con los otros
dos tratamientos. Segun Liu et al. (2010), el rendimiento y la productividad de la
fermentacién dependen de la cantidad de biomasa y solventes que se haya
formado. Los autores determinaron un rendimiento de 0.3613 g/g y una
productividad de 0.1720 g/L/h, utilizando un volumen de 1L y un tiempo de
fermentacién de 140 horas (15). Siendo estos valores cercanos a los tedricos

reportados por Tashiro et a.l (2010), productividad <0.5 g/L/h y rendimiento 0.33
g/g.

Estadisticamente (ver Anexo 11) existe evidencia para afirmar que hay diferencia
significativa entre los tres experimentos. Segun las concentraciones obtenidas de
biomasa, glucosa y solventes, un 15 % de in6culo contribuye a una mayor

produccién de butanol durante el proceso.

8. CONCLUSIONES

= La mayor concentracion de biomasa y consumo de sustrato disponible durante
la fermentacion se presento en el experimento del 15 % de indculo, debido a
que el tiempo de duplicacion del microorganismo (td) es menor y la velocidad

especifica de crecimiento (ux) es mayor entre los tres experimentos.
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» Los resultados de los cromatogramas establecen que la mayor produccion de
butanol fue de 0.609 g/L, durante el experimento de 15% de concentracion de

in6culo.

= Aunque los valores obtenidos de los parametros cinéticos de los experimentos
de 5%, 10% y 15% de ino6culo son muy similares entre si. El experimento de
15% de in6culo presenté un mayor consumo de sustrato, mayor productividad
y mayor concentracion final del producto.

9. RECOMENDACIONES
» Para futuros estudios se recomienda realizar la fermentacion por un tiempo
superior a 24 horas. Ademas, realizar una escala del proceso de laboratorio a

piloto.

= También se recomienda realizar una mayor cantidad de réplicas para lograr

una mejor inferencia estadistica en el andlisis de los datos.
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ANEXOS

1. Célculos para determinar el numero de muestras y tiempo de muestreo

* Inoculo del 5%
VET 600 mL
5% in6culo: 30mL
Tiempo. Fermentacion 24 horas

VL muestra 5mL

VL medio 570mL }
600 mL
VL in6culo 30mL

Max VL a retirar 10% = 60 mL en 24 horas
60/5 = 12 muestras
24/11 = 2 horas tomo muestra

* Ino6culo del 10%
VET 600 mL
10% in6culo: 60mL
Tiempo. Fermentacion 24 horas

VL muestra 5mL

VL medio 540mL
VL inéculo 60mL 600 mL

Max VL a retirar 10% = 60 mL en 24 horas

60/5 = 12 muestras
24/11 = 2 horas tomo muestra
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= |néculo del 15%

VET 600 mL

15% in6culo: 90mL

Tiempo. Fermentacion 24 horas
VL muestra 5mL

VL medio 510mL
., 600 mL
VL in6éculo 90mL

Max VL a retirar 10% = 60 mL en 24 horas
60/5 = 12 muestras

24/11 = 2 horas tomo muestra

2. Curva de Calibracion de Biomasa de Clostridium acetobutylicum ATCC
824

Masa |Masade Biomasa X |Masaneta X| X|[g/L]
Caja0l 0,269 0,282 0,013 2,680
Caja02 0,259 0,273 0,014 2,800
Caja03 0,278 0,292 0,014 2,760
Volumen 5mL Promedio 2,75
Volumen | Dilucién Abs1 Abs?2 Abs3 Abs Biomasa X [g/L]
500/5000 10 0,751 0,752 0,753 0,752 0,275
400/6000 15 0,494 0,491 0,492 0,492 0,183
250/5000 20 0,382 0,382 0,381 0,382 0,137
200/5000 25 0,282 0,278 0,279 0,280 0,110
200/6000 30 0,252 0,253 0,253 0,253 0,092
125/5000 40 0,206 0,208 0,208 0,207 0,069
100/5000 50 0,159 0,159 0,158 0,159 0,055
0 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

32




CURVA DE CALIBRACION BIOMSA

y = 0,369x - 0,001
220997 @

Concentracion de biomasa X [g/L]
) |
\
\

Absorbancia

3. Promedio de las absorbancias para determinar la formacion de

Biomasa en g/L.

= |ndculo del 5%

Tiempo | Volumen |Promedio Abs
0 1,3 0,069
2 1,3 0,083
4 1,3 0,090
6 2,3 0,284
8 10,3 0,511

10 10,3 0,699
12 10,3 0,491
14 10,3 0,468
16 10,3 0,595
18 10,3 0,828
20 10,3 0,718
22 10,3 0,733
24 10,3 0,737
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In6culo del 10%

Tiempo | Volumen |Promedio Abs
0 3 0,026
2 3 0,067
4 3 0,055
6 3 0,052
8 3 0,049
10 3 0,069
12 3 0,056
14 3 0,045
16 3 0,077
18 3 0,164
20 3 0,813
22 3 0,156
24 3 0,848
In6culo del 15%
Tiempo | Volumen |Promedio Abs
0 3 0,076
2 3 0,036
4 3 0,215
6 3 0,119
8 3 0,053
10 3 0,101
12 3 0,085
14 3 0,036
16 3 0,095
18 3 0,574
20 3 0,361
22 3 0,448
24 3 0,531
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4. Calculo de la concentracion en g/L de la Glucosa

Glucosa g/l = (Abs muestra/ Abs del patron) * fd
Patréon 5%: 1,132
Patron 10% y 15%: 0,368

4.1 Promedio de las absorbancias test glucosa — oxidasa

= |ndculo del 5%

Tiempo | Volumen Promedio Abs
0 1,3 0,034
2 1,3 0,025
4 1,3 0,041
6 2,3 0,031
8 10,3 0,578

10 10,3 0,555
12 10,3 1,169
14 10,3 1,180
16 10,3 1,026
18 10,3 1,139
20 10,3 1,106
22 10,3 1,100
24 10,3 1,042
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= |néculo del 10%

Tiempo Volumen | Promedio Abs
0 3 0,733
2 3 0,791
4 3 0,788
6 3 0,930
8 3 0,923

10 3 0,907
12 3 0,919
14 3 0,876
16 3 0,859
18 3 0,850
20 3 0,828
22 3 0,826
24 3 0,821

= |ndculo del 15%

Tiempo | Volumen Promedio Abs
0 3 0,885
2 3 0,997
4 3 0,858
6 3 0,886
8 3 0,882

10 3 0,217
12 3 0,796
14 3 0,964
16 3 0,881
18 3 0,862
20 3 0,860
22 3 0,798
24 3 0,751
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5. Concentraciones en g/L de Biomasa y Glucosa.

Tiempo Biomasa (g/L) Glucosa (g/L)

(h) 5% Desv est 10% Desvest | 15% Desv est 5% Desv est 10% Desv est 15% | Desv est
0 0,05 0,01 0,104 0,002 0,114 0,003 41,500 0,696 40,120 0,329 40,090 0,035
2 0,058 0,002 0,155 0,001 0,121 0,002 40,800 0,168 38,050 0,047 38,150 0,094
4 0,061 0,001 0,161 0,002 0,138 0,001 39,970 0,112 37,970 0,570 35,730 0,108
6 0,169 0,001 0,168 0,001 0,149 0,001 35,210 0,228 36,020 0,005 32,150 0,049
8 0,294 0,002 0,195 0,002 0,163 0,003 30,080 0,019 34,150 0,026 28,410 0,208
10 0,291 0,002 0,199 0,002 0,178 0,001 29,850 0,122 33,980 0,017 26,380 0,239
12 0,293 0,003 0,201 0,001 0,188 0,001 28,920 0,310 32,080 0,040 24,110 0,031
14 0,310 0,001 0,213 0,002 0,215 0,003 27,510 0,390 30,760 0,206 21,210 0,052
16 0,340 0,003 0,217 0,001 0,363 0,002 23,150 0,256 29,800 0,121 23,180 0,139
18 0,469 0,003 0,409 0,002 0,588 0,001 18,070 0,065 17,380 0,113 17,140 0,048
20 0,419 0,002 0,701 0,002 0,722 0,001 14,150 0,173 14,440 0,083 13,450 0,007
22 0,417 0,003 0,715 0,002 0,850 0,003 13,970 0,199 10,150 0,048 8,200 0,021
24 0,408 0,002 0,801 0,001 0,910 0,001 12,200 0,236 8,500 0,018 6,700 0,180
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6. Cromatogramas desde la hora 0 hasta la hora 24 de la concentracion
de indculo del 15% que fue la que mejor resultados obtuvo en los

estudios realizados.
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7. Curvas de calibracion para los patrones de HPLC

Concentracion mM

. . 5 12,5 25 50 75 100
Sustancia Tiempo - p p p p p
Area Area Area Area Area Area
Acido Lactico 11,36 77155 200100 387576 811591 1241489 1649230
Acido Acético 13,317 47087 116774 222361 461313 707386 942409
Acido Butirico 17,317 97930 233286 441154 917444 1397222 1855805
Acetona 18,906 37351 90076 178279 372737 548482 720445
Etanol 21,06 30506 75288 141039 293890 435274 593386
Butanol 32,584 89994 224433 428565 900812 1373543 1824309
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Curva Acetona
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8. Promedio de las concentraciones en g/L para los metabolitos.

Tiempo Acido Acético (g/L) Acido Butirico (g/L)
(h) 5% Desv est 10% Desv est 15% Desv est 5% Desv est 10% Desv est 15% Desv est
0 0,072 0,001 0,234 0,02 0,271 0,001 0 0 0,827 0,002 0,309 0,001
2 0,064 0,002 0,215 0,001 0,282 0,002 0,037 0,001 0,195 0,001 0,333 0,002
4 0,062 0,001 0,209 0,003 0,278 0,01 0,063 0,003 0,258 0,003 0,33 0,002
6 0,22 0,001 0,291 0,001 0,284 0,005 0 0 0,351 0,002 0,346 0,001
8 0,065 0,003 0,23 0,003 0,293 0,004 0,38 0,002 0,259 0,001 0,323 0,003
10 0,417 0,002 0,493 0,001 0,323 0,001 0,999 0,001 1,018 0,003 0,513 0,001
12 0,593 0,03 0,472 0,002 0,502 0,002 1,77 0,02 1,189 0,002 1,102 0,001
14 0,717 0,001 0,55 0,005 0,547 0,003 2,045 0,001 1,505 0,01 1,293 0,002
16 0,805 0,003 0,734 0,006 0,69 0,001 2,443 0,001 2,115 0,002 1,843 0,003
18 0,88 0,004 0,662 0,005 0,817 0,001 2,106 0,002 1,95 0,002 2,157 0,01
20 0,861 0,001 0,776 0,001 0,866 0,003 2,476 0,02 2,167 0,001 2,251 0,001
22 0,897 0,002 0,812 0,002 0,902 0,002 2,52 0,001 2,185 0,002 2,273 0,001
24 0,969 0,003 0,848 0,001 0,913 0,01 2,564 0,001 2,211 0,003 2,296 0,002
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Tiempo Acetona Butanol

(h) 5% Desv est 10% Desv est 15% Desv est 5% Desv est 10% Desv est 15% Desv est
0 N.D - N.D - N.D - N.D - N.D - N.D -

2 N.D - N.D - N.D - N.D - N.D - N.D -

4 N.D - N.D - N.D - N.D - N.D - N.D -

6 N.D - N.D - N.D - N.D - N.D - N.D -

8 N.D - N.D - N.D - 0,055 0,001 N.D - N.D -
10 N.D - N.D - N.D - 0,071 0,002 0,058 0,002 N.D -
12 N.D - N.D - N.D - 0,094 0,003 0,08 0,001 0,085 0,002
14 0,027 0,001 N.D - N.D - 0,214 0,01 0,1 0,001 0,11 0,001
16 0,048 0,002 N.D - N.D - 0,127 0,02 0,15 0,002 0,17 0,001
18 0,033 0,003 0,037 0,003 0,111 0,001 0,255 0,03 0,366 0,003 0,508 0,001
20 0,05 0,001 0,127 0,001 0,128 0,002 0,281 0,002 0,502 0,004 0,569 0,004
22 0,051 0,002 0,13 0,02 0,131 0,002 0,283 0,001 0,521 0,005 0,591 0,003
24 0,055 0,001 0,133 0,002 0,132 0,003 0,284 0,005 0,528 0,003 0,609 0,002
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9. Graficas de las cinéticas de Orden 1y Orden O de los tres experimentos.

Cinética Orden 1 para la concentracion 5% de in6culo

5% Fase | y:o,i?of;;,zsu 5% . Fase Il y=0,1035x + 0,3372
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Cinética Orden 1 para la concentracion 15% de in6culo

Orden1.15% A y=0,2082x-2,2486

R2=0,9648
2,5
X
2
X o
Z15 — -
005
[-1]
0 T T T T ]
0 5 10 15 20 25
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0,000
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ot
“
’
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10. Calculo de los parametros cinéticos

Velocidad especifica de crecimiento - ux (h™)= a la pendiente de la ecuaci6n
de la recta en la gréfica de cinética de Orden 1.

Tiempo de duplicacion td (h)=Ln 2/ pux

Sustrato consumido g/L = sustrato inicial — sustrato final

Rendimiento producto — sustrato (g/L) =

Productividad (g/h) =

producto final

Tiempo fina
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producto final- producto inicial

Sustrato inicial — sustrato final




11. Resultados estadisticos — ANOVA

ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
RendButanal Inter-grupos .000 2 .000 1920.219 000
Intra-grupos .000 6 000
Total .000 8
ProdButanol Inter-grupos .000 2 000 1145.748 000
Intra-grupos .000 6 .000
Total .000 8
RendAcetona Inter-grupos .000 2 000 2209.723 000
Intra-grupos .000 6 .000
Total .000 8
ProducAcetona Inter-grupos .000 2 .000 1200.500 2000
Intra-grupos .000 6 000
Total .000 8
RendAsButirico Inter-grupos .003 2 002 | 13587.000 2000
Intra-grupos .000 6 000
Total .003 8
ProducAcButirico  Inter-grupos .000 2 000 2960.592 000
Intra-grupos .000 6 .000
Total .000 8
RendAcAcetico Inter-grupos .000 2 000 61.012 000
Intra-grupos .000 6 .000
Total .000 8
ProductAcAcetico  Inter-grupos .000 2 000 646.750 000
Intra-grupos .000 6 000
Total .000 8
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Velocmax Inter-grupos 137 3 .046 4580.051 .0oo
Intra-grupos 000 8 .000
Tatal 137 11
Td Inter-grupos 43.582 3 14.527 | 13351.349 .0oo
Intra-grupos 009 8 .001
Tatal 43 591 11
Sustconsu  Inter-grupos 97.062 3 32.354 800.255 .0oo
Intra-grupos 323 8 .040
Tatal 97 386 11
Velconsu Inter-grupos 7.374 3 2458 124127 .0oo
Intra-grupos 158 8 020
Total 7.532 11
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