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RESUMEN

El butanol es considerado un combustible liquido con potencial para remplazar a
la gasolina en los motores de combustion interna. Es producido mediante la fermentacion
acetona-butanol-etanol (ABE) empleando diversos clostridios solventogénicos. El
desempefio del proceso fermentativo ABE esta seriamente limitado por: altos costos de
sustrato, inhibicibn por sustrato y baja tolerancia a solventes (maximo 20 g/L),
crecimiento lento y baja densidad celular viable durante la fase solventogénica; éstas
limitaciones resultan en baja concentracion de productos, baja productividad, bajo
rendimiento, alto costo de recuperaciéon y dificultad en el control del metabolismo del
cultivo. Con la finalidad de reducir los costos por sustrato y aprovechar un desecho de la
industria lactea el presente trabajo propone el uso del suero de queseria como sustrato
fermentable; adicionalmente, con la finalidad de disminuir las limitaciones por baja
tolerancia a solventes se propuso la generacion de cepas mutantes resistentes a
concentraciones de butanol superiores a las soportadas por las cepas silvestres
empleadas (C. acetobutylicum ATCC 824 y CDBB-B-797). Tras el desarrollo experimental
se determiné que el suero de queseria es un sustrato adecuado para la fermentacion
ABE, siempre y cuando este apropiadamente suplementado. La adicion de una fuente de
hierro es estrictamente necesaria para que el suero de queso pueda ser un sustrato viable
debido a que la falta de hierro impide la sintesis de ferredoxina y restringe la actividad de
la ferredoxina-piruvato oxidorreductasa, lo que conduce a la produccion de &cido lactico
en lugar de los productos deseados ABE. Se determiné que el FeSO, (20 mgFe/lL) es la
fuente de hierro idonea para mejorar la produccion de butanol al emplear el suero como
sustrato. Por otra parte, se lograron generar cepas mutantes resistentes a la presencia de
hasta 24.3 g/L de butanol en el medio de cultivo, es decir 25% superior a la soportada por
ATCC 824 y 50% superior a la soportada por CDBB-B-797. La mutante generada a partir
de ATCC 824 logro6 producir una mayor cantidad de solventes totales que la cepa original
de donde fue derivada, sin embargo, no se observé una mejora estadisticamente
significativa en la produccion de butanol. Este trabajo aporta valiosa informacién sobre
como hacer del suero de leche un buen sustrato para la fermentacion ABE resaltando
que se favorece el incremento en la produccion de butanol y la productividad. La maxima
concentracion de butanol que logro obtenerse fue de 7.13 + 1.53 g/L, obtenida al efectuar
fermentaciones por lote empleando suero de leche como sustrato y la cepa silvestre
ATCC 824.
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ABSTRACT

Butanol is considered a superior liquid fuel that can replace gasoline in internal
combustion engines. It is produced by acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation using
various species of solventogenic clostridia. Performance of ABE fermentation process is
severely limited mostly by: high cost of substrate, substrate inhibition and low solvent
tolerance (max 20 g/L), low growth and low cell density during solventogenic phase;
leading to low product concentrations, low productivity, low yield, high product recovery
costs and difficulty in controlling culture metabolism. In order to decrease the cost per
substrate and exploit a waste generated by dairy industry, this study proposes using
cheese whey as substrate for fermentation; additionally, in order to reduce low solvents
tolerance limitations mutant strains generation, resistant to higher butanol concentrations
than those supported by wild strains used (C. acetobutylicum ATCC 824 and CDBB-B-
797) was proposed. After experimental work it was determined that the cheese whey is a
suitable substrate for ABE fermentation, provided that this appropriately supplemented.
The addition of an iron source was strictly necessary for the cheese whey to be a viable
substrate because lack of iron in the cheese whey impedes ferredoxin synthesis and
therefore, restricts pyruvate-ferredoxin oxidoreductase activity leading to the production of
lactic acid instead of acetone, butanol and ethanol. FeSO, (20 mgFe/L) was determined as
the ideal iron source for butanol production improvement while whey is used as substrate.
Moreover, mutant strains derived from C. acetobutylicum ATCC 824 and CDBB-B-797
resist the presence of up to 24.3 g/L butanol in culture medium, concentration 25% higher
than that supported by wild type ATCC 824 and 50% higher than that supported by CDBB-
B-797. Mutant generated from ATCC 824 was able to produce a greater amount of total
solvents than the parental strain from which it was derived; however, statistically significant
improvement was not observed for butanol production. This work provides valuable
information on how to make whey a good substrate for ABE fermentation noting that the
increase in the production of butanol and productivity is enhanced. Maximum butanol
concentration achieved was 7.13 + 1.53 g/L, which was obtained performing batch

fermentations using whey as a substrate and the wild strain ATCC 824.
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INTRODUCCION

El consumo de energia a nivel mundial se ha incrementado en el ultimo siglo
principalmente por el crecimiento de la poblacién y por la industrializacion de las ciudades.
A pesar de contar con diversas fuentes de energia, el ser humano se ha vuelto
dependiente de los combustibles derivados del petréleo. Desde los afios 70°s, cuando el
petréleo encarecié, comenzé a resurgir el interés por la obtencién de productos derivados
de fuentes renovables; dando especial atencién a la obtencién de productos con gran

potencial para ser empleados como combustibles.

De los productos con mayor auge destacan el biodiesel, producido por
transesterificacion de grasas y aceites de diversas fuentes, el etanol, producido
principalmente por procesos fermentativos, y otro proceso fermentativo importante,

aungque menos conocido: la fermentacion ABE (acetona:butanol:etanol).

La demanda de los productos generados mediante la fermentacion ABE, hasta
hace unos afos, era cubierta en su totalidad por los derivados de procesos petroquimicos;
los procesos fermentativos se habian vuelto obsoletos por ser econdmicamente
incosteables al incrementarse el valor comercial de sus insumos: principalmente granos y
melazas, e incrementar el costo por la disposicion de efluentes. Solo una fébrica
dedicada a la fermentacion ABE habia logrado mantenerse en funcionamiento: la National
Chemical Products Ltd, ubicada en Germiston, Sudéfrica, la cual subsistid6 debido a los
bajos costos de su principal sustrato: la melaza de cafa, aunado a las dificultades de este
pais para importar petroleo debido a problemas politicos. Esta CGltima fabrica fue cerrada
en 1983 al no poder competir mas con los precios de la acetona, etanol y butanol

derivados del petréleo.

De los productos generados en la fermentacion ABE el de mayor interés en la
actualidad es el butanol, ya que es un importante quimico industrial considerado como un
combustible liquido superior con capacidad para remplazar a la gasolina en los motores
de combustion interna, presentandose como una mejor opcion que el etanol. Sin
embargo, la tecnologia tradicional existente para efectuar la fermentacion ABE sufre de

una serie de limitaciones, en comparacion con la fermentacion del etanol. La fermentaciéon
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ABE presenta bajos rendimientos y baja concentracién de productos debido al caracter
heterofermentativo, sus costos de recuperacion y purificacion son elevados y ademas el
butanol es altamente toxico para los sistemas biolégicos que lo producen, aun en

concentraciones bajas.

La produccién biolégica 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 ya que son capaces de convertir diversas fuentes de carbono en
combustibles y quimicos como el butanol, acetona y etanol. Otras especies, que de
manera natural no poseen la capacidad de producir este solvente, estan siendo
modificadas genéticamente para ser empleadas en la produccién de biobutanol a nivel

industrial y comercial.

Como en todos los biocombustibles, la produccién econémicamente viable del
biobutanol estd determinada principalmente por el costo de la materia prima empleada
para su produccién (la cual representa alrededor de un 60-70% del costo total) y los

costos de recuperacion del producto.

Por ello este trabajo busca implementar un sistema fermentativo que utiliza un
abundante desecho de la industria lactea: suero de leche, de bajo costo y alto contenido
de azlcares (alrededor de 50 g/L de lactosa) reduciendo asi los costos de la materia
prima; ademas busca modificar genéticamente al microorganismo productor para lograr
que la presencia del butanol en el medio de cultivo no inhiba su crecimiento y le permita
seguir trabajando, consiguiendo asi mayores concentraciones de producto en el caldo de
cultivo que permitan abaratar los costos de recuperacion y mejorar los rendimientos

fermentativos.
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1. ANTECEDENTES

1.1 EL MUNDO Y EL CONSUMO DE ENERGIA

Actualmente existen dos formas basicas de produccion y cosumo de energia: la
comercial y la tradicional. La primera de ellas es objeto de transacciones comerciales
normales, mientras que la tradicional no se factura ni se contabiliza por lo que las
estimaciones acerca de su consumo son muy inciertas. Los datos recogidos en las
estadisticas sobre producciéon de energia primaria a gran escala hacen referencia,
normalmente, a la extraccion y elaboracion de las materias primas que constituyen los
principales recursos energéticos primarios: crudo de petréleo, carbén, gas, etc. Las cifras
de consumo de energia primaria se suelen dar en unidades de energia Tep (tonelada

equivalente de petréleo, aproximadamente 41.89 *10° J).

Durante los ultimos siglos, el consumo mundial de energia primaria ha crecido en
progresion geométrica (comportamiento exponencial), habiendo mantenido uno de los
niveles minimos hasta principios del siglo XIX, cuando se inicia una escalada que lo ha
llevado a valores por encima de los 8.4 GTep/afio (GTep: gigatoneladas equivalentes de
petréleo), en el afio de 1998. Los dos factores que en mayor medida contribuyen a tirar de
la demanda de energia son el crecimiento demogréfico y, particularmente, el crecimiento

econoémico.

El carbén suministré la energia para la revolucion industrial en los siglos XVIII y
XIX. Con la llegada del automdvil, los aviones y con la generalizacion del uso de la
electricidad, el petréleo se convirti6 en el combustible dominante durante el siglo XX.
Segun la U.S. Energy Information Administration (EIA, 2010) el crecimiento del petréleo
como principal combustible fésil fue reforzado por el descenso continuado de su precio
entre 1920 y 1973. Tras las crisis del petréleo de 1973 y 1979, en las cuales el precio del
petréleo se incrementd desde los 5 hasta los 45 délares estadounidenses por barril, se
produjo un retraimiento del consumo de petréleo. El carbén y la energia nuclear pasaron a
ser los combustibles elegidos para la generacion de electricidad y las medidas de

conservacion incrementaron la eficiencia energética.
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En los Ultimos afos se ha estabilizado la distribucién del consumo de las distintas
fuentes quedando distribuido aproximadamente en un 38.5% de petréleo, 24.7% de

carbén, 23.7% de gas natural, 6.6% energia nuclear y 6.5% energia hidraulica.

En una proyeccion realizada por la EIA (2010) se ha estimado que el consumo
energético mundial se incrementara en un 49% del 2007 al 2035, 1.4% por afio. Dicha

proyeccion se describe graficamente en la figura 1.
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Figura 1. Consumo de energia comercializada en el mundo, 1990-2035 (Modificado de EIA, 2010).

De igual manera se ha realizado una proyeccion sobre los tipos de combustible
gue seran empleados en los proximos afios (figura 2). Teniendo en cuenta las
expectativas de que los precios mundiales del petréleo se mantendran relativamente altos
durante la mayor parte del periodo de proyeccién, los combustibles liquidos y derivados
del petréleo son la fuente de mas lento crecimiento en el mundo de la energia. El
consumo de combustibles liquidos aumentara a una tasa promedio anual de 0.9% desde
2007 hasta el 2035. Las energias renovables son la fuente de mas rapido crecimiento,

con el aumento del consumo en un 2.6% anual. La proyeccion de los precios del petroleo,
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asi como la preocupacion sobre el impacto ambiental del uso de combustibles fésiles y
fuertes incentivos del gobierno para aumentar el uso de energias renovables en muchos
paises alrededor del mundo, mejoran las perspectivas de las fuentes de energia
renovables. Aunque se espera que los combustibles liquidos se mantengan como la
mayor fuente de energia, su comercializacién mundial disminuira de un 35 % en 2007 a
30 % en 2035. En el sector de la energia eléctrica, disminuira el consumo de combustibles
liquidos como generadores de electricidad debido a la constante subida de los precios
mundiales del petroleo. Los combustibles liquidos utilizados en el sector del transporte,
por el contrario, seguiran aumentando a pesar de los crecientes precios del petréleo. El
consumo mundial de combustibles liquidos para el transporte crecera un 1.3% anual, y en
la ausencia de importantes avances tecnoldgicos, los combustibles liquidos seguiran

dominando los mercados mundiales de transporte hasta el afio 2035 (EIA, 2010).
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Figura 2. Uso de energia comercializada en el mundo por tipo de combustible, 1990-2035
(Modificado de EIA, 2010).
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El gas natural seguird siendo un importante combustible para la generacién de
electricidad en todo el mundo. Se calcula que el consumo mundial de gas natural
incrementara 1.3% al aflo, su uso en el sector de la energia eléctrica incrementara 1.6%
de forma anual. Se prevé que entre 2007 y 2020, en todo el mundo aumentara la
demanda de gas natural un 1.8% al afio, pero entre 2020 y 2035 la tasa de crecimiento
sera so6lo el 0.9% al afio, ya que los consumidores recurrirdn a fuentes alternativas de
generacion, en particular, las fuentes renovables de energia, la energia nuclear, y, en
ausencia de politicas que limiten su uso, al carbon. EI consumo mundial de carbén se
incrementara en un 1.6% anual en promedio desde 2007 hasta 2035, pero la mayor parte
del crecimiento de la demanda se producira a partir de 2020 (EIA, 2010). La proyeccién
descrita sobre el consumo de las diversas fuentes de energia se muestra graficamente en

la figura 2.

Las mayores reservas de combustibles fésiles son de carbon, de ellas la mayor
parte se encuentran en Asia y Oceania, Antigua URSS y América del Norte. Los paises
con mayores reservas son Estados Unidos, ex URSS y China. Los niveles de reservas de
petréleo y gas natural son similares en cantidad y las reservas de carbono son dos veces
superiores a la suma de las otras dos. En cuanto a la concentracion de las reservas de
petréleo, éstas se encuentran mayoritariamente en Medio Oriente y en mucha menor
medida en América del Norte, América del Sur y Central y Africa. Por su parte las
reservas de gas natural se concentran principalmente en la antigua URSS y Medio
Oriente (Sancho et al., 2006).

1.2 RESERVAS DE COMBUSTIBLES FOSILES

La distribuciéon de las reservas probadas de combustibles fésiles existentes hasta
el afio 2001 en todo el mundo se describen graficamente en la figura 3. De igual manera,
las reservas mundiales de petréleo probadas, al 1° de enero de 2010, se muestran en la

figura 4.
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RESERVAS DE FUENTES FOSILES PROBADAS

% Total absoluto (refericdo a 735.69 GTep)

PETROLEO (138.6
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Gas N.(139.6 GTep)

GTep)
W América del Norte 1.07 16.18 0.67
W A.SuryA. Central 1.61 1.24 0.62
M Europa 0.31 4.32 0.56
W Antigua URSS 1.1 13.91 6.4
B Oriente Medio 11.53 0.015 6.41
W Africa 1.29 4.92 1.26
B Asia y Oceania 0.74 20.95 1.4

N

Figura 3. Estructura de las reservas de fuentes fésiles probadas por area geografica en 2001
(Sancho Garcia et al., 2006).
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Figura 4. Reservas probadas de petroleo por region geografica al 1° de enero de 2010. (EIA,
2010).
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1.3 FUENTES DE ENERGIA RENOVABLE

Como se mencioné anteriormente, las proyecciones de consumo de energia en los
préximos afios prevén un aumento en el consumo de energias renovables en un 2.6% por
afio (EIA, 2010). El agotamiento de las reservas de combustibles fosiles, aunado a la
preocupacion por el impacto ambiental del uso de dichos combustibles, ha llevado a los
paises a desarrollar nuevas tecnologias que permitan el aprovechamiento de energias
renovables que no dependan de la existencia del petroleo u otros combustibles fosiles,

ademas de que sean amigables con el ambiente.

Como energia renovable se entiende cualquier tipo de energia obtenida de fuentes
naturales virtualmente inagotables, ya sea por la inmensa cantidad de energia que
contienen, o bien, por su capacidad de regenerarse por medios naturales (Menéndez-
Pérez, 2001).

Existe una gran variedad de energias renovables que son actualmente explotadas
0 se encuentran en investigacion, las principales descritas por Menéndez-Pérez (2001)

se muestran a continuacion:

1) Energia hidraulica: los rios y otros cauces de agua suponen una manifestacion

energética utilizada por el hombre tanto para transporte de personas y
mercancias como para la molienda de grano o el acondicionamiento de mazos
metallrgicos u otros Utiles industriales. Desde finales del siglo pasado la
energia hidraulica se utiliza para la produccién de electricidad. Para conducir el
agua, se realizan obras desde un nivel superior a otro inferior, en el cual se
dispone una turbina acoplada a un motor eléctrico donde se transforma la
energia cinética del agua en movimiento en energia eléctrica. La cantidad de
electricidad que se puede producir en una instalaciéon depende de forma directa
de la altura del salto hidraulico y de la masa de agua que pasa a través de la
turbina. Las instalaciones hidraulicas tienen un buen rendimiento energético,

alrededor del 90%, aunque varia en funcion del disefio y del régimen de carga.
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2)

3)

4)

Energia edlica: la energia del viento es directamente proporcional al cubo de
su velocidad. La energia también es funcién del flujo de viento considerado, es
decir, de su masa. La energia que se recupera en un aerogenerador es
directamente proporcional a la superficie barrida por las palas del mismo, pero
estd afectada por la curva caracteristica correspondiente a cada disefio de
maguina. Los aerogeneradores se agrupan en parques eoélicos que aprovechan
un terreno libre. Cada maquina se conecta a un centro de transformacion o
subestacién principal, desde esa subestacién parte una linea que evacua la
electricidad producida a la red de alta tension. Los aerogeneradores han
evolucionado incrementando su potencia unitaria, con ello se consigue

recuperar mas energia en una misma superficie.

Biomasa: se considera biomasa a toda aquella materia de caracter organico
gue se origina mediante mecanismos de fijacion de la energia de la radiacién
solar, incluyendo cualquier tipo de materia vegetal obtenida especificamente de
cultivos y la de origen residual. En los paises desarrollados la biomasa se usa
de forma marginal y con tendencia decreciente. En el tercer mundo la biomasa
sigue siendo la base energética de una parte de la poblacion. En general se
utiliza con equipos de baja eficiencia, es decir, con un mal aprovechamiento.
Los procesos de obtencion y suministro de biomasa son el punto crucial de
esta energia renovable y de ahi el interés por el desarrollo de los cultivos
energéticos. Las aplicaciones energéticas de la biomasa pueden agruparse en

cuatro formas basicas:

- Combustibles sélidos de uso directo como fuente de calor.

- Transformacién en gas de biomasa residual para aplicaciones térmicas
0 de generacion eléctrica.

- Plantas de produccién de vapor y electricidad.

- Produccion de biocombustibles liquidos con destino a la automocion.

Energia solar térmica: el aporte térmico de la radiacion solar se ha utilizado

desde antiguo en diferentes aprovechamientos energéticos: climatizacion de
viviendas, secaderos agricolas, produccién de sal, etcétera. La energia de la

radiacién solar varia mucho de un sitio a otro con la latitud y el estado de la
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atmoésfera. Se han desarrollado paneles solares capaces de captar la energia
solar y utilizarla para el calentamiento de sustancias, principalmente para
calentamiento de agua. EIl rendimiento de un panel solar depende de forma

directa de la radiacion incidente.

5) Electricidad de origen solar térmico: La radiacion solar se puede utilizar para la

generacion de electricidad. Existen tres alternativas principales para la
utilizacion de los aspectos térmicos de la radiacion solar, estas son los
colectores cilindricos parabdlicos; los espejos planos en torre y los discos y
motor Stirling. Los dos primeros estan basados en ciclos térmicos que emplean

fluidos que se comprimen, calientan y expanden.

6) Energia fotovoltaica: la accién de los fotones de la radiacion solar sobre placas

de silicio u otros materiales provoca el movimiento de electrones en dichos
materiales generando una corriente eléctrica. La energia eléctrica se genera

en forma de corriente continua.

7) Energia geotérmica: el geotermismo es un fendbmeno que presenta condiciones
adecuadas de recuperacion de energia como electricidad o como foco de calor.

Es una fuente de energia empleada en paises como México e ltalia.

Para fines de este trabajo se retomara la importancia de la generacién de fuentes
alternas de energia renovable que emplea a la biomasa para la generacion de

biocombustibles.

1.4 BIOCOMBUSTIBLES

En México, conforme a la Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos,
se define a los biocombustibles como los combustibles obtenidos de la biomasa
provenientes de materia organica de las actividades agricola, pecuaria, silvicola,
acuacultura, algacultura, residuos de la pesca, domesticas, comerciales, industriales, de
microorganismos y de enzimas, asi como sus derivados producidos por procesos
tecnoldgicos sustentables (SAGARPA, 2011).
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Para el planeta, los combustibles de origen vegetal o animal tienen dos ventajas:
ayudan a combatir el calentamiento global, porque son mas limpios; y son una alternativa
para disminuir los riesgos provocados por el agotamiento de las reservas de petrdleo a
nivel mundial, dado su caracter de recurso renovable. Para México representan una forma
de impulsar el desarrollo de sectores de la agricultura y la ganaderia, ofreciéndoles
oportunidades de negocio tanto a las grandes empresas como a los pequefios
agricultores. También son importantes para el pais porque son una alternativa de largo
plazo para el petréleo que, como recurso no renovable, cada dia es mas escaso y su

extraccion se hace mas costosa (SAGARPA, 2011).

Las motivaciones que han impulsado a las diversas naciones a desarrollar la
industria de la energia y en particular de los biocombustibles pueden sintetizarse en tres
grupos: desarrollo agricola, reduccion de gases con efecto invernadero y seguridad
energética (SAGARPA, 2011).

1.4.1 CLASIFICACION DE LOS BIOCOMBUSTIBLES

Segun Nigam y Singh (2011) los biocombustibles son clasificados de manera
general en primarios y secundarios. Los biocombustibles primaros son aquellos que se
emplean en una forma no procesada, principalmente para obtener calor, cocinar o generar
electricidad, mientras que los de secundarios son los que se producen al procesar la
biomasa. Los biocombustibles secundarios son a su vez clasificados en tres
generaciones, en base a la materia prima de la que provienen y la tecnologia empleada
para su procesamiento. La clasificacion detallada de los biocombustibles, basada en la

propuesta por los mencionados autores, se observa en la figura 5.

Los biocombustibles de primera y segunda generacion podrian mejorar o resolver
los problemas asociados al agotamiento de los combustibles fésiles, sin embargo, han
surgido problemas para su utilizacién, entre ellos el determinar si el uso de las tierras
agricolas y forestales es realmente sustentable para la produccién de biocombustibles vy,
principalmente, la controversia alimentos Vs. Combustibles. ElI empleo de los

biocombustibles de tercera generacién ayudara a evitar estos problemas, aprovechando
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desechos agricolas, industriales y urbanos para la generacion de los combustibles

(Picazo-Espinosa, et. al. 2011).

Madera, pellets,
trozos de madera,
desperdicio animal,
residuos forestales y v Vv
de cultivos, gases

de relleno sanitario. <

|
\4 v v

1° GENERACION 3° GENERACION

Sustrato: semillas,
granos o azucares.

Bioetanol o butanol
por fermentacion de
almidéon (papa, maiz,

trigo, cebada) o
azucares (cafia de
azucar, remolacha,
etc.)

Biodiesel por
transesterificacion de
aceites de plantas

(soya, girasol, palma,
coco, jatrofa, grasas
animales, aceite de
cocina usado, etc.)
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Sustrato: biomasa
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Biodiesel de alga.

Bioetanol de alga
y alga marina.

Hidrégeno de alga
verde y microbios.

Figura 5. Clasificacion de los biocombustibles. (Modificado de (Nigam y Singh, 2011)

1.4.2 PANORAMA DE LOS BIOCOMBUSTIBLES EN MEXICO

Actualmente en México el mercado para los biocombustibles tiene dos grandes

vias de comercializacion, la primera es la demanda que Petréleos Mexicanos (PEMEX)
generara al comenzar a adquirir bioetanol o biodiesel para la oxigenaciéon y venta de sus
combustibles al publico en general, la segunda es la exportacion a mercados donde la
demanda es por mucho superior a su capacidad instalada de produccién; en este caso,
Estados Unidos representa un mercado potencial por la alta demanda que existe para

bioetanol, la cual obedece a la necesidad de cumplir con los mandatos establecidos en su
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legislacion vigente en materia de uso de energias y combustibles de origen renovable. En
el bienio 2011-2012 PEMEX requirié de 986 millones de litros de bioetanol y 17.4 millones

de litros de biodiesel, y actualmente en México no se producen esos biocombustibles en

cantidades suficientes, por lo que hay un amplio nicho de oportunidades para quienes

deseen invertir. Ademas, a nivel internacional la demanda de estos productos crece cada

dia.

Para que los biocombustibles sean econémicamente viables deben cubrir varios

requerimientos:

1

2)

3)

4)

5)

6)

Tener un precio menor que los combustibles de origen fosil, para lo cual es
necesario elevar significativamente la productividad de los terrenos
dedicados a los cultivos energéticos (estos cultivos constituyen entre el
50% y el 90% del costo total de produccion de los biocombustibles).

Tener un precio de venta mayor que los productos que tradicionalmente se
obtienen de ellos, como el azlcar o el aceite comestible, para que sean
atractivos al productor.

Ser producidos empleando menos energia en su cultivo y procesamiento
gue la que ofrecen una vez terminados.

Ser producidos generando una contaminacion menor que la que produce la
industria petrolera y del gas. Esto incluye desde las emisiones de los
tractores empleados en su cultivo hasta las de las plantas procesadoras.
Ser producidos sin afectar la soberania alimentaria de México, es decir, sin
menoscabo de la produccion de alimentos para consumo humano.

Ser producidos sin disminuir la biodiversidad nacional, esto es, sin reducir

las areas de selvas, bosques, etc.

Uno de los bioenergéticos que ha cobrado mayor importancia en los ultimos afios

a nivel mundial es el bioetanol, producto principalmente a base de maiz y cafia y cuya

producciéon encabezan Estados Unidos y Brasil. El biodiesel en cambio se obtiene

principalmente en Europa principalmente de cultivos oleaginosos como colza, soya,
canola y girasol (SAGARPA, 2011).

27



El biodiesel es principalmente elaborado a partir de semillas oleaginosas u otras
fuentes ricas en acidos grasos. Los aceites que se obtienen de estas fuentes son tratados
con un alcohol para generar dos productos: glicerina y metilesteres. El metilester tiene un

comportamiento en los motores de combustion diésel similar al del gas oil.

Por su parte, la produccion de alcoholes puede efectuarse a partir de diferentes
materias primas que tiene azlcares faciles de extraer y transformar, ya sean semillas,
tubérculos, cafa azucarera, entre otros. El principal proceso fermentativo que se emplea
actualmente es el de la fermentacion etilica, cuyo producto es el etanol, el cual puede ser
empleado en mezclas con la gasolina o como Unico combustible. Los motores de
explosion pueden trabajar correctamente con mezclas de hasta 20% de etanol sin
mermas en su comportamiento. Los automéviles que funcionan exclusivamente con
etanol requieren de una adaptacion especifica en sus motores para el uso de dicho

combustible (Menéndez-Pérez, 2001).

Durante los ultimos 30 afios la producciéon de bioetanol como combustible
renovable se ha incrementado de forma considerable, sin embargo, éste alcohol dista de
ser el remplazo ideal para la gasolina pues posee un menor contenido energético que
ésta y ademas es higroscépico. Recientemente, ha aumentado el interés en el uso de
butanol como un complemento o sustituto de gasolina, pues posee varias caracteristicas

gue lo hacen superior al etanol como carburante (Rajchenberg-Cecefia, et al., 2009).
1.4.3 EL BUTANOL COMO COMBUSTIBLE
1.4.3.1 ¢ QUE ES EL BUTANOL?
El butanol (alcohol butilico) es un alcohol primario constituido por 4 carbonos cuya
formula es C4HOH; posee cuatro isémeros estructurales denominados n-butanol,
isobutanol, sec-butanol y ter-butanol (Niemistd et al.,, 2013). Es un liquido incoloro,

flamable, con un olor caracteristico, miscible en solventes organicos comunes y

parcialmente miscible en agua (Lee et al., 2008).
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Hasta hoy, es considerado una mejor alternativa que el etanol como
biocombustible ya que posee un mayor contenido energético, usabilidad, seguridad y es
mas facil de distribuir (Niemisto et al., 2013), ademas es menos corrosivo y menos soluble
en agua que el etanol, siendo un combustible mas adecuado para las maquinas de
combustion interna utilizadas actualmente en los automaviles (Cooksley et al., 2012; Dong
etal., 2012; Kumar y Gayen, 2012; Steen et al., 2008).

1.4.3.2 HISTORIA DE LA PRODUCCION DEL BUTANOL

La fermentacion acetona butanol etanol (ABE) efectuada por la bacteria
Clostridium acetobutylicum es una de las fermentaciones industriales mas antiguas, con
mas de 100 afios de historia (Shapovalov y Ashkinazi, 2008). En la linea del tiempo
(figura 6) pueden observarse los sucesos mas relevantes y destacados en relacion con

esta fermentacion.

1960: el incremento en

1861: Louis los costos de los
Pfasteur.rfapgrto sustratos hunde la
ormacion de c AN i 3
piplane dla 1920: e] pgtanol produccnon industrial de 2000's: incrementé
z se convirtio en el biobutanol. Se emplean . . .
fermentacion e el interés de diversas
] ; principal producto los procesos de =
microbiana iy 0 compaiiias en la
de la fermentacion produccion b
. P ' produccién de
y se us6 como petroquimica a partir de biobutanol a escala
solvente combustibles fosiles.

comercial

1 |

1860 1880 1900 | 1920 1940 1960 1980 2000 2020
\l/— ——> 1920-1980:

produccion de

1911: Fernbach biobutanol a 1980°s y 1990’s:
aislo y patentd escala industrial investigacion y
una bacteria desarrollo sobre el
productora de proceso en plantas
butanol a partir de 1912: Weizmann piloto y a nivel
almidon de papa. aisl6 cepa bacteriana académico.

posteriormente
llamada Clostridium
acetobutylicum

Figura 6. Historia de la produccion de biobutanol. Modificado de Niemisto et al. (2013)

El primero en reportar la produccién de butanol por fermentacién microbiologica

fue Pasteur en el afilo de 1861, posteriormente Schardigner reportdé la produccién de

29



acetona en el proceso fermentativo. Para el afio 1911 Fernbach logré fermentar biomasa
de papa para producir butanol empleando un microorganismo aislado, pero fue hasta los
afios de 1912 a 1914 cuando Chaim Weizmann, alumno de Pasteur, logré aislar al
microorganismo responsable de la fermentacién: Clostridium acetobutylicum (Niemisto et
al., 2013; Ranjan y Moholkar, 2009). Weizmann desarroll6 en la Universidad de
Manchester el proceso fermentativo empleando este microorganismo aislado, en el
proceso por él desarrollado se producian en conjunto acetona, butanol y etanol en
proporciones 3:6:1, en este tiempo el butanol era un producto sin valor (Antoni et al.,
2007).

Durante la primera guerra mundial esta fermentacion comenzo6 a realizarse con la
finalidad de producir acetona para emplearla posteriormente en la generacion de cordita,
una especie de pélvora sin humo empleada en las municiones de los aliados (Ranjan y
Moholkar, 2009; Antoni et al., 2007). Hasta el inicio de los afios 20’s el proceso
fermentativo era exclusivamente empleado para la fermentacion de acetona, sin darle
algun uso al butanol. Debido al rendimiento superior del butanol que se obtiene con la
fermentacion, comparado con la acetona, se busc6 un uso para el mencionado solvente y
se descubrid6 que al mezclarlo con nitrocelulosa se obtenia una laca de secado rapido
(Shapovalov y Ashkinazi, 2008). La laca de secado rapido fue empleada por la industria

automotriz para pintar los carros (Ranjan y Moholkar, 2009).

Para 1927 el butanol se convirti6 en el principal producto de la fermentacién ABE
(Shapovalov y Ashkinazi, 2008). En 1936, al vencer la patente de Weizmann, comenzaron
a construirse plantas para la produccion de acetona y butanol en USA, Japén, India,

Australia y Sudafrica (Patakova et al., 2011).

Durante la segunda guerra mundial el butanol fue empleado para la produccion de
caucho sintético (Shapovalov y Ashkinazi, 2008). Al término de la segunda guerra mundial
dos terceras partes del butanol y una décima parte de la acetona producida en Estados
Unidos provenia de la fermentacidon ABE. Los sustratos principalmente empleados para

esta fermentacion eran maiz, trigo, centeno y melazas.
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Después de la segunda guerra mundial la fermentacion ABE comenz6 a decaer
debido a que la industria petroquimica era capaz de producir una mayor cantidad de estos
solventes a un costo mucho menor. Al volverse econdmicamente no sostenible la mayoria
de las industria fermentadoras para la produccién de estos solventes comenzaron a
cerrar, para el afio 1960 la industria de la fermentacion ABE, en los paises del este,

estaba practicamente extinta (Ranjan y Moholkar, 2009).

La fabrica Germiston, en Sudafrica, pudo permanecer en funcionamiento hasta
1983 ya que el bajo costo de sus insumos: melazas y carbon, le permitian tener un precio
competitivo en sus productos. En China, la fermentacion ABE a nivel industrial comenzé a
ser explotada en 1960 y en 1980 logré su mayor expansion; para finales del siglo veinte la

mayoria de las plantas en este pais habian ya cerrado (Patakova et al., 2011).

1.4.3.3 PROPIEDADES DEL BUTANOL

El butanol posee ciertas propiedades intrinsecas que lo vuelven atractivo para ser
empleado como combustible. Las propiedades mas relevantes del butanol, comparadas
con las de sus isdmeros, el etanol y la gasolina se encuentran resumidas en la tabla 1 y

se describen a continuacion.

1.4.3.3.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

1.4.3.3.1.1 PUNTO DE INFLAMACION

Segun la NFPA (National Fire Protection Association) el punto de inflamacién es la
temperatura minima necesaria para que un material inflamable desprenda vapores que,
mezclados con el aire, se enciendan en presencia de una fuente ignea. Es una propiedad
fisicoquimica considerada como un indice de peligro de incendio, a menor temperatura
de inflamacién mayor riesgo de ignicién (Jones, 2011). Comparando los compuestos
mencionados en la tabla 1 se observa que todos poseen un punto de inflamacion
superior al de la gasolina, sin embargo, esto no significa que el peligro de incendio
durante su almacenaje y transportacion sea menor. El punto de inflamacion y la

presion de vapor, en conjunto, determinaran la peligrosidad del compuesto.
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Tabla 1. Propiedades de diversos combustibles

COMPUESTO
PROPIEDADES | ganol n-butanol ?Ze%t:;:;e:]r;?)l isobutanol terbutanol Gasolina
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Masa molecular 46.07 7412
(g/mol) ’ '

Densidad 0.700-
(glem® a 20°C) 0.789 0.8098 0.8063 0.805 0.775 0791
Punto de fusion 114 -89 115 -108 26

4]

Punto de
ebullicién (°C) 78 117.7 99 107 82 <210

Punto de

inflamacién (°C) 12 30-35 24 28 11 <-20
eresion SuRY 43 7 19 9 31 26.5-67.5
(mmHg a 20°C) i ’
SolubiliSE Altamente nula (sin
agua el 8 5 8.5 miscible | aditivos)
(%p/p a 20°C)
Higroscopicidad alta Ligera Ligera Ligera Alta Q(ijilteilv(oSsI;
PROPIEDADES COMO CARBURANTE
E
N MJ/L | 19.6-21.2 29.2 30-32
E
(F\; sl similar al n-butanol
i X 84,000 110,000 115,000
| Galon
A
Octanaje en
investigacion 129 96 No reportada 110 100 91-99
(octanos)
i et 102 78 No reportada 94 89 81-89
motor (octanos)
Viscosidad
cinemética (mzls) 15 3.6 3.26 4.96 6.93 0.4-0.8
a 20°C
ST 9 11.2 No reportado 14.6

combustible

Los datos de la tabla incluyen informacion recabada de los trabajos de Jones (2011); Kdpke et al. (2011); Ha et
al. (2010); Wadrop (2010); Rajchenberg-Cecefia et al. (2009).
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Por lo anterior podriamos definir que, de los compuestos comparados en la tabla 1,
el que presenta una mayor seguridad en cuanto a su manejo y almacenaje es el butanol,
seguido del isobutanol. Ambos presentando una baja presion de vapor y una temperatura

de inflamacién elevada, en comparacion con el resto de los compuestos estudiados.

1.4.3.3.1.2 PRESION DE VAPOR

Un compuesto que posee una alta presion de vapor se evapora facilmente
ocasionando problemas para su almacenaje, transportacion y empleo. A mayor presion
de vapor se incrementa el riesgo de generar una explosion en los contenedores del

material volatil (Atsumi et al., 2008).

El etanol tiene una presién de vapor de 43 mm Hg a 20°C, la cual es poco mas
de 6 veces superior a la presentada por el butanol, que es de apenas 7 mm Hg a 20°C
(Steen et al., 2008). Esto vuelve al butanol mucho mas seguro para ser empleado a altas

temperaturas, asi como para su manejo y distribucion (Niemisto et al., 2013; Jones, 2011).

1.4.3.3.1.3 SOLUBILIDAD EN AGUA E HIGROSCOPICIDAD

El butanol y sus isbmeros (isobutanol y secbutanol) al poseer una cadena
hidrocarbonada mas larga que la que posee el etanol, se vuelve menos compatible con el
agua, debido a la apolaridad de la mencionada cadena hidrocarbonada. La caracteristica
apolar de la cadena formada por los 4 carbonos le permite al butanol tener una mayor
compatibilidad con los componentes de la gasolina, lo que hace posible que el butanol
sea adicionado a las gasolinas desde la refineria (Niemistd et al., 2013; Rajchenberg-
Cecefia et al.,, 2009). Por su parte, la conformacion estructural de la molécula del
terbutanol, a pesar de poseer 4 carbonos, no le permite tener la capacidad de mezclarse

correctamente con los componentes de la gasolina y si hacerlo facilmente con el agua.

Por otra parte, la capacidad higroscopica de un combustible es de particular
importancia, la tendencia de un combustible a mezclarse con el agua ambiental hace
imposible que éste sea agregado a la mezcla de carburantes con mucha anterioridad a su

uso. Tal es el caso del etanol, el cual debe ser transportado de forma independiente,
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implicando un costo adicional. Si el etanol atrapa agua del ambiente se provocan
problemas en las mezclas de gasolina-etanol, ocasionando una separacion de fases, y en
el proceso de combustion en el motor (Steen et al., 2008). El butanol, y sus isémeros:
isobutanol y secbutanol, al presentar una muy ligera capacidad higroscépica, no generan
problemas de atrapamiento de agua, separaciéon de fases ni afectacién al proceso de

combustion.

1.4.3.3.2 PROPIEDADES COMO CARBURANTE

1.4.3.3.2.1 CONTENIDO ENERGETICO

El butanol, y sus isobmeros, poseen un contenido energético cercano al de la
gasolina con un 25% mas de densidad energética por litro que el etanol. El tener un
mayor contenido energético significa que el butanol tiene un rendimiento en BTU por
galén del 90% cuando es comparado con la gasolina, mientras que el etanol s6lo provee
el 60% de la energia que ofreceria un volumen igual de gasolina (Jones, 2011). En otras
palabras el rendimiento de butanol en Km/L es mejor que el del etanol (Niemist6 et al.,
2013).

1.4.3.3.2.2 OCTANAJE

El octanaje o numero de octano es una medida de la calidad y capacidad
antidetonante de las gasolinas para evitar las detonaciones y explosiones en las
maquinas de combustion interna, de tal manera que se libere o se produzca la maxima

cantidad de energia util (Barroso-Castillo, 2012).

El butanol posee un octanaje similar al de la gasolina pero menor al del etanol, lo
que significa que el butanol se quema mas lentamente que el etanol pero es mas dificil
hacer ignicién (Jones, 2011). Al poseer el butanol un octanaje similar al de la gasolina se
deberan tomar en consideracion los problemas que se pueden presentar al emplear

combustibles con bajo nimero de octano que, segun Barroso-Castillo (2012) son:
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e Generacion de detonaciones o explosiones en el interior de las maquinas
de combustion interna.

e Mal funcionamiento de la maquina de combustion.

e Bajo rendimiento del combustible.

e Elevada emisidon de contaminantes.

1.4.3.3.2.3 VISCOSIDAD CINEMATICA

La viscosidad de un combustible liquido tiene gran importancia a efectos de su
almacenamiento y transporte. A mayor viscosidad mayor serd la resistencia a fluir, por lo
tanto se requerirdn equipos de bombeo con una mayor potencia para movilizar al
combustible (Kopke et al., 2011).

1.4.3.3.2.4 PROPORCION AIRE-COMBUSTIBLE

Es el nimero que expresa la cantidad, en masa o en volumen, de aire aspirado por
un motor de combustiébn para una cantidad unitaria de combustible. Dicha relacién es
funcién del combustible, del tipo de motor, de su regulacién y de la carburacion. El valor
ideal o tedrico de tal relaciébn es el correspondiente a la relacion estequiométrica o
proporcion exacta entre las masas de las substancias que forman parte de la reaccion

para conseguir una completa combinacién quimica.

Generalmente las gasolinas emplean alrededor de 15 Kg de aire por Kg de
gasolina, el correcto mezclado de la gasolina con el aire ayuda a la combustién completa
de los hidrocarburos para generar menores emisiones de monoxido de carbono o de
hidrocarburos no quemados, reduciendo los niveles de contaminacion emitidos al
ambiente (Kopke et al.,, 2011). Al emplear alcoholes, la presencia de oxigeno en el
combustible reduce la cantidad de aire requerido para la correcta combustion, lo que

contribuiria con la reduccion de emisiones de gases contaminantes.
Por todo lo anterior, ha resurgido en varios paises el interés por la produccion del
butanol y algunos de sus isomeros, empleando para ello vias fermentativas como la ABE,

para obtener asi alternativas al uso de combustibles fosiles (Niy Sun, 2009).
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1.4.3.4 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL BUTANOL COMO
COMBUSTIBLE

En base a las propiedades fisicoquimicas y carburantes descritas para el butanol
pueden definirse las ventajas y desventajas que presenta con respecto a la gasolina
(combustible fésil) y al etanol (biocombustible actualmente empleado). Estas se presentan

descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Ventajas y desventajas del uso del butanol Vs. gasolina y etanol

Vs BUTANOL
' VENTAJAS DESVENTAJAS
¢ Contenido energético mas elevado.

e Puede ser empleado de forma pura o eCosto  elevado
mezclado en cualquier proporciébn con de produccion.
gasolina o diésel. e Menor

e Puede ser empleado en motores de autos rendimiento
sin modificarlos. fermentativo.

¢ No es higroscopico. e Mayor dificultad

ETANOL eEs mas seguro de usar, debido a la baja para
presion de vapor y elevado punto de recuperacion y
inflamacién. purificacion  del

e Es menos corrosivo producto.

e Puede ser transportado y almacenado en la  Menor octanaje.
infraestructura existente actualmente para la e Mayor
gasolina. viscosidad.

e Requiere menor proporcion aire- combustible
para la correcta combustion del carburante.

e No produce 6xidos de nitrégeno ni de azufre.* e Mayor costo **

GASOLINA| ® Menor formacié.n’de smog. * Mayor

e Menor formacion de gases de efecto viscosidad.
invernadero.

e Menor formacién de precursores de 0zono.

e Menor emisién de particulas toxicas.

* Patakova et al. (2011) reportan un ligero incremento en la emision de NOx y produccién de aldehidos
en pruebas de emision de gases realizadas en vehiculos alimentados con mezclas de gasolina y butanol
al 10, 20 y 30%, en comparacion con las emisiones obtenidas para los mismos autos alimentados
Unicamente con gasolina.

**Con los avances actuales que se tienen del proceso fermentativo, de incremento de rendimientos y
recuperacion del producto podria lograrse un precio competitivo para el butanol.

Los datos de la tabla incluyen informacion recabada de los trabajos de Patakova et al. (2011); Tashiro y
Sonomoto (2010); Demain (2009); Shapovalov y Ashkinazi (2008).
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1.4.3.5 SITUACION MUNDIAL ACTUAL DEL BUTANOL

En el afio 2014 la demanda de butanol en el mercado se ha estimado de 10 a 12
billones de libras por afio, lo que significa un mercado de 7 a 8.4 billones de délares con

una proyeccion de expansion o crecimiento del 3% anual (Li et al., 2014).

1.4.3.5.1 PRODUCCION Y CONSUMO DE BUTANOL Y SUS ISOMEROS

Existen 4 formas isoméricas del butanol, todas ellas empleadas con diferentes
fines industriales. La forma de produccion de cada uno de dichos isémeros, asi como los

usos y aplicaciones dados a cada producto se muestran resumidos en la tabla 3.

El mercado mundial anual para el n-butanol empleado como un quimico es de 2.8
a 3 millones de toneladas, con una tasa de crecimiento estimada del 3.2% por afio, por lo
menos hasta el afio 2025. El mercado del butanol esté valuado en 4.2 billones de délares
por afio, para el isobutanol se calcula un valor de mercado de 560 millones de ddlares por
afio (Wadrop, 2010).

El butanol es actualmente producido a partir de propileno. Las principales
empresas productoras y comercializadoras del butanol derivado de propileno son BASF,
cubriendo el 21% del mercado; DOW, abasteciendo el 15%; Cel/Oxeno, con un 11%;
Kyowa, 7%; Sasol, 4% y Eastman con un 3% del mercado; el 39% restante del mercado

mundial es abastecido diversas empresas de todas partes del mundo (Machado, 2010).

En China se encuentran en construccidon nuevas plantas productoras, ya que se
espera que en este pais la demanda del butanol incremente un 5% por afio; estas nuevas
plantas productoras emplearan como sistema de produccién la fermentacion ABE para
generar biobutanol. El biobutanol es idéntico al n-butanol derivado de combustibles fésiles
y por lo tanto puede ser empleado como un sustituto directo en todas las aplicaciones

dadas en la actualidad al mencionado solvente (Wadrop, 2010).
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Tabla 3. El butanol y sus isémeros: produccion y usos.

ISOMERO PRODUCCION UsosS
e Solventes: para pinturas, recubrimientos y
A BASE DE PETROLEO: | bamnices.
Es producido | ® Plastificante.
principalmente como un | ® Recubrimientos
derivado del petréleo via | eIndustria quimica: como materia prima o
sintesis Reppe, sintesis | intermediario para la sintesis de otros
Oxo, hidrogenacién de | componentes quimicos o0  plasticos
crotonaldehido, hidrélisis principalmente ésteres de butilacrilato vy
n- butanol | de alcanos o bien por | metacrilato, butil glicol éter y buti acetato.
(1-butanol) | hidratacion de alquenos. e Textiles: como un agente de hinchamiento
) de tela recubierta.
MICROBIOLOGICA: Es el | e Cosmética: maquillajes, productos de
principal producto de la | afeitary para el cuidado de las ufias.
fermentacion ABE, | « Medicamentos: antibiticos, hormonas y
efectuada por diversas | vitaminas (empleado como solvente).
bacterias  del ~ género | ¢ Gasolina: como un aditivo.
Clostridium. eLiquido para frenos: componente de la
formula.
SINTETICA: via sintesis
Reppe, sintesis Oxo o por | ® Solvente: para recubrimientos y adhesivos.
hidrogenacion catalitica de | ¢ Industria quimica. Como intermediario en
monéxido de carbono. sintesis de otros compuestos.
e Aditivo para nitrocelulosa y resinas
MICROBIOLOGICA: Es | sintéticas.
Isobutanol ; . . -
(2-metil-1- producu_JIo en bajas oA_gente dispersante para pulimientos de
propanol) proporciones [ | la | piso. _ _
fermentacion  alcohdlica. | e Solvente de procesamiento para extraccion
Existen microorganismos | de fragancias y saborizantes, para la
genéticamente industria farmacéutica y de pesticidas.
modificados capaces de | e Gasolina: como aditivo.
producirlo con buenos « Agente de flotacion.
rendimientos.
No puede ser producido | eIndustria quimica: es empleado para la
directamente por | sintesis de butanona, un importante
Sec- fermentac_ién, requiere Fie solyente industrial gmpleado para los
butanol procesamiento  posterior artlc_ulos de aseo domeéstico y removedores
de los caldos de cultivo. de pintura.
(2-butanol) . . _
ePerfumes y saborizantes artificiales:
Se produce por emplean esteres del 2-butonal debido a su
hidratacion de n-buteno. aroma agradable.
Producido en su totalidad | ® Solvente, removedor de pintura.
Ter-butanol | por la industria | e Desnaturalizante de etanol.
(2-metil-2- | petroquimica. No se | e Aditivo de gasolina: como oxigenante.
propanol) | produce por ninguna ruta | e Industria quimica: como intermediario en la

biol6gica conocida.

sintesis de aromas y perfumes.

Los datos de la tabla incluyen informacion recabada de los trabajos de Niemisto et al. (2013); Dong et al.
(2012); Machado (2010); Wadrop (2010); Shapovalov y Ashkinazi (2008).
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1.4.3.5.2 PANORAMA GENERAL DEL PROCESO FERMENTATIVO ABE
PARA LA PRODUCCIONDE BIOBUTANOL: TECNOLOGIA
EXISTENTE Y EN DESARROLLO.

Actualmente el biobutanol puede remplazar, de forma econémicamente costeable,
el uso del butanol producido por la industria petroquimica. Sin embargo, el principal
interés que se tiene en la generacion de este solvente es la produccion de una alternativa
de combustible para los vehiculos automotores. El biobutanol es ampliamente
considerado como el alcohol superior que remplazard los combustibles liquidos
(Shapovalov y Ashkinazi, 2008).

Como en todos los biocombustibles, la produccién econdmicamente viable del
biobutanol estd determinada principalmente por el costo de la materia prima empleada
para su produccion (la cual representa alrededor de un 60-70% del costo total) y los

costos de recuperacion del producto (Wadrop, 2010).

Al plantear un proceso fermentativo para la produccién de biocombustibles
secundarios de segunda generacion puede disminuirse de manera considerable el costo
total del producto al adquirirse materia prima de muy bajo precio. La capacidad
fermentadora multisustrato de los microorganismos capaces de realizar la fermentacion
ABE han llevado a la investigacion y desarrollo de procesos fermentativos empleando

como materia prima tanto fuentes de azucares simples como polimerizados (celulosa).

De manera general el proceso de produccion de la fermentacién ABE puede estar
dividido en 3 etapas: seleccidn de la materia prima, pretratamiento de la materia prima y
procesamiento de los azlcares, incluyendo en esta Ultima etapa tanto la generacion como
la recuperacion del producto. En la figura 7 se muestra un diagrama de flujo esquematico

del proceso de produccién ABE.

Los principales co-productos de la produccién de butanol por esta via fermentativa
son acetona, etanol e hidrégeno. Estos compuestos poseen un valor quimico sustancial,
pueden ser purificados y comercializados. Ademas pueden ser considerados como

combustibles para ser empleados en combinacion con otras fuentes de calor y energia
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dentro del mismo proceso de produccion, con la finalidad de disminuir el costo total del
producto de interés: biobutanol (Wadrop, 2010).

| materiasprimas | | pre-TRaTAmMiENTO | | PROCESO |

ALMIDON DE MAIZ SACARIFICACION

CONTINUO

ACETONA

BUTANOL

: ETANOL
RECUPERACION
DEL PRODUCTO

HIDROGENO

QUIMICOS DE

=
‘s

FERMENTACION

REMOCION
in situ

ALTO VALOR

PAJA DE TRIGO

. Tecnologia existente . Tecnologia en desarrollo

Figura 7. Diagrama de flujo esquematico del proceso de produccion ABE.
El diagrama muestra la tecnologia existente empleada en la actualidad para la produccion de solventes ABE
y la tecnologia en desarrollo para futuras aplicaciones (Modificado de Wadrop, 2010).

Segun Wadrop (2010) las principales aplicaciones tecnolégicas involucradas en el

proceso fermentativo ABE que se encuentran en estudio son:

e Tecnologias de hidrolisis que produzcan pocos o nulos compuestos inhibidores de
la actividad metabdlica de los microorganismos empleados en la produccion del

butanol.

e Mejoramiento en la configuracion del proceso fermentativo y los sistemas de

control, para desarrollar procesos de cultivo continuo eficientes.

e Integracién de sistemas de recuperacion de producto in-situ eficientes en la

remocion y que no inhibian la actividad microbiana.
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Hoy en dia existen empresas trabajando en el desarrollo y mejoramiento de los
procesos fermentativos conocidos para la produccion de biobutanol, por lo que en poco
tiempo se espera contar con la tecnologia adecuada para optimizar el proceso comercial

de generacién de biobutanol (Wadrop, 2010).

1.4.3.5.3 EMPRESAS PRODUCTORAS DE BIOBUTANOL

Las principales empresas productoras de biobutanol a nivel mundial, asi como sus
sistemas de producciéon empleados, capacidad productiva y productos principales se

resumen a continuacion:

1.4.3.5.3.1 GEVO

DESCRIPCION GENERAL:

Gevo es una companiia lider en la generacién de productos quimicos renovables y
biocombustibles avanzados. Desarrolla alternativas de base biolégica a productos
derivados del petréleo, utilizando una combinacién de la biologia sintética y la quimica. La
planta productora de isobutanol se encuentra en Luverne, Minesota, Estados Unidos
(figura 8).

Fermentacidn
de tecnologia
integrada de
Gevo (GIFT)

Figura 8. Planta de produccién de isobutanol Gevo. (Modificado del sitio oficial de la empresa,
Octubre 2012).
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SITIO OFICIAL: www.gevo.com

SISTEMA DE PRODUCCION:

Actualmente emplean el Gevo’'s Integrated Fermentation Technology (GIFT),
tecnologia patentada de un proceso integrado de producciéon de isobutanol por biocatalisis
aunado a un proceso efectivo de separacion. La fermentacién es efectuada por una
levadura genéticamente modificada que produce Unicamente isobutanol a partir de
glucosa y otros azlicares. Como materias primas se emplean actualmente semillas y

cereales como maiz, sorgo, trigo y cebada.

Se estd desarrollando ademés un sistema de procesamiento de biomasa
celulésica: cellulosic butanol technology, que se planea emplear a futuro, esto permitira el
empleo de materias primas como bagazos, rastrojo, desperdicio de madera, residuos
agricolas, entre otros.

CAPACIDAD PRODUCTIVA:

La planta de Luverne, tiene la capacidad de producir 22 millones de galones de
etanol por afio. Se han realizado modificaciones a dicha planta para convertirla en una
planta productora de isobutanol con una capacidad estimada de produccién de 18
millones de galones de isobutanol por afio. La planta comenzd a producir isobutanol a
mediados de 2012.

PRODUCTOS PRINCIPALES:

- Gevo’'s Isobutanol, este producto cuenta ya con registro de EPA y esta
aprobado para ser empleado en mezclas con gasolina. Se comercializa
actualmente también como solvente y para la industria de produccion

de plasticos y fibras.

- Biojet blendstock, el bioisobutanol generado se convierte en keroseno y

es mezclado con combustibles para aviacion.
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- Gevo’'s etanol: inicialmente la planta de produccion se construyé para
producir bioetanol pero se estd modificando para la generacién de

bioisobutanol.

1.4.3.5.3.2 COBALT TECHNOLOGIES

DESCRIPCION GENERAL:

Es una empresa pionera en el desarrollo de tecnologias para la producciéon
comercial de biobutanol renovable, como remplazo para productos derivados del petréleo.
Ademas busca emplear el butanol para la generacibn de combustible para aviones,
plasticos de base biolégica y otros compuestos quimicos. La empresa se ubica en

Mountain View, California, en los Estados Unidos.

SITIO OFICIAL: www.cobalttech.com

SISTEMA DE PRODUCCION:

Cobalt Technologies cuenta con un proceso continuo para convertir eficientemente
materias primas diversas de bajo costo, como bagazo y residuos de madera, en
biobutanol. Cobalt Technologies estda comprometido con el uso de productos no
alimenticios, materias primas celulésicas, y recientemente anuncié sus planes para

construir la primera planta industrial de biobutanol celulésico a escala.

Emplean el proceso fermentativo ABE con cepas de Clostridium no modificadas,
pero con mejoras al proceso que permiten el aprovechamiento de residuos celulésicos. El
proceso fermentativo, que se describe graficamente en la figura 9, involucra una rapida
descomposicion de la biomasa en azlcares fermentables, empleo de bacterias
optimizadas pero no genéticamente modificadas, biorreactor de disefio patentado que
permite una alta productividad y bajo costo y ademas emplean residuos no fermentables

como fuente de energia para abastecer el propio proceso de produccion.
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Sustrato de liberacon rapida de azicar Fermentacion rapidaen Integracion de energia
bajo costo de baja severidad un reactor de biofilm en un solo producto
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Figura 9. Proceso de produccion de biobutanol empleado por Cobalt Technologies. (Modificado del sitio oficial
de la empresa, Octubre 2012)

» Electricidad

CAPACIDAD PRODUCTIVA:

Se tiene proyectada una produccion de 1.5 millones de galones de biobutanol por

afio a partir del 2012.
PRODUCTO PRINCIPAL: Biobutanol producido a partir de residuos celulosicos.
1.4.3.5.3.3 BUTAMAX ADVANCED BIOFUELS
DESCRIPCION GENERAL:
Butamax Advanced Biofuels, fue fundada en Julio de 2009. La empresa fue creada
por la asociacién de DuPont y British Petroleum. Se encuentra ubicada en Wilmington,

Delaware, Estados Unidos y lleva mas de 4 afios desarrollando y probando nueva

tecnologia para el desarrollo de biocombustibles.
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En el 2010 comenzd operaciones una planta para demostracion de la tecnologia
desarrollada por la empresa (planta piloto), ésta se encuentra en Hull, Reino Unido, dentro

de las instalaciones de British Petroleum.

Se planea tener una planta comercial en operacion en Reino Unido para el afio

2013 e iniciar la produccion comercial en 2014.

SITIO OFICIAL: www.butamax.com

SISTEMA DE PRODUCCION:

Butamax Advanced Biofuels ha desarrollado una tecnologia de produccién de
biobutanol innovadora que ofrece un bajo costo y de alto valor para la generacién de
biocombustibles para el transporte. La tecnologia de Butamax esta disefiada para
convertir los azlcares de diferentes materias primas de biomasa, como el maiz y la cafa
de azlcar, en biobutanol utilizando las instalaciones existentes para la produccion de
biocarburantes. Butamax tiene las patentes y solicitudes de patentes que cubren los
microorganismos recombinantes, enzimas clave optimizadas para la conversion de los
azlcares a biobutanol, asi como procesos de fabricacion, y aplicaciones de combustibles
y productos quimicos. Para el proceso fermentativo se emplea una cepa genéticamente

modificada capaz de producir isobutanol.

Segun Koépke et al. (2011) el producto conocido comercialmente como BUTAMAX
no se produce por via fermentativa sino que se obtiene de intermediarios de biosintesis de
aminoéacidos, empleando como microorganismo productor una mutante de E. coli dotada
con la descarboxilasa (Kivd) y la alcohol deshidrogenasa (Adh) procedentes de S.

cerevisiae

CAPACIDAD PRODUCTIVA: la planta de produccion comercial alin no se

encuentra en operacion y no se informa la capacidad que tendra.

PRODUCTO PRINCIPAL: Isobutanol.
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1.4.3.5.3.4 GREEN BIOLOGICS

DESCRIPCION GENERAL:

Green Biologics (GBL) es una compafiia global de biotecnologia industrial con la
capacidad de realizar una produccién competitiva y eficiente de biobutanol y otros
productos quimicos de cuatro carbonos. La sede de la empresa se encuentra en
Abingdon, Inglaterra y cuenta con una planta piloto de 500 litros (figura 10). En Estados
Unidos GBL tiene presencia en Richmond, Virginia, y una planta piloto de 1100 litros en

Columbus, Ohio. GBL también tiene sucursales en China, Brasil e India.

Figura 10. Plantas piloto de produccion de biobutanol de la empresa Green biologics. A la izquierda se
muestra la planta piloto de Ohio. A la derecha se muestra la planta piloto ubicada en Abingdon, Inglaterra.
(Tomado del sitio oficial de la empresa, Octubre 2012)

GBL se centra en el empleo de biomasa lignoceluldésica, como los residuos
lefiosos, bagazo de cafia de azucar, residuos de maiz y pastos de pradera. GBL también
puede convertir los cultivos de azucar, tales como la cafia de azlcar y la melaza, sorgo
dulce, remolacha y los cereales y los cultivos de almidén como el maiz y la mandioca en

biobutanol y sus subproductos.

La compafia tiene en marcha proyectos comerciales en China e India y esta
evaluando varias opciones comerciales en Brasil y América del Norte. Recientemente
absorbi6 a la compafiia Butyl fuel, la cual producia n-butanol empleando cepas de

Clostridium modificadas.

SITIO OFICIAL:www.qgreenbiologics.com
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SISTEMA DE PRODUCCION:

La tecnologia de GBL se basa en la correcta combinacién de la seleccion de

materias primas, microorganismos y procesos involucrados en la fermentacion ABE.

El programa de desarrollo de la cepa aisla, caracteriza y mejora microbios para el
proceso de fermentacion GBL. La empresa cuenta con una gran coleccion de cultivos de
Clostridium y microorganismos termdofilos. La coleccién representa una gran cantidad de
potencial bioquimico para la produccion de productos quimicos renovables. A través de la
gendmica, las técnicas moleculares clasicas y avanzadas de biologia, y la deteccion de

las cepas se han adaptado, disefiado y seleccionado para el desarrollo comercial.

En referencia a la materia prima, la empresa ha desarrollado métodos de bajo
costo para convertir la celulosa, hemicelulosa contenida en biomasa lignocelulésica, en
azlcares de 5 y 6 carbonos que pueden ser digeridos para su posterior procesamiento.
Esto ofrece la oportunidad de utilizar una amplia gama de materias primas para acceder a

azlcares menos costosos.

Finalmente los programas de desarrollo de procesos estan disefiados para
maximizar el rendimiento del proceso de fermentacién con cepas de GBL y materias
primas que representen menor costo y con un minimo impacto ambiental y social

negativo.

GBL ha desarrollado una gama de soluciones avanzadas de fermentacion para
aumentar el rendimiento y la productividad de una gama de materias primas renovables.
GBL también esta desarrollando soluciones de proceso para la recuperacion de producto
in situ, asi como la recuperacion de agua para su reciclaje. Estos avances buscan reducir
el consumo de energia y los impactos ambientales de la produccion renovable de

quimicos industriales.

CAPACIDAD PRODUCTIVA:

La empresa ha producido mas de 400 millones de galones de biocombustibles.
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PRODUCTOS PRINCIPALES:

- Biobutanol grado quimico: para produccién de acrilatos, pinturas, lacas
y solventes.

- Biobutanol como combustible.

- Acetona

- Acido butirico

1.4.3.5.3.5 SYNTECBIOFUEL

DESCRIPCION GENERAL:

SyntecBiofuel es una empresa del estado de Washington cuyo programa de
investigacion y desarrollo de biocombustibles es operado por su subsidiaria canadiense;

Tecnologias SyntecBiofuel, Inc, con domicilio en Vancouver, Canada.

SyntecBiofuel Inc es una empresa de energia renovable que esta desarrollando y
comercializando tecnologia patentada para la produccion de combustibles de segunda
generacion y procesos para convertir los residuos de biomasa celulésica en etanol y otros

alcoholes de alto valor.

SITIO OFICIAL:www.syntecbiofuel.com

SISTEMA DE PRODUCCION:

La compafiia emplea procesos termoquimicos para convertir biomasa en alcoholes
(B2A). No se emplean microorganismos para la generaciéon de los alcoholes. El proceso
termoquimico desarrollado puede utilizar practicamente cualquier material orgénico, tales
como astillas de madera, rastrojo de maiz, bagazo de cafia de azucar, paja de trigo y asi
sucesivamente, para producir alcoholes de manera altamente sostenible y renovable. El

diagrama del proceso de produccién de los alcoholes se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Proceso termoquimico de conversion de biomasa en azdcares empleado por SyntecBiofuel.
(Modificado del sitio oficial de la empresa, Octubre 2012)

El proceso de produccion se divide en tres etapas principales: gasificacion,
conversion y purificacién. En la etapa de gasificacion la biomasa es introducida a un
gasificador, el cual rompe los enlaces quimicos para producir syngas, una mezcla de
gases compuesta principalmente por hidrégeno y monoxido de carbono. Posteriormente el
syngas purificado es introducido a un sistema patentado de catalisis donde se genera la

mezcla de bioalcoholes. Finalmente los alcoholes son destilados y separados.
PRODUCTOS PRINCIPALES:
- Etanol
- Metanol

- n- Propanol

- n- Butanol

49



1.4.3.5.3.6 BUTALCO
DESCRIPCION GENERAL:

Empresa suiza enfocada en la producciéon de biobutanol empleando para ello

levaduras genéticamente modificadas. Su planta se encuentra en Zug, Suiza.

SITIO OFICIAL:www.butalco.com

SISTEMA DE PRODUCCION:

La tecnologia empleada para la produccion de biobutanol se basa en la utilizacién
de levaduras S. cerevisiae genéticamente modificadas capaces de fermentar azlcares de
5y 6 carbono, provenientes de biomasa lignocelulésica, para convertirlos en biobutanol.

El esquema general del proceso productivo seguido por Butalco se muestra en la figura
12.

Extractivos

Lignina

Celulosa, glucosa

Hemicelulosa (xilosa, arabinosa

incremento en la
productividad y
rendimiento

Bioproductos

Cepas con la tecnologia
C5 de Butalco

Figura 12. Proceso de produccién de biobutanol empleando la tecnologia Butalco (Modificado del sitio oficial
de la empresa, Octubre 2012)

PRODUCTO PRINCIPAL: biobutanol
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1.4.4 PRODUCCION MICROBIOLOGICA DE BUTANOL

Segun Ezeji et al. (2007) la produccion biolégica 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 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.

Las cepas mas usadas para la fermentacion industrial ABE son Clostridium
acetobutylicum, Clostridium beijerinkii, Clostridium saccharobutylicum y Clostridium
saccharobutylaceticum (Dong et al., 2012) Las especies de acetobutylicum y beijerinkii
son adecuadas para la fermentacion acetona butanol a partir de maiz mientras que las
saccharobutylicum y saccharobutylacetonicum utilizan melaza como sustrato (Ni y Sun,
2009).

Ademas de estas 4 especies principalmente estudiadas, en los ultimos afios ha
surgido el interés por una nueva especie productora de butanol cuya fuente de carbono es
el glicerol: C. pasteurianum. La ventaja que presenta esta cepa, ademas del
aprovechamiento del glicerol como Unica fuente de carbono, es que no produce acetona
ni etanol; sus principales productos de la fermentacion de azlcares son los acidos
organicos como el butirico y el acético. Produce butanol y puede producir 1,3-propanediol

cuando emplea al glicerol como sustrato (Sabra et al., 2014).

Otras especies, que de manera natural no poseen la capacidad de producir este
solvente, estan siendo modificadas genéticamente para ser empleadas en la produccién
de biobutanol a nivel industrial y comercial. Las principales especies bajo este estudio

son E. coliy S. cerevisiae.

Los microorganismos, sustratos y procesos fermentativos empleados por diversos

investigadores para la produccion de butanol se encuentran descritos en la tabla 4.
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Tabla 4. Microorganismos y sustratos empleados en la fermentacion ABE.

Clostridium acetobutylicum

SUSTRATO

PRODUCTOS y

OBSERVACIONES DEL PROCESO

MICROORGANISMO | ente de carbono) | RENDIMIENTOS REFERENCIA FERMENTATIVO
Tashiro y Cultivo con células inmovilizadas en coque
Glucosa HEE ) Sonomoto (2010) | (residuo sélido).
Glucosa ABE (15.4 g/L) Tashingh, Células inmovilizadas en esponja.

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Sonomoto (2010)

Suero de leche
acido con pH
ajustado a 6.0

empleando NaOH

ABE (9.2 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacién en lote con duracion de 120
horas. La proporcién de solventes A:B:E fue
de 1:13:4.4

Glucosa (45.5 g/L)

ABE (8 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo con el
nitrbgeno como nutriente limitante. La
productividad reportada fue de 0.31 g/L h.

Glucosa y medio
sintético en exceso

ABE (12 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacibn en cultivo continuo con
nutrientes adicionados en exceso. La
productividad reportada fue de 0.40 g/L h.

Glucosa (de 50 a
100 g/L) y medio
sintético en exceso

ABE (11.4 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo con
nutrientes adicionados en exceso. La
productividad reportada fue de 2.5 g/L h.

Glucosa (40g/L)y
medio sintético en
exceso

ABE (13 glL)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo con
nutrientes en exceso. Productividad 0.78 g/L
h. El sistema puede mantenerse en operacion
hasta por 1400 horas
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Glucosa en medio
sintético

Butanol (3.69 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo por lote con células
inmovilizadas en alginato. La fermentacion
muestra los mismos parametros fermentativos
que al emplear células libres.

Glucosa en medio
sintético

Butanol (2.05 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo en camas
con células inmovilizadas en alginato. El
sistema esta diseflado para que no se
presente crecimiento celular.

Glucosa en medio
sintético

ABE (1.5a1.8 glL)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo en un reactor
cilindrico con células inmovilizadas en
alginato. Se registr6 una productividad de
butanol de 0.7 g/L h.

Glucosa en medio
sintético

ABE (5 a6 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo con células
inmovilizadas en alginato por adhesiéon. Se
registré una productividad para el butanol de
1l1al5g/Lh.

Suero de leche

desproteinizado

adicionado con
FeSO,

Acetona 0.00 £0.00 g/L
Etanol 5.11 £ 1.65 g/L
Butanol 7.13 + 1.53 g/L

Duran-Padilla, et
al. (2014)

Fermentacion por lote con duracion de 168
horas. Rendimiento de 0.44 g de butanol por
gramo de lactosa consumida. La proporcion de
solventes A:B:E fue de 0.0:5.87:4.13.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Caldo de maiz
extruido (al 6%)

Butanol (7.9 g/L)

Lin y Blaschek
(1983)

Fermentacion por lote con duracion de 96
horas.

Caldo de maiz
extruido (al 14%)

Butanol (12.6 g/L)

Lin y Blaschek
(1983)

Fermentacion por lote con duracion de 96
horas. A esta dilucién del caldo de maiz se
presenta la formacién de solventes B:AE en
una proporcién de 59:35:6

Caldo de maiz
extruido (al 16 %)

Butanol (12.6 g/L)

Liny Blaschek
(1983)

Fermentacion por lote con duracion de 96
horas. A esta dilucion del caldo de maiz se
presenta la formacion de solventes B:A:E en la
mejor  proporcion alcanzada que fue de
61:32:7.

Suero de leche
hidrolizado y
permeado

Butanol (3.2 g/L)
Acetona (0.65 g/L)
Etanol (no detectado)
Acetato (2.30 g/L)
Butirato (3.20 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 96 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.30
y final de 4.45. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 54.8%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 1.7:8.3:0.0

Suero de leche
hidrolizado y
permeado

Butanol (3.4 g/L)
Acetona (0.85 g/L)
Etanol (0.15 g/L)
Acetato (2.20 g/L)
Butirato (1.95 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 52 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.30
y final de 4.50. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 57.5%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 1.9:7.7:0.4.

Medio semisintético
conteniendo
lactosa

Butanol (0.60 g/L)
Acetona (0.20 g/L)
Etanol (0.10 g/L)
Acetato (4.75 g/L)
Butirato (4.40 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 96 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.50
y final de 4.28. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 31.3%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.2:6.7:0.1
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Medio semisintético
conteniendo
lactosa

Butanol (6.50 g/L)
Acetona (1.90 g/L)
Etanol (0.45 g/L)
Acetato (1.90 g/L)
Butirato (1.70 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 162 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.30
y final de 4.75. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 71.9%. La proporcion de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.2:7.3:0.5.

Medio semisintético
conteniendo
glucosa

Butanol (10.50 g/L)
Acetona (3.40 g/L)
Etanol (1.30 g/L)
Acetato (0.90 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 88 horas de
duracién. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.40
y final de 4.45. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 100%. La proporcién de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.2:6.9:0.9

Medio semisintético
conteniendo
glucosa

Butanol (3.10 g/L)
Acetona (1.20 g/L)
Etanol (0.10 g/L)
Acetato (3.60 g/L)
Butirato (1.60 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 39 horas de
duracién. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.35
y final de 4.15. El porcentaje de utilizacion de
azlcares fue de 36.0%. La proporcién de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.8:7.0:0.2.

Medio semisintético
conteniendo
galactosa

Butanol (0.40 g/L)
Acetona (0.20 g/L)
Etanol (0.05 g/L)
Acetato (4.70 g/L)
Butirato (4.55 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 96 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.30
y final de 4.25. El porcentaje de utilizacion de
azUcares fue de 15.0%. La proporciéon de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 3.1:6.1:0.1

Medio semisintético
conteniendo
galactosa

Butanol (1.60 g/L)
Acetona (0.90 g/L)
Etanol (0.25 g/L)
Acetato (4.00 g/L)
Butirato (2.75 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 101 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.35
y final de 4.40. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 24.0%. La proporcion de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 3.3:5.8:0.9. Se reporta a la galactosa como
una fuente de carbono pobre para la
produccién de solventes.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Medio semisintético
conteniendo
glucosa y galactosa

Butanol (5.00 g/L)
Acetona (1.90 g/L)
Etanol (0.20 g/L)
Acetato (4.05 g/L)
Butirato (1.50 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 144 horas de
duracién. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.25
y final de 4.55. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 50.0%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.7:7.0:0.3.

Medio semisintético
conteniendo
glucosa y galactosa

Butanol (3.40 g/L)
Acetona (1.00 g/L)
Etanol (0.15 g/L)
Acetato (4.20 g/L)
Butirato (1.40 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 40 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.25
y final de 4.15. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 50.0%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.2:7.5:0.3.

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfarico

Butanol (0.90 g/L)
Acetona (no detectado)
Etanol (no detectado)
Acetato (2.50 g/L)
Butirato (3.10 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 78 horas de
duracién. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.55
y final de 4.05. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 24.1%.

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfarico

Butanol (1.0 g/L)
Acetona (0.10 g/L)
Etanol (no detectado)
Acetato (2.35 g/L)
Butirato (2.85 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 88 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.55
y final de 4.15. El porcentaje de utilizacion de
azlcares fue de 29.4%. La proporcién de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 09:9.1:0. .

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfdrico

Butanol (2.72 g/L)
Acetona (0.74 g/L)
Etanol (0.40 g/L)
Acetato (1.90 g/L)
Butirato (2.94 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 46 horas de
duracion. Realizada a 34°C, pH inicial de 6.15
y final de 4.50 (sin control de pH). El
porcentaje de utilizacién de azlcares fue de
29.8%. La proporcion de formacion de
solventes A:B:E registrada fue de 1.9:7.1: 1.0.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

ATCC 824
(microorganismo
Weizman)

Biomasa
lignocelulésica:
desperdicio
organico doméstico
al 10%

ABE (3.3 g/L)
Butanol (3.0 g/L)

Jang et al., (2012)

Fermentacion por lote con duracion de 120
horas. .Se reporta productividad de 0,03 g/l/h.

Biomasa
lignocelulésica:
desperdicio
organico doméstico
hidrolizado al 10%

ABE (6.1 g/L)
Butanol (4.2 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracion de 120
hora. .Se reporta productividad de 0.03 g/I/h.

Glucosa

Butanol ( 22.2 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion con recuperacién in situ del
butanol producido por absorcion en resinas
poliméricas. Se empleé la resina Dowex
Optipore SD-2 (0.05 Jg/L). La concentracion
de butanol recuperada es superior a la
concentracion téxica inhibitoria para la cepa
empleada en el proceso fermentativo.

Glucosa

Butanol

Jang et al. (2012)

Fermentacion con un proceso de recuperacion
de solventes por pervaporacion. La
pervaporacion se realiza con una membrana
de soporte dual de polidimetilxilosano. La
pervaporacion ayuda a incrementar el
aprovechamiento de la glucosa.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

P 262
(cepa industrial
empleada en la
planta de produccion

de butanol en la
planta de National
Chemical Products

en Germiston,

Sudafrica)

Sucrosa de
melazas

ABE (15 g/L)

Ennis (1987)

Cultivo continuo con células inmovilizadas en
alginato. Registr6 una productividad de los
solventes de 3.02 g/L h.

Suero de leche
hidrolizado y
permeado

Butanol (7.0 g/L)
Acetona (2.5 g/L)
Etanol (no detectado)
Acetato (0.90 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 39.2 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.35
y final de 4.70. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 55.4%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.6:7.4:0.0

Suero de leche
hidrolizado y
permeado

Butanol (6.0 g/L)
Acetona (1.60 g/L)
Etanol (0.10 g/L)
Acetato (1.00 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 33.6 horas de
duracién. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.35
y final de 4.85. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 51.7%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.1:7.8:0.1.

Medio semisintético
conteniendo
lactosa

Butanol (6.70 g/L)
Acetona (2.60 g/L)
Etanol (0.15 g/L)
Acetato (1.40 g/L)
Butirato (0.50 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 96 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.70
y final de 5.25. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 51.9%. La proporcidon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.8:7.1:0.1

Medio semisintético
conteniendo
lactosa

Butanol (1.0 g/L)
Acetona (0.50 g/L)
Etanol (no detectado)
Acetato (2.0 g/L)
Butirato (2.25 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 96 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.70
y final de 5.0. El porcentaje de utilizacion de
azUcares fue de 10.8%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 3.3:6.7:0.0.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

P 262
(cepa industrial
empleada en la
planta de produccion

de butanol en la
planta de National
Chemical Products

en Germiston,

Sudafrica)

Medio semisintético
conteniendo
glucosa

Butanol (9.0 g/L)
Acetona (3.40 g/L)
Etanol (0.25 g/L)
Acetato (0.75 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 58.4 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.55
y final de 4.90. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 80.0%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.7:7.1:0.2

Medio semisintético
conteniendo
glucosa

Butanol (3.80 g/L)
Acetona (2.60 g/L)
Etanol (0.15 g/L)
Acetato (1.60 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 41.6 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.55
y final de 5.15. El porcentaje de utilizacion de
azlcares fue de 36.0%. La proporciéon de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 4.0:5.8:0.2.

Medio semisintético
conteniendo
galactosa

Butanol (7.10 g/L)
Acetona (2.70 g/L)
Etanol (0.20 g/L)
Acetato (1.10 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 42.4 horas de
duracién. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.58
y final de 5.20. El porcentaje de utilizacion de
azUcares fue de 64.4%. La proporcion de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.7:7.1:0.2

Se reporta buena produccion de butanol
empleando galactosa, contrario a lo observado
con la cepa ATCC 824 en condiciones de
fermentacion similares.

Medio semisintético
conteniendo
galactosa

Butanol (6.20 g/L)
Acetona (2.00 g/L)
Etanol (0.15 g/L)
Acetato (1.30 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 28 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.58
y final de 5.68. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 54.5%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.4:7.4:0.2.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

P 262
(cepa industrial
empleada en la
planta de produccion

de butanol en la
planta de National
Chemical Products

en Germiston,

Sudafrica)

Medio semisintético
conteniendo
glucosa y galactosa

Butanol 6.90 g/L)
Acetona (2.90 g/L)
Etanol (0.30 g/L)
Acetato (1.20 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 48 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.58
y final de 5.30. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 57.1%. La proporciéon de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.9:6.8:0.3.

Medio semisintético
conteniendo
glucosa y galactosa

Butanol (2.90 g/L)
Acetona (1.80 g/L)
Etanol (0.10 g/L)
Acetato (2.50 g/L)
Butirato (0.80 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 120 horas de
duracion. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.50
y final de 4.98. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 31.0%. La proporciéon de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 3.8:6.0:0.2.

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfarico

Butanol (5.10 g/L)
Acetona (1.80 g/L)
Etanol (0.20 g/L)
Acetato (1,20 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 62.4 horas de
duracion. Realizada a 30°C, pH inicial de 5.58
y final de 4.75. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 47.0%. La proporciéon de
formacién de solventes fue de 2.5:7.2:0.3.

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfarico

Butanol (5.70 g/L)
Acetona (1.5 g/L)
Etanol (0.20 g/L)
Acetato (1.40 g/L)
Butirato (no detectado)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 16.8 horas de
duracién. Realizada a 37°C, pH inicial de 5.58
y final de 5.05. El porcentaje de utilizacion de
azlcares fue de 48.3%. La proporciéon de
formacion de solventes A:B:E registrada fue
de 2.0:7.7:0.3.

Suero de leche
permeado
hidrolizado con
acido sulfarico

Butanol (6.00 g/L)
Acetona (1.95 g/L)
Etanol (0.25 g/L)
Acetato (1.10 g/L)
Butirato (1.30 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con 46 horas de
duracion. Realizada a 34°C, pH inicial de 5.90
y final de 4.80. El porcentaje de utilizacion de
azucares fue de 46.2%. La proporciéon de
formacién de solventes A:B:E registrada fue
de 2.4:7.3:0.3.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

P 262 (cepa
industrial empleada
en la planta de
produccién de

butanol en la planta Almld(06node;l;‘ecula ABE (18.9 %) Jang et al. (2012) rI:c(?rrar?sentamon por lote con duracion de 75
de National 9 ’
Chemical Products
en Germiston,
Sudafrica)
Fermentacion por lote con duracion de 96
Caldo de maiz Butanol (13.9 g/L) Lin y Blaschek horas. A esta dilucion del caldo de maiz se
extruido (al 14%) 29 (1983) presenta la formacién de solventes B:A:E en
una proporcion de 64:29:7.
SA-1
Mutant d A L.
(pal:ti?r;: 2?2%518;461 Fermentacion por lote con duracién de 96
L tant t. Caldo de maiz Lin y Blaschek horas. A esta dilucion del caldo de maiz se
amurante presera extruido (al 4%) R (PR (1983) resenta la formacién de solventes B:A:E en
una tolerancia al P 61 de 68:275 o
butanol 121% una proporcion de 68:27:5.
superior que la cepa
original) Fermentacién por lote con duracién de 96
Caldo de maiz Butanol (8.5 g/L) Lin y Blaschek horas. A esta diluciéon del caldo de maiz se
extruido (al 8 %) ~ 9 (1983) presenta la formacion de solventes B:A:E en
la proporcién de 66:28:6.
JB200 (mutan.te Bagazo de Fermentacion por lote con duraciébn de 40
generada a partir de . ABE (15.4 g/L) .
! mandioca (44.8 g/l Jang et al. (2012) | horas y productividad de solventes reportada
ATCC 824, mutacién Butanol (9.71 g/L)
de glucosa) de 0.24 g/l h.

adaptativa)
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

JB200 (mutante
generada a partir de
ATCC 824, mutacion

adaptativa)

Bagazo de
mandioca (44.8 g/L
de glucosa)

Butanol (76.4 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion en un reactor de cama fibrosa
acoplado con arrastre con gas para la
recuperacion de productos. Se reporta una
productividad de butanol de 0.29 g/L h.

Glucosa (474.9 g/L)

Butanol (113.3 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote alimentado acoplada a
un sistema de arrastre con gas. La
fermentacion tuvo una duracion de 326 horas.

Glucosa (86.4 g/l)

Butanol (19.1 g/L)

Xue et al. (2012)

Fermentacion por lote sin acoplamiento a
sistema de recuperacion de productos,
duracion de 78 h. La productividad del butanol
fue de 0.24 g/L h y su rendimiento de 0.21 g/g.

Glucosa (474.9 g/L
en total
suministrada en 6
ciclos de
alimentacion)

ABE (172.1 g/L)
Butanol (113.3 g/L)
Acetona 49.2 g/L)

Etanol (9.7 g/L)

Xue et al. (2012)

Fermentacion por lote alimentado con
duracion de 326 h. Sistema fermentativo
acoplado a un Sistema intermitente de
recuperacion de productos por arrastre con
gas. La productividad de ABE fue de 0.53 g/L
h con un rendimiento de 0.36 g/g. La
productividad del butanol fue de 0.35 g/L h con
un rendimiento de 0.24 g/g.

PJC4BK

No mencionado

Butanol (26 g/L)
IBE (35.6 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote alimentado con
duracion de 45 horas aplicando arrastre con
gas para recuperacion de productos. Se
emplea una cepa mutante capaz de producir
isopropanol en lugar de acetona.
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REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

Glucosa (30 g/L)
mezclada con
glicerol (13 g/L)

ABE (9.2 g/L)
Butanol (8.6 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion en cultivo continuo empleando
un medio con dos fuentes de carbono. La
fermentacion tuvo una duracion de 75 horas
con una productividad de solventes reportada
de 0.42 g/L h.

Suero de leche
permeado

Butanol (3.2 g/L)

La fermentaciéon se efectué en un sistema
anaerdbico con células inmovilizadas en

ATCC 4259 adicionado con Acido acetico (3.2 g/L) | Pakkila et al. (2009) granulos de cuarzo con recirculacion del caldo
extracto de Acido butirico (5.8 g/L) d X
e cultivo
levadura
aﬁ?j{)‘:\;&'iﬁ?& Fermentacion por lote con duracion de 96
ABE (9.4 g/L) Ennis (1987) horas. La proporcién de solventes A:B:E fue
g/l de extracto de Py
de 1.7:8.3:0
levadura
ai?c?(;?\;;oligrrzes Fermentacion por lote con duracion de 96
NRRL 596 ABE (7.8 g/L) Ennis (1987) horas. La proporcién de solventes A:B:E fue
g/l de extracto de g
de 2.3:7.7:0
levadura
NRRL-B-643 Glucosa ABE (4.91 g/L) o y Células inmovilizadas en carragenina
' Sonomoto (2010)
ATCC 55025 Glucosa adicionada Butanol (5.1 g/L) Tashiro y Células inmovilizadas en una matriz fibrosa

con acido butirico

Sonomoto (2010)
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NCBI 2951

Suero de leche
acido permeado
adicionado con 5

g/L de extracto de
levadura y NH,

ABE (17.0 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracion de 120
horas. La proporcidon de solventes A:B:E fue
de 1:10:1

Suero de leche
acido permeado
adicionado con 5

g/L de extracto de
levadura y NH,

ABE (11.3 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracion de 48
horas. La proporcién de solventes A:B:E fue
de 1.5:8:0.5

Lactalbumina
sérica adicionada
con 10 g/L de
extracto de
levadura y NH,

Butanol (8.4 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracién de 111
horas.

DSM 1731 (96%
similar en ADN a
ATC 824)

Maiz

ABE( 14.4 g/L)
Butanol (9.6 g/L)

Patakova et al.
(2011)

La productividad reportada de solventes es de
0.20 g/L h.

Glucosa (54 g/L)

ABE (5 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo a pH inicial
de 5.2 y teniendo como nutriente limitante al
nitrégeno. La productividad reportada fue de
0.95¢g/Lh

Glucosa (54 g/L)

ABE (18.2 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo teniendo
como nutriente limitante al foésforo. La
productividad reportada fue de 0.55 g/L h
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REFERENCIA
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DSM 1731 (96%
similar en ADN a
ATC 824)

Glucosa (300mM)

Butanol (130 mM)
Acetona (74 mM)
Etanol
Acido acético
Acido butirico

Bahl, Andersch y
Gottschalk (1982)

Fermentacion en cultivo continuo (D= 0.025h™)
en un medio con fosfato limitado, el 20% de
los azUcares alimentados no fueron
convertidos a acidos ni solventes.

Glucosa

Butanol
Acetona
Etanol
Acido acético
Acido butirico

Bahl et al. (1982)

Fermentacion en cultivo continuo multietapa.
Etapa 1 (D=0.125h", 37°C) y etapa 2(D=04h",
33°C), el 100% de los azucares alimentados
se consumen. 87.5% son convertidos en
butanol, etanol y acetona, el restante 12.5%
son aprovechados para el crecimiento celular
y la produccion de acidos.

DSM1731 mutante
pITAB (productora
de glutation)

No especificado

ABE (19.7 g/L)
Acetona (3.7 g/L)
Butanol (14.8 g/L)

Etanol (1.2 g/L)

Zhu et al. (2011)

Fermentacion por lote con duracion de 64
horas empleando una mutante super
productora de butanol y aerotolerante. La cepa
mutante produjo 66% mas butanol que la cepa
original de donde fue obtenida.

DSM 792

Lactosa

ABE(5.19 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Células inmovilizadas en anillos plasticos

Lactosa (50 g/l)

Acetona (=0.25 g/L)
Etanol (=0.1 g/L)
Butanol (= 3.0g/L)
Acido acético (=0.8 g/L)
Acido butirico (=1.2 g/L)

Napoli et al. (2009)

Cultivo por lote con duracion de 140 horas en
un caldo sintético conteniendo lactosa,
extracto de levadura y CaCO3 simulando suero
de leche, temperatura 35°C. A 22 horas de
montado el cultivo se marca el inicio de la
solventogénesis. Velocidad especifica de
crecimiento  p=0.29h™,  rendimiento  de
conversion de lactosa a solventes de 0.20 y
rendimiento de conversion de lactosa a
butanol de 0.17. Conversion total de lactosa
de 34%. Tasa de produccion de butanol de
80mg butanol/gbiomasa h.
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REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
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DSM 792

Lactosa (50 g/L)

Acetona (2.6 g/L)

Etanol (0.54 g/L)

Butanol (9.9 g/L)
Acido acético (0.52 g/L)
Acido butirico (2.3 g/L)

Napoli et al. (2009)

Cultivo continuo con duracion de 340 horas en
un caldo sintético conteniendo lactosa,
extracto de levadura y CaCO; simulando suero
de leche, temperatura 35°C, D=0.04 h™.
Conversion total de lactosa del 90%. Tasa de
produccién de butanol de 75 mgbutanol/
gbiomasa h. El butanol representa el 70% de
los solventes producidos.

Lactosa (15 g/l en
la alimentacion)

Acetona (0.18 g/L)
Etanol (0.05 g/L)
Butanol (1.20 g/L)
Acido acético (0.53 g/L)
Acido butirico (2.12 g/L)

Napoli et al. (2010)

Cultivo continuo con células inmovilizadas en
un reactor empacado con anillos plasticos
hidrofébicos. El medio de cultivo contiene
lactosa y extracto de levadura para simular
suero de queso. D= 0.54h™. pH= 4.34.
Productividad del etanol 0.03 g/lh; acetona
0.10 g/lh; butanol 0.65 g/lh.

Lactosa

Acetona (0.26 g/L)
Butanol (0.71 g/L)
Etanol (6.42 g/L)
Acido acético (13.1 g/L)
Acido butirico 10.47 g/L)

Foda et al.(2010)

Concentracion de productos en el caldo de
fermentacion tras 50 horas de cultivo batch.

Lactosa

Acetona (0.52 g/L)
Butanol (0.71 g/L)
Etanol (4.94 g/L)
Acido acético(13.41 g/L)
Acido butirico(10.87 g/L)

Foda et al. (2010)

Concentracion de productos en el caldo de
fermentacion tras 75 horas de cultivo batch.

Suero de leche

Butanol (1.5 g/L)

Foda et al. (2010)

Fermentacion en cultivo por lote con duracion
de 5 dias. La produccién de butanol comienza
con 1 dia de incubacion del caldo de
fermentacion y luego se incrementa de
manera lineal. La fermentacién fue efectuada
a 37°C con control de pH a 5.0 y agitacion de
150 rpm.

66




MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

Acetona (0.52 g/L)
Butanol (0.01 g/L)

Concentracion de productos en el caldo de

Lactosa < _OIIEtanoJ .(2'13 g/L) Foda etal. (2010) fermentacion tras 50 horas de cultivo batch.
AS 1.224 (mutante Acido acetico (0.66 g/L)
' . Acido butirico (0.59 g/L)
generada a patrtir de
DSM 792) Acetona (0 g/L)
Butanol (0 g/L) -
Concentracion de productos en el caldo de
Lactosa Etanol (4.38 g/L) Foda et al. (2010) 2 .
Aqido acético (2.56 g/L) fermentacion tras 75 horas de cultivo batch.
Acido butirico (0 g/L)
Fermentacion efectuada en células
Medio industrial (17 inmovilizadas en mica moscovita en un
IBUN IV g/L de fuente de ABE (0.59 g/L) Silva et al. (1995) | sistema fermentativo en dos columnas
carbono) empacadas. Se alcanz6 una productividad de
11.98 g/Ldia.
Fermentacion en lote en un reactor de biofilm
integrado con un sistema de recuperacion de
B3 Glucosa (60 g/L) ABif:le?c?i'r?ag/L) Liu et al. (2014) productos in situ por adsorcién en resina KA-I.
La productividad de los solventes totales fue
de 1.5 g/L h.
C. beijerinckii
, Tashiroy
Azlcares ABE (6.7 g/L)
Sonomoto (2010) | e registré que la adicién de acido acético
NCIMB 8052 incrementa la productividad y previene la
Azlicares degeneracion de la capacidad productiva de la

adicionadas con
acido acético

ABE (17.8 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010

fermentacion ABE.
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Glucosa adicionada
con acido butirico

Butanol (13.4 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Células inmovilizadas en alcohol polivinilico
poroso

NCIMB 8052

Glucosa ABE (8.2 g/L) Parekh y Blaschek | Fermentacion por lote a base de agua de

Butanol (6.7 g/L) (1999) lavado de maiz, adicionada con glucosa.
Fermentacion por lote a base de agua de
lavado de maiz, adicionada con galactosa.
ABE (2.0 g/L) Parekh y Blaschek Sggun_ los resultados reportados esta cepa
Galactosa microbiana, al tener galactosa como su Unica

Butanol (2.0 g/L) (1999) . .
fuente de carbono, estaria produciendo
Unicamente butanol y no el resto de los
NCIMB 8052 solventes.

Lactosa ABE (3.7 g/L) Parekh y Blaschek | Fermentacion por lote a base de agua de

Butanol (3.5 g/L) (1999) lavado de maiz, adicionada con lactosa.
Sucrosa ABE (8.0 g/L) Parekh y Blaschek | Fermentacion por lote a base de agua de

Butanol (6.9 g/L) (1999) lavado de maiz, adicionada con lactosa.
. Proceso de produccién acoplando arrastre con

Butanol (232.8 g/L) Tashiroy -

Glucosa Sonomoto (2010) g;’:llshalcanzando productividad de ABE de 1.16
Glucosa ABE (9.2 g/L) Parekh y Blaschek | Fermentacion por lote a base de agua de

BA 101 Butanol (7.2 g/L) (1999) lavado de maiz, adicionada con glucosa.

(mutante derivada

de NCIMB 8052) Fermentacion por lote a base de agua de
lavado de maiz, adicionada con galactosa.
ABE (2.1 g/L) Parekh y Blaschek Segun_ los resultados reportados esta cepa
Galactosa microbiana, al tener galactosa como su Unica

Butanol (2.1 g/L)

(1999)

fuente de carbono, estaria produciendo
Unicamente butanol y no el resto de los
solventes.
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BA 101
(mutante derivada
de NCIMB 8052)

Lactosa

ABE (4.1 g/L)
Butanol (4.6 g/L)

Parekh y Blaschek
(1999)

Fermentacion por lote a base de agua de
lavado de maiz, adicionada con lactosa.

Almidén de maiz
licuado

ABE (81 g/L)
Acetona (24 g/L)
Butanol (56 g/L)

Etanol (1 g/L)

Demain (2009)

Cultivo continuo con separaciéon de productos
por arrastre con gas.

Almidén de maiz
licuado (44.9 g/l de
glucosa)

ABE (18.4 g/L)
Butanol (13.4 g/L)

Jang et al. (2012)

Cultivo por lote con duracion de 120 y
productividad reportada de 0.11 g/ | h.

Almidén de maiz
licuado sacarificado
(45.7 g/l de
glucosa)

ABE (18.2 g/L)
Butanol (13.4 g/L)

Jang et al. (2012)

Cultivo por lote con duracion de 78 vy
productividad reportada de 0.17 g/ h.

Melazas de soya
secas 80 g/l (34.7
g/l de azlcar)

ABE (10.7 g/L)
Butanol ( 8 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracién de 96
horas. Productividad reportada de 0.08 g/l h.

Cacahuates
empacados (80g/l)

ABE (18.9 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion en cultivo por lote con duracion
de 110 horas.

Azlcares

ABE (6.1 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Azlcares
adicionados con
acido acético

ABE (20.8 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Se registr6 que la adicién de &cido acético
incrementa la productividad y previene la
degeneracion de la capacidad productiva de la
fermentacion ABE.
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BA 101
(mutante derivada
de NCIMB 8052)

Glucosa

ABE (8.1 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Células inmovilizadas en ladrillo. Reporto una
productividad de 16.2 g/Lh

Fibra de maiz
tratada con acido
sulfarico diluido

ABE (9.3 g/L)
Butanol (6.4 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracion de 88
horas y productividad reportada de 0.07 g/ L h.

(23.6 g/L de
azucar)
Qureshi y Blaschek Fermentacion por lote alimentado con
Glucosa ABE (120 g/L) y recuperacion de productos por arrastre con

(2001)

gas.

Concentrado de
lactosa de suero de
leche permeado

ABE (136.58 g/L)

Qureshi y Maddox
(2005)

Fermentacion en lote acoplada a un método
de recuperacion de  productos  por
perstraccion. Aplicando el mismo método de
perstraccién bajo las mismas condiciones pero
en lote alimentado s6lo se logra un
rendimiento de 57.8 g/L de ABE. La
productividad del sistema de recuperacion por
Perstraccion es de 0.21 g/L h.

Glucosa

ABE (165.1 g/L)

Qureshi y Blaschek
(2000)

Fermentacion por lote alimentado acoplada a
recuperacion de productos por pervaporacion
con una membrana de silicon. Sin utilizar el
sistema de recuperacion la productividad
maxima de ABE es de 25.3 g/L (0.98 g/Lh).

Glucosa

ABE (75.9 g/L)

Ezeji et al. (2004)

Fermentacion por lote acoplada a
recuperacion de productos por arrastre con
gas, utilizando H, , CO, como gas acarreador.
El mismo sistema fermentativo sin la
recuperacion con el gas sélo produce 17.6 g/L
de solventes totales.
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BA 101
(mutante derivada
de NCIMB 8052)

Glucosa (500
gramos en total)

ABE (232.8 g/L)
Acetona (77.7 g/L)
Butanol (151.7 g/L)

Etanol (3.4 g/L)

Ezeji et al. (2004)

Fermentacion por lote alimentado con
recuperacion de productos in situ por arrastre
con gas empleando H, , CO, como gas
acarreador y un condensador a 2°C. Volumen
del lote 1L. El mismo sistema de lote
alimentado sin la recuperacion in situ solo
logra producir 17.6 g/L de solventes.
Rendimiento del total de solventes fue de 0.47
g/g y la productividad de 1.16 g/L h.

Qureshi et al. Fermentacion batch con productividad de 0.40
Glucosa (43.8 g) 35 0) (2005) g/L hy rendimiento ABE de 0.31 g/L.
Fermentacion batch con recuperacion de
Qureshi et al. productos in situ por adsorcion en polivinil
Glucosa (73.3 ) a2 0) (2005) piridina con productividad de 0.92 g/L h y
rendimiento ABE de 0.32 g/L.
Fermentacion batch alimentada con
Qureshi et al recuperacion de productos in situ por
Glucosa (190 g) ABE (59.8 g) (2005) i adsorcion en polivinil piridina con
productividad de 1.33 g/L h y rendimiento ABE
de 0.32 g/L.
Fermentacion batch alimentada en ciclos
Qureshi et al repetidos de alimentacion, con recuperacién
Glucosa (1198.5 g) ABE (387.3 g) (2005) ' de productos in situ por adsorcién en polivinil

piridina con productividad de 1.69 g/L h y
rendimiento ABE de 0.32 g/L.
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MICROORGANISMO | tente de carbono) | RENDIMIENTOS REFERENCIA FERMENTATIVO
Tashiro y . : . . .
Lactosa ABE (1.43 g/L) Sonomoto (2010) Células inmovlizadas en alginato de calcio
Glucosa ABE (2.4 g/L) Lashio.y Células inmovlizadas en alginato de calcio

LMD 27.6

Sonomoto (2010)

Suero de leche
permeado
adicionado con 10
g/L de extracto de
levadura y NH,4

ABE (5.0 g/L)
isopropanol

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracion de 100
horas. La proporcion de solventes A:B:E fue
de 2:8:0

Glucosa

ABE (menor a 1 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacién en cultivo continuo con una
productividad de 0.06 g/L h

Glucosa en medio
sintético

ABE (7 a 8 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo en un
reactor de camas empacadas con células
inmovilizadas en alginato. Se registra una
productividad de 0.6 a 0.8 g/L h de los
solventes.

Fermentacion en cultivo continuo en un

Gluco_sa en medio ABE Ennis (1987) reactor de tanque'agnado con células

sintético inmovilizadas en alginato. Se registra una
productividad de solventes de 4.0 g/L h.

Fermentacion en cultivo continuo en un

reactor de tanque agitado con células

Glucosa en medio ABE Ennis (1987) inmovilizadas en alginato acoplado a un

sintético

sistema de recuperacion de solventes por
pervaporacién. Se registra una productividad
de solventes de 1.0 g/L h.
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LMD 27.6

Lactosa de suero
permeado

ABE (2-3 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion en cultivo continuo en un tanque
agitado con células inmovilizadas en alginato.
Se registra una productividad de solventes de
1.0g/L h.

CCM 6182 — ATCC

Jugo de remolacha

ABE (16.2 g/L)
Butanol (11.6 g/L)

Patakova et al.

Productividad registrada de 0.40 g/L h.

17795 azucarera (2011)
Hidrolizado de Fermentacion por lote con duracion de 72
. Butanol (8.8 g/L) Jang et al. (2012) -
ATCC 55025 granos de trigo horas y productividad reportada de 0.12 g/L h.
Tashiro y ’ : . .
Glucosa ABE (5.1 g/L) Sonomoto (2010) Células inmovilizadas en tallo de maiz
Paia de trigo Alta produccion total de solventes, aunque la
hidrollizada 896 i ABE (25 g/L) fracciéon correspondiente al butanol no es tan
(60.2 g/l total d% Bl (1290 ) Jang et al. (2012) | elevada. Fermentacién por lote con duracion
<9 o de 42 horas y productividad reportada de 0.19
azucar) g/L h
. Alta produccion total de solventes con buena
P 260 Paja de cebada

nixtamalizada (63.4
g/l de azlcar)

ABE (26.6 g/L)
Butanol (18 g/L)

Jang et al. (2012)

fraccion correspondiente a butanol.
Fermentacion por lote con duracién de 68
horas y productividad de 0.26 g/L h.

Rastrojo de maiz
hidrolizado (37.3 g/l
de azucar)

ABE (16.0 g/L)
Butanol (10.4 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracion de 96
horas y productividad de 0.11 g/L h.
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Hidrolizado de
pasto nixtamalizado

ABE (26.3 g/L)
Butanol (14.5 g/L)

Jang et al. (2012)

Alta produccién total de solventes, la fraccion
correspondiente al butanol no es tan elevada.
Fermentacion por lote con duracion de 85
horas y productividad reportada de 0.17 g/Lh.

Volumen de fermentacién de 7 L. Proceso
aplicando vacio de manera continua y con
intervalos de 4, 6 y 8 horas.

Para el sistema continuo se tiene una

P 260 produccién de 76.4 g de butanol con una
productividad de 0.23 g/L h. Para el intervalo
No reportado Butanol Jang etal. (2012) | de 4 horas produccion de 851 g vy
productividad de 0.27 g/L h. Para el intervalo
de 6 horas produccibn de 103 g vy
productividad de 0.23 g/L h. Finalmente para
el intervalo de 8 horas producciéon de 84.6
gramos de butanol y productividad de 0.19
g/Lh.
C. saccharobutylicum
Tashiro y ! : o .
Lactosa ABE (4.1 g/L) Sonomoto (2010) Células inmovilizadas en carbon de hueso.
. Tashiroy p . .
NCP 262 Almidon ABE (7.32 g/L) Sonomoto (2010) Células inmovilizadas en perlas.
Grano de destileria
secos pretratados ABE (12.1 g/L) Jang et al. (2012) Fermentacion por lote con duracién de 120
en una solucion Butanol (7.3 g/L) 9 ' horas. Productividad reportada de 0.06 g/L h.
acida.
SPoOA2 Sucrosa Butanol (8.37 g/L) Tashiro y Células inmovilizadas en alginato de calcio.

Sonomoto (2010)
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

Glucosa (20 g/L)
adicionada con
acido lactico (5 g/L)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

Butanol (12.6 g/L batch)
(15.5 g/L fed-batch)

REFERENCIA

Tashiro y
Sonomoto (2010)

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

Proceso con pH del medio controlado a 5.5

Hidrolizado de

Alta produccién total de solventes, con una

Butanol (7.3 g/L)

(2011)

hojuelas de ABE (23.1 g/L) - .
. Jang et al. (2012) | buena fraccién correspondiente a butanol.
mandlo;l:_a)i (628 SEl16.4 g/1) Fermentacion por lote con duracion de 36
9 horas y productividad reportada de 0.46 g/L h.
Almidén de Alta produccion total de solventes, con una
. ABE (21.0 g/L) buena fraccion correspondiente a butanol.
mandlo;lz_a; (488 Butanol (16.9 g/L) JEE . (2012) Fermentacion por lote con duracion de 48
N 1-4 9 horas y productividad reportada de 0.35 g/L h.
Salvado de arroz Butanol (7.7 g/L) Jang et al. (2012) Eg:;erg?gé%rétis%raéoéi g %% glquzmon de 128
10 % alga
pretratada en ABE (2.8 g/L Fermentacion por lote con duracion de 96
Jang et al. (2012)
soluciones acido- Butanol (2.3 g/L) 9 ’ horas. Productividad de 0.02 g/L h.
base.
Glucosa v 4cido Fermentacion por lote alimentado con adicion
13 Y Butanol (15.5 g/L) Jang et al. (2012) | continua de los sustratos. Productividad de
actico 1.76 g/L h
C. pasteurianum
NRRL B-589 Glucosa ABE (11.8 g/L) Patakova et al. La productividad reportada es de 0.23 g/L h.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

No se reporta cepa
especifica

Glicerol

ABE

Tashiro y
Sonomoto (2010)

Es la Unica especie del género que ha
demostrado aprovechar el glicerol como fuente
de carbono para la generaciébn de los
solventes de interés.

ATCC 6013

Glicerol (21.5 g/L)

BEy 1,3-PDO (18.3 g/L)
Butanol (7.8 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracion de 240
horas. Productividad reportada de 0.03 g/L h.
Durante la fermentacién se produce butanol
etanol y 1,3-propanediol.

DSMZ 525

Glicerol (24 g/L)

Butanol (6.2 — 7.2 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con 41 horas de
duracion. Productividad aproximada de 0.16
g/L h.

Glicerol y glucosa
(2:2)

Butanol (21.1 g/L)
1-3propanedio (5.2 g/L)

Sabra et al. (2014)

Fermentacion por lote utlizando substrato
mixto de glucosa y glicerol. Rendimiento de
butanol de 0.23 g por gramo de sustrato.
Productividad de 0.96 g/L h.

MBEL_GLY2

Glicerol (82 g/l)

BE y 1,3-PDO (27.0 g/L)
Butanol (17.8 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote que muestra alta
produccién de solventes con una buena
fraccion correspondiente a butanol. Se reporta
una productividad de 0.43 g/L h.

Glicerol

BEy 1-3 PDO

Jang et al. (2012)

Fermentacion en cultivo continuo con duracion
de 710 horas sin degeneracion de la cepa. La
fermentacion se realizé reciclando un alto
contenido de células. Productividad reportada
de 7.8 g/L h.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

No se reporta cepa
especifica

Biomasa de alga
adicionada con 4%
de glicerol.

BEy 1,3-PDO (14 a 16

g/L)

Jang et al. (2012)

No se presentan detalles de la fermentacion.

NRRL 592

Suero de leche
acido permeado
adicionado con 5

g/L de extracto de
levadura

ABE (11.2 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracion de 120
horas. La proporcién de solventes A:B:E fue
de 2.2:7.6:0.2

Suero de leche
adicionado con 5
g/L de extracto de

levadura

ABE (7.2 g/L)

Ennis (1987)

Fermentacion por lote con duracion de 96
horas. La proporcion de solventes A:B:E fue
de 2.4:7.6:0

Agua caliente de
pretratamiento de
granos secos de
destileria (48.8 g/L
de azcar)

ABE (12.9 g/L)
Butanol (7.0 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lotecon duracion de 72
horas. Productividad de 0.10 g/L h.

NRLL 592

Granos secos de
destileria
pretratados (41.4
g/L de azlcar)

ABE (11.6 g/L)
Butanol (7.0 g/L

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote con duracién de 72
horas. Productividad de 0.10 g/L h.

TISTR 1032

Almidon

Butanol (6.5 g/L)

Jang et al. (2012)

Fermentacion por lote en co-cultivo con
Bacillussubtilis, productor de amilasas.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

OTROS CLOSTRIDIOS

GBL clostridia

Xylosa (50 g/L)

ABE (16 g/L)
Butanol (13.4 g/L)
CO,

H2

Wadrop (2010)

Clostridios pertenecientes a Green Biologics
utilizados para producir y comercializar
compuestos de 4 carbonos, especialmente el
butanol.

C. tyrobutyricum

No reportado

Acido butirico
principalmente

Patakova et al.
(2011)

No se reportan detalles de la fermentacion.

C. tyrobutyricum
combinado con C.
acetobutylicum

AzUcares

Butanol (4.64 g/L/h)

Shapovalova y
Ashkinazi (2008)

La fermentacion se realiza en dos etapas, la
acidogénesis la realiza C.tyrobutyricum y la
solventogénesis C. acetobutylicum.

C. carboxidivorans

Monéxido de
carbono ( Syngas)

ABE (0.009 g/L)
Butanol (0.006 g/L)

Jang et al. (2012)

No se presentan detalles de la fermentacion.

C. ljungdahilii

Syn gas

Etanol

Kopke et al. (2011)

No se reportan detalles de la fermentacion.

Clostridium sp.
BOH3

Glucosa (90 g/L)

Butanol (18.7 g/L)

Li et al. (2014)

Fermentacion por lote en un reactor con pH
controlado y un cambio de pH para favorecer a
cada etapa de la fermentacion. 6 horas a pH 6,
posteriormente se deja bajar el pH de manera
natural a 5 y se mantiene en 5 por el resto de
la fermentacion. Se adiciona acido nicotinico al
medio de cultivo a una concentracion final de
10 mg/l como precursor de NADH y NADPH
para alcanzar en el cultivo un balanceo redox
que favorezca e incremente la produccion de
butanol. El rendimiento de butanol en la
fermentacion es del 24.6%, con una
productividad de 0.26 g/Lh.
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MICROORGANISMO

SUSTRATO
(fuente de carbono)

PRODUCTOS y
RENDIMIENTOS

REFERENCIA

OBSERVACIONES DEL PROCESO
FERMENTATIVO

MICROORGANISMOS G

ENETICAMENTE MODIFICADOS PARA SER PRODUCTORES DE ABE

Butanol Mutante con descarboxilasa (Kivd) y alcohol
E. coli No reportado Isobutanol Kdpke et al.(2011) | deshidrogenasa (Adh) procedente de S.
Otros alcoholes cerevisiae.
Cepa mutante modificada y empleada por la
. Glucosa y otros )
S. cerevisiae aziicares simoles Isobutanol Gevo (2012) empresa Gevo para la produccién vy
pies. comercializacion de isobutanol.
Azlcaresde 5y 6
carbonos Cepa mutante modificada y empleada por la
S. cerevisiae provenientes de Butanol Butalco (2012) empresa Butalco para la produccion y
biomasa comercializacion de biobutanol.
lignocelulésica.
S. cerevisiae No reportado Butanol( 0.0025 g/L) oy No se reportan detalles de la fermentacién
) | Sonomoto (2010) '
Pseudomona putida No reportado Butanol (0.112 g/L) Tashiro y No se reportan detalles de la fermentacién
1 Sonomoto (2010) )
Tashiro y

Bacillus subtilis

No reportado

Butanol (0.024 g/L)

Sonomoto (2010)

No se reportan detalles de la fermentacion.

Lactobacillus brevis

No reportado

Butanol (0.3 g/L)

Tashiro y
Sonomoto (2010)

No se reportan detalles de la fermentacion.

Synechococcus
elongatus PCC 7942

CO,

Butanol

Niemisto et al.
(2013)

Cianobacteria genéticamente modificada que
contiene los genes para la expresion de 5
enzimas necesarias para la conversién de
acetil-CoA a 1-Butanol. Utiliza Gnicamente CO,
y luz para la produccion del solvente.

ABE: reporta el rendimiento global en produccion de los tres solventes: acetona, butanol y etanol.
IBE: reporta el rendimiento global de produccion de solventes: isopropanol, butanol y etanol.
BE y 1-3 PDO reporta el rendimiento global en produccién de butanol , etanol y 1-3 propanediol.
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1.4.4.1 PRODUCCION DE BUTANOL EMPLEANDO C. acetobutylicum

C. acetobutylicum es una especie anaerbbica obligada, con forma de baston,
heterofermentativa y formadora de endoesporas (Gheshlaghi et al., 2009). Es la especie
mas estudiada de su género, la secuencia completa de su genoma fue liberada en el
2001; posee un cromosoma de 3.94 Mbp y un mega plasmido pSOL1 de 192 Kbp que
contiene la mayoria de los genes responsables de la produccion de solventes (Ndélling et
al., 2001). En cepas silvestres éste plasmido resulta indispensable para la

solventogénesis (Lee et al., 2008).

La produccion de butanol por Clostridium es catalizada por diversas enzimas: una
acetato/butirato CoA transferasa, varias deshidrogenasas y una acetato descarboxilasa,
como se muestra en el flujo general de la figura 13. Los genes que codifican para estas
enzimas se encuentran agrupados en operones activados por sustrato. Durante el
proceso de produccién de butanol con Clostridium se presenta, entre otros, un cambio
fisiologico importante en la bacteria: los acidos 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.
Dependiendo de las condiciones de cultivo y el tipo de sustrato empleado, las
fermentaciones tipo lote empleando C. acetobutylicum toman de 2 a 6 dias en
completarse, la concentracion final total de solventes producidos alcanza de 12 a 20 g/L,

los cuales pueden ser luego separados del medio de fermentacion (Lee et al., 2008).

1.4.4.1.1 BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION CON Clostridium

acetobutylicum

El género Clostridium posee microorganismos capaces de convertir diversas
fuentes de carbono, como los monosacaridos: glucosa, galactosa, manosa, Xilosa,
arabinosa y disacaridos como la celobiosa y la lactosa, en combustibles y quimicos de
interés. Algunas de las rutas metabdlicas involucradas en la generacién de estos

productos son actualmente conocidas y ampliamente estudiadas (Ennis, 1987).
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Una representacion esquematica general de la ruta metabdlica para la
fermentacion de glucosa y galactosa por parte de las bacterias butiricas y las enzimas

asociadas para la producciéon de solventes, acidos, hidrégeno y CO, se observa en la
figura 13.
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Figura 13. Vias fermentativas de C. acetobutylicum: los productos extracelulares de la fermentacion se
resaltan en recuadros azules. Los nimeros sefialan las enzimas involucradas. 1: sistema e fosfotransferasas;
2: glucosa-6-fosfatoisomerasa; 3:6-fosfofructo cinasa; 4: aldolasa ; 5: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa;

6: fosfogliceratocinasa; 7: piruvato cinasa; 8: piruvato-ferredoxina oxidorreductasa; 9: tiolasa; 10:
Bhidroxibutiril-CoA deshidrogenasa; 11: crotonasa; 12: butiril-CoA deshidrogenasa; 13: fosfotransbutirilasa; 14:
butirato cinasa; 15: acetoacetil-CoA butirato CoA-transferasa; 16: butiraldehido deshidrogenasa; 17: butanol
deshidrogenasa; 18: fosfotransacetilasa; 19: acetato cinasa; 20: acetoacetil-CoA acetato CoA-transferasa; 21:
acetoacetato descarboxilasa; 22: acetaldehido deshidrogenasa; 23: etanol deshidrogenasa; 24: lactato
deshidrogenasa; 25: ferredoxin-NADP reductasa NADPH-ferredoxinoxidorreductasa; 26: : ferredoxin-NAD
reductasa NADH-ferredoxinoxidorreductasa; 27: ferredoxina hidrogenasa; 28: galactocinasa; 29: UDP-glucosa
glucosa-1-P uridil transferasa; 30: fosfoglucomutasa; 31: UDP-galactosa epimerasa; 32: UDP-glucosa
fosfotransferasa( Modificado de Gheshlaghi et al.(2009) y Lee et al. (2008)).
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Cuando se tiene como fuente de carbono a la lactosa ésta es hidrolizada a nivel
extracelular por accion de las lactasas, generando glucosa y galactosa que
posteriormente son introducidas a la célula y procesadas para generar los productos de

interés.

El metabolismo de la glucosa, inicia al tomarla del medio extracelular y llevarla al
citoplasma, para ello Clostridium emplea el sistema glucosa fosfotransferasa, en el cual

de manera simultanea se toma el azucar y se fosforila (Gheshlaghi et al., 2009).

Dentro del citoplasma tiene lugar su conversién a dos moléculas de piruvato por la
via de la glucdlisis o via EMP (Embden Meyerhof Pathway); se producen también dos
moléculas de ATP y dos de NADH + H"; el ATP serd posteriormente utilizado en la
descomposicion del piruvato, mientras que el NADH + H® funge como aceptor de
electrones. Posteriormente el piruvato es oxidado a acetil CoA, con el desprendimiento

de CO, e hidrégeno, acoplado con la reduccién de la ferredoxina (Ennis, 1987).

Por su parte la galactosa es también tomada del medio extracelular e introducida
al citoplasma por medio de fosforilacion por accion de la galactocinasa. La galactosa
fosforilada es luego isomerizada a glucosa-1-P en una reaccion que involucra UDP-
glucosa y que es catalizada por la uridil-transferasa. La glucosa-1-P se isomeriza
posteriormente a glucosa-6-P y la UDP- galactosa resultante se epimeriza a UDP-
glucosa.

Clostridium puede también metabolizar pentosas empleando para ello la ruta de
las pentosas fosfato, los intermediarios fosforilados son convertidos por la transaldolasa y
la transacetolasa en fructosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, los cuales son
posteriormente introducidos en la ruta glucolitica. La conversion de 3 moles de pentosas a
piruvato genera 5 moles de ATP y 5 moles de NADH + H* (Gheshlaghi et al., 2009).

Cabe resaltar que el hierro es un importante componente en la dieta de
Clostridium, ya que se requiere de una profusa produccién de ferredoxina en la
conversién de piruvato en acetil-CoA (Lee et al.,, 2008). Los anaerobios estrictos, como

Clostridium, controlan su producciéon de ATP al controlar el flujo de electrones en su
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metabolismo del sustrato. El flujo de electrones a través de varios aceptores esta dirigido
por la accibn de tres enzimas oxidorreductasas: hidrogenasa, NADH-ferredoxina
reductasa y piruvato-ferredoxina oxidorreductasa. La accion de la enzima deshidrogenasa
facilita la disposicion del exceso de electrones en la forma de hidrégeno molecular. Los
electrones son transferidos al acarreador NAD™, la re oxidacion de estos acarreadores
requiere de otra molécula como aceptor de electrones. Los clostridios contienen un
acarreador de electrones especial, la ferredoxina, una co-enzima que contiene hierro con
un potencial redox cercano a -400 mV, lo que permite la reduccion de los protones a
hidrégeno molecular, la ferredoxina reducida es luego oxidada por accion de la

hidrogenasa para generar hidrégeno (Ennis, 1987).

Las oxidorreductasas de NADH-ferredoxina son clave en la transferencia de
electrones al aceptor final, ya que la reduccion de la ferredoxina por el NADH sin la
presencia de las enzimas es termodinamicamente imposible. La piruvato
ferredoxinoxidorreductasa (PFOR) es una enzima que contiene hierro, azufre y un
cromoéforo en el centro, que fungen como lanzaderas para el flujo de electrones del
piruvato a la ferredoxina. Esta enzima es altamente inestable y es muy sensible a la
presencia de oxigeno, al ser expuesta oxigeno pierde el 50% de su actividad en menos de
una hora; la enzima puede ser también inhibida por concentraciones de CoA superiores a
0.1 mM. De manera inicial la enzima reacciona con el piruvato desprendiendo el CO,,
posteriormente el grupo acetil es unido a la CoA para formar acetil CoA, observandose asi
un mecanismo de pingpong bibi (Gheshlaghi et al., 2009).

En un ambiente de crecimiento deficiente de hierro no tiene lugar la formacion de
hidrégeno, la ausencia de este hidrégeno cambia el metabolismo del piruvato hacia
lactato, por accién de la lactato deshidrogenesa, disminuyendo la generacion de acetil Co
A. Limitaciones en el suministro de sulfato o gasificacién con CO en pH neutro pueden
también redirigir la fermentacion hacia la produccién de &cido lactico (Ennis, 1987;
Gheshlaghi et al., 2009).

La acetil CoA juega un papel primordial en el metabolismo de Clostridium ya que

sirve como un precursor para la generacion de todos los productos.

83



> PRODUCCION DE ACIDO BUTIRICO (butirato): una vez formada la acetil
CoA dos moléculas de ésta son condensadas para formar acetoacetil CoA
(precursor de todos los productos de 4 carbonos de esta fermentacion),
mediante la accion catalitica de la enzima acetil-CoA-acetil transferasa
(tiolasa), liberando una CoA. La acetoaceti CoA es posteriormente
convertida en B-hidroxibutirii CoA por accion de la B-hidroxibutirii CoA
deshidrogenasa, posteriormente, por accion de la enoil-CoA hidratasa
(crotonasa) la B-hidroxibutirii CoA es convertida en crotonil- CoA y
posteriormente en butiril-CoA por accién de la butiril CoA deshidrogenasa.
La butiril-CoA puede ser convertida posteriormente en acido butirico por
accion de las enzimas fosfotransbutirilasa y la butirato cinasa, la accién de
ésta ultima enzima produce la fosforilaciéon de ADP, la cual es una fuente
importante de energia durante la fase acidogénica de la fermentacion.
Finalmente el butirato formado serd depositado en el medio extracelular
(Ennis, 1987; Gheshlaghi et al., 2009).

> PRODUCCION DE BUTANOL: se da a partir de acido butirico en su forma
neutra (butirato) mediante tres reacciones consecutivas en las que se
genera butiril CoA y butiraldehido como intermediarios. Dichas reacciones
estdn catalizadas por las enzimas CoA-transferasa, butiraldehido
deshidrogenasa y butanol deshidrogenasa, respectivamente. El
aprovechamiento del butirato por accion de la CoA-transferasa funciona
como un mecanismo de detoxificacion reduciendo el efecto inhibitorio sobre
el crecimiento celular dado por la presencia de los acidos en el medio. Por
otra parte se ha demostrado que la formacién de butanol en un cultivo con
C. acetobutylicum esta regulada a nivel genético mediante la regulacion de
la expresion de genes codificantes para la butiraldehido deshidrogenasa
(Ennis, 1987; Gheshalaghi et al., 2009).

> PRODUCCION DE ACETONA: A medida que el pH del medio disminuye
debido a la formacion de acidos la acetoacetil CoA es desviada del ciclo
normal y es empleada para la produccion de acetoacetato por medio de un
sistema de transferasas catalizado por la CoA transferasa. El acetoacetato

es posteriormente descarboxilado por acciébn de la acetoacetato
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descarboxilasa en un paso irreversible para producir acetona. La
desviacion del ciclo normal para dar lugar a la formacion de acetona
detiene la formacion de A&cido butirico nuevo, ademas ocasiona la
eliminacién de dos reacciones de toma de electrones que generaban NAD?,
por lo que el microorganismo debe buscar alternativas para la regeneracion
del NAD". La Unica via de recuperacion que puede emplear Clostridium es
revertir la Ultima etapa del ciclo fermentativo normal, pasando de butiril CoA
a acetil CoA y reduciendo el butanol ya producido a acido butirico (Ennis,
1987). La acetona producida es depositada en el medio extracelular
(Gheshlaghi et al., 2009).

PRODUCCION DE ACIDO ACETICO (acetato): es generado en la
reversion de la reaccion de butirato a butirii CoA y empleado para la
generacion de acetil CoA para la producciéon de acetona (Ennis, 1987). La
formacién de acido acético da el doble de rendimiento en ATP que el
generado con la produccién de &cido butirico. El rendimiento de ATP asi
como la produccién de acido acético y acido butirico estara regulado por la
accion de la acetil- CoA-acetil transferasa. El acetato formado es
depositado en el medio extracelular o bien puede ser empleado para la
produccion de acetil-CoA (Gheshlaghi et al., 2009).

PRODUCCION DE ETANOL: en la especie C. acetobutylicum la produccion
de etanol ocurre de manera simultdnea a la formacién de acetona y
butanol. La produccién de etanol se ramifica desde la acetil CoA, donde la
enzima acetaldehido deshidrogenasa cataliza la formacion de
acetaldehido con la liberacion de la CoA y la oxidacion de NADH + H™ a
NAD". El acetaldehido es posteriormente reducido a etanol por la accién de
la etanol deshidrogenasa, con la oxidacién de otra molécula de NADH + H*
a NAD" Ems 197 F| etanol producido es depositado en el medio
extracelular (Gheshlaghi et al., 2009).

PRODUCCION DE HIDROGENO Y DIOXIDO DE CARBONO: ambos son

producidos durante toda la fermentacién. La proporcibn en que son
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generados depende de la cepa usada para la fermentacién y las

condiciones en las que sea efectuada (Ennis, 1987).

Se han identificado en C. acetobutylicum dos mecanismos para la formacion de
butanol, el primero de ellos asociado a la solventogénesis, descrita anteriormente, y el
segundo de ellos a la alcohologénesis, mecanismo que lleva GUnicamente a la produccion
de butanol y etanol. Los genes involucrados en la solventogénesis han sido identificados,
secuenciados y descritos dentro del mega plasmido pSOL1; algunos genes
probablemente involucrados en la ruta de la alcohologénesis se han encontrado también
dentro del plasmido, entre ellos destacan los genes CAP0035 que codifica para la sintesis
de una segunda aldehido deshidrogenasa, CAP0025 que lleva a la formacion de piruvato
descarboxilasa y CAPO0059 codificante para la etanol deshidrogenasa, todas estas
enzimas indispensables para la formacién de los productos alcohdlicos deseados: butanol

y etanol (N6lling et al., 2001).

Algunos de los genes identificados que codifican para enzimas especificas
involucradas en el metabolismo desde el consumo de los azucares hasta la generacion de
productos, asi como su interaccion con otros procesos metabdlicos dentro de la célula, se

encuentran descritos en la figura 14.

1.4.4.1.2 CINETICA Y REGULACION DE LA PRODUCCION DE SOLVENTES
CON C. acetobutylicum

Napoli et al. (2008) trabajaron la cinética de C. acetobutylicum ATCC 824 en
relacion a la produccién de Acetona: Butanol: Etanol (ABE) empleando soluciones de
lactosa como medio de cultivo con el fin de simular suero de queso. Estos investigadores
encontraron que dicha cinética esta conformada por dos fases: acidogénesis y
solventogénesis. Proceso bifasico reportado también por Pérez- Macilla y Montoya-
Castafio (2013) y Cooksley et al. (2012).
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Fase de acidogénesis: esta caracterizada por un incremento constante en

la concentracién de células y &cidos butirico y acético en el medio de
cultivo. La concentraciéon de células en el tiempo se da en espejo con el
consumo de lactosa (u otro azlcar empleado como fuente de carbono), al
incrementarse la produccion de acidos disminuye notablemente el pH del
medio de cultivo. La relaciobn molar de produccion de los éacidos se
mantiene constante durante toda la fase como 1.5 moles de acido butirico/
1 mol de &cido acético. Se producen también CO,y H, ( Napoli et al., 2009;
Napoli et al., 2008).

Fase de solventogénesis: es disparada por un valor de pH cercano a 4y

se caracteriza por un decremento gradual en la concentracién de lactosa
hasta alcanzar un valor constante (Napoli et al., 2008). Los acidos
formados en la primera fase fermentativa son consumidos nuevamente por
las células y actian como co-sustratos para la produccion de los solventes
neutros. En este punto la produccién de acidos cesa y también cesa el
crecimiento celular, el pH del medio se incrementa paulatinamente a
medida que los acidos son consumidos (Gheshlaghi et al., 2009). Los
productos generados: acetona, butanol, etanol, tienen una proporcion
masica tipica 3:6:1 (Niemistd et al.,, 2013; Cooksley et al.,, 2012;). La
produccion de hidrogeno se reduce debido al uso de los equivalentes de
reduccion para reducir butiril-CoA y acetil-CoA, llevando asi a la formacion
de butanol y etanol. Al mismo tiempo que inicia la fase solventogénica se

inicia la fase de formacién de endoesporas (Cooksley et al., 2012).

La transicion metabolica que se da de una fase a otra involucra el re enrutamiento

del flujo de carbono y el flujo de electrones. La activacion de la produccion de solventes

es compleja e interrelacionada. Los factores implicados en esta transicién son el pH del

cultivo, la concentracion de &cido acético y butirico, la disponibilidad de nitrégeno y la

concentracion del azucar residual (Ennis, 1987).

Se ha sugerido que los acidos excretados al medio actian como inductores de la

biosintesis de las enzimas solventogénicas que actuaran en la segunda fase de la
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fermentacion. Se cree que el cambio hacia la produccién de solventes es una respuesta

adaptativa de las células al pH bajo del medio dado por la produccién de acidos. Tras el

cambio hacia la segunda fase fermentativa el flujo de carbono y electrones es dirigido

hacia la formacion de solventes. Al final de la fermentacion la concentracion de solventes

alcanzara un nivel inhibitorio y se detendra el metabolismo (Gheshlaghi et al., 2009).

A)

B)

1.4.4.1.2.1 FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE
SOLVENTES

Sensibilidad al oxigeno y requerimientos de potencial redox: Clostridium

acetobutylicum requiere condiciones anaerdbicas para su crecimiento, su
crecimiento 6ptimo se da en cultivos con potencial redox negativo entre -250
mV y -400 mV (Ennis, 1987). Muchas de las enzimas involucradas en el
metabolismo fermentativo de Clostridium acetobutylicum son inactivadas en la
presencia de oxigeno impidiendo tanto la generacién de energia en forma de
ATP como la produccién de solventes de interés. Las enzimas principalmente
afectadas por la presencia de oxigeno son: acetaldehido deshidrogenasa,
butiraldehido deshidrogenasa y las oxidorreductas de ferredoxina (Gheshlaghi
et al., 2009).

Requerimientos de temperatura y pH: Clostridium acetobutylicum es una

bacteria mesofilica con temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C. Su pH
Optimo de crecimiento es 6.5, mientras que la produccién de solventes es
favorecida en la region de pH cercana a 4.5 (Ennis, 1987); se ha reportado un
pH éptimo para la produccion de solventes de 4.3-4.4 (Bahl et al., 1982). El pH
es muy importante durante la fermentacion acetona-butanol, ya que la
solventogénesis inicia con un pH bajo; sin embargo si éste se encuentra por
debajo de 4.5 (antes de que se forme una cantidad suficiente de acidos
organicos), la solventogénesis serd disminuida e improductiva. Una forma
sencilla de incrementar el crecimiento, la utilizacién de los carbohidratos asi
como la produccién de butanol es incrementando la capacidad amortiguante
del medio (Lee et al., 2008).
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C)

D)

Aprovechamiento de fuentes de carbono: Al analizar el comportamiento

fermentativo de Clostridium acetobutylicum resulta de interés el analisis de
consumo de sustrato, ya que éste se ve reflejado en la acumulacion de acidos
y solventes en el medio de cultivo. De manera inicial el microorganismo
metaboliza los azlcares para generar acidos, lo que le reporta un rendimiento
energético de 4 moles de ATP por mol de glucosa metabolizado, ademas de la
generacion de poder reductor NADH + H*. La cantidad de energia generada le
permite cubrir sus necesidades de mantenimiento celular y la generacion de
nuevas células, por ello durante la etapa acidogénica se observa el mayor
crecimiento celular. Una vez generada la cantidad suficiente de acidos y poder
reductor, al ver disminuido el pH de su entorno, el microorganismo comienza a
re asimilar los acidos generados produciendo solventes, esto le reporta un
rendimiento energético de s6lo 2 moles de ATP por mol de glucosa
metabolizada hasta solventes, rendimiento menor al originado con la
produccion de acidos. Debido al menor rendimiento energético de la
solventogénesis Clostridium acetobutylicum requiere seguir consumiendo
azlcares como sustrato aun durante la etapa solventogénica para poder cubrir
sus necesidades energéticas de mantenimiento celular, en esta etapa no se
observa crecimiento exponencial en el cultivo. En las fermentaciones se ha
observado que al caer el consumo de sustrato cae drasticamente la produccion
de solventes. La caida en el consumo de sustrato en la fermentacion puede
deberse a deterioro celular causado por la acumulacion de metabolitos en el
medio de cultivo, lo que impide que se lleve a cabo la re asimilacién de acidos
excretados, para lo cual se requiere consumo de otros sustratos. Por otra
parte, si el microorganismo se encuentra deteriorado puede requerir una mayor
cantidad de energia por mol de glucosa para su mantenimiento, condiciéon que

satisface produciendo acidos (Silva et al., 1995).

Requerimientos nutricionales: algunos organismos productores de acetona y

butanol requieren biotina y acido p-aminobenzdico para su crecimiento, estos
requerimientos pueden satisfacerse adicionando extracto de levadura a los
medios de cultivo. La biotina es un promotor del crecimiento y ayuda a que se

dé el correcto aprovechamiento de los azlcares para la produccion de
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E)

solventes, C. acetobutylicum no tiene la capacidad de sintetizar la biotina
(Weizmann y Rosenfeld, 1939). Otro nutriente fundamental referido por
Weizmann y Rosenfeld (1937) es la asparragina, la cual puede sustituirse con
acido aspartico, en embargo en investigaciones mas recientes no se le sefiala
como nutriente indispensable para la fermentacién con C. acetobutylicum. El
Mg™ y el K" son promotores del crecimiento y produccién de solventes,
respectivamente (Ennis, 1987). Ambos iones son indispensables para el
funcionamiento de la enzima fosfofructocinasa involucrada en el proceso
glucolitico (Gheshlaghi et al., 2009). Los cofactores de reduccidon son también
importantes en el proceso de produccion de solventes, las deshidrogenasas de
butanol son dependientes de NADH y NADPH, por lo que la falta o deficiencia
de la regeneracion de estos cofactores provocara que no catalicen la reacciéon
impidiéndose la formacion del butanol; asi mismo, si se suplementa acido
nicotinico a los medios de cultivo puede incrementarse la disponibilidad de
NADH y NADPH lo que producira un balance redox favorable para incrementar

la produccion del solvente deseado (Li et al., 2014).

Inhibicion por productos: la presencia de butanol, acetona y etanol resulta ser

téxica para C. acetobutylicum, ya que provoca la activacién de la formacién de
cuerpos de resistencia, es decir, a concentraciones bajas de solventes C.
acetobutylicum comienza a esporular. Lo anterior limita la concentracion de
solventes en el medio de cultivo, originando bajos rendimientos y un alto costo
durante su recuperaciéon en las soluciones diluidas. En el caso especifico de
Clostridium acetobutylicum silvestre su metabolismo se detiene cuando la
presencia de solventes alcanza una concentracién de 20 g/L, lo cual limita la
concentracion de fuentes de carbono que pueden ser utlizados en la
fermentacion, ocasionando una baja productividad y baja concentracion de
productos (Lee et al., 2008).

Tanto los é&cidos como los solventes causan inhibicion en los
microorganismos del género Clostridium aunque sus sitios de inhibicion son
diferentes. A ciertas concentraciones de acidos y solventes el crecimiento
celular se detiene, aunque el consumo de azUcares puede continuar., a

concentraciones mas elevadas de estos productos la actividad microbiana
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termina. La inhibicién del crecimiento celular esta dada porque al entrar en
contacto con alcoholes y formas neutras de acidos organicos la bicapa lipidica
de la membrana celular comienza a ser alterada, se presentan alteraciones en
diversas estructuras celulares, en actividades de complejos enzimaticos unidos
a membrana, en la conformacion estética de “sistemas funcionales clave” o
interfieren con los procesos regulatorios microbianos. En el caso de la
fermentacion ABE se ha observado que la presencia de acetona, etanol,
acetato y butirato, por si solos, no contribuyen significativamente a la inhibicién
del crecimiento. El butanol sélo o en conjunto con el butirato si presentan
efectos importantes sobre el crecimiento microbiano: una concentracién de 13
g/L de butanol o de 15 g/L de butirato y butanol causan el 50% de inhibicion
del crecimiento celular (Ennis, 1987).

Wang et al. (2011) reportan que el acido férmico juega también un
importante papel en la inhibicién del crecimiento y la produccion de solventes,
lo que se denomina el fendmeno “acid crash”. Su trabajo demuestra que
Clostridium acetobutylicum DSM1731 acumula acido férmico dentro de las
células en concentraciones de 0.5 a 1.24 mM, al no poseer formato
deshidrogenasa no puede metabolizarlo y lo acumula, produciéndose fallas en
la generacién de los solventes de interés. Si se le proporciona a la cepa la
capacidad de degradar el 4cido férmico éste no se acumulara en las células y
la produccion de solventes ocurrird de manera normal. Esta informacion tiene
relevancia al emplear hidrolizados de celulosa o lignocelulosa que suelen

contener al acido férmico en su composicién.

Foda et al. (2010) reportan que a concentraciones de 0.1 a 0.15 M de
butanol provocan un 50% de inhibicion en el crecimiento celular y el consumo
de glucosa, lo que afecta negativamente la actividad de la enzima ATPasa,
encargada de mantener constante el gradiente de pH interno y externo de la
célula, el cual es esencial para que se dé el crecimiento celular. Otros
investigadores reportan que concentraciones de alrededor de 7.4 g/L de
butanol generan un 50% de inhibicién del crecimiento celular y consumo de

azucares (Lee et al., 2008).
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La incorporacion del butanol a la membrana citoplasmatica causa una
disrupcién de la bicapa lipidica, debido a la hidrofobicidad del butanol, lo que
ocasiona un incremento en la fluidez y permeabilidad de la membrana lo cual a
su vez ocasiona una desestabilizacién de la célula y sus funciones, asi como
afecciones a la actividad de la ATPasa, enzima unida a la membrana
citoplasmatica (Foda et al., 2010). Se ha encontrado también que la toxicidad
del butanol afecta el crecimiento celular, el transporte de nutrientes y el

consumo de los azucares (Dong et al., 2012).

El butanol es atraido por la membrana debido al desbalance polar-no polar
gue presenta su cadena. Este solvente es capaz de destruir la habilidad de la
célula para mantener su pH interno, disminuyendo la concentracién intracelular
de ATP e inhibiendo el consumo de sustrato. El butanol tiene un efecto
caotropico que resulta en el “goteo” de metabolitos intracelulares, sin embargo
no afecta el sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato

para el consumo de glucosa (Hutkins y Kashket, 1986).

1.4.4.1.3 FORMACION DE ENDOESPORAS Y SU INTERACCION CON LA
SOLVENTOGENESIS

La solventogénesis y la esporulacion son mecanismos de las células de
Clostridium para resistir en ambientes hostiles; la solventogénesis es inducida por
Clostridium con el fin de contrarrestar el efecto de la presencia de los &cidos producidos,
para otorgar a la célula tiempo para completar la formacion de endoesporas (Pérez-
Mancilla y Montoya-Castafio, 2013). Cuando disminuye el pH, dichos &cidos se en-
cuentran en su forma no disociada y son capaces de pasar la membrana celular por
difusion, alterando el gradiente de protones alrededor de esta estructura celular y
ocasionando en ultimas la muerte de la célula. El reconsumo de acidos por medio de la
enzima acetoacetil- CoA: acetato/butirato—coenzima A transferasa para su transformacion
en solventes, incrementa el pH externo, permitiendo a la célula garantizar su supervi-
vencia por largos periodos al darle la posibilidad de esporular (Dirre vy

Hollergschwandner, 2004).
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Al parecer existe una relacién entre la esporulacion y la solventogénesis debida a
eventos moleculares en la célula que no se han logrado dilucidar por completo (Zheng et
al., 2009). Hasta el dia de hoy se sabe que la esporulacion y la solventogénesis en
Clostridium estan conectadas principalmente por la proteina SpoOA (Pérez-Mancilla y
Montoya-Castafo, 2013).

Spo0OA es una proteina perteneciente al grupo de reguladores de respuesta
bacterianos, que tiene dos dominios conectados por una region variable. La regién N-
terminal o fosfoaceptora, contiene un residuo de &cido aspartico conservado que sirve
como sustrato para la fosforilacion, modulando la actividad de la proteina; por otra parte,
la region C-terminal o efectora contiene un motivo hélice-vuelta-hélice de unién a ADN
conservado entre homologos de SpoOA de microorganismos formadores de endosporas
de los géneros Bacillus y Clostridium (Schmeisser et al., 2000). Esta region tiene afinidad
por la secuencia consenso de ADN 5-TGNCGAA-3’ conocida como la “caja 0A”,
localizada en regiones regulatorias; afectando de forma directa o indirecta diferentes

procesos caracteristicos de la fase estacionaria de crecimiento (Ravagnani et al., 2000)

Al inicio de la esporulacion los clostridios acumulan material de reserva similar a la
amilopectina, llamado genéricamente granulosa, que servird como fuente de carbono y
energia durante la formacion de la endospora. Esto induce un hinchamiento de la célula,
conocido como el “estado clostridial’”, donde se observa la forma de cigarrillo, tipica de

esta forma transicional previa a la diferenciacién (Durre y Hollergschwandner, 2004).

Una vez la bacteria percibe las condiciones adversas que influencian el proceso,
se fosforila el regulador maestro de la transcripcion conocido como SpoOA, que activa o
reprime la expresion de genes importantes para el proceso, al unirse a blancos especi-
ficos de ADN (Ravagnani et al., 2000). Se han propuesto diferentes estrategias por medio
de las cuales los clostridios pueden fosforilar a Spo0OA, destacando el uso de quinasas
huérfanas que fosforilen directamente al regulador maestro (Durre y Hollergschwandner,
2004). Por medio de histidin-quinasas huérfanas, existen dos posibles vias alternas a

través de las cuales podia darse este fendbmeno: se encontré que la proteina Cac0323 por
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una parte y las Cac0903 y Cac3319 por otra, podrian fosforilar directamente a SpoOA en

Clostridium acetobutylicum (Steiner et al., 2011).

Una vez fosforilado, SpoOA puede reprimir la expresién de genes como el que
codifica para la proteina AbrB, que juega un papel fundamental en la transicién entre el
crecimiento vegetativo y la esporulacién. Asi mismo, induce la expresion de genes que
contienen la informacion necesaria para producir factores sigma especificos del proceso
de esporulacion, regulando de forma eficiente y coordinada este mecanismo (Pérez-

Mancilla y Montoya-Castafio, 2013).

Con lo que se sabe hasta ahora se puede afirmar que el regulador maestro SpoOA
es el vinculo fundamental entre dos redes de expresién de genes de importancia en el
ciclo de vida de la célula: esporulacion y solventogénesis, lo que ha sido demostrado al
encontrar “cajas OA” en regiones regulatorias de operones de genes relacionados con las

dos rutas (Pérez-Mancilla y Montoya-Castafio, 2013).

1.4.4.2 PRINCIPALES PROBLEMAS Y LIMITACIONES DE LA FERMENTACION
ABE

Sin lugar a dudas el principal problema que se tiene en los sistemas de produccién
de butanol con C. acetobutylicum es que la esporulaciébn de las bacterias ocurre
concomitantemente con la solventogénesis. El principal objetivo que debe plantearse para
el desarrollo del proceso fermentativo es el impedir que la cepa microbiana esporule, y
debe también buscarse que la cepa microbiana no se encuentre bajo condiciones de alto
estrés, como podria ser la presencia de una concentracion elevada de los solventes, ya
gue al estar expuesta al estrés habra un mayor consumo de fuente de carbono y energia
dirigido al mantenimiento celular, afectando directamente la generacion de producto y los

rendimientos que se obtengan.
Sabra et al. (2014), Cooksley et al. (2012), Tashiro y Sonomoto (2010) y

Gheshlaghi et al. (2009) sefialan que la produccion de butanol por la via fermentativa ABE

no puede competir econdmicamente con la sintesis petroquimica de los solventes. Para
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lograr una produccion biolégica econémicamente competitiva es necesario atender 5

inconvenientes o limitaciones tipicamente observadas:

1. Alto costo de sustratos e inhibicion por sustrato.

2. Baja concentracion final de butanol (menor a 20 g/L) debida por
la inhibicién del propio producto sobre el microorganismo.

3. Baja productividad de butanol (menor a 0.5 g/L h) debido a la
baja densidad celular causada por la inhibicién por butanol.
Bajo rendimiento de butanol debido a la heterofermentaciéon.

5. Alto costo de recuperacion del butanol debido al bajo

rendimiento y baja concentracion en los caldos de cultivo.

Durre (2011) menciona, ademas de las limitaciones tipicas, que al buscar escalar el

proceso a nivel industrial se tienen grandes problemas de contaminacion por fagos.

1.4.43POSIBLES SOLUCIONES A LA PROBLEMATICA DE LA
FERMENTACION ABE

Para reducir los costos del sustrato deben buscarse fuentes de carbohidratos
baratas como lo son los residuos de diversas industrias, residuos celulésicos y
lignocelulésicos, residuos agricolas e incluso residuos domésticos (Niemisto et al., 2013).
En el presente trabajo de tesis se plantea emplear como sustrato los azucares presentes
en el suero de leche, desecho de la industria quesera, mimo que serd descrito en el

apartado correspondiente.

Para poder incrementar los rendimientos y productividad de un sistema
fermentativo ABE que emplee como microorganismo fermentador a C. acetobutylicum es
necesario considerar la creacion e identificacion de mutantes suUper productoras de
butanol y que a su vez sean resistentes a concentraciones de butanol superiores a los 20
g/L.
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Por otra parte se debe considerar el montaje de un proceso fermentativo acoplado
al proceso de recuperacion y purificacion del producto de interés, butanol. El acoplar los
procesos ayudara a incrementar los rendimientos ya que se podra hacer un mejor uso de
los sustratos logrando que se consuman en mayor proporcion para que las células

crezcan, continden en su etapa vegetativa y produzcan el butanol.

1.4.4.3.1 SELECCION DEL SUSTRATO

Para eficientar la produccién de biobutanol se han estado buscando de manera
continua nuevas fuentes de carbono renovables. De manera tradicional el butanol se

producia por fermentacién anaerébica de sustratos azucarados, principalmente melazas.

Se sabe que los microorganismos del género Clostridium son capaces de utilizar
una amplia gama tanto de azlcares simples como complejas por lo que se esta
experimentando con varias fuentes de materiales fermentables, sobre todo biomasa, que
sean de bajo costo y facil adquisicion para mejorar la competitividad econémica del
producto de interés: butanol (Jang et al., 2012). Algunas de las principales fuentes de
carbono estudiadas en la actualidad para mejorar la competitividad econdémica del

proceso fermentativo ABE se describen en la tabla 5.

1.4.4.3.2 ESTRATEGIAS DE CULTIVO

En los procesos biotecnologicos hay principalmente tres maneras de hacer crecer
microorganismos en un biorrector: batch, semicontinuo y continuo. Dentro del biorreactor
las reacciones pueden tener lugar en cultivos estaticos o en agitacion, en presencia o
ausencia de oxigeno, en condiciones liquidas o de baja humedad (sobre sustratos
soélidos). Los microorganismos pueden estar libres o adheridos a superficies por

inmovilizacién o por adherencia natural (Smith, 2009).
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Tabla 5. Ventajas y desventajas de diversas fuentes de carbono como sustrato para la

FUENTE DE
CARBONO

Sucrosay
almidén

Biomasa
lignocelulésica

Glicerol

Biomasa de
algas

fermentacion ABE

VENTAJAS

Pretratamiento simple para Ila
obtencion de azucares
fermentables de la biomasa.
Produccién de butanol con alta
productividad (mejor que
empleando otros sustratos)

Biomasa méas abunda
competitiva con el su
alimentos.

Los Clostridium productores de
butanol utilizan en su mayoria
azUcares procedentes de biomasa
celuldsica.

Alto rendimiento de produccién de
butanol

Incremento en la produccion de
butanol con menor formacién de
subproductos.

Bajo costo de la biomasa,
suministrada por la industria del
biodiesel.

No compite con nistros de
alimentos.
No se requieren
cultivo.

Mayor rendimiento por area de

comparan con

ierras para

La fraccion de biomasa
recalcitrante puede ser empleada
sin necesidad de pretratamientos
complejos.

Algunos clostridios pueden
producir butanol a partir del
Syngas.

DESVENTAJAS

Los cultivos pueden competir
potencialmente con el
suministro de alimentos.

Dificultad para  obtener
Gcares fermentables a

componentes
de la
rante el

de
butanol.

Limitacion en el nimero de
cepas de Clostridium
capaces de producir butanol
a partir del glicerol.

anol a
lgas no
strado

La produccion
partir de bioma
se ha

convincenteme

Baja de

butanol.

produ

Baja transferencia de masa
de gas a liquido.

Baja productividad de
butanol.

Limitacion en el nimero de
cepas de Clostridium
capaces de producir butanol
directamente a partir de
syngas.

Los datos de la tabla incluyen informacién recabada de los trabajos de Jang et al. (2012)
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1.4.4.3.2.1 CULTIVO PORLOTE (BATCH)

Segun Aleksic (2009) el cultivo batch, conocido también como cultivo por lote o
cultivo discontinuo, es un sistema de cultivo cerrado, excepto para la aireacion en el caso
de que el cultivo la requiera, que contiene una cantidad inicial y limitada de nutrientes. EI
cultivo celular inoculado en un sistema batch pasara a través de una serie de fases, como

se ilustra en la Figura 15.

Log de la concentracion celular

Tiempo

Figura 15. Cinética de crecimiento microbiano.
A: fase de retardo o lag; B: aceleracion transitoria; C: fase exponencial; D: f ase de deceleracion; E:
fase estacionaria; F: fase de muerte. (Modificado de Crueger y Crueger (1989)).

Los microorganismos inoculados dentro del volumen de medio fijo van
consumiendo los nutrientes a medida que se va dando el crecimiento y se acumulan los
productos (biomasa y metabolitos). El entorno de nutrientes cambia continuamente, lo que
a su vez impone cambios en el metabolismo celular. Eventualmente, la multiplicacion
celular cesa debido a que los nutrientes se vuelven limitantes o se agotan Yy debido

también a la acumulacion de productos de desecho toxicos excretados (Smith, 2009).
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Segun Smith (2008) se pueden distinguir seis fases en el cultivo:

Fase logaritmica: también llamada fase de retardo, en esta el microorganismo se
adapta a las nuevas condiciones y pone en marcha su maquinaria metabdlica para
poder crecer activamente. La duracion de esta fase es variable y en general es
mayor cuanto mas grande sea el cambio en las condiciones en las que se
encuentra el microorganismo (Crueger y Crueger, 1989). En un proceso comercial
la longitud de la fase de retardo debe reducirse tanto como sea posible y esto se
puede lograr mediante el uso de un inéculo adecuado.

Fase de aceleracion transitoria: es la etapa en la que el microorganismo comienza
a crecer de forma apreciable pero sin alcanzar todavia un crecimiento exponencial.
Fase exponencial: El crecimiento microbiano procede a la méxima velocidad
posible para ese organismo en presencia de nutrientes en exceso, parametros
medioambientales ideales y ausencia de inhibidores de crecimiento. En los cultivos
batch el crecimiento exponencial es de duracion limitada.

Fase de deceleracion: A medida que las condiciones del medio de cultivo cambian
se pierden las condiciones éptimas y se observa una disminucién en el indice de
crecimiento.

Fase estacionaria: en esta fase no hay aumento neto de microorganismos, lo que
no significa que no se dividan algunos, sino que la aparicion de nuevos individuos
se compensa por la muerte de otros.

Fase de muerte: el nUmero de microorganismos vivos disminuye de forma
exponencial con una constante que depende de diferentes circunstancias como el

agotamiento de sustrato o la presencia de desechos toxicos en el medio.

1.4.4.3.2.2 CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO (SEMICONTINUO)

En este tipo de cultivos el sustrato es afadido a medida que la fermentacién

progresa, incrementando el volumen total de la fermentacion. Este tipo de cultivos son

aplicados cuando la presencia de altas concentraciones de los sustratos provoca la

inhibicion o represién del crecimiento y metabolismo celular. En estas fermentaciones los

elementos criticos de la solucibn de nutrientes son afadidos en pequefas
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concentraciones al inicio de la fermentacién y contintan siendo afiadidos en pequefias

dosis durante la fase de produccion (Crueger y Crueger, 1989).

La adicidon de nuevo sustrato en los cultivos batch alimentado puede realizarse en
un solo punto de la fermentacion, en intervalos definidos de tiempo, o bien, de manera
continua a partir de la observacion de la fase de crecimiento deseada. Esta forma de
trabajo, ademas de eliminar los efectos de represion por las fuentes de carbono, ayuda a
reducir la viscosidad del medio y los efectos de los constituyentes tdxicos, o simplemente,

hace que la etapa de formacion de producto sea lo mas larga posible (Ward, 1991).

1.4.4.3.2.3 CULTIVO CONTINUO

Los cultivos continuos son sistemas abiertos en los que soluciones estériles de
nutrientes son adicionadas a los biorreactores de manera continua y una cantidad
equivalente de sustrato agotado con microorganismos es simultdineamente extraida del

sistema (Crueger y Crueger, 1989).

Existen diversos tipos de cultivo continuo pero pueden clasificarse en dos tipos
basicos: reactores de mezcla completa y reactores de flujo pistén. En un reactor continuo
de mezcla completa la adicion de sustrato a una velocidad adecuada combinado con la
eliminacion a una velocidad volumétrica igual de medio de cultivo del recipiente produce
un estado estacionario en el que la formacion de biomasa esté en equilibrio con la pérdida
de células. Por su parte, en los reactores de flujo piston el cultivo fluye por un reactor
tubular sin mezcla en contracorriente. En la entrada del reactor se van afadiendo
continuamente células y medio, por lo que la composicion del medio, la concentracion de
biomasa y las concentraciones de producto varian con la longitud del reactor (Ward,
1991).

Algunas de las ventajas y desventajas de los sistemas de cultivo descritos se
muestran en la tabla 6.
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SISTEMA DE
CULTIVO

BATCH

BATCH
ALIMENTADO

CONTINUO

Tabla 6. Ventajas y desventajas de los sistemas de cultivo

VENTAJAS

Puede alcanzarse una alta concentracion
de producto en el medio, lo que permite
optimizar las operaciones de recuperacion
y purificacion de productos.

Al ser un sistema cerrado se reducen los
riesgos de contaminacion.

Son mas sencillos de montar y manejar,
en comparacion con los  cultivos
continuos.

Ayudan a eliminar los efectos de represion
por las fuentes de carbono, reducir la
viscosidad del medio y los efectos de los
constituyentes toxicos.

Permiten que la etapa de formacion de
producto sea lo mas larga posible.
Presentan mejores rendimientos vy
productividades que los cultivos batch
cuando son empleados en procesos
fermentativos en los que la generacion de
productos se da mayoritariamente
después de la fase de crecimiento
exponencial.

Las fermentaciones pueden prolongarse
para generar una mayor cantidad de
producto que la que se podria alcanzar

con los cultivos batch o batch
alimentados.
La produccion continua mejora la

productividad de las fermentaciones en
los biorreactores al no consumirse tanto
tiempo en la recoleccion del producto,
lavado del reactor, esterilizacion y
preparacion de los cultivos que debe
hacerse antes de arrancar un sistema de
cultivo batch. Ademas al mantener las
células en una etapa especifica de

crecimiento se pierde tiempo de
produccion requerido por los
microorganismos para la fase de

adaptacion (lag).

DESVENTAJAS

Bajas productividades debido a los
tiempos involucrados en el ciclo de
fermentacion, tanto las fases de
crecimiento celular como los
tiempos destinados a lavado,
esterilizacion 'y montaje entre
fermentaciones, los cuales son
tiempos en los que no se esta
generando ningun producto.

No presentan buenos rendimientos y
productividades cuando son
empleados en procesos
fermentativos en los que la
generacion de productos esta
asociada al crecimiento, esto debido
ya que la formacion eficiente de
producto tiene lugar Unicamente
durante una fraccion del ciclo de
fermentacion.

Debe cuidarse que la alimentacion
de medio estéril no sea una fuente
posible de contaminacion para el
cultivo.

Pueden presentarse un mayor
namero de dificultades técnicas para
Su manejo y control.

Al ser un sistema abierto es mas
susceptible a contaminarse.

Los procesos productivos en los que
el compuesto de interés es un
metabolito secundario, es decir que
su produccion no va asociada al
crecimiento, no pueden utilizar un
Unico quimiostato sino que deben
emplear quimiostatos multietapa
para permitir que prevalezcan
distintas condiciones
medioambientales en las etapas
separadas de crecimiento y de
formacion de productos.

Los datos de la tabla contienen informacion recabada de los trabajos de Smith (2009); Ward
(1991); Crueger y Crueger (1989).

102



1.4.4.3.2.4 INMOVILIZACION CELULAR

La inmovilizacion celular es una técnica que permite confinar a las células que se
encuentran dentro de un reactor para permitir su facil recuperacion y re utilizaciéon, lo

permite tener un proceso de produccién mas econémico de compuestos de interés.

Segun Ennis (1987) las ventajas de emplear la inmovilizacion celular en los

procesos fermentativos son:

e Incremento en la densidad celular por unidad de volumen del reactor, lo
que facilita incrementar la productividad del mismo.

e Permite mantener procesos continuos por periodos mas extensos de
tiempo.

eNo ocurre el lavado celular a velocidades de dilucion superiores a la
velocidad méxima de crecimiento.

¢ Pueden emplearse células en crecimiento o en etapas donde no crecen.

e Es posible modificar el comportamiento intrinseco de los microorganismos

lo que puede emplearse para obtener mejores productividades especificas.

Sin embargo la inmovilizacibn celular presenta también desventajas en

comparacion con el uso de células libres:

¢ La inmovilizacion puede resultar en una perdida no deseada de la actividad
catabdlica de las enzimas del microorganismo.

e Puede incrementarse la resistencia a la difusion debido al material
empleado para la inmovilizacién, algunas células pueden perder acceso al
sustrato, o bien, verse rodeadas por una mayor concentracion de producto
que inhiba su crecimiento o metabolismo.

e Pueden presentarse dificultades para mantener a las células en las
condiciones fisiol6gicas Optimas para mantenerse en la fase de sintesis de
productos.

¢ Pueden presentarse mutaciones o pérdida de actividad.
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Los métodos empleados para la inmovilizacion celular son muy variados pero se
dividen en dos grupos principales: union y atrapamiento. Una clasificacion simple de los
métodos de inmovilizacion se muestra en la figura 16, mientras que la descripcion de las

ventajas y desventajas del empleo de cada uno de los métodos referidos se encuentra en

la tabla 7.
CELULAS INMOVILIZADAS
Unidn Atrapamiento
| 1 |
Unian fisica Union quimica Redes  Micro-encapsulamiento Reactores
de membrana
] BT —
I @ﬂlﬂﬂ-

Adsorcion

Floculacién  Enlaces covalentes Entrecruzamiento

\e
o
/o

}
’

Figura 16. Clasificacion de los métodos de inmovilizacién celular (Modificado de Ennis (1987)).

En la informacion reportada en la tabla 4 se pueden observar registros de
productividades elevadas de butanol cuando en el proceso fermentativo se emplean
células inmovilizadas. Por ejemplo para C. acetobutylicum ATCC 824 se registra una
productividad de butanol de 5.2 g/L h cuando se mantiene en cultivo continuo inmovilizada
en una matriz de carragenina. Por su parte la variante de esta cepa, denominada P262,
registra una productividad para butanol de 3.02 g/L h cuando se mantiene en cultivo

continuo inmovilizada en alginato (Ennis, 1987).
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Tabla 7. Ventajas y desventajas de algunos métodos de inmovilizacion celular

Union

Adsorcion

Se dispone de un amplio rango de
materiales acarreadores.

Alto grado de células viables tras la
unidén con el material, aunque la
union es ligera.

celular excesivo
taponamiento del

El crecimiento
puede causar
reactor.

La inmovilizacién es temporal.

Covalente

La unibn de las células es
permanente.
Se dispone de amplio rango de

materiales acarreadores.

Técnica destructiva en la que puede
haber pérdida parcial o total de la
viabilidad celular.

No es recomendable para células en
crecimiento.

Atrapamiento

En
poliacrilamida y
otros polimeros

artificiales.

Se puede trabajar con un amplio
rango de propiedades del gel.

Es posible la division celular entre
las camas formadas para el
atrapamiento.

Algunas enzimas esenciales pueden
ser destruidas por el activador de la
polimerizacién.

Baja carga celular.

Uso quimico peligroso.

Material grado alimenticio.
La division celular ocurre facilmente.
Se obtienen periodos extendidos de

Dificultad en el escalamiento a nivel
de produccién industrial.
No puede emplearse la carragenina

K- carragenina e cruda ya que la forma lambda
actividad celular.
L reduce la fuerza del gel e
El’ gel puede = ser JUERUEEYC incrementa la viscosidad de la
destruido para liberar a las células. N
solucion.
Material grado alimenticio.
La division celular ocurre facilmente.
Se obtienen periodos extendidos de
Alginato actividad celular. o Los geles son destruidos por
El gel puede ser facilmente | agentes quelantes.
destruido para liberar a las células.
Produccién a gran escala
demostrada.
Posibilidad limitada para la division
Acetato de Se obtienen periodos extendidos de | celular.
celulosa actividad celular. Las células estan en contacto con
solventes organicos.
Puede ser toxico.
Coladgeno Util en forma de membrana. Se requiere el entrecruzamiento

para crear una matriz resistente.

La informacioén contenida en tabla fue obtenida del trabajo de Ennis (1987).

La seleccion de un sistema adecuado para la generacién de los productos de

interés es crucial para la viabilidad de un proceso fermentativo a escala industrial, sin

embargo, no basta con que el producto de interés se genere sino que es necesario

disefiar un sistema fermentativo que permita una facil recuperacioén de producto al menor
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costo posible, ya que generalmente los procesos de recuperacion y purificacion de
productos son los que encarecen el producto final. Por ello, es de suma importancia que
durante el disefio del proceso fermentativo se tome en consideracién el proceso de

recuperacion del producto.

1.4.4.3.3 RECUPERACION DEL BUTANOL PRODUCIDO

Hasta ahora los titulos de butanol que se han alcanzado con la fermentacién ABE
son relativamente bajos. La recuperaciéon del butanol con bajos titulos encarece, y ha
impedido, la produccién comercial del butanol (Kraemer et al., 2011). Por lo anterior se
han desarrollado una gran variedad de técnicas de recuperacion de butanol que permitan
reducir el costo de su bioproduccion (Evans y Wang, 1988). La seleccion del método
Optimo para la recuperacion del producto debe balancear variables como la eficiencia,

requerimientos energéticos, costos, y la simplicidad del proceso (Niemisto et al., 2013).

La recuperacion del butanol que se logra producir por medio de destilacion
tradicional requiere de una gran cantidad de energia y es econémicamente no viable
(Darre, 2011; Xue et al., 2014). Por ello se han desarrollado sistemas simultaneos de
fermentacion y remocidn de producto, los cuales incluyen la adsorcién, extraccion liquido-
liguido, ésmosis inversa, pervaporacion, arrastre con gas, entre otras (Niemisto et al.,
2013).

Se ha observado que la remocién del producto durante la fermentacién puede
incrementar significativamente la productividad del sistema por volumen del fermentador o
por la concentracion celular (Stark y von Stockar, 2003). La produccién y recuperacion de
productos in situ permite mitigar la toxicidad del butanol hacia las células, permitiendo asi

mejorar las concentraciones, rendimientos y productividades de éste (Xue et al., 2014).
La produccién y recuperacion de butanol puede darse en diferentes esquemas;

puede haber contactos directos o indirectos con la célula y recuperacion de producto de

forma interna o externa al reactor (Woodley et al., 2008).
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El esquema mostrado en la figura 17 proporciona las mejores posibilidades de
control y, por lo tanto, se asume que es el mas adecuado para ser aplicado en procesos
continuos de gran escala. La captura del producto, mostrada en el paso 1, consiste en
una operacién que lleva a tener una corriente pequefia altamente concentrada de butanol
y otra corriente de mayor flujo mucho mas diluida que se recicla al reactor. Esta corriente
que se recircula puede contener células microbianas, pero de preferencia estas deben

mantenerse dentro del biorreactor (Oudshoorn et al., 2009).

Salida de
gases
Azucar iy BuOH ) 5 BuOH
——p| Fermentacién | Captura de producto f———p  Purificacién

L I l Residuos

Recirculacién l Purga

Figura 17. Operacion de captura de butanol en el contexto del proceso (Oudshoorn et al., 2009).

La separacion del butanol y agua en este tipo de sistemas debera estar basada en
diferencias en las propiedades fisicas de las sustancias puras, o bien, en la diferencia que
presentan en su comportamiento al mezclarse con una tercera especie quimica o algun
material auxiliar. Si se emplea algiin material auxiliar debera agregarse al proceso un

paso de purificacion para lograr obtener el producto deseado.

De manera ideal, los costos principales de la produccién del butanol son debidos al
consumo y aprovechamiento del sustrato. Empelando sistemas de retencion celular y
optimizando las técnicas de fermentacion, los rendimientos de butanol por cantidad de
azucar consumida pueden maximizarse y disminuir asi el costo del aprovechamiento del
sustrato. Otro de los costos mayores que se tiene es debido al equipo de fermentacion,
equipo de captura y recuperacion de producto y el consumo total de energia durante la
recuperacion. Una operacion eficiente de captura minimizara estos costos (Oudshoorn et
al., 2009).

La recuperacibn de butanol de soluciones acuosas esta gobernada por el

comportamiento de la fase en que se encuentre el butanol durante la separacion.
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Después de la separacion el producto puede tenerse en forma de vapor, liquido, sélido o
en un una fase supercritica. La operacion de separacién empleada puede clasificarse
como una separacion por masa, energia o cinética, o una combinacién de las anteriores

(Seader, Henley, y Roper, 2010).

En las separaciones basadas en energia la temperatura y la presiéon son
empleadas como variables operacionales para introducir energia al sistema. En
separaciones basadas en la masa se introduce una fase auxiliar para facilitar la
separacion. Las diferencias en las propiedades de transporte son las que permiten las
separaciones basadas en la cinética, por ejemplo las separaciones que emplean

membranas (Oudshoorn et al., 2009).

Algunas de las principales operaciones para recuperacion de butanol que han sido

reportadas en la literatura se resumen en la tabla 8.

Tabla 8. Operaciones de recuperacion de butanol de soluciones acuosas

NUEVA .
FASE ORIGEN MEMBRANA OPERACION
G Cambio de P/T No Destilacién
L Cambio de P/T No Extraccion liquido-liquido.
S Cambio de P/T No Congelacion eutéctica
Cambio de P/T o
G cambio de Si Pervaporacion
composicion
L Cambio de P/T Si Osmosis
G Camblq de No Arrastre con gas
composicion
L/SC Camblo_ qlg: No Extraccion liquido-liquido
composicion
L Camblq (.j,e Si Perstraccion
composicion
S Camblc_) (.j,e No Adsorcion
composicion

Fases: G: gaseosa; L: liquida; S: sélida; SC: supercritica. P/T: cambios de presion y temperatura. Los
datos de la tabla incluyen informacion recabada de los trabajos de Maddox y Cotta (2005); Banat y
Shannang (2000); Qureshiy Blaschek (2000); Dirre (1998); Qureshi et al. (1990); Groot et al. (1989).
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1.4.4.3.3.1 SELECTIVIDAD DE LA RECUPERACION

Como se describi6 anteriormente la fermentacion para produccion de butanol
puede ser efectuada por lotes, lotes alimentados o en sistemas continuos, cualquiera que
sea el esquema que se elija es posible que se aplique en él la remocién de producto para
incrementar productividad. Un esquema general que describe el sistema de produccion y
recuperacion se define en la figura 18. Ahi pueden observarse las corrientes de

alimentacion (@), fase auxiliar (®?), producto (@) y recirculacién (®").

(I)f .Cif

Captura de
producto
| o

Figura 18. Representacion esquematica de un sistema general de fermentacion y recuperacion
de producto (Oudshoorn et al., 2009).

Fermentador ey

(DI' .ql‘

La selectividad del proceso (S) empleado para la recuperacién podra definirse
entonces como el cociente de la concentracion de agua y butanol en la corriente que
acarrea el producto y la corriente de alimentacion, estos cocientes pueden ser expresados

tanto en concentraciones masica (C) como en fracciones molares (X).

S [Chuon/ ano]p N [xBuOH/xHZO]p
[CBUOH/CHZO]f [xBuOH/xHZO]f

En la tabla 9 se resumen las selectividades y capacidades de distintas
operaciones empleadas para la recuperacion de butanol; en ella se observa que la
destilacién, arrastre con gas, cristalizacion por congelacion y la pervaporacion muestran
selectividades relativamente bajas, mientras que la extraccion liquido-liquido y la
adsorcion tienen una mayor selectividad por el butanol. Los datos presentados en la tabla

9 estan basados en una operacién de un solo paso en el estado de equilibrio, procesos
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con pasos multiples en el estado de equilibrio podrian permitir obtener selectividades

superiores (Oudshoorn et al., 2009).

Tabla 9. Capacidad y selectividad estimadas para diferentes operaciones de
recuperacion de butanol.

OPERACION SELECTIVIDAD CAPACIDAD (kg/kg)
ESTIMADA
Destilacion 72 No involucra fase auxiliar
Extracc,:lon liquido- 310-750 No involucra fase auxiliar
liguido
Cristalizacion por . .
congelacion 150 No involucra fase auxiliar
Pervaporacion 2-209 No involucra fase auxiliar
Extraccion supercritica 550 0.050
Arrastre con gas 4-22 0.00064
Extraccion 1.2-4100 0.003-0.12
Adsorcién 130-630 0.11

Estimaciones realizadas por Oudshoorn et al. (2009).

1.4.4.3.3.2 REQUERIMIENTOS ENERGETICOS

Se estima que la energia requerida para llevar al butanol de una concentracién de
0.5% en peso a 99.9% en peso en un sistema binario de butanol-agua es de 79.5 MJ/Kg,
energia mucho mayor a la que posee el propio butanol (36MJ/Kg), lo que permite afirmar
que el proceso convencional de recuperacion del producto directamente del caldo de

cultivo por medio de destilacion no es energéticamente rentable (Xue et al., 2014).

Por lo anterior se ha centrado la atenciébn en procesos de recuperacion de
productos cuyos requerimientos energéticos sean mucho menores a la densidad
energética del producto de interés. Los principales procesos de recuperacién y sus
requerimientos energéticos se encuentran resumidos en la tabla 10. Misma en la que se

describen las principales ventajas y desventajas de cada uno de los procesos.

Cabe destacar que los requerimientos energéticos varian considerablemente con

el disefio del proceso, los parametros empleados, el desempefio del proceso fermentativo
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incluyendo la concentracion del butanol, materiales empleados, temperatura de operacion

y los métodos elegidos para la separacion y purificacion.

El objetivo es seleccionar un

proceso fermentativo y de recuperacion que involucre el utilizar poca energia y alcanzar

altas concentraciones de butanol con un alto grado de pureza (alta selectividad) (Xue et

al., 2014)

Tabla 10. Comparacién de varios procesos integrados de recuperacion de butanol

PROCESO

Pervaporacion

Extraccion
liguido-liquido

Arrastre
gas

con

Fermentacion
a vacio

Perstracciéon

Adsorcion

Los datos de la tabla incluyen informacion recabada en los trabajos de Xue et al. (2014); Oudshoorn, et al.
(2009); Groot et al. (1989).

VENTAJAS

Alta
selectividad

Alta
selectividad

No ensucia ni
dafia el cultivo.

Facil de operar.

No ensucia ni
dafia el cultivo.

Facil de operar.

Alta
selectividad.
Baja toxicidad
para el cultivo.

Facil de operar.

Bajo
requerimiento
energético.

DESVENTAJAS

SELECTI-

VIDAD

REQUERIMIENTO
S ENERGETICOS

(MJ/Kg)

Costo de la
membrana.
Ensucia el
proceso.
Formacién de
emulsion.
Costo del
extractante.
Téxico para el
cultivo.
Recuperacion y
pérdida del
extractante.
Baja
selectividad.
Baja eficiencia.
Baja
selectividad.
Baja eficiencia.
Ensucia el
proceso.
Formacioén de
emulsion.
Costo del
material.

Alto costo del
material.

Baja
selectividad.
Regeneracion
del adsorbente.

2-209

1.2-4100

4-22

15.5-33.8

1.2-4100

130-630

2-145

7.7 (26 para ABE)

7.7

1.3-33
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A pesar de todos los esfuerzos por lograr la recuperacion de los productos del
caldo de fermentacion los procesos de recuperacion en una sola etapa o paso no son lo
suficientemente eficientes para lograr concentrar el butanol a grado reactivo para su uso
directo; el producto que se obtiene generalmente debe ser purificado lo que involucra
también consumos intensivos de energia. Por ello se esta trabajando en desarrollar
procesos de recuperacion multietapa o procesos hibridos que permitan en primera
instancia recuperar y, posteriormente, purificar los compuestos de interés (Xue et al.,
2014).

1.4.4.3.3.3 EJEMPLOS DE RECUPERACION DE PRODUCTOS
APLICADOS A LA FERMENTACION ABE.

Rescatando la informacién contenida en la tabla 4 se observa que de todos los
procesos de recuperacion de biobutanol reportados por diferentes investigadores los que
muestran un mejor desempefio, ya se al incrementar el rendimiento de butanol producido
o al incrementar la productividad del sistema, son los sistemas de recuperacion in situ

empleando arrastre con gas o adsorcién en resinas poliméricas.

Por ejemplo para la mutante BA 101 de C. beijerinkii Tashiro y Sonomoto (2010)
reportan un rendimiento de 232.8 g/L de butanol, con una productividad de 1.16 g/L h al
emplear un sistema de cultivo continuo acoplado a arrastre con gas para recuperacion de
productos. Por su parte Demain (2009) reportd para la misma cepa bacteriana un
rendimiento de 56 g/l al emplearla también en cultivos continuos con el sistema de

arrastre con gas acoplado para la recuperacion de productos in situ.

En el caso de C. acetobutylicum se han reportado también buenos rendimientos y
productividades al acoplarlos al sistema de recuperacién por arrastre con gas. La cepa
JB200, mutante de ATCC 824, en un cultivo batch en cama fibrosa registré rendimientos
de 76.4 g/L de butanol con una productividad de 0.29 g/L h para el solvente. La misma
cepa cultivada en cama fibrosa pero con sistema de batch alimentado acoplado a arrastre
con gas mejor6 su rendimiento al reportar 133.3 g/L de butanol producido. La cepa
PJC4BK, también mutante de ATCC 824, registré una produccion de 26 g/L de butanol al
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mantenerse en un cultivo por lote alimentado, con células libres, acoplado a arrastre con

gas (Jang et al., 2012).

El arrastre con gas presenta caracteristicas ventajosas como el ser un proceso
simple y econémico, no requiere el empleo de equipos caros (Figura 19) no dafia los
cultivos, no remueve los nutrientes ni los intermediarios de reaccién, reduce efectivamente
la inhibicién por butanol (Kumar y Gayen, 2012), permite una buena separacion de todos
los solventes del caldo de cultivo y ademas permite obtenerlos en su forma gaseosa, la
desventaja principal que presenta es que es un proceso no selectivo para el butanol, es
decir, todos los materiales volatiles que se encuentren en el caldo de cultivo seran
arrastrados por el gas acarreador. Como gas acarreador puede emplearse nitrégeno o los
propios gases producidos en la fermentacion (hidrogeno y diéxido de carbono) aunque ha

demostrado ser més efectivo el uso de nitrégeno (Kumary Gayen, 2012).

Reciclado de gas

ﬂ: /]\Condensador
Fermentador
~
A
A 4

Producto

Figura 19. Diagrama esquemaético de un proceso integrado de fermentacion y recuperacion de butanol por
arrastre con gas (Modificado de Kumar y Gayen, 2012).

Por su parte, la adsorciéon en resinas permite tener una mayor selectividad en la
recuperacion del butanol, se ha reportado el uso de resinas comerciales como
DowexOptiporeSD-2, la cual empleada en un cultivo de C. acetobutylicum ATCC 824 se
registr6 un rendimiento de 22.4 g/L de butanol, concentracion superior a la que puede
resistir la cepa microbiana cuando se cultiva en medios sin sistemas de recuperacion de

productos in situ (Jang et al., 2012).
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En base a la informacién recabada, buscando que la produccion de butanol sea
energética y economicamente rentable, se podria probar durante el trabajo de tesis un
sistema de fermentacion ABE continua acoplada a un sistema de recuperacion de los
alcoholes interno o externo. Por ejemplo empleando arrastre con gas, con nitrdgeno como
gas acarreador, podria recuperarse el producto y posteriormente purificarlo en sistemas

de adsorcién selectiva.

15 SUERO DE QUESERIA COMO FUENTE DE SUSTRATO PARA LA
PRODUCCION DE BIOBUTANOL

El lactosuero, conocido también como suero de queseria, es el liquido resultante
de la coagulacion de la leche durante la elaboracion del queso. Se obtiene tras la
separacion de las proteinas, llamadas caseinas, y de la grasa. Ese liquido constituye
aproximadamente el 90% del volumen de la leche y contiene la mayor parte de sus
compuestos gue son solubles en agua; su composicion varia dependiendo del origen de
la leche y el tipo de queso o producto que se haya elaborado, pero en general el
contenido aproximado es de 93.1% de agua, 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina cruda,
0.6% de cenizas (minerales), 0.3% de grasa, 0.2% de &cido lactico y vitaminas

hidrosolubles. Ademas su pH puede variar entre 5y 8 (Foda et al., 2010).

Las proteinas y la lactosa contenidas en el suero se transforman en contaminantes
cuando el liquido es arrojado al ambiente sin ningun tipo de tratamiento, ya que la carga
de materia organica que contiene permite la reproduccidon de microorganismos
produciendo cambios significativos en la DBOs del agua contaminada. Una industria
quesera media produce diariamente 40,000 litros de suero sin depurar lo que genera una
contaminacion diaria similar a una poblacién de 1,250,000 habitantes. La alta capacidad
contaminante del suero de leche, con una DBOs entre 30,000 a 50,000 mg/L y una DQO
de 60,000 a 80,000 mg/L, ademéas de la cantidad de acido lactico presente en él, altera
significativamente los procesos biolégicos que se llevan a cabo en las plantas de

tratamiento a donde podria llegar el vertido (Valencia-Denicia y Ramirez-Castillo, 2009).

La produccién mundial anual de suero lacteo es de aproximadamente 145 millones

de toneladas, de las cuales 6 millones son de lactosa. El suero producido en México es de
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cerca de 1 millén de toneladas y contiene 50 mil toneladas de lactosa y 5 mil toneladas de
proteina. A pesar de esta riqueza nutricional, potencialmente utilizable, el 47% de
lactosuero es descargado al drenaje y llega a rios y suelos, causando un problema serio

de contaminacion.

Con el empleo del lacto suero como fuente de lactosa para la produccién de
biobutanol se busca disminuir el vertido de éste desecho en el drenaje de la ciudad, el
cual finalmente desemboca en rios y arroyos, contaminando el ecosistema acuatico
dafando flora y fauna especialmente por los incrementos que representa en la demanda

de oxigeno del cuerpo de agua.

Al verter el suero en las cafierias, ademas de estar prohibido por la NOM-ECOL-
001, se estan desperdiciando cantidades considerables de azlUcares fermentables que
pueden ser aprovechadas para generar alcoholes que a su vez pueden ser empleados

como combustibles sustitutos del petréleo y sus derivados.

En la region del centro del pais, incluyendo el estado de Aguascalientes, se han
establecido importantes empresas que industrializan lacteos y se dedican a la produccién
de queso. Estas industrias son proveedores potenciales de suero de leche para la

produccién de bioalcoholes.

1.6 ESTRATEGIAS MOLECULARES Y DE PROCESO PARA LA GENERACION
DE MUTANTES BACTERIANAS

En la década pasada se volvi6 comun el uso de herramientas para efectuar
ingenieria metabdlica que permita modificar y mejorar cepas bacterianas. Segun Niemisto
et al. (2013) y Dong et al. (2012), en el caso especifico de las cepas productoras de

butanol, lo que se busca es incrementar el rendimiento de éste solvente mediante:

- Incrementar el rango de sustratos utilizables
- Incrementar el rendimiento de butanol sobre la fuente de carbono
- Mejorar la produccion selectiva de butanol, en vez de obtener mezclas

de acidos y solventes, e
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- Incrementar la tolerancia de la bacteria a la inhibicién por productos

(especialmente el butanol).

Las estrategias empleadas para la modificacion de cepas bacterianas son variadas
y abarcan desde el uso de agentes fisicos y quimicos para efectuar mutagénesis al azar

hasta el uso de ingenieria metabdlica avanzada para mutagénesis dirigida.

1.6.1 GENERACION DE MUTANTES POR AGENTES FiSICOS Y QUIMICOS

El material genético puede sufrir cambios espontaneos o cambios por la accién de
ciertos agentes fisicos y quimicos. Las mutaciones producen cambios en el genotipo,
alterando la secuencia de bases en los genes. Dependiendo de la extension del cambio,
se produciran mutaciones puntuales o aberraciones cromosémicas. Existen una gran
variedad de agentes fisicos y quimicos que pueden inducir mutaciones. Algunos de los
mutagenos empleados en cepas de clostridios han sido sulfonato de etiimetano (EMS), N-
metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), radiacién ultravioleta, mitomicina C, peroxido de

hidrégeno, &cido nalidixico, metronidazol, entre otros (Thomas et al., 2014).

1.6.1.1 MUTAGENOS QUIMICOS

Segun su modo de accidn se clasifican en:

e Analogos de bases
e Agentes que reaccionan con el DNA

e Agentes intercalantes

a) Andlogos de bases: Debido a su similitud estructural los analogos de bases
como el 5-Bromouracilo o la 2-Aminopurina se incorporan en el DNA que se
replica en lugar de las bases correspondientes timina y adenina. Cuando uno
de estos analogos de bases se incorpora en el DNA, la replicaciébn puede
ocurrir normalmente aunque ocasionalmente, ocurren errores de lectura que

resultan en la incorporacion de bases erroneas en la copia de DNA.
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b) Agentes que reaccionan con el DNA: reaccionan directamente sobre el DNA

c)

gue no se esta replicando ocasionando cambios quimicos en las bases, lo que
provoca un apareamiento incorrecto. Algunos d ellos son el acido nitroso,

hidroxilamina, agentes alquilantes, N-metil-N-nitro- nitrosoguanidina.

Agentes intercalantes: son moléculas planas que se insertan entre dos pares
de bases del DNA, separandolas entre si. Durante la replicacion, esta
conformacion anormal puede conducir a microinserciones o microdelecciones
en el DNA, originando mutaciones por corrimiento de lectura. El principal

ejemplo de este grupo es el bromuro de etidio.

Debido a la estructura de la pared celular de los clostridios y la baja permeabilidad

intrinseca de las membranas plasmaticas, las bacterias del género Clostridium son

recalcitrantes a la electrotransformacion y a la transformacién quimica (Thomas et al.,

2014).

1.6.1.1 MUTAGENOS FiSICOS

a)

b)

Luz ultravioleta: La longitud de onda efectiva para la mutagénesis esta
comprendida entre los 200 y 300 nm, regién conocida como de onda corta, UV
lejano 0 UV-C (Gayan et al.,, 2013). A 260 nm de longitud de onda de la
radiacion se da la maxima absorcion por parte del DNA, la longitud de onda
con mayor efecto germicida y mutageno es la de 254 nm (Eisenstark, 1998). La
radiacion a longitudes de onda entre 300 y 400 nm tiene menos efectos letales
y mutagénicos que la luz UV de longitud de onda corta. Los productos mas
importantes de la accion de la luz UV son dimeros (timina-timina; timina-
citosina; citosina-citosina) que se forman entre pirimidinas (T, C) adyacentes, lo
gue incrementa enormemente la probabilidad de que durante la replicacion del
DNA, la DNA polimerasa inserte un nucleétido incorrecto en tal posicion,
pudiendo llevar a la muerte celular (Gayan et al., 2013).

Radiacion ionizante: La radiacion ionizante es una forma de radiacion mas
potente e incluye rayos de longitud de onda corta como los rayos X, rayos

césmicos y rayos gamma. Esta radiacion causa la ionizacién del agua y de
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otras sustancias; produciéndose indirectamente efectos mutagénicos debido a
esta ionizacion. Entre las potentes especies quimicas formadas por la radiaciéon
ionizante se encuentran radicales libres, siendo el mas importante el radical
hidroxilo (OH’). Los radicales libres reaccionan en la célula con
macromoléculas, como el DNA, y las inactivan produciendo rupturas que dan
lugar a cambios estructurales importantes como son las mutaciones
cromosomales. A bajas dosis de radiacion ionizante so6lo ocurren unos cuantos
impactos sobre el DNA, pero a mayores dosis ocurren impactos multiples que

conducen a la muerte de la célula.

1.6.2 GENERACION DE MUTANTES POR METODOS BIOLOGICOS

La generacion de mutantes bacterianas por métodos biolégicos se puede obtener
trabajando a un nivel molecular, o bien, forzando a la bacteria a adaptarse a las

condiciones del medio donde se desea se desarrolle.

Las estrategias moleculares, llamadas de ingenieria genética, incluyen la
mutagénesis dirigida empleando técnicas avanzadas de biologia molecular como la
insercion de plasmidos y la delecion de estos, la expresion policistronica de genes de
produccién de butanol en organismos heterélogos que no tienen la capacidad natural de
esporular, sistemas promotores inducibles, estrategias de supresion, microarreglos de
ADN, mutagénesis por transposicidon, mutagénesis sitio dirigida (empleando la
herramienta ClosTron para el caso especifico de los clostridios) y tecnologias de ARN
antisentido (Pérez-Mancilla y Montoya-Castafio, 2013). En cuanto a las técnicas
adaptativas la mas empleada es la siembra de la cepa que se desea mutar en medios de

cultivo que contienen el agente al que se desea se adapten.

La ingenieria metabdlica de una cepa bacteriana puede realizarse insertando
genes de otra bacteria, silenciando la expresion de genes presentes en la bacteria
(knockdown/out) modificando asi su metabolismo, regulando la expresion de genes para
mejorar su resistencia contra agentes inhibidores, o bien, borrando o restringiendo los

genes involucrados en la esporulacion de la bacteria (Niemisto et al., 2013).
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1.6.2.1 ANTECEDENTES DE GENERACION DE MUTANTES PARA MEJORAR LA
PRODUCCION DE BUTANOL CON Clostridium

Como se menciono anteriormente la acumulacion de butanol en el medio de cultivo
marca el inicio de una fase de esporulacion en Clostridium, causando la inactivacion del
cultivo. En el mejoramiento del proceso fermentativo ABE se han dedicado los esfuerzos
principalmente a incrementar la produccién natural de butanol, ampliar el rango de
posibles sustratos utilizados y a incrementar la tolerancia a los solventes por parte de la

célula (Pérez-Mancilla y Montoya-Castafio, 2013).

Algunos grupos han intentado la seleccion adaptativa para aumentar la resistencia
de los cultivos ante el butanol, este no ha sido el enfoque mas adecuado debido a que la
regulacién de la solventogénesis esta intimamente acoplada a la esporulacién y por tanto
es necesario manipular genéticamente cepas de Clostridium para evitar que las bacterias
detecten las sefiales de inicio del proceso de esporulacion y no formen cuerpos de
resistencia, ya que estos no son productores de butanol (Rajchenberg-Cecefia et al.,
2009).

Lin y Blaschek (1983) caracterizaron una cepa de C. acetobutylicum que alcanzé
titulos de produccion de butanol de 7.9 g/L en un medio que contenia extracto de maiz al
6%. Ellos reportan el desarrollo de mutantes tolerantes al butanol obtenidas mediante
transferencias consecutivas a medios con cantidades gradualmente mayores de butanol;
una de sus cepas tolerantes reporté el maximo porcentaje de consumo de carbohidrato, el
mejor rendimiento de conversion a butanol y la mayor concentracién alcanzada (18.6 g/L
de butanol), sin embargo, también se produjeron cantidades importantes de acetona y
etanol, aln en la cepa adaptada. Empleando otra especie de Clostridium, C. beijerinkii,
Formanek et al., (1997) lograron alcanzar titulos de butanol de 18.6 g/L partiendo de
medios glucosados al 6%. Desafortunadamente en dichos experimentos se produjeron

también 8.6 g/L de acetona.

Zhang et al. (1996) empelaron un tratamiento quimico con N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG) para producir mutaciones en C. acetobutylicum ATCC 824, la
accioén del quimico produjo una cepa super productora de butanol incapaz de esporular, la

cual fue denominada EA2018. Con el tratamiento quimico se lograron un total de 46 sitios
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de delecion y 26 sitios de insercidén (72 en total), incluyendo un sito de delecién en el
mega plasmido; contiene 451 variaciones de nucledtidos simples (SNVs). EA2018 es
99.8% idéntica genéticamente a ATCC 824. El 70% del total de solventes producidos por
EA2018 es butanol.

Mao et al. (2011) utilizaron dietil sulfato (DES) al 1% (v/v) como estrategia de
mutacién aleatoria del genoma en C. acetobutylicum DSM1731. Obtuvieron una cepa
tolerante a la presencia de 19 g/L de butanol y capaz de crecer a concentraciones de
butanol de 18 g/L a pesar de que el crecimiento de la cepa nativa de donde fue obtenida
era severamente afectada por concentraciones de butanol de 12 g/l. La mutante obtenida
fue nombrada Rh8, en fermentaciones por lote esta sepa demostré producir 18% mas
acetona y 23 % mas butanol que la cepa nativa de donde fue obtenida. Los estudios
realizados sobre la cepa obtenida afirman que esta cepa tolerante puede tener una
estructura de membrana mas estable, lo que le permite soportar mayores concentraciones
de butanol. Se han realizado también trabajos a nivel molecular para incrementar la
produccion de butanol empelando cepas de Clostridium. La primer cepa de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 exitosamente mejorada mediante ingenieria metabdlica fue la
reportada por Papoutsakis en los 90°s, su grupo de trabajo logré incluir en las bacterias
plasmidos que contenian los genes CAC1869 y CAC0003 que permitieron observar un
incremento en la tolerancia al butanol de un 13 y 81 % respectivamente, comparados con

la cepa control.

Liyanage et al. (2000) lograron disminuir la toxicidad del butanol hacia el cultivo
mediante la generacion de ARN antisentido contra la glicerol deshidrogenasa en C.
beijerinkii. Nair y Papoutsakis (1994), con la finalidad de hacer el proceso méas especifico,
transformaron mutantes de C. acetobutylicum deficientes en la produccion de butanol y
acetona con un plasmido portador del gen que codifica para la enzima aldehido/alcohol
deshidrogenasa (AAD). Esta sobre-expresion restablecié la produccion de butanol (84
mM) sin la formacién de acetona ni un incremento en la produccion de etanol. Otros
grupos estan intentando modificar el factor de transcripcion SpoOA para interrumpir la
capacidad de regulacién de esporulacion, pero hasta ahora sin mucho éxito (Lee et al.,
2008). Otros puntos del metabolismo regulatorio pueden ser interrumpidos, el reciente

desarrollo del sistema ClosTron, que funciona mediante el apareamiento de un intrén
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modificado y que permite interrumpir genes en cualquier especie de Clostridium, de una
manera estable, potencialmente podra solventar estas limitantes para inactivar genes que

hasta hace poco no se sabia que existian (Cooksley et al., 2012).

Shao et al. (2007) emplearon la tecnologia TargeTron, tecnologia basada en un
sistema de intrones del grupo I, para generar una disrupcion del gen adc en C.
acetobutylicum EA2018. El gen adc codifica para la sintesis de la acetoacetato
descarboxilasa, enzima clave involucrada en la produccion de acetona. Se generé una
mutante denominada 2018adc, la cual logré que del total de solventes producidos el 80.05
% fuera butanol, mientras que con EA2018 se lograba s6lo el 70 %. La cepa mutante
produjo titulos de acetona maximos de 0.21 g/L, sin embargo resulté ser inhibida por

concentraciones mas bajas de etanol y butanol que la cepa de la que fue obtenida.

Otro trabajo relevante sobre mutagénesis empleando ingenieria metabdlica es el de
Zhu et al. (2011) quienes introdujeron y sobre expresaron en C. acetobutylicum DSM1731
genes de E. coli responsables de la biosintesis de glutation (GSH). C. acetobutylicum
DSM1731 logré sintetizar GSH y al hacerlo incremento su tolerancia al aire (oxigeno) y su
capacidad de producir butanol. Los estudios realizados postulan que la presencia del GSH
reduce las especies reactivas de oxigeno (ROS) manteniendo el balance redox en las
células, mejorando concomitantemente la tolerancia de la bacteria a la presencia de
oxigeno. Ademas la reduccion de los ROS permite a la célula resistir a los solventes,
acidos y presion osmatica, esto incrementa la tolerancia al butanol y a la produccion del

mismo.

Ren et al. (2010), empelando también la tecnologia de intrones del grupo Il, logro la
disrupcion del gen CAC3037 en C. acetobutylicum ATCC 824, generando asi la mutante
824 ccpA. CAC3037 codifica para el gen CcpA, el cual le permite a la bacteria emplear la
xilosa como fuente de carbono, aun en medios que contienen glucosa, sin presentar
represion por catabolitos de carbono, situacion que es de gran relevancia cuando se
desean emplear como fuentes de carbono los productos de la hidrolisis de residuos

lignocelulésicos.
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2. JUSTIFICACION

El consumo de energia a nivel mundial se ha incrementado en el Ultimo siglo,
ocasionado principalmente por el crecimiento de la poblacién y por la industrializacion de
muchas ciudades. Aunado a esto, la crisis ecoldgica inminente, debida sobre todo al alto
consumo de petroleo como energético principal, obliga al replanteamiento urgente de
estructuras alternativas tanto industriales como econdémicas viables para sustituir, o por lo
menos disminuir, el uso de éste combustible fosil y sus derivados (Rajchenberg-Cecefia et
al., 2009).

Varios paises han enfocado e intensificado sus esfuerzos en desarrollar
programas de investigacion en biocombustibles los cuales puedan proveer combustibles
liguidos Utiles para la transportacion (Himmel et al., 2007). Aunque el uso de
microorganismos para la produccién de combustibles ha existido desde hace un siglo,
resurge en esta coyuntura con mucho mayor vigor y como una promesa factible para el

futuro de dichos productos (Rajchenberg-Cecefia et al., 2009).

Con base en lo anterior esta investigacion busca proporcionar una alternativa de
solucion a dos grandes problemas actuales del estado de Aguascalientes y zonas
aledafias; 1) la generacion de una fuente alterna de energia que permitan sustituir, al
menos parcialmente, el consumo de combustibles fésiles y 2) disminuir las emisiones de
desechos de las industrias lacteas en los ecosistemas acuaticos y por ende disminuir los

dafos a estos ecosistemas.
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3. HIPOTESIS

La produccién de biobutanol empleando una cepa mutante de Clostridium
acetobutylicum super productora de butanol y resistente a concentraciones superiores a
20 g/L de solventes permitira disefiar un proceso de fermentacion ABE cuyos
rendimientos y productividades seran superiores a los obtenidos con el cultivo de las

cepas silvestres de la mencionada bacteria.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un proceso de produccion de biobutanol, con mayor productividad que

la que se obtiene empleando cepas silvestres, utilizando una mutante de Clostridium

acetobutylicum y, como sustrato, suero de queseria.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Generar una cepa mutante de Clostridium acetobutylicum super productora de
biobutanol, resistente a la presencia de un concentracion de solventes de 20
g/L.

2) Disefiar un sistema de fermentacion ABE a partir de suero de queseria que
favorezca al incremento de la productividad y rendimiento del proceso

fermentativo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MICROORGANISMOS

5.1.1 Clostridium acetobutylicum CDBB-B-797

Obtenida de la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del

Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del I.P.N.

Acronimos: NBRC 13948, ATCC 824, BCRC 10639, CCUG 42182, CCRC 10639,
DSM 792, IAM 19013, JCM 1419, KCTC 1790,LMG 5701, NCCB 84048, NRRL B-527,
NCCB 29024, NCCB 84048, NCIMB 8052, VKM B-1787.

Caracteristicas: cepa tipo, McCoy et al. 1926 emend. Keis et al. 2001. Aislada de

harina de maiz.

5.1.1.1 ESPORAS LIOFILIZADAS (CDBB-B-797 (1))

La cepa se recibio en forma de esporas liofilizadas en una ampolleta sellada. Para

recuperar la cepa se efectuaron los pasos que a continuacién se describen.

5.1.1.1.1 APERTURA DE AMPOLLETA Y REHIDRATACION

1. Con un cortador de vidrio se hizo una marca o rasgufio en el centro de la
ampolleta.

Se coloco la ampolleta en etanol al 70 % durante unos minutos.

Se ajusto la ampolleta en una tira de papel o tela de fieltro.

Se rompiod la ampolleta en la marca hecha con el cortador.

Se transfirié la pastilla liofilizada al medio de rehidratacion.

o gk~ 0N

Se desecharon las mitades de la ampolleta en solucién desinfectante.
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El microorganismo liofilizado se coloc6 en el medio de rehidratacion e incub6 a 35-
37°C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis, lograda en frascos sellados

efectuando el consumo total de oxigeno por combustion.

5.1.1.1.2 REACTIVACION DE ESPORAS

Se sometid a las esporas rehidratadas a choque térmico a 80°C (Parekh y
Blaschek, 1999) durante 3 minutos, posteriormente se les colocé en un medio de cultivo
para C. acetobutylicum y se incubaron a 35-37°C durante 48 horas en condiciones de
anaerabiosis (AMBI-HI-LO Chamber 3550, Lab-line Instruments).

5.1.1.1.3 MANTENIMIENTO DE CEPA BACTERIANA

La cepa de C. acetobutylicum CDBB-B-797 (1) fue resembrada con una
periodicidad de 14 dias sobre medio solido para C. acetobutylicum. Cada resiembra fue
incubada a 35-37°C durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis (AMBI-HI-LO
Chamber 3550, Lab-line Instruments) y posteriormente almacenada en refrigeracion a
4°C.

5.1.1.2 CELULAS VEGETATIVAS (CDBB-B-797 (2))

Se recibié nuevamente la cepa bacteriana pero en esta ocasion como células

vegetativas en crecimiento exponencial a 37°C en medio reforzado para Clostridium.

5.1.1.2.1 IDENTIFICACION DE LA CEPA POR CRECIMIENTO EN MEDIO
SOLIDO

La cepa bacteriana fue resembrada en tres medios de cultivo sélidos: medio para
C. acetobutylicum, medio reforzado para Clostridium y agar soya tripticaseina con 5%
sangre de oveja desfibrinada. Los cultivos se incubaron a 37°C en condiciones de
anaerobiosis (AMBI-HI-LO Chamber 3550, Lab-line Instruments) hasta observar la
aparicion de colonias bacterianas. Se observaron las caracteristicas de las colonias

obtenidas y se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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5.1.1.2.2 MANTENIMIENTO DE CEPA BACTERIANA

La cepa de C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2) fue resembrada con una
periodicidad de 14 dias sobre medio sélido para C. acetobutylicum. Cada resiembra fue
incubada a 35-37°C durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis (AMBI-HI-LO

Chamber 3550, Lab-line Instruments) y posteriormente almacenada en refrigeracion a
4°C.

5.1.2 Clostridium acetobutylicum ATCC® 824™

Obtenida de la American Type Culture Collection.

Designaciones: CCRC 10639, CCUG 42182, DSM 792, IAM 19013, IFO 13948,
JCM 1419, KCTC 1790, L.S. McClung 2291, LMG 5710, McCoy and McClung strain W,
NCCB 29024, NCCD 84048, NCIMB 8052, VMK B-1787.

Caracteristicas: cepa tipo, McCoy et al. 1926 emend. Keis et al. 2001. Aislada de

harina de maiz.

La cepa se recibié en forma de esporas liofilizadas comprimidas en una tableta
dentro de una ampolleta sellada. Para recuperar la cepa se efectuaron los pasos que a
continuacion se describen.

5.1.2.1 APERTURA DE AMPOLLETA Y REHIDRATACION

1. Con un cortador de vidrio se hizo una marca o rasgufio en el centro de la
ampolleta.
Se colocé la ampolleta en etanol al 70% durante unos minutos.
Se ajusto la ampolleta en una tira de papel o tela de fieltro.
4. Se rompi6 la ampolleta en la marca hecha con el cortador.
5. Se transfirio la pastilla liofilizada al medio de rehidratacion (RCM)

6. Se desecharon las mitades de la ampolleta en solucién desinfectante.
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El microorganismo liofilizado se colocé en el medio RCM liquido; se diluyd la
tableta comprimida en 6 ml de medio de cultivo previamente esterilizado. Una vez disuelta
la tableta se tomaron 2 alicuotas de 0.5 mL de la suspension y se colocaron en tubos con
5 mL c¢/u de medio RCM liquido. Por indicaciones del proveedor se tomaron también 2
alicuotas de 0.2 mL y se dispersaron sobre placas de agar soya tripticaseina con 5%
sangre de oveja. Los caldos de cultivo y 1 de las placas fueron incubados a 37°C por 24
horas en condiciones de anaerobiosis, lograda en frascos sellados efectuando el consumo
total de oxigeno por combustién. La otra placa fue cultiva en condiciones de anaerobiosis

para descartar contaminacion por microorganismos aerobios.

5.1.2.2 IDENTIFICACION DE LA CEPA POR CRECIMIENTO EN MEDIO
SOLIDO

La cepa bacteriana fue sembrada en agar soya tripticaseina con 5% sangre de
oveja desfibrinada, por indicaciones del proveedor (ATCC). Los cultivos se incubaron a
37°C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis hasta observar la aparicion de colonias
bacterianas tipicas. Segun la hoja del producto ATCC 824 deben observarse dos tipos de
colonias, ambas circulares, grises y no hemoliticas. La colonia de mayor presencia debe
ser lisa y trasliicida mientras que la otra colonia debe ser traslicida y adherirse al agar. Al
observarse el crecimiento de colonias tipicas puede comenzar a trabajarse con la cepa

bacteriana en los procesos fermentativos.

5.1.2.3 MANTENIMIENTO DE CEPA BACTERIANA

La cepa de C. acetobutylicum ATCC 824 fue resembrada con una periodicidad de
14 dias sobre medio sdélido para C. acetobutylicum. Cada resiembra fue incubada a 35-

37°C durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis y posteriormente almacenada en

refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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5.2 MEDIOS DE CULTIVO

5.2.1 MEDIO DE CULTIVO DE REHIDRATACION

Se empledé en la rehidratacion de esporas liofilizadas. Recomendado por los

proveedores de la cepa bacteriana. Composicion por litro:

-Bactopeptona (BIOXON) 10g
-Extracto de levadura (BIOXON) 29
-MgS0O,7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.5%) 19

Modo de preparacion: los componentes se diluyeron en agua destilada aforando a
volumen final de 1 litro. Se ajusté pH a 7.0 empleando NaOH 1M y se esterilizd en
autoclave a 15 psi — 121°C por 15 minutos. Se almacend en refrigeracion a 4°C hasta su

uso.

5.2.2 MEDIO DE CULTIVO PARA Clostridium acetobutylicum (MPC)

Medio para crecimiento y mantenimiento celular especifico para C. acetobutylicum
reportado por Atlas (2004).

Composicion por litro para medio liquido:

- Hojuelas de papa secas (Verde Valle) 40 g
- Glucosa (Karal, 99.9%) 69
- CaCO; (Golden Bell, USP) 29
- L-cisteina-HCI-H,O (Sigma-Aldrich, 99%) 05¢
- Resazurina, sal sédica (Sigma-Aldrich, 100%) 1.0 mg

Para medio sélido adicionar por litro:

- Agar bacteriol6gico (BD) 159
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Modo de preparacion: Se disolvieron las hojuelas de papa y el CaCO; en agua
destilada hasta alcanzar un volumen de 1 litro. Para diluir las hojuelas de papa fue
necesario calentar la solucion sin llegar a ebullicion, aproximadamente a 60°C. Esterilizar
en autoclave por 30 minutos a 15 psi-121 °C. El medio esterilizado y frio se filtr6 en manta
de cielo y posteriormente en papel filtro cuantitativo (Ahlstrom, grado 54). Al filtrado se le
adicionaron el resto de los componentes; la rezasurina se adicioné en solucién (1 mg/mL
en agua destilada). Se afor6 nuevamente a 1 litro, se ajustdé el pH del medio a 7.0
empleando NaOH 1 M y se esterilizO nuevamente en autoclave a 15 psi-121°C por 20

minutos.

Cuando se prepar6 medio sdlido el medio estéril enfriado a aproximadamente
50°C se vertio en cajas de Petri, colocando de 15 a 20 mL por caja, cuidando siempre las

condiciones de esterilidad.

El medio se almacené a 4°C hasta su uso, para poder ser utilizado debia tener una

coloracion rosa caracteristica indicadora de las condiciones de reduccién en el medio.

5.2.2.1 MPC ADICIONADO CON BUTANOL

Medio para selecciéon, crecimiento y mantenimiento celular de cepas mutantes

resistentes a butanol.

Se emple6é medio sélido para Clostridium acetobutylicum (MPC) cuyo método de
preparacion ha sido previamente descrito. Para adicionar el butanol al medio debi6
agregarse la cantidad deseada al matraz que contenia el medio estéril y caliente antes de
ser colocado en las cajas de Petri. El butanol adicionado debié mezclarse perfectamente
con el medio de cultivo antes de que éste comenzara a solidificarse (aproximadamente a

50°C), esto para asegurar la distribucion homogénea del solvente en el medio de cultivo.

Se empled butanol (J.T. Baker, 99.4%) a concentraciones 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 3.0, 4.0
y 5.0 % viv.
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Lo medios adicionados con butanol

refrigeracion a 4°C hasta su uso.

fueron sellados y almacenados en

5.2.3 MEDIO REFORZADO PARA CLOSTRIOS MODIFICADO (RCM)

Medio ATCC 2107, recomendado para el crecimiento y mantenimiento celular de

C. acetobutylicum.

Composicion por litro para medio liquido:

- Peptona (BIOXON) 10 g
- Extracto de carne (BIOXON) 10 g
- Extracto de levadura (BIOXON) 39
- Dextrosa (Karal, 99.9%) 59
- NaCl (J.T. Baker, 100%) 59
- Almidon soluble (Merck) 1lg
- L-cisteina-HCI-H,0 (Sigma-Aldrich, 99%) 059
- Acetato de sodio (J.T. Baker, 99.6%) 39
- Resazurina, sal sddica (Sigma-Aldrich, 100%) 1.0 mg
Para medio sélido adicionar por litro:

- Agar bacteriologico (BD) 159

Modo de preparacién: se disolvieron todos los reactivos en agua destilada

aforando a un volumen final de 1 litro. La Resazurina se adiciond en solucién (1 mg/mL en

agua destilada), se ajust6 el pH del medio a 6.8 empleando NaOH 1M y se esterilizd en

autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos.

Cuando se prepardé medio sélido el medio estéril enfriado a aproximadamente
50°C se vertié en cajas de Petri, colocando de 15 a 20 mL por caja, cuidando siempre las

condiciones de esterilidad. El medio se almacen6 a 4°C hasta su uso.
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5.2.4 AGAR SOYA TRIPTICASEINA CON 5% SANGRE DE OVEJA
(DESFIBRINADA)

Medio ATCC 260, recomendado para identificacion de colonias tipicas de C.

acetobutylicum.

Composicion por litro:

- Caldo soya tripticaseina (BIOXON 211670) 40 g
- Sangre de oveja desfibrinada 50 ml
- Agar bacteriologico (BD) 15¢

Modo de preparacion: el caldo soya tripticaseina y el agar se diluyeron en agua
destilada hasta alcanzar un volumen de 950 mL, el pH del medio debia ser 7.3 + 0.2, el
medio se esterilizd en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos. Por separado 50 mL de
sangre de oveja fueron desfibrinados por agitacién constante de la sangre con perlas de
cristal previamente esterilizadas hasta que se dejara de escuchar el golpeteo de las
perlas. El medio estéril se dejé enfriar hasta aproximadamente 50°C y se le adicioné la
sangre desfibrinada. El medio se colocé en placas de Petri, con 15-20 mL por caja. Antes
de inocular las cajas se debi6 probar su esterilidad incubandolas 24 horas a 37°C, al no
observarse ningun crecimiento en el medio éste fue almacenado en refrigeracion a 4°C

hasta su uso.

5.3 MEDIOS DE FERMENTACION

5.3.1 SUERO DE QUESERIA DESPROTEINIZADO

El suero de leche fresco obtenido de desuerado de requesén de la Posta
zootécnica de la UAA se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta ser utilizado. Para la
desproteinizacion del suero se ajustd el pH del mismo a 5.2 empleando HCI 1M y se
esterilizé en autoclave a 14 psi-115°C durante 15 minutos. pH = 5.2 punto isoeléctrico de
la B-lactoglobulina, proteina mas abundante del lactosuero con una concentracién de 2 a

4 mg/mL (Gil-Zzamora, 2007). Al ajustar el pH a este valor se busca retirar la mayor
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cantidad de proteinas presente en el lactosuero, sin embargo existen otras proteinas de
suero como la alfa lactalbimina (presente en suero de vaca de 1 a 1.5 mg/mL, punto
isoeléctrico 4.8), inmunoglobulinas (0.4 a 1 mg/mL), seroalbumina (alrededor de 0.4
mg/mL), glicomacropéptido y lactoferrina (punto isoeléctrico 9) que pueden permanecer
en solucién y servir como una fuente de nitrdgeno para el microrganismo (Gil-Zamora,
2007). Es importante cuidar que la temperatura de esterilizaciéon no exceda los 115°C ya

gue pueden caramelizarse los azUcares del suero.

Una vez esterilizado el suero se filtr6 para eliminar las proteinas precipitadas; la
filtracién se efectud en primera instancia en manta de cielo para retener las particulas de
mayor tamafo y posteriormente empleando papel filtro cuantitativo (Ahlstrom, grado 54).
Todo el proceso de filtrado se realiz6 empleando material estéril y en condiciones
asépticas. El pH del suero se reajusté a 7.0, empleando para ello NaOH 1M estéril. El
suero con pH ajustado fue almacenado en refrigeracién a 4°C hasta ser empleado para
las fermentaciones.

5.3.1.1 SUERO DE QUESERIA ADICIONADO CON HIERRO (Fe*®)

El suero previamente desproteinizado y ajustado a pH 7.0 fue adicionado con
FeCl; 6H,O (Jalmex, 99.0%) en cantidades necesarias para alcanzar una concentracion
final de 10 mg Fe/L y 20 mg Fe/L en el suero segun los requerimientos de la fermentacion.

El hierro fue adicionado justo antes del montaje de la fermentacion.

Se suministra fuente de hierro para permitir que C. acetobutylicum produzca la
ferredoxina requerida para dirigir su metabolismo hacia la ruta solventogénica y no hacia
la produccion de lactato (Gheshlaghi et al., 2009; Lee et al., 2008; Ennis, 1987).

5.3.1.2 SUERO DE QUESERIA ADICIONADO CON HIERRO (Fe*?)

El suero previamente desproteinizado y ajustado a pH 7.0 fue adicionado con

FeSO, 7H,O (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%) en cantidades necesarias para

alcanzar una concentracion final de 10 mg Fe/L y 20 mg Fe/L en el suero segun los
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requerimientos de la fermentacion. El hierro fue adicionado justo antes de montar la

fermentacion.

Se emplea esta fuente de hierro por encontrarse referenciada en los trabajos de Li
et al. (2014), Foda et al. (2010), Groot et al. (1989), Ennis (1987), Lin et al.(1983), Bahl et
al. (1982), entre otros.

5.3.1.3 SUERO DE QUESERIA ADICIONADO CON EXTRACTO DE
LEVADURA

El suero previamente desproteinizado y ajustado a pH 7.0 fue adicionado con
extracto de levadura (BIOXON) a concentracién de 5 g/L. Para preparar el medio el
extracto de levadura se pesa y esteriliza en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos y
posteriormente se mezcla con el suero previamente preparado. El medio de fermentacién

se almacena en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

La adicién de este componente se realizd para verificar si ayuda a mejorar el
proceso fermentativo fungiendo como fuente de biotina y algunos iones que no estuvieran
presentes en el suero de leche segun lo reportado por Weizmann y Rosenfeld (1937). El
medio adicionado con extracto de levadura no fue suplementado con ninguna fuente

adicional de hierro.

5.3.1.4 SUERO DE QUESERIA FORTIFICADO

El suero previamente desproteinizado y ajustado a pH 7.0 fue adicionado con una
serie de nutrientes reportados por Ennis (1987) para verificar la influencia de estos

nutrientes sobre el proceso fermentativo y la produccion de solventes deseados.

Composicion por litro:

- Extracto de levadura (BIOXON) 59
- Acetato de amonio (Productos Quimicos Monterrey, 98.0%) 2 g
- NaCl (J.T. Baker, 100%) 1g
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- L-cisteina-HCI-H,O (Sigma-Aldrich, 99%) 05¢

- KH,PO,4 (J.T. Baker, 99.7%) 0.75¢g
- K;HPO,4 (J.T. Baker, 100%) 0.75¢g
- MgS0,7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.5%) 041g¢g
- MnS0O,4H,0 (Merck, 98.5%) 0.008 g

- FeS0,47H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%) 0.01g
- Suero de leche desproteinizado estéril pH 7.0 chp. 1L

Modo de preparacion: se pesaron todos los reactivos a excepcion del suero de
leche y se esterilizaron en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos. Bajo condiciones
asépticas se adicion6 a la mezcla de reactivos suero de leche previamente
desproteinizado y ajustado su pH a 7.0, hasta alcanzar un volumen de 1 litro. Se agito el
medio hasta la completa dilucién de todos sus componentes. El medio de fermentacion se

almaceno en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

5.3.1.5SUERO DE QUESERIA SUPLEMENTADO CON EXTRACTO DE
LEVADURA, CARBONATO DE CALCIO Y HIERRO

El suero previamente desproteinizado fue adicionado con extracto de levadura
(BIOXON) a concentracion de 5 g/L y carbonato de calcio (Golden Bell, USP) a una
concentracion de 18 g/L, nutrientes reportados por Napoli et al. (2009), para verificar la
influencia de estos nutrientes sobre el proceso fermentativo y la produccién de solventes
deseados al emplear la lactosa del suero como fuente de carbono. Adicionalmente este
suero fue suplementado con dos fuentes de hierro distintas: FeCl; 6H,O (Jalmex, 99.0%)
y FeSO, 7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%), a concentraciones finales de 20
mg Fe/L, esto para evaluar el efecto de la adicién del hierro sobre el metabolismo
fermentativo de C. acetobutylicum. El suero se preparé agregando el extracto de levadura
y carbonato de calcio, ajustando el pH del mismo a 7.0. El hierro fue adicionado justo

antes de montar la fermentacion.
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5.3.2 MEDIOS SINTETICOS SIMULANDO SUERO DE QUESERIA

5.3.2.1 CALDO LACTOSADO

Composicién por litro:

- Lactosa (ANALAR, 99.5%) 509
- Extracto de levadura (BIOXON) 59
- CaCOg; (Golden Bell, USP) 189

- Fuente de hierro
o FeCl36H,0 (Jalmex, 99.0%)
o FeS0,7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%)

Modo de preparacion: la lactosa, extracto de levadura y carbonato de calcio se
pesaron y disolvieron en agua destilada hasta alcanzar un volumen de 1 litro. Se ajusto el
pH de la solucion a 7.0 empleando NaOH 1M y se esteriliz6 en autoclave a 15pi-121°C
por 15 minutos. El caldo lactosado se almacend en refrigeracién a 4°C hasta su uso. Justo
antes de ser utilizado se adicioné al caldo la fuente de hierro requerida (FeCl; 6H,0 o
FeSO, 7H,0) para lograr concentraciones finales de 10 mg Fe/L o 20 mg Fe/L segun el

experimento, indicando siempre la fuente de hierro y la concentracion empleada.

5.3.2.2 CALDO LACTOSADO NAPOLI

Medio sintético que simula suero de leche reportado por Napoli et al. (2009) en el
que se ha demostrado la capacidad de C. acetobutylicum DSM 792 (acronimo de ATCC
824) para producir los solventes de interés: produccién de butanol de 9.9 g/L en cultivo

por lote.

Composicion por litro:

- Lactosa (ANALAR, 99.5%) 50¢
- Extracto de levadura (BIOXON) 59
- CaCoOs; (Golden Bell, USP) 18 ¢
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Modo de preparacion: los reactivos se pesan y disuelven en agua destilada hasta
alcanzar un volumen final de 1 litro. Se ajusta el pH del medio a 7.0 empleando NaOH 1M
y se esteriliza en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos. El medio se almacena en

refrigeracion a 4°C hasta su uso.

5.3.2.3 CALDO LACTOSADO ENNIS

Medio sintético que simula suero de leche reportado por Ennis (1987) en el que se
ha demostrado la capacidad de C. acetobutylicum P 262 para producir los solventes de

interés: produccion de butanol de 6.7 g/L en cultivo por lote.

Composicion por litro:

- Lactosa (ANALAR, 99.5%) 50 ¢
- Extracto de levadura (BIOXON) 59
- Acetato de amonio (Productos Quimicos Monterrey, 98.0%) 2g
- NaCl (J.T. Baker, 100%) 1g
- L-cisteina-HCI-H,O (Sigma-Aldrich, 99%) 05g¢
- KH;PO,4 (J.T. Baker, 99.7%) 0.75¢g
- KHPO, (J.T. Baker, 100%) 0.75¢
- MgS0O,47H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.5%) 041g
- MnS0O,4H,0 (Merck, 98.5%) 0.008 g

- FeS0O,47H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%) 0.01¢g

Modo de preparacion: los reactivos se pesan y disuelven en agua destilada hasta
alcanzar un volumen final de 1 litro. Se ajusta el pH del medio a 7.0 empleando NaOH 1M
y se esteriliza en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos. El medio se almacena en

refrigeracién a 4°C hasta su uso.
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5.3.2.4 CALDO GLUCOSADO ENNIS
Medio sintético que simula suero de leche reportado por Ennis (1987) en el que se
ha demostrado la capacidad de C. acetobutylicum P 262 para producir los solventes de

interés: produccion de butanol de 3.8 g/L en cultivo por lote.

Composicion por litro:

- Glucosa (Karal, 99.9%) 509
- Extracto de levadura (BIOXON) 59
- Acetato de amonio (Productos Quimicos Monterrey, 98.0%) 2g
- NaCl (J.T. Baker, 100%) 1g
- L-cisteina-HCI-H,O (Sigma-Aldrich, 99%) 05¢g
- KH,PO,4 (J.T. Baker, 99.7%) 0.75¢g
- K;HPO,4 (J.T. Baker, 100%) 0.75¢g
- MgS0,7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.5%) 041g¢
- MnS0O,4H,0 (Merck, 98.5%) 0.008 g

-  FeS0O,7H,0 (Productos Quimicos Monterrey, 99.0%) 001g

Modo de preparacion: los reactivos se pesan y disuelven en agua destilada hasta
alcanzar un volumen final del litro. Se ajusta el pH del medio a 7.0 empleando NaOH 1M
y se esteriliza en autoclave a 15 psi-121°C por 15 minutos. El medio se almacena en

refrigeracion a 4°C hasta su uso.

5.4 MUTAGENESIS NO DIRIGIDA DE C. acetobutylicum

Para generar cepas mutantes de C. acetobutylicum resistentes a concentraciones
de butanol superiores a los 20 g/L se emple6 un método de mutacién no dirigida

exponiendo a la cepa a luz ultravioleta UV-C (A=254nm).

Las cepas originales de C. acetobutylicum (CDBB-797 y ATCC 824), cultivadas en
MPC adicionado con butanol a la méaxima concentracién soportada (2% v/v) fueron

expuestas a radiacion con luz ultravioleta por lapsos de 0, 5, 10, 30, 45 y 60 minutos.
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Tras cada tiempo de exposicion cada microorganismo fue resembrado en medios de
cultivo MPC adicionados con concentraciones de butanol superiores a las soportadas. Las
cajas de cultivo fueron incubadas en anaerobiosis (AMBI-HI-LO Chamber 3550, Lab-line
Instruments) a 35-37°C y se observaron diariamente para registrar el crecimiento de las
cepas mutadas. La radiacion ultravioleta con longitud de onda de 254 nm fue suministrada

con una lampara UV Sprectroline modelo ENF-24 (Fisher Scientific).

La seleccién de las mutantes a emplear en las fermentaciones se realizé en base a
su buen crecimiento y a la capacidad de soportar la presencia del butanol a una

concentracion dada tras 4 pases de resiembra.

5.4.1 MANTENIMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS MUTADAS

Las mutantes seleccionadas para trabajar en las fermentaciones fueron
resembradas con una periodicidad de 28 dias sobre medio sélido para C. acetobutylicum
adicionado con butanol. Cada resiembra fue incubada a 35-37°C en condiciones de
anaerobiosis (AMBI-HI-LO Chamber 3550, Lab-line Instruments) hasta observar la
aparicion de las colonias bacterianas y posteriormente fueron almacenadas en

refrigeracion a 4°C.

Se efectud una revision diaria para deteccion de contaminantes en los cultivos. Los

cultivos contaminados fueron descartados.
5.5 PRODUCCION DE BUTANOL MEDIANTE FERMENTACION ABE
5.5.1 PREPARACION DE INOCULOS
El tamafio del in6culo fue del 10% del volumen final del medio para las pruebas
preliminares y primeras fermentaciones, y del 20% del volumen final en las corridas

subsecuentes.

La inoculacién del medio de fermentacién se efectué colocando trozos de agar

MPC con C. acetobutylicum en crecimiento incubado por 48 horas a 35-37°C en el medio
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previamente preparado y esterilizado; se colocé el contenido de 1 caja de Petri de 10 cm
de diametro por cada 100 mL de inéculo a preparar. Se eliminé el oxigeno disuelto del
medio recién inoculado inyectando (burbujeando) nitrégeno gaseoso (INFRA) a 10 psi
durante 1 minuto, salvo que se indique que la fermentacion no fue efectuada en

anaerobiosis.

El medio inoculado se incubé a 35-37°C por 72 horas en agitacion orbital (agitador
SK-300, Lab. Companion) a 125 rpm, salvo en algunas fermentaciones de las pruebas

preliminares donde el tiempo de incubacion fue de 120 horas.

5.5.2 CULTIVO POR LOTE

Fue efectuado en botellas @mbar herméticamente cerradas con tapon de caucho
de capacidad de 500 mL y un volumen de trabajo de 400 mL. Cada fermentacion se
efectud en condiciones microaerofilicas o de completa anaerobiosis, segun se indique en

cada corrida fermentativa.

El in6culo previamente preparado e incubado se verti6 en los frascos de
fermentacion. Las condiciones microaerofilicas se lograron empleando botellas cerradas
herméticamente; la total anaerobiosis se consiguié burbujeando nitrégeno (INFRA) a 10
psi durante 3 minutos para desplazar el oxigeno disuelto en el medio de cultivo antes de
sellar las botellas. Las fermentaciones fueron incubadas a temperatura de 35-37°C con

agitacion orbital (agitador SK-300, Lab. Companion) a una velocidad de 125 rpm.

La duracion de las fermentaciones varié desde los 7 hasta los 28 dias, en cada

corrida fermentativa se indica el tiempo de duracion.

5.6 METODOS ANALITICOS

5.6.1 MEDICION DE pH

Para cada una de las fermentaciones en cada tiempo de muestro se realizé lo

siguiente: empleando una jeringa limpia con aguja estéril se extrajeron del fermentador 2
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mL de caldo de cultivo, se colocaron en un tubo de ensaye y se registré el pH del caldo
con ayuda de un potencidmetro pH/mV meter UB1-10 Ultrabasic (Denver Instruments).

Finalizada la determinacién de pH se desechoé la muestra.

5.6.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION CELULAR (BIOMASA)

Para determinar la concentracion de biomasa en los caldos de fermentacion se
emplearon las técnicas de densidad optica y determinacién de peso seco, posteriormente

se estableci6 una correlacion entre ellos.

5.6.2.1 DENSIDAD OPTICA

En la literatura se encontraron reportadas tres longitudes de onda distintas para
determinar la concentracién celular de Clostridium acetobutylicum: A = 578 nm (Bahl et al.,
1982); A = 585 nm (Lin y Blaschek, 1983); A = 600 nm (Napoli, Olivieri, Russo, et al.,
2009).

Para determinar la longitud de onda de maxima absorbancia bajo las condiciones
fermentativas empleadas una muestra de 2 mL de medio de cultivo inoculado con C.
acetobutylicum se coloco en una celdilla desechable de 1 cm de longitud, sobre la
muestra se efectudé un barrido en el espectro de 500 a 600 nm, obteniéndose como

longitud de onda de méaxima absorbancia A = 585 nm.

Para cada una de las fermentaciones en cada tiempo de muestro se realiz6 lo
siguiente: empleando una jeringa limpia con aguja estéril se extrajeron del fermentador 2
mL de caldo de cultivo, se colocaron en una celdilla desechable de 1cm de longitud y se
medié su densidad 6ptica a 585nm empleando para ello el espectrofotometro Evolution
201 UV-visible Spectrophotometer (Thermo Scientific). EIl blanco empleado en cada una
de las determinaciones fue el medio de cultivo idéntico al que se empled para la
fermentacion, pero sin ser inoculado. Una vez realizada la medicion se desechd la

muestra.
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5.6.2.2 PESO SECO

En tubos eppendorf previamente pesados y marcados se colocé 1 mL de cada
muestra perfectamente homogenizada, después de registrar su densidad Optica. El
contenido de los tubos se centrifugd a 11,000 rpm durante 10 min (Napoli et al., 2008),
empleando para ello la centrifuga Micro 17TR (Hanil Science Industrial Co.) El
sobrenadante se retird y el precipitado se secé en estufa precalentada a 110°C por 24
horas (Groot et al., 1989). Se registré6 nuevamente el peso de cada tubo tras 24 horas de
secado y hasta registrar pesos constantes. Se calculd por diferencia de peso el peso de
la biomasa contenida en 1mL de medio de cultivo. EIl blanco empleado para las
determinaciones de peso seco fue 1 mL de medio de cultivo sin inocular, para restar el
peso debido a sélidos presentes en el caldo de cultivo. Cada determinacién se realiz6 por

triplicado.

5.6.2.3 CORRELACION ENTRE DENSIDAD OPTICA Y PESO SECO

Para cada una de las cepas (CDBB-797 y ATCC 824) fue determinada una
correlacion entre los valores registrados para absorbancia a 585 nm y el peso seco de
biomasa contenido en el medio de cultivo. Para determinar esta correlacion se
consideraron las densidades Opticas y pesos secos registrados para las muestras durante
la fase exponencial de crecimiento y la fase de deceleracion. Con los datos registrados se
determind un coeficiente que se empled para determinar la concentracién celular sin
necesidad de efectuar las determinaciones de peso seco, Unicamente registrado las
lecturas de densidad Optica.

5.6.3 CONCENTRACION DE AZUCARES POR EL METODO DNS

Se realiz6 segun lo reportado por Sumner (1921), empleando lactosa como estandar.

5.6.3.1 PREPARACION DEL REACTIVO DNS

Composicién por 100 mL:
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- Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)(Sigma-Aldrich, 98.0%) 19
- NaOH (J.T. Baker, 98.3%9 16g
- Tartrato de sodio y potasio (J.T. Baker, 99.0%) 30¢g

Modo de preparacion: para preparar 100 mL de solucién se hirvieron 50 mL de
agua destilada y se disolvié en ellos el DNS. Por separado se disolvio el NaOH en 20 mL
de agua destilada. Una vez que las soluciones estaban listas se mezclaron y
posteriormente se les adicion6 el tartrato de sodio-potasio, poco a poco hasta su completa
disolucion. Una vez que el tartrato estaba totalmente disuelto se aford la solucion a un
volumen final de 100mL y se almacend en frascos protegidos contra la luz (frascos ambar)

a temperatura ambiente hasta su uso.

5.6.3.2 PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE AZUCARES
REDUCTORES

Se prepar6 una solucién madre de lactosa (ANALAR, 99.5%) a una concentracion
de 6 mg/mL. A partir de la solucién madre se prepararon diluciones con concentraciones
de lactosa de 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 mg/mL. De cada una de las soluciones se
tomaron 200 uL y se les adicionaron 200 pL de la solucion de DNS; se mezclaron las
soluciones y se calentaron a ebullicion en bafio maria durante 5 minutos, posteriormente
se dejaron enfriar en bafio de hielo y se les adicionaron 5 mL de agua destilada, las
soluciones se mezclaron perfectamente y se registré su absorbancia a 540 nm empleando
el Evolution 201 UV-Visible Stectrophotometer (Thermo Scientific), con celdillas
desechables de 1cm de longitud. Para realizar la lectura de absorbancia debié emplearse
como blanco la primera dilucién de lactosa (0 mg/mL). Cada determinacion fue efectuada

por triplicado.

Para generar la curva patron se graficaron los valores de absorbancia registrados
para cada una de las soluciones con concentracion conocida de lactosa en cada una de
sus repeticiones. Se efectud una regresion lineal de los datos y se obtuvo la ecuacion de

la recta generada y la correlacion entre las variables estudiadas.
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5.6.3.3 ENSAYO DE AZUCARES REDUCTORES

Para cada fermentacion en cada tiempo de muestreo se extrajo 1 mL de caldo de
cultivo empleando una jeringa limpia con aguja estéril. Cada muestra se colocé en un tubo
eppendorf y se centrifugd a 15,000 rpm por 5 minutos en la centrifuga Micro 17TR (Hanil
Science Industrial Co.) para eliminar los sélidos suspendidos y las células de Clostridium
acetobutylicum del caldo de fermentacion que pudieran interferir con el método de
determinacion de azUcares. El sobrenadante se recupero, se coloco en un tubo limpio y
fue almacenado en refrigeracién hasta que fue efectuada la determinacién de azlcares.
Toda solucién problema que se creia que tenia una concentracion de lactosa superior a

los 6 mg/mL debia ser diluida para obtener lecturas de absorbancia confiables.

De cada muestra problema, o su dilucién, se tomaron 200 uL y se les adicionaron
200 pL de la solucién de DNS; se mezclaron las soluciones y se calentaron a ebullicion en
bafio maria durante 5 minutos, posteriormente se dejaron enfriar en bafio de hielo y se les
adicionaron 5 mL de agua destilada, las soluciones se mezclaron perfectamente y se
registré su absorbancia a 540 nm. En base a la absorbancia registrada se efectuo el
célculo de la concentracion de azucares reductores, como lactosa, en la muestra,

haciendo uso de la ecuacién obtenida en la curva patron.

5.6.4 CONCENTRACION DE PRODUCTOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

La produccién de acidos y solventes de interés en las corridas fermentativas fue
efectuada mediante cromatografia de gases. Los cromatégrafos empleados y la forma de
analizar las muestras variaron conforme a las necesidades de la tesis como se describe a

continuacion.
5.6.4.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Para todas las corridas fermentativas en todos los puntos de muestreo la muestra

fue colectada empleando una jeringa limpia con aguja estéril, se tomé un volumen de 1.5

mL del caldo de cultivo perfectamente homogenizado.
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Durante las primeras corridas cromatograficas el andlisis de productos de la
fermentacion se efectu6 sobre destilados, para ello al volumen conocido de fermento se
le adicion6 un volumen igual de agua destilada, se mezclaron perfectamente y se destilo
la mezcla a 130°C en destiladores simples a microescala hasta obtener un volumen de
destilado igual al volumen de fermento originalmente tomado como muestra. El destilado

se recuperd y almacené en viales cerrados herméticamente hasta su andlisis.

El analisis cromatogréafico fue modificado una vez que se detectd la pérdida de
productos debida al proceso de destilacion. La presencia de productos de fermentacion
fue evaluada directamente en el caldo de cultivo, para ello la muestra de fermento tomada
se colocé en tubos eppendorf y se centrifugd a 15,000 rpm por 5 minutos en la centrifuga
Micro 17TR (Hanil Science Industrial Co.), posteriormente se recuperd el sobrenadante y
se filtr6 a través de acrodiscos de 45 um (Millipore), el sobrenadante ya filtrado fue

almacenado en tubos eppendorf limpios en refrigeracion a 4°C hasta su analisis.

5.6.4.2 ANALISIS CUALITATIVOS

Se realizaron empleando el cromatografo de gases Varian modelo CP 3800
equipado con una columna capilar de 10m de longitud, 0.1 mm de diametro y 0.2 um de
luz del capilar, la columna esta recubierta con CP-Wax 52 CB. Para el andlisis se inyect6
automaticamente al cromatégrafo 1 uL de la muestra y se corri6 una rampa de

calentamiento de 60 a 150°C.

Las condiciones de operacion del cromatégrafo de gases fueron:

- Temperatura del inyector: 250°C

- Volumen de inyeccion de gases constante a 4mL/min (para pruebas
preliminares).

- Presién de gases constante a 10 psi (para experimentos iniciales).

- Temperatura de la columna variable de 60 a 150 °C: 1 min a 60°C, seguido de
un incremento gradual de temperatura de 10°C/min, concluye con un
mantenimiento de la temperatura a 150°C por 5 minutos.

- Tiempo total de corrida: 15 minutos.
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- Se empled un detector de ionizacion en flama a 250°C.

Los flujos de operacion de los gases para generar la flama del cromatégrafo de
gas fueron: N, 80 psi , aire seco 60 psi, Helio 80 psi e H, 40 psi.

Cada corrida cromatografica debia ir acompafiada de cinco estandares de
solventes adicionados a concentracion conocida. Los estdndares empleados fueron
solucion de etanol, acetona, butanol, acido butirico y acido acético al 1% en agua
destilada. En base a las corridas cromatograficas de los estandares se determinaron los
tiempos de retenciébn para cada uno de los productos de interés. En base a los
cromatogramas obtenidos para las muestras, y los tiempos de retencion definidos con los
estandares, se determiné la presencia o ausencia de los productos de fermentacion ABE

en cada caldo de cultivo analizado.

5.6.4.3 ANALISIS CUANTITATIVOS

Se realizaron empleando el cromatégrafo de gases HP 6890 series (Hewlett
Packard, California, USA) equipado con un detector de ionizacion en flama (FID) y una
columna capilar HP-Innowax 19091N-133 de 30m de longitud, 0.25mm de diametro y una
pelicula de 0.25 pym (Agilent JyW GC Columns, California, USA).

Para el andlisis se inyect6 manualmente al cromatégrafo 1 pL de la muestra y se

corrié una rampa de calentamiento de 60 a 150°C.

Las condiciones de operacion del cromatégrafo de gases fueron:

- Temperatura del inyector: 250°C

- Presion de gases: Helio 60 psi
H2 40 psi
Aire extra seco 60 psi

- Volumen de inyeccion de gases constante a 4mL/min
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- Temperatura de la columna variable de 60 a 150 °C: 1 min a 60°C, seguido de un
incremento gradual de temperatura de 10°C/min, concluye con un mantenimiento
de la temperatura a 150°C por 5 minutos.

- Tiempo total de corrida: 15 minutos.

- Temperatura del detector FID: 250°C.

Cada corrida cromatografica debié ir acompafada de estandares de solventes
(acetona, etanol, butanol) y acidos (acético, butirico, lactico) a concentracién conocida. En
base a los cromatogramas obtenidos para las muestras y estandares se determiné la
presencia o ausencia de los productos de fermentacion ABE en el caldo de cultivo.
Efectuando calculos de area bajo la curva en los cromatogramas obtenidos se determiné
la concentracion de cada uno de los componentes, los calculos de area bajo la curva se

realizaron empleando el software Peak Simple 3.21® (SRI Instruments, California, US).

5.6.4.3.1 CONSTRUCCION DE CURVA PATRON DE SOLVENTES Y
ACIDOS

Para poder determinar la concentracion de cada uno de los compuestos de interés
en las muestras analizadas se construyeron curvas patrén empleando soluciones de
acetona, etanol, butanol, acido acético, acido butirico y &cido lactico a concentraciones

conocidas, todas las diluciones fueron preparadas empleando agua destilada.

Las concentraciones empleadas de cada uno de los compuestos para la

construccion de las curvas se muestran en la tabla 11.

Se determinaron los tiempos de retencion observados para cada uno de los
compuestos bajo las condiciones de corrida descritas. Registrando el area bajo la curva
para cada uno de los picos correspondientes a los compuestos de interés en cada una de
las concentraciones analizadas se construyeron las curvas estandar para la determinacién

de la concentracion de productos.
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Tabla 11. Concentracion de estandares para cromatografia de gases.

C acetona butanol etanol Ac. acético Ac. buritico Ac. lactico
<N3 6.850 7.115 7.760 11.26 12.26 13.27
(é 3.425 3.558 3.880 5.630 6.130 6.635
.NI. 1.370 1.423 1.552 2.815 3.065 3.317
R

A 0.685 0.712 0.776 1.126 1.226 1.327
C

| 0.343 0.356 0.388 0.563 0.613 0.332
(@)

N =5137 0142 0.155 0.282 0.307 0.133

o 00O N

5.7 CALCULOS DE VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO, RENDIMIENTO
Y PRODUCTIVIDAD

VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (p):

_ Inx1/x0
~ t1—t0

T}
Doénde:

- Xy: concentracion celular en el tiempo de fermentacién 1.
- Xp: concentracion celular en el tiempo de fermentacion 0.

- t: tiempo de fermentacion 1.

- to: tiempo de fermentacion 0.

RENDIMIENTO:

gramos de producto generado

RENDIMIENTO DE PRODUCTOS =
{YE} gramos de sustrato consumido
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PRODUCTIVIDAD:

producto generado (g)

PRODUCTIVIDAD (P) =
(P) {(volumen de ferementacién (L)) (tiempo de fermentacion (h))

5.8 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis se realizaron utilizando Statgraphics Centurion XVI ® (Statpoint

Technologies, Virginia, US).

5.8.1 ANOVA

Se utilizé para la comparacion de la capacidad de produccién de butanol por las
cepas silvestres y las mutantes con las que se deseaban comprar. Se buscaba confirmar
si la capacidad de produccion de butanol era significativamente diferente entre cepas.

p<0.05 fue considerado significativo.

5.8.2 PRUEBAS DE RANGOS MULTIPLES

Se realizaron con un nivel de confianza del 95.0% para detectar diferencias
significativas entre las capacidades productivas de las cepas analizadas, definiendo cual

cepa presentaba mejor capacidad de produccion de butanol y solventes totales.

5.9 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL PLASMIDO pSOL1 en C.
acetobutylicum

Cada una de las cepas a analizar se cultivd en MPC liquido. Cada muestra se
trabajé por lo menos en duplicado. La extraccion de ADN plasmidico se efectud

empleando el método de Birnboim y Doly (1979):

1) Se tomaron 1.5 mL de cultivo bacteriano y se centrifugaron a 14,000 rpm por 5
minutos en la centrifuga MIKRO 120 (Hettich) para colectar la bacteria. Se
elimind el sobrenadante y se repiti6 el paso en caso de ser necesario para

enriquecer la pastilla.
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2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Se resuspendio la pastilla en 150 pL de la solucion | BD (Solucién de lisis: Tris
HCI 25 mM ph8, EDTA 10mM, glucosa 50 mM y agua destilada). Se mezcl6
con Vortex.

Se afiadieron 300 pL de la soluciéon 1l BD (SDS Alcalino: NaOH 0.2 N, SDS 1%
y agua destilada), se agitd por inversioén cinco veces; se dejé 5 minutos en
bafio de hielo.

Se afiadieron 300 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

Se afadieron 300 pL de la solucion 1l BD (Buffer acetato: Acetato de potasio
5M, acido acético glacial y agua destilada). Se mezclé por inversion 100 veces.
Se repos6 5 minutos en bafio de hielo.

Las muestras se centrifugaron 10 minutos a 14,000 rpm en la centrifuga
MIKRO 120 (Hettich) y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio.

Se agregaron 700 uL de isopropanol frio, se agitd6 bruscamente por inversion y
se mantuvo por 20 minutos a -20°C.

Se centrifugaron las muestras 15 minutos a 14,000 rpm en la centrifuga
MIKRO 120 (Hettich) y se eliminé el sobrenadante.

Se agregaron 1000 uL de etanol al 70%, se despegé la pastilla y se lavo sin
resuspender. Se centrifugd por 5 minutos a 14,000 rpm y se eliminé el

sobrenadante.

10) se repiti6 el paso 9.

11) Se secd la pastilla calentando a 60°C en termo block.

12) Se resuspendié la pastilla en 50 puL de TE estéril o agua desionizada estéril.

Los extractos obtenidos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al

0.8%. La electroforesis se efectu6 a 90 Hz en una camara electroforética Enduro E1007-7

(Scientiis). Finalizada la electroforesis se tifieron los geles de agarosa con bromuro de

etidio y se revelaron en una cdmara de luz UV DyNA Light U1000 (Scientiis).
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6. RESULTADOS

6.1 ESTANDARES Y CURVAS PATRON

6.1.1 CORRELACION ENTRE DENSIDAD OPTICA Y PESO SECO (CDBB-B-797)

Fue determinada una correlacién entre los valores registrados para absorbancia a
585 nm y el peso seco de biomasa contenido en el medio de cultivo. Para determinar esta
correlacion se consideraron las densidades oOpticas y pesos secos registrados para las
muestras durante la fase exponencial de crecimiento y la fase de deceleracion. Los
puntos fueron graficados por dispersion (figura 20) y se calculé la correlacion entre ellos
(R?=0.982). Se graficé la linea de tendencia y se determiné una ecuacién de correlacién
Y=5.0913X -1.3455.

DO Vs. PESO SECO CDBB-B-797

1.8
y=5.0913x-1.3455

16 7‘
R?=0.982

1.4 -

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2
0 | s |
0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
DO (Absorbancia 585 nm)

PESO SECO (g/L)
N

Figura 20. Gréfico DO Vs. Peso seco. Datos registrados para las fermentaciones efectuadas con la cepa
silvestre CDBB-B-797 (n=3). @ ) representa cada punto de muestreo; la linea continua representa la linea de
tendencia.

En base a la ecuacion de la recta obtenida para el grafico se determind que una
unidad de densidad Optica a 585 nm equivale a una concentracién celular de C.

acetobutylicum CDBB-B-797 de 3.75 gramos de biomasa seca (gys) por litro. 1 DOsgsnm=
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3.75 gps/L. Este coeficiente se empled para determinar la concentracion celular sin
necesidad de efectuar las determinaciones de peso seco, Unicamente registrado las

lecturas de densidad 6ptica.

6.1.2 CORRELACION ENTRE DENSIDAD OPTICA Y PESO SECO (ATCC 824)

Fue determinada una correlacién entre los valores registrados para absorbancia a
585 nm y el peso seco de biomasa contenido en el medio de cultivo. Para determinar esta
correlacion se consideraron las densidades oOpticas y pesos secos registrados para las
muestras durante la fase exponencial de crecimiento y la fase de deceleracién. Los
puntos fueron graficados por dispersion (figura 21) y se calculd la correlacién entre ellos
(R?=0.9859). Se grafico la linea de tendencia y se determiné una ecuacién de correlacién
Y= 3.6326X — 0.5968.

DO Vs. PESO SECO (ATCC 824)
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0] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
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Figura 21. Grafico DO Vs. Peso seco. Datos registrados para las fermentaciones efectuadas con la cepa
silvestre ATCC 824 (n=3). ¢ ) representa cada punto de muestreo; la linea continua representa la linea de
tendencia.

En base a la ecuacion de la recta obtenida para el grafico se determind que una

unidad de densidad Optica a 585 nm equivale a una concentracién celular de C.
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acetobutylicum ATCC 824 de 3.04 gramos de biomasa seca (gps) por litro. 1 DOsggnm= 3.04
Obs/L. Este coeficiente se empled para determinar la concentracion celular sin necesidad
de efectuar las determinaciones de peso seco, Unicamente registrado las lecturas de

densidad optica.

6.1.3 CURVA PATRON DE AZUCARES REDUCTORES

Para generar la curva patron se graficaron los valores de absorbancia registrados
para cada una de las soluciones con concentracién conocida de lactosa en cada una de
sus repeticiones (figura 22). Se efectud una regresion lineal de los datos y se obtuvo la

ecuacion de la recta generada: Y= 0.1639 x +0.007, con una correlacion (R2 = 0.9904).

CURVA PATRON DE AZUCARES REDUCTORES

1.2

y = 0.1657x + 0.0049 ®
R2= 0.9904
0.8
0.6 /
0.4
0.2

0 1 2 3 4 5 6 7
CONCENTRACION DE LACTOSA {mg/mL)

ABSORBANCIA (540 nm)

Figura 22. Gréfico. Curva patrén de concentraciéon de azlcares reductores (lactosa), (n=3)®( ) representan
cada valor registrado para la absorbancia de una muestra de concentracién conocida; la linea recta continua
representa la linea de tendencia.

En base a la ecuacion de la recta obtenida para el grafico se determiné que una
unidad de densidad optica a 540 nm equivale a una concentracion de azUcares
reductores, reportados como lactosa, de 6.005 mg/ml. 1DOssonm= 6.005 mg azlcares

reductores/mL.
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6.1.4 TIEMPOS DE RETENCION DE PRODUCTOS PARA ANALISIS CUALITATIVOS
POR CROMATOGRAFIA DE GASES

En base a las corridas cromatograficas de los estandares se determinaron los

tiempos de retencién para cada uno de los productos de interés (Tablal2).

Tabla 12. Tiempos de retencidon de compuestos de interés, analisis cualitativo.

COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION (min.)
ACETONA (J.T. Baker, 99.4%) 2.0840
ETANOL (J.T.Baker, 95.0% ) 2.7353
BUTANOL (J.T. Baker, 99.4%) 4.8925
ACIDO ACETICO (J.T. Baker, 99.0%) 8.8700
ACIDO BUTIRICO (J. T. Baker, 99.0%) 11.1400

Los tiempos de retencién indicados son validos para las corridas cromatograficas cualitativas empleando
el cromatégrafo Varian CP 3800 equipado con una columna CP-Wax 52 CB y bajo las condiciones de
andlisis descritas.

En base a los cromatogramas obtenidos para las muestras, y los tiempos de
retencion definidos con los estandares, se determind la presencia o ausencia de los

productos de fermentacién ABE en cada caldo de cultivo analizado.

6.1.5 ANALISIS CUANTITATIVO DE PRODUCTOS POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

Los tiempos de retencion, en minutos, observados para cada uno de los
compuestos bajo las condiciones de corrida descritas en el apartado de materiales y

métodos se encuentran resumidos en la tabla 13.

Registrando el area bajo la curva para cada uno de los picos correspondientes a
los compuestos de interés en cada una de las concentraciones analizadas se construyo el
grafico Concentracion de compuestos Vs. Area bajo la curva que se muestra en la figura
23.
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Tabla 13. Tiempos de retencidon de compuestos de interés. Analisis cuantitativos.

COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION (min.)
ACETONA (J.T. Baker, 99.4%) 1.67
ETANOL (J.T. Baker, 95.0% ) 2.10
BUTANOL (J.T. Baker, 99.4%) 3.99
ACIDO ACETICO (J.T. Baker, 99.0%) 8.1
ACIDO BUTIRICO (J. T. Baker, 99.0%) 9.9
ACIDO LACTICO (J.T. BAKER, 85.0%) 14.0

Los tiempos de retencién indicados son validos para las corridas cromatogréaficas cuantitativas empleando
el cromatégrafo HP 6890 series (Hewlett Packard) equipado con un detector de ionizacion en flama (FID)
y una columna capilar HP-Innowax 19091N-133 de 30m de longitud, 0.25mm de diametro y una pelicula

de 0.25 pm (Agilent JyW GC Columns)y bajo las condiciones de andlisis descritas.

CURVA ESTANDAR PARA DETERMINACION DE CONCENTRACION

7E+09 POR CROMATOGRAFIA DE GASES
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Figura 23. Curva patrén de estandares para determinacion de concentracién de productos por cromatografia
de gases. Concentracion del compuesto Vs. Area bajo la curva. Se muestran los coeficientes de correlacion y
las ecuaciones de la recta para cada compuesto. (#) acetona; (™) etanol; (**) butanol; (-) acido acético;
(-+) &cido butirico, ) acido lactico. Las lineas rectas continuas representan las lineas de tendencia.
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De las curvas patrén se obtuvieron las ecuaciones de la recta que permitirdn

determinar las concentraciones de los compuestos de interés en las muestras analizadas.

Acetona: Concentracion (g/L)= area bajo la curva/3*10°

Etanol: Concentracion (g/L)= area bajo la curva/2*10®

Butanol: Concentracion (g/L)= area bajo la curva/4*10®

Acido acético (acetato): Concentracion (g/L)= area bajo la curva/1*10°
Acido butirico (butirato): Concentracién (g/L)= area bajo la curva/3*10°

Acido lactico (lactato): Concentracion (g/L)= area bajo la curva/3*10’

6.2 PRODUCCION DE BUTANOL CON C. acetobutylicum CDBB-B-797 (1)

Se realizaron pruebas preliminares para encontrar las condiciones de crecimiento
y produccion de solventes a emplear durante la experimentacion con la cepa silvestre de
C. acetobutylicum CDBB-B-797 recuperada de esporas liofilizadas. Se probaron dos
fuentes de hierro en diferente estado de oxidacién (Fe*? y Fe*®) y diversos pH iniciales.
Unicamente las corridas fermentativas adicionadas con FeCl; mostraron produccion de
acetona, butanol y etanol, aunque a muy bajas concentraciones (mg/L). En base a los
resultados obtenidos en diversas corridas fermentativas se determiné que el tiempo de
incubacion de in6culos debia ser de 3 dias (72 horas), el volumen del in6culo 20% del
volumen final y el tiempo total de fermentacion 168 horas (7 dias). De igual manera se
determiné que el pH inicial de la muestra debia ser 7.0 para que se lograra producir una

mayor cantidad de &cidos, precursores de la formacion de los solventes de interés.

Definida las condiciones de cultivo procedié a generar cepas mutantes. Tras la
exposicion al agente mutageno, luz ultravioleta, se logré6 obtener crecimiento de C.
acetobutylicum CDBB-B-797 en medios de cultivo adicionados con butanol a
concentraciones de M1: 20.25 g/L (25% viv) y M2: 2430 g/L (3.0% viv),
concentraciones inhibitorias del crecimiento para la cepa original. Tras 28 dias de
fermentacion se determind que la produccién total de solventes de cada una de las cepas
fue de (utSD): CDBB-B-797 (0.0032+0.0024 g¢g/L), M1 (1.1283+0.4941 ¢g/L) y M2
(0.6508+0.0436 g/L). El analisis de varianza indic6 que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la cantidad total de solventes producidos por cada una
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de las cepas, con un nivel de confianza del 95% (p<0.01). La prueba de rangos mdltiples
indic6 que para la produccion total de solventes existe diferencia estadisticamente
significativa entre la cepa original CDBB-B-797 y las cepas mutantes, sin embargo indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa al comparar las mutantes entre si.
Evaluando Unicamente la produccion de butanol empleando cada una de las cepas se
obtuvo (utSD): CDBB-B-797 (0.0007+0.0006g/L), M1 (0.9630+0.2129g/L) y M2
(0.6503+0.0438g/L). EI andlisis de varianza indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad total de butanol producida por cada una de
las cepas, con un nivel de confianza del 95% (p<0.01). La prueba de rangos mdultiples
indica que para la produccién de butanol existe diferencia estadisticamente significativa

entre las tres cepas evaluadas.

En base a los resultados obtenidos puede afirmarse que las cepas mutadas
generadas tienen un mejor desempefio fermentativo que la cepa silvestre CDBB-B-797
bajo igualdad de condiciones fermentativas. Sin embargo, al obtenerse producciones de
butanol muy inferiores a las reportadas en la literatura es necesario mejorar las

condiciones en las que se efectla la fermentacion.

Tras diversas series fermentativas efectuadas con C. acetobutylicum CDBB-B-797
y sus mutantes M1y M2 se observaron desvios muy importantes en las rutas metabdlicas
seguidas por la bacteria. Se detectd produccibn de acetoina y &cido lactico
principalmente, en otras ocasiones los productos principales fueron acido lactico y etanol
pero no se lograba dirigir la ruta metabdlica hacia la produccién de los solventes de
interés: acetona, etanol y butanol. Para determinar porqué la cepa no esta siguiendo la

ruta fermentativa deseada se plantearon diferentes experimentos:

1) Determinar por extraccion de DNA plasmidico la presencia del plasmido
pSOL1, el cual contiene los genes involucrados en la produccion de solventes
(Nolling et al., 2001).

2) Probar una fuente de hierro distinta al cloruro férrico, para verificar si es la
causa de la desviacion en la ruta metabdlica. Se probara como fuente de hierro
FeSO,, reportada por Li et al. (2014), Foda et al. (2010), Groot et al. (1989),
Ennis (1987), Lin et al.(1983), Bahl et al. (1982), entre otros.
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3) Verificar si el suero de leche utilizado es la causa de la falla en los resultados.
Se probaran sueros de leche de otra fuente diferente a la posta zootécnica y
caldos lactosados simulando suero de leche.

4) Determinar si la falta de produccion de acido butirico y butanol es debida a las
condiciones microaerofilicas de los fermentadores. Se inyectara nitrégeno a los
frascos donde se efectlian las fermentaciones para eliminar el oxigeno disuelto

en el suero de leche.

Para determinar la presencia del plasmido pSOL1 cada una de las cepas a
analizar se cultivd en MPC liquido. Las cepas analizadas fueron CDBB-B-797 primera
resiembra conservada en aceite mineral, CDBB-B-797 resiembra de junio de 2013, M1
resiembra de junio de 2013 y M2 resiembra de junio de 2013. De la cepa CDBB-B-797 se
utilizé la cepa original conservada como control positivo de la presencia del plasmido.

Cada muestra se trabajo por lo menos en duplicado.

La figura 24 muestra una fotografia tomada al gel de agarosa revelado en la
camara de luz UV DyNA Light U1000 (Scientiis).

En la imagen puede observarse la clara presencia de una banda correspondiente
al DNA plasmidico extraido. Al no contar con un marcador de peso molecular superior a
las 2,000 pb no es posible determinar el tamafio exacto del plasmido, sin embargo, por la
forma en que funciona el método de extraccién, extrayendo Unicamente ADN plasmidico,
y la posicion de la banda en el gel, muy por encima de los 2,000 pb puede suponerse que
la banda observada en el gel corresponde al plasmido pSOL1 (192 Kpb) responsable de
la solventogénesis, la banda del plasmido aparece en todas las cepas analizadas, por lo
gue todas deberian tener la capacidad de producir los solventes deseados.
En todas las pruebas fermentativas efectuadas no se detectd la produccion de los

solventes de interés.

Tras haber determinado que las cepas empleadas si poseen el plasmido pSOL1
gue contiene los genes involucrados en la solventogénesis y haber probado diversas
condiciones fermentativas: microaerofilia, anaerobiosis total, fermentacién en suero de

gueseria, fermentacion en medio sintético, ademas de emplear dos fuentes diferentes de
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hierro y no obtener resultados positivos se decidid suspender el trabajo con esta cepa
bacteriana.

Plasmido
pSOL1

Figura 24. Determinacion de la presencia del plasmido pSOL1. Fotografia del gel de agarosa conteniendo el
ADN plasmidico extraido de C. acetobutylicum. La flecha gruesa indica la ubicacién de la banda
correspondiente al plasmido; las flechas delgadas indican la ubicacion de cada una de las bandas de peso
molecular conocido el marcador de peso molecular (MPM). Los nimeros sobre los pocillos indican el carril
correspondiente a las diferentes muestras: 1) CDBB-B-797 recuperada de aceite mineral (repeticion 1), 2)
CDBB-B-797 recuperada de aceite mineral (repeticion 2), 3) CDBB-B-797 recuperada de aceite mineral
(repeticion 3), 4) CDBB-B-797 resiembra de junio 2013 (repeticion 1), 5) CDBB-B-797 resiembra de junio 2013
(repeticién 2), 6) CDBB-B-797 resiembra de junio 2013 (repeticién 3), 7) M1 resiembra junio 2013 (repeticion
1), 8 ) M1 resiembra junio 2013 (repeticion 2), 9) M2 resiembra junio 2013 (repeticionl), 10 ) M2 resiembra
junio 2013 (repeticion 2).
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6.2 PRODUCCION DE BUTANOL CON C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2)

La cepa bacteriana que se habia venido trabajando, C. acetobutylicum CDBB-B-
797, fue adquirida nuevamente de la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos
Celulares del CINVESTAV-IPN. Para probar nuevamente su capacidad para efectuar la

fermentacion ABE y producir el compuesto de interés: butanol.

6.3.1 IDENTIFICACION POR CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO

La cepa se recibi6 como células vegetativas en fase exponencial de crecimiento
en RCM liquido a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Fue resembrada en tres medios
solidos distintos cuya formulacion fue reportada en el apartado correspondiente: RCM.
MPC y Agar soya tripticaseina con 5% sangre de oveja. Las placas resembradas se
incubaron a 35-37°C, en anaerobiosis, y fueron observadas diariamente hasta registrar la
aparicion de colonias detectables a simple vista. Los resultados obtenidos en cada medio

de cultivo fueron los siguientes:

- MPC: tras 24 horas de incubacion se observa el crecimiento de colonias
blancas circulares convexas y la pérdida de la coloracion rosa tipica del medio de cultivo
(figura 25) indicativo de que el medio ha perdido su condicién reducida. A pesar de que la
cepa bacteriana es la misma que se venia trabajando en esta ocasion su crecimiento en
placa fue distinto. Las colonias poseen la misma forma circular convexa pero su

coloracién es distinta. Ahora es blanca y previamente se habia observado rosa.

Figura 25. Crecimiento de C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2) en MPC. La figura a) muestra el medio de
cultivo al instante de la inoculacion, la figura b) muestra el crecimiento de colonias sobre toda la placa tras 48
horas de incubacion a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Se observa el crecimiento microbiano de color
blanco traslicido y la decoloracion completa del medio.
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- RCM: tras 24 horas de incubacién se observa el crecimiento de colonias
blancas convexas (figura 26). Se observa también decoloracién del medio de cultivo que
pasa de rojo-anaranjado a amarillo.

Figura 26. Crecimiento de C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2) en RCM. La figura a) muestra el medio de
cultivo al instante de la inoculacion, la figura b) muestra el crecimiento de la colonia tras 48 horas de
incubacién a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Se observa el crecimiento microbiano y el cambio de
coloracion del medio.

- Agar soya tripticaseina con 5% sangre de oveja (Agar ATCC #260): tras 24
horas de incubacion se observa el crecimiento de colonias grisaceas lisas y planas no
hemoliticas (figura 27). Su crecimiento es similar al reportado para C. acetobutylicum
ATCC 824 en la pagina oficial de ATCC.

Figura 27. Crecimiento de C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2) en agar soya tripticaseina con 5% sangre de
oveja desfibrinada. La figura a) muestra el medio de cultivo al instante de la inoculacion, la figura b) muestra el
crecimiento de la colonia tras 48 horas de incubacion a 37°C en condiciones de anaerobiosis. La flecha negra

sefiala la colonia bacteriana de coloracion gris, no se observa hemalisis.
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Por el crecimiento mostrado en el agar soya tripticaseina, comparandolo con lo
reportado en la literatura, se determina que la cepa con la que se cuenta es en efecto C.

acetobutylicum.

6.3.2 FERMENTACION EN MEDIOS REPORTADOS EN LA LITERATURA

Habiendo comprobado por crecimiento en placa que la cepa adquirida es, en
efecto, C. acetobutylicum se procedi6 a probar su capacidad para efectuar la fermentacion

ABE y producir butanol.

Se emplearon 5 medios de fermentacion:

- Caldo glucosado Ennis
- Caldo lactosado Ennis
- Caldo lactosado Napoli
- Suero de queseria fortificado

- Suero de queseria adicionado con extracto de levadura.

Se monté una fermentaciéon por cada medio, en todas las fermentaciones se

empleo C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2) bajo las siguientes condiciones:

- pH inicial = 7.0

- Temperatura de fermentacion: entre 35y 37 °C.

- Volumen de in6éculo: 80 mL

- Volumen total de fermentacién: 400 mL

- Agitacion orbital a 125 rpm.

- Anaerobiosis total por inyeccién de nitrégeno en los caldos de cultivo previo

al inicio de la fermentacion.

Para cada fermentacibn se monitore6 el comportamiento del pH, crecimiento
celular y consumo de azlcares a 0, 100 y 168 horas. Se determind la produccion de
acidos y solventes a término de la fermentacion (168 h). Los resultados obtenidos se

muestran en las figuras 28 a 32.
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Concentracién de biomasa (g:/)

Figura 28. Fermentacion por lote en caldo glucosado Ennis, empleando CDBB-B-797. Grafico pH,
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Figura 29. Fermentacion por lote en caldo lactosado Ennis, empleando CDBB-B-797. Grafico pH,
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acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los

registros para acetona, etanol y butanol.
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En las figuras 28 y 29 se observa que C. acetobutylicum empleando glucosa como
fuente de carbono es capaz de aprovecharla mejor que la lactosa para la produccion de
acidos. A partir de la glucosa consumida se generé una menor cantidad de biomasa (una
tercera parte) que en el medio lactosado, sin embargo, la produccion de &cidos fue 4
veces superior.

El principal &cido producido fue el acético, seguido de &cido lactico y butirico. El
acido butirico se produjo en el orden de los miligramos por litro, ademas no se esperaba
la presencia de 4cido lactico en la fermentacion. Una vez mas el microorganismo no esta
siguiendo la ruta metabdlica deseada para generar los productos de interés, sobre todo el
butanol.

FERMENTACION POR LOTE. CDBB-B-797. CALDO LACTOSADO NAPOLI 10
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Figura 30. Fermentacion por lote en caldo lactosado Napoli, empleando CDBB-B-797. Gréfico pH,
concentracion de azlcares y concentracion de productos de fermentacion Vs. Tiempo de fermentacién. En la
concentracion total de acidos se consider6 la concentracion registrada para el acido acético, acido lactico y
acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los registros para acetona, etanol
y butanol.

En la figura 30 no fue graficada la concentracion celular debido a que la
formulacion del medio de cultivo no permite su determinacién por densidad Optica ni por

peso seco. Se observa que el pH no logré disminuir hasta el valor deseado de 4.5 debido
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a la capacidad amortiguante del CaCO; que posee en elevadas concentraciones y a la
baja produccién de &cidos (menos de 2 g/L en total). Los resultados difieren
considerablemente con los reportados por Napoli et al. (2008), quienes afirman que
empleando el mismo medio de cultivo y la bacteria C. acetobutylicum DSM 792 (acrénimo
de ATCC 824 y CDBB-B.797) se logra disminuir el pH del medio de 6 hasta 4 en sélo 20
horas de fermentacion, y que, a partir de 22 horas se detecta ya la produccion del
solvente de interés: butanol; alcanzando una concentracion maxima de aproximadamente
3 g/L tras 92 horas de fermentacion manteniéndose hasta el término de la misma (140

horas), con un rendimiento maximo de butanol reportado en 0.2 g butanol/ g lactosa.
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Figura 31. Fermentacion por lote en suero de queseria fortificado empleando CDBB-B-797. Grafico pH,
concentracion de azlcares, concentracion celular y concentracion de productos de fermentacion Vs. Tiempo
de fermentacion. En la concentracion total de acidos se consider6 la concentracion registrada para el acido
acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.

En la figura 31 se observa que al emplear los azlcares del suero de leche como
fuente de carbono se logra producir una mayor cantidad de biomasa (=5.5 gps/L) en
comparacion a la obtenida con el caldo sintético cuya fuente de carbono es glucosa (=1.5
Obs/L) O lactosa (=4.5 gys/L); por su parte la produccion de &cidos es 20% superior a la
obtenida con el caldo glucosado Ennis y 500% superior a la obtenida con el caldo

lactosado Ennis, recordando que salvo la fuente de carbono todos los componentes del
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medio de cultivo son idénticos para estos 3 caldos fermentativos. Lamentablemente la
produccion de solventes es casi nula (=0.18 g/L), teniendo al etanol como el principal
producto de la fermentacion y produciendo butanol en el orden de los miligramos por litro,
valores que distan mucho de los reportados por Ennis (1987) quien afirma que empleando
C. acetobutylicum ATCC 824 en un medio a base desuero de leche, idéntico al empleado

en esta tesis, se logran producir 9.2 g/L de butanol en una fermentacién por lote de 120
horas de duracion.

La posibilidad de que a la fermentacién le haga falta tiempo para que los &cidos
sean convertidos en solventes fue descartada al observar al microscopio la formacion de
endoesporas en los bacilos (figura 33), recordando que las endoesporas son cuerpos de
resistencia y no son productivos.

FERMENTACION POR LOTE. CDBB-B-797.
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60 7.0 10
b

5.5 =10 .
s 3 by b2
i 505 2 7 g
§ 4.9 Tl ¢ | 8
E ¢ TFE =
2 +q ed Potlzld
;o E iFifd
2 ] A———____E_ N b @
g 3.0 545 Al o b3 3
s [ 3]s
g 25 | Sk E &
(] u 5 o -]
2.d 509 \ g | ¢ g
PSP S
1.9 3 ©

b

1.0 4.5 10
0.5 1
0.0%0 % 20 40 60 80 100 120 140 160 0

Tiempo de fermentacion (h)

—dh— Concentracidn de azicares reductores —W- Addos totales
. Solventes totales

—M-pH
—& - Concentracion celular

Figura 32. Fermentacion por lote en suero de queseria adicionado con extracto de levadura, empleando
CDBB-B-797. Grafico pH, concentracion de azlcares, concentracion celular y concentracion de productos de
fermentacién Vs. Tiempo de fermentacion. En la concentracion total de acidos se consideré la concentracion
registrada para el acido acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracién total de solventes fueron

considerados los registros para acetona, etanol y butanol.

En la figura 32 puede observarse que la adicién de extracto de levadura al suero
de queseria ayuda a que se incremente la concentracién de biomasa y la produccion de

acidos en el caldo de fermentacién, sin embargo, se observa también una muy baja
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produccion de solventes (=0.10 g/L), teniendo al etanol como el principal producto de la
fermentacion y produciendo butanol en el orden de los miligramos por litro.

Figura 33. Formacion de endoesporas de C. acetobutylicum CDBB-B-797. Fotografia al microscopio 100X,
tomada de la fermentacion en suero de queseria fortificado a las 168 horas de fermentacion. La flecha negra
sefiala la posicion del bacilo, la flecha roja sefiala la endoespora formada.

Los resultados completos de la cuantificacion de productos de fermentacion se

muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Concentraciones de productos de fermentacion en caldos de cultivo reportados
en la literatura empleando C. acetobutylicum CDBB-B-797 (2).

MEDIO ACETONA ETANOL BUTANOL ACIDO ACIDO ACIDO
FERMENTATIVO (g/L) (g/L) (g/L) ACETICO BUTIRICO LACTICO
(9/L) (g/L) (g/L)
CALDO
GLUCOSADO 0.0230 0.0600 0.0004 3.6729 0.0244 0.1029
ENNIS
CALDO
LACTOSADO 0.0066 0.1479 0.0003 1.1087 0.0046 0.0413
ENNIS
CALDO

LACTOSADO 0.0044 0.6307 0.0003 1.0189 0.0149 0.7448
NAPOLI

SUERO DE
QUESERIA 0.0069 0.1737 0.0007 4.8486 0.0198 0.0607
FORTIFICADO

SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.0100 0.0938 0.0003 5.7483 0.0418 0.8144

Se muestran los resultados obtenidos para las fermentaciones efectuadas con la cepa silvestre CDBB-B-797
en diversos medios fermentativos reportados en la literatura. La cuantificacién de productos se hizo a término
de la fermentacion por lote (168 horas; 7 dias).
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En base a los consumos de azlcares y las concentraciones de productos
generados se efectuaron los calculos de productividad y rendimiento, mismos que se
encuentran resumidos en la tabla 15.

Tabla 15. Rendimientos y productividades para las fermentaciones por lote con C.
acetobutylicum CDBB-B-797 (2) empleando medios de cultivo reportados en la

literatura.

MEDIO

RENDIMIENTO

Acidos totales
(gé\cidos/g Iactosa)

Solventes totales
(gsolvente/ glactosa)

Acido acético
(gécido/ glactosa)

Etanol
(getanoI/gIactosa)

CALDO
GLUCOSADO
ENNIS

0.231

0.005

0.223

0.004

CALDO
LACTOSADO
ENNIS

0.037

0.005

0.036

0.005

CALDO
LACTOSADO
NAPOLI

0.061

0.022

0.035

0.022

SUERO DE
QUESERIA
FORTIFICADO

0.152

0.006

0.150

0.005

SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.229

0.004

0.199

0.003

MEDIO

PRODUCTIVIDAD

Acidos totales
(gécidosll—h)

Solventes totales
(gsolvente/ I—h)

Acido acético
(Qacido/LN)

Etanol
(getanoI/I—h)

CALDO
GLUCOSADO
ENNIS

0.023

0.000

0.022

>0.001

CALDO
LACTOSADO
ENNIS

0.007

0.001

0.007

>0.001

CALDO
LACTOSADO
NAPOLI

0.011

0.004

0.006

>0.001

SUERO DE
QUESERIA
FORTIFICADO

0.029

0.001

0.029

>0.001

SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.039

0.001

0.034

>0.001

Se reportan rendimientos y productividades para la concentracion de 4cidos totales, solventes totales,

acido acético y etanol obtenidos a 168 horas de fermentacion por lote.
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Debido a que no se detecto la presencia del principal producto de interés (butanol),
no se efectud la comparaciéon en la capacidad productiva de la cepa empleando los

diferentes medios.

Nuevamente se observa que C. acetobutylicum cepa CDBB-B-797 de la Coleccion
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV-IPN no tiene la
capacidad de efectuar la fermentacion ABE, por lo menos bajo las condiciones de cultivo
probadas en la presente tesis. Al ho obtener los resultados buscados se decidié dejar de

utilizar esta cepa.
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6.4 PRODUCCION DE BUTANOL CON C. acetobutylicum ATCC ® 824 ™

6.4.1 IDENTIFICACION POR CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO

La cepa se recibié como esporas liofilizadas (Figura 34 a, b y c) las cuales fueron
rehidratadas en RCM liquido e incubadas a 37°C en anaerobiosis por 24 horas (Figura 34
d). Tras la rehidratacion la cepa bacteriana fue sembrada en Agar soya tripticaseina con
5% sangre de oveja (Figura 34 e) para verificar el crecimiento de las colonias tipicas de C.
acetobutylicum y verificar que estuviera libre de contaminacion aerobia y anaerobia. Se
resembraron placas con este agar adicionando 200 pl de suspension de esporas
rehidratadas por cada placa. Las placas se incubaron a 37°C en anaerobiosis (Figura 34 f)
y aerobiosis (por separado), y fueron observadas diariamente hasta registrar la aparicion

de colonias detectables a simple vista.

Figura 34. Recepcidn y rehidratacion de cepa bacteriana C. acetobutylicum ATCC 824. a) Ampolleta sellada

que contiene la tableta de liofilizado; b) Apertura de ampolleta por corte del vidrio; c) Tableta de liofilizado; d)

Medio liquido RCM con tableta de liofilizado resuspendida; e) Placa de agar soya tripticaseina con 5% sangre
de oveja recién inoculada con la suspension de esporas; f) incubacion en anaerobiosis a 37°C.

Tras 72 horas de incubacion se lograron observar a simple vista colonias circulares

grises traslicidas lisas no hemolitcas en las placas de agar soya tripticaseina con 5%
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sangre de oveja incubadas en anaerobiosis (Figura 35). En las placas incubadas en

aerobiosis no se registrd crecimiento alguno tras 72 horas de incubacion.

Figura 35. Crecimiento de C. acetobutylicum ATCC 824 en agar soya tripticaseina con 5% sangre de oveja
desfibrinada. La figura a) muestra el medio de cultivo al instante de la inoculacion, la figura b) muestra el
crecimiento de la colonia tras 72 horas de incubacion a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Las flechas

negras sefialan algunas de las colonias grises detectadas. No se observa hemodlisis.

El crecimiento observado en las placas incubadas en anaerobiosis es el tipico
para C. acetobutylicum segun lo reportado en la hoja del producto de ATCC 824.

Por otra parte, empleando microscopia simple sin tincién logré observarse a las
esporas rehidratadas (Figura 36a) y las células vegetativas (Figura 367b) de forma bacilar

germinadas de las esporas adquiridas.

Figura 36. Fotografias de microscopia simple de C. acetobutylicum ATCC 824 a 100X. a) Muestra las esporas
liofilizadas y rehidratadas en medio RCM a 24 horas de rehidratacion. Las flechas negras sefialan algunas de
las esporas observadas. b) Muestra las bacterias con forma de bacilo germinadas a partir de las esporas tras
72 horas de incubacién y crecimiento en agar soya tripticaseina con 5% sangre de oveja. Las flechas rojas
indican la ubicacion de los bacilos.
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6.4.2 FERMENTACION EN MEDIOS REPORTADOS EN LA LITERATURA

Habiendo comprobado por crecimiento en placa que la cepa adquirida es, en
efecto, C. acetobutylicum se procedi6 a probar su capacidad para efectuar la fermentacion

ABE y producir butanal.

Se emplearon 5 medios de fermentacion:

- Caldo glucosado Ennis
- Caldo lactosado Ennis
- Caldo lactosado Napoli
- Suero de queseria fortificado

- Suero de queseria adicionado con extracto de levadura.

Se monté una fermentacion por cada medio, en todas las fermentaciones se

empleé C. acetobutylicum ATCC 824 bajo las siguientes condiciones:

- pH inicial = 7.0

- Temperatura de fermentacion: 37 °C.

- Volumen de in6culo: 80 mL

- Volumen total de fermentacion: 400 mL

- Agitacion orbital a 125 rpm.

- Anaerobiosis total por inyeccién de nitrégeno en los caldos de cultivo previo

al inicio de la fermentacion.

Para cada fermentacion se monitoredé el comportamiento del pH, crecimiento
celular y consumo de azlcares a 0, 12, 24, 36, 48, 64, 114 y 168 horas. Se determin6
también la produccién de acidos y solventes por cromatografia de gases a término de la
fermentacion, excepto para la fermentacion en caldo lactosado Napoli donde la
concentracion de productos se determiné a las 0, 12, 48, 114 y 168 horas. Los resultados

obtenidos se muestran en las figuras 37 a 41.
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FERMENTACION POR LOTE ATCC 824. CALDO GLUCOSADO ENNIS
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Figura 37. Fermentacion por lote en caldo glucosado Ennis, empleando ATCC 824. Gréfico pH, concentracion
de azlcares, concentracion celular y concentracién de productos de fermentacion Vs. Tiempo de
fermentacion. En la concentracion total de acidos se consider6 la concentracion registrada para el &cido
acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.
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Figura 38. Fermentacion por lote en caldo lactosado Ennis, empleando ATCC 824. Gréfico pH, concentracion
de azucares, concentracion celular y concentracion de productos de fermentacion Vs. Tiempo de
fermentacion. En la concentracion total de acidos se consider6 la concentracion registrada para el acido
acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.
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7.0 FERMENTACION POR LOTE ATCC 824. CALDO LACTOSADO NAPOLI 10
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Figura 39. Fermentacion por lote en caldo lactosado Napoli, empleando ATCC 824. Grafico pH, concentracion
de azucares y concentracion de productos de fermentacién Vs. Tiempo de fermentacién. En la concentracion
total de &cidos se considerd la concentracion registrada para el acido acético, acido lactico y acido butirico;

para la concentracion total de solventes fueron considerados los registros para acetona, etanol y butanol.

En la figura 39 no fue graficada la concentracion celular debido a que la
formulacién del medio de cultivo no permite su determinacién por densidad éptica ni por
peso seco. Se observa que el pH no logré disminuir hasta el valor deseado de 4.5 debido
a la capacidad reguladora del CaCO3; que posee en elevadas concentraciones. Los
resultados difieren considerablemente con los reportados por Napoli et al. (2008), quienes
afirman que empleando el mismo medio de cultivo y la bacteria C. acetobutylicum DSM
792 (acréonimo de ATCC 824) se logra disminuir el pH del medio de 6 hasta 4 en sélo 20
horas de fermentacion. Por otra parte se observa que la produccion total de solventes
alcanz6 una concentracion de 9.27 g/L tras 7 dias de fermentacion (168 h), produciéndose
3.6 g/L del deseado butanol. Napoli et al. (2008) reportan Unicamente la produccion de 3
g/L de butanol empleando este medio de cultivo, sin embargo, ellos reportan muy baja

produccién de acetona y etanol (menos de 1 g/L en conjunto).
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FERMENTACION POR LOTE ATCC 824. SUERQ FORTIFICADO
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Figura 40. Fermentacién por lote en suero de queseria fortificado empleando ATCC 824. Grafico pH,
concentracion de azlcares, concentracion celular y concentracion de productos de fermentacién Vs. Tiempo
de fermentacion. En la concentracion total de acidos se considero la concentracion registrada para el acido
acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.
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Figura 41. Fermentacion por lote en suero de queseria adicionado con extracto de levadura, empleando
ATCC 824. Gréfico pH, concentracion de azlcares, concentracion celular concentracion de productos de
fermentacién Vs. Tiempo de fermentacion. En la concentracion total de acidos se consider6 la concentracion
registrada para el &cido acético, acido lactico y &cido butirico; para la concentracion total de solventes fueron
considerados los registros para acetona, etanol y butanol.
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Los resultados completos de la cuantificacion de productos de fermentaciéon al

término de éstas (168 h) se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Concentraciones de productos de fermentacion en caldos de cultivo reportados
en la literatura empleando C. acetobutylicum ATCC 824.
MEDIO ACETONA ETANOL BUTANOL ACIDO ACIDO ACIDO
FERMENTATIVO (g/L) (g/L) (g/L) ACETICO BUTIRICO LACTICO

(g/L) (g/L) (g/L)
CALDO

GLUCOSADO 0.072 0.548 0.001 1.245 0.025 0.001
ENNIS
CALDO
LACTOSADO 0.024 0.956 0.007 2.042 0.068 0.216
ENNIS
CALDO
LACTOSADO 0.114 5.541 3.618 1.911 1.232 0.428
NAPOLI
SUERO DE
QUESERIA 0.050 0.265 0.003 3.010 0.165 0.078
FORTIFICADO
SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.043 0.606 0.007 2.919 0.154 0.821

Se muestran los resultados obtenidos para las fermentaciones efectuadas con la cepa silvestre ATCC 824 en
diversos medios fermentativos reportados en la literatura. La cuantificacion de productos se hizo a término de
la fermentacion por lote (168 horas; 7 dias).

Como puede observarse en la tabla anterior los productos principalmente
generados en todas las fermentaciones son el acido acético y el etanol, sin embargo, en
la fermentacién efectuada empleando caldo lactosado Napoli existe también una buena

produccion de acido butirico y butanol.

Al haberse registrado la produccién del solvente de mayor interés se efectu6 el
analisis cromatografico de muestras tomadas de esta fermentacién a diferentes tiempos
para buscar determinar el tiempo en el que comienza o en el que se dispara la produccion
de butanol. La concentracién de cada uno de los productos se encuentra graficada en la
figura 42. Por otra parte, en base a los consumos de azlcares y las concentraciones de
productos generados se efectuaron los célculos de productividad y rendimiento, mismos

que se encuentran resumidos en la tabla 17.
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Tabla 17. Rendimientos y productividades para las fermentaciones por lote con C.
acetobutylicum ATCC 824 empleando medios de cultivo reportados en la literatura.

MEDIO

RENDIMIENTO

Acidos totales
(gécidos/ gazt]car)

Solventes totales
(gsolvente/ gazt]car)

Acido butirico
(gécido/g azt]car)

Butanol
(gbutanollgazucar)

CALDO
GLUCOSADO
ENNIS

0.065

0.032

0.001

>0.001

CALDO
LACTOSADO
ENNIS

0.082

0.035

0.002

>0.001

CALDO
LACTOSADO
NAPOLI

0.222

0.328

0.043

0.128

SUERO DE
QUESERIA
FORTIFICADO

0.126

0.012

0.006

>0.001

SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.140

0.024

0.006

>0.001

MEDIO

PRODUCTIVIDAD

Acidos totales
(gécidos/Lh)

Solventes totales
(gsolvente/ I—h)

Acido butirico
(Qacigo/Lh)

Butanol
(gbutanol/Lh)

CALDO
GLUCOSADO
ENNIS

0.008

0.004

>0.001

>0.001

CALDO
LACTOSADO
ENNIS

0.014

0.006

> 0.001

>0.001

CALDO
LACTOSADO
NAPOLI

0.037

0.055

0.007

0.022

SUERO DE
QUESERIA
FORTIFICADO

0.019

0.002

>0.001

>0.001

SUERO DE
QUESERIA
ADICIONADO
CON
EXTRACTO DE
LEVADURA

0.023

0.004

>0.001

>0.001

Se reportan rendimientos y productividades para la concentracién de acidos totales, solventes totales,

acido butirico y butanol obtenidos a 168 horas de fermentacion por lote.
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PRODUCTOS DE FERMENTACION POR LOTE ATCC 824.
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Figura 42. Productos obtenidos mediante fermentacién por lote en caldo lactosado Napoli empleando la cepa
silvestre ATCC 824 en anaerobiosis.

Habiendo obtenido los mejores resultados al emplear el caldo lactosado Napoli, se
procedi6 a experimentar con fermentaciones en suero de queseria adicionado con los
nutrientes afiadidos a dicho caldo. Por otra parte, sabiendo que el hierro es un nutriente
esencial se probaron 2 fuentes de hierro distintas para comparar su efecto sobre el
metabolismo fermentativo de C. acetobutylicum ATCC 824.

6.4.3 FERMENTACION EN SUERO DE QUESERIA SUPLEMENTADO CON
EXTRACTO DE LEVADURA, CARBONATO DE CALCIO Y HIERRO.

Se prepararon 3 tipos de medio de cultivo diferentes, generando 3 grupos de
fermentacion:

-Grupo 0: se emple6 suero de queseria suplementado con 5g/L de extracto de
levadura y 18 g/L de carbonato de calcio (nutrientes empleados en caldo Napoli).
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- Grupo FeSO,: se empled suero de queseria suplementado con 5g/L de extracto
de levadura y 18 g/L de carbonato de calcio (hutrientes empleados en caldo Napoli).

Ademas se le adicionaron 20mgFe/L como FeSO,.

- Grupo FeCls: se emple6 suero de queseria suplementado con 5g/L de extracto
de levadura y 18 g/L de carbonato de calcio (nutrientes empleados en caldo Napoli).

Ademas se le adicionaron 20mgFe/L como FeCls.

Se montaron un total de 9 fermentaciones, 3 fermentaciones por cada uno de los
grupos. En todas las fermentaciones se empled C. acetobutylicum ATCC 824 bajo las

siguientes condiciones:

- pH inicial = 7.0

- Temperatura de fermentacion: 37 °C.

- Volumen de in6culo: 80 mL

- Volumen total de fermentacion: 400 mL

- Agitacion orbital a 125 rpm.

- Anaerobiosis total por inyeccién de nitrégeno en los caldos de cultivo previo

al inicio de la fermentacion.

Para cada fermentacién se monitore6 el comportamiento del pH, consumo de
azlcares y produccion de acidos y solventes a 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120 y 168

horas. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 43 a 45.

Se determinaron las concentraciones de cada uno de los productos detectados y
en base a ello se calculd el porcentaje de utilizacion de lactosa, rendimiento y proporcion
de solventes generado en cada grupo de fermentaciones. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla 18.
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Figura 43. Fermentacion por lote en suero de queseria suplementado con extracto de levadura y carbonato
de calcio, sin fuente adicional de hierro empleando ATCC 824. Grafico pH, concentracion de azlcares y
concentracion de productos de fermentacion Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio (n=3),

las barras sefialan la desviacion estandar.
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Figura 84. Fermentacion por lote en suero de queseria suplementado con extracto de levadura, carbonato de
calcio y 20 mg/L de hierro como FeSO4, empleando ATCC 824. Gréfico pH, concentracién de azlcares y
concentracion de productos de fermentacion Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio

(n=3), las barras sefialan la desviacion estandar. En la concentracion total de acidos se considerd la

concentracion registrada para el &cido acético, acido lactico y acido butirico; para la concentracion total de
solventes fueron considerados los registros para acetona, etanol y butanol.
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FERMENTACION POR LOTE ATCC 824. SUERO SUPLEMENTADO CON
EXTRACTO DE LEVADURA, CaCO3 Y FeCl3
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Figura 45. Fermentacion por lote en suero de queseria suplementado con extracto de levadura, carbonato de
calcio y 20 mg/L de hierro como FeCls, empleando ATCC 824. Gréfico pH, concentracion de azlicares y
concentracion de productos de fermentacién Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio (n=3),
las barras sefialan la desviacion estandar. En la concentracion total de 4cidos se considero la concentracion
registrada para el &cido acético, acido lactico y &cido butirico; para la concentracion total de solventes fueron

considerados los registros para acetona, etanol y butanol.

Tabla 18. Desemperio fermentativo de ATCC 824 en suero de queseria
suplementado con extracto de levadura, carbonato de calcio y hierro a 168 h.

Producto Grupo O Grupo FeSO, Grupo FeCl;
Acetato (g/L) 2.61 +0.34 0.972 + 0.08 1.44 +0.28
Butirato (g/L) 1.70 £ 0.53 0.650 £ 0.12 1.27 +0.35
Lactato (g/L) 5.49 + 0.69 No detectado No detectado
Acetona (g/L) 0.04 £ 0.01 0.00 + 0.00 0.01 + 0.00
Butanol (g/L) 0.06 £ 0.10 7.13+1.53 4.32+0.94
Etanol (g/L) 1.20+0.10 5.11 + 1.65 3.46 + 1.37

Solventes totales (g/L) 1.30 £0.21 12.24 + 3.18 7.78 £2.30
Consumo de lactosa(%) 56.24 + 0.65 52.28 + 0.62 53.80 + 0.60
Rendimiento (g,/gs) 0.04 £0.01 0.42 +0.10 0.25 +0.07
Proporcion A:B:E 0.31:0.46:9.23 0.0:5.87:4.13 0.0:5.61:4.39

Las fermentaciones en suero de queseria suplementadas con hierro (Grupo FeSO,

y Grupo FeCl;) mostraron el comportamiento tipico de dos etapas de una fermentacion

ABE (Figuras 44 y 45, respectivamente). En la primera etapa, que dura aproximadamente
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48 h, se dio el consumo de la lactosa y se produjeron los &cidos acético y butirico, lo que
causa la reduccion del valor de pH hasta que fue sustancialmente constante alrededor de
un valor de 5.5. Entre 48 y 60 h de fermentacion comenzé la segunda etapa,
caracterizada por la disminucion del consumo de la lactosa, la re-asimilacién de acidos y
la produccién de los solventes deseados: acetona, butanol y etanol, alcanzando una

concentracion maxima solventes después de 168 h de fermentacion.

El producto principal de la fermentacion fue el butanol, seguido de etanol, y solo se
detectaron cantidades casi insignificantes de acetona en los caldos de fermentacion. Esto
podria atribuirse a dos hechos: 1) se ha demostrado que el uso de lactosa como fuente de
carbono favorece la produccion de butanol sobre acetona (Bahl et al, 1986; Maddox,
1980), y 2) las condiciones de cultivo, especificamente agitacion y temperatura (37 ° C),

promovié la volatilizacién acetona por lo que es dificil de detectar en el caldo de cultivo.

Las fermentaciones del Grupo 0 no muestran el comportamiento tipico de dos
etapas (Figura 43). El consumo de lactosa se produjo pero la produccion de acido acético
y butirico fue notablemente baja (menos de 4.5 g/L combinado), en cambio, se produjeron
cantidades sustanciales de acido lactico (5.49 + 0.69 g/L) (Tabla 18). No se observo re-

asimilacién de acidos, pero se registrd produccién de etanol.

6.4.3.1 COMPARACION DE LA CAPACIDAD PRODUCTIVA DE C. acetobutylicum
ATCC 824 EN SUERO DE QUESERIA SUPLEMENTADO CON DIVERSAS
FUENTES DE HIERRO

Para evaluar si el factor estudiado (fuente de hierro) tiene un efecto real sobre la
capacidad productora de solventes totales y de butanol por parte de C. acetobutylicum
ATCC 824 se realizaron analisis de varianza. Se efectuaron también pruebas de rangos
multiples para determinar la fuente de hierro que permite obtener el mejor desempefio

fermentativo.
Tras 7 dias de fermentacion se determind que la produccion total de solventes
para cada grupo de fermentaciones fue de (utSD): Grupo 0 (1.30 + 0.21 g/L), Grupo

FeSO, (12.24 + 3.18 g/L) y Grupo FeCl; (7.78 £ 2.30 g/L). El analisis de varianza indica
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gue existe una diferencia estadisticamente significativa entre la cantidad total de solventes
producidos en fermentaciones suplementadas con hierro y las no suplementadas
(p<0.005) (Tabla 19).

Tabla 19. ANOVA para solventes totales producidos (g/L) por fuente de hierro.

Source Sum of Squares |Df Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups |180.866 2 90.4332 17.34 0.0032
Within groups  |31.2857 6 5.21429

Total (Corr.) 212.152 8

Se reporta el resultado del ANOVA univariado evaluando la concentracion de solventes totales obtenida
a término de la fermentacion (7 dias).

La prueba de rangos mudltiples mostré que la produccion total de solventes
presenta diferencias estadisticamente significativas entre el suero de queseria sin
suplementacion con hierro y el mismo sustrato con una fuente extra de hierro, sin
embargo, no existi6 ninguna diferencia estadisticamente significativa cuando se
compararon las dos fuentes de hierro diferentes, es decir, FeSO, y FeCl; (Tabla 20,
Figura 46).

Tabla 20. Prueba de rangos multiples para solventes totales producidos (g/L) por fuente

de hierro.

Método: 95.0 % LSD
B.HIERRO Count Mean Homogeneous Groups
sin hierro (0) 3 1.30133 X
FeCl; 3 7.78333 X
FeSO, 3 12.2183 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
FeSO,- FeClg 4.435 4.56217
FeSO,- sin hierro | * 10.917 456217
FeCl; - sin hierro * 6.482 456217

Se reporta el resultado de la prueba de rangos miltiples evaluando la concentracion de solventes totales
obtenida a término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia estadisticamente significativa

Evaluando Unicamente la produccion de butanol para cada grupo de
fermentaciones se obtuvo (u£SD): Grupo 0 (0.06 + 0.10 g/L), Grupo FeSO, (7.13 £ 1.53
g/L) y Grupo FeCl; (4.32 £ 0.94 g/L). El andlisis de varianza indicé que hay una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad total de butanol producido por cada

condicién de fermentacion probada, (p <0.001) (Tabla 21).
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Tabla 21. ANOVA para butanol producido (g/L) por fuente de hierro.

Source Sum of Squares |Df Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups | 76.0259 2 38.0129 35.54 0.0005
Within groups  [6.41734 6 1.06956

Total (Corr.) 82.4432 8

de la fermentacion (7 dias).

Se reporta el resultado del ANOVA univariado evaluando la concentracion de butanol obtenida a término

La prueba de rangos multiples indicé que, para la produccién de butanol, existe

diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos (Tabla 22, Figura 47).

Tabla 22. Prueba de rangos multiples para butanol producido (g/L) por fuente de hierro.

Método: 95.0 % LSD

B.HIERRO Count Mean Homogeneous Groups
sin hierro (0) 3 0.0613333 X

FeCl; 3 4.32267 X

FeSO, 3 7.131 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits

FeSO,- FeCly * 2.80833 2.06622

FeSO,- sin hierro * 7.06967 2.06622

FeCl; - sin hierro * 4.26133 2.06622

Se reporta el resultado de la prueba de rangos multiples evaluando la concentracién butanol obtenida a
término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 47. Medias e intervalos LSD 95.0% para la produccién de butanol por cada una de las fuentes de
hierro evaluadas.

Ambas fuentes de hierro probadas mostraron una produccién practicamente nula
de acetona, pero la proporcién de butanol fue superior empleando FeSO, (0.0: 5.87: 4.13),
en comparacion con FeCl; (0.0: 5.61: 4.39). El uso de FeSO, como fuente de hierro
aumento la produccion de butanol en un 65% en comparacion con lo logrado mediante el
empleo de FeCls;, esto puede deberse tanto a la presencia de hierro como de azufre,
ambos componentes esenciales para la produccién de ferredoxina, la proteina clave para
el enrutamiento del metabolismo fermentativo de C. acetobutylicum. Adicionalmente las
fermentaciones del grupo FeSO, mostraron un mayor rendimiento para la produccion de
solventes totales (0.42 + 0.10) comparado con el Grupo FeCl; (0.25 + 0.07), a pesar de
consumos casi iguales de azucar. Estos resultados mostraron que la conversion de
azUcar a acidos y la re-asimilacién de estos acidos se desarrollaron mejor cuando la

fuente de hierro también incluyé azufre, bajo condiciones ensayadas.

6.4.4 GENERACION Y SELECCION DE CEPAS MUTANTES DE ATCC 824

Para determinar la concentracibn maxima de butanol en la que la cepa silvestre C.
acetobutylicum ATCC 824 es capaz de crecer la cepa fue sembrada en medios de cultivo
MPC sin butanol (Figura 48a) con butanol al 1.0% v/v (Figura 48b), 1.5% v/v (Figura 48c),
2.0% viv (Figura 48d), 2.5% v/iv (Figura 48e) y 3.0% v/v (Figura 48f). Los medios

inoculados fueron incubados a 37°C en condiciones de anaerobiosis hasta observar la
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aparicion de crecimiento bacteriano tipico de C. acetobutylicum: colonias blancas
traslicidas con decoloracion completa del medio de cultivo.

En la figura 48 puede observarse que la maxima concentracion de butanol en la
que C. acetobutylicum ATCC 824 es capaz de crecer de forma natural es a 2.5% v/iv
(20.25 Qputano/L). A concentracion de 3.0% v/v tras 10 dias de incubacion no se logré
observar la aparicion de colonias tipicas de la bacteria ni se observé cambio alguno en el

medio de cultivo.

Figura 48. Crecimiento de C. acetobutylicum ATCC 824 en MPC sélido adicionado con diferentes
concentraciones de butanol. a) MPC sin butanol tras 24 horas de incubacion; b) MPC + butanol 1.0% tras 24
horas de incubacion; c) MPC + butanol 1.5% tras 48 horas de incubacion; d) MPC + butanol 2.0% tras 48
horas de incubacion; e) MPC + butanol 2.5% tras 48 horas de incubacion; f) MPC + butanol 3.0% tras 240
horas de incubacion (10dias).

La cepa silvestre fue resembrada en MPC adicionado con 2.5% v/v de butanol,
incubada 48 horas a 37°C en condiciones de anaerobiosis y posteriormente expuesta al
agente mutageno: luz ultravioleta (254 nm). Tras 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos de
exposiciéon al mutageno la bacteria fue resembrada en MPC sélido adicionado con 3.0%

viv, 4.0% viv y 5.0% v/v de butanol respectivamente.

e 25% viv (20.25 g/l): concentracibn maxima de butanol, reportada en la

literatura, en la que puede crecer una cepa de C. acetobutylicum vy
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concentracion maxima donde se registré crecimiento de C. acetobutylicum
ATCC 824.

o 3.0% viv (24.30 g/l): concentracién a la que se logr6 obtener mutantes al
emplear la cepa CDBB-B-797.

o 4.0% viv (32.40 g/l)

e 5.0% v/v (40.5 g/l): concentracion a la cual, si se logran obtener mutantes, se
tendrd una cepa resistente al doble de la concentracion de butanol

originalmente soportada.

La cepa original sin exposicion a radiacion ultravioleta fue incubada en igualdad de
condiciones que la cepa expuesta a radiacion por lapsos de 5, 10, 30, 45 y 60 minutos.
Las cajas de cultivo incubadas fueron observadas diariamente para detectar el
crecimiento  bacteriano. Se registr6 el dia de aparicion de colonias bacterianas
observables a simple vista para cada una de las condiciones de cultivo dadas. En las
Unicas condiciones en las que se encontrd crecimiento bacteriano tipico de C.
acetobutylicum fue en las placas de cultivo con 3% v/v de butanol, resembradas con la
cepa ATCC 824 expuesta durante 30 y 45 minutos a la luz UV (en ambos casos las
colonias tipicas aparecieron tras 4 dias de incubacién). El resto de las placas no present6

crecimiento bacteriano y tras 28 dias de incubacion fueron desechadas.
La mutante expuesta durante 45 minutos a luz ultravioleta fue la que logré resistir

la presencia de 24.3 gnuanof/L tras ser resembrada en MPC. Esta cepa fue designada como

Mutante 3 (M3) y empleada para las pruebas fermentativas.
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6.4.5 FERMENTACION POR LOTE EN SUERO DE QUESERIA Y CALDO
LACTOSADO SUPLEMENTADO CON EXTRACTO DE LEVADURA, CARBONATO DE
CALCIO Y FeSO, EMPELANDO ATCC 824 Y SU MUTANTE SELECCIONADA M3.

Se montaron un total de 12 fermentaciones divididas en 4 grupos; el primer grupo
correspondié a ATCC 824 fermentando caldo lactosado suplementado, el segundo grupo
ATCC 824 fermentando suero de queseria suplementado, el tercer grupo la mutante M3
fermentando caldo lactosado suplementado y finalmente el grupo 4 la mutante M3
fermentando suero de queseria suplementado. Las condiciones de fermentacion fueron

las siguientes:

- pH inicial = 7.0

- Temperatura de fermentacion: 37 °C.

- Volumen de inéculo: 80 mL

- Volumen total de fermentacion: 400 mL

- Agitacion orbital a 125 rpm.

- Anaerobiosis total por inyeccion de nitrégeno en los caldos de cultivo previo
al inicio de la fermentacion.

- Fuente de hierro: FeSO,4 (20 mgFe/L)

Para cada fermentacion se monitoreé el comportamiento del pH y consumo de
azucares a 0, 12, 24, 48, 72, 120y 168 horas. La produccion de solventes se determiné
al final de la fermentacién (168 h). Los resultados obtenidos se muestran en las figuras
49 a 52.

Se determinaron las concentraciones de cada uno de los productos detectados y
en base a ello se calculd el porcentaje de utilizacion de lactosa, rendimiento y proporcion
de solventes generado en cada grupo de fermentaciones. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla 23.
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FERMENTACION POR LOTE ATCC 824 EN CALDO LACTOSADO
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Figura 49. Fermentacion por lote en caldo lactosado suplementado con extracto de levadura, carbonato de
calcio y FeSO, empleando ATCC 824. Grafico pH, concentracion de azdcares, concentracion de butanol y
concentracion de solventes totales Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio (n=3), las
barras sefialan la desviacion estandar. Para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.
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Figura 50. Fermentacion por lote en caldo lactosado suplementado con extracto de levadura, carbonato de
calcio y FeSO, empleando M3. Gréfico pH, concentracion de azUcares, concentracion de butanol y
concentracion de solventes totales Vs. Tiempo de fermentacién. Se grafican valores promedio (n=3), las
barras sefialan la desviacion estandar. Para la concentracion total de solventes fueron considerados los
registros para acetona, etanol y butanol.

188



FERMENTACION POR LOTE EMPLEANDO ATCG 824 EN
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Figura 51. Fermentacion por lote en suero de queseria suplementado con extracto de levadura, carbonato
de calcio y FeSO, empleando ATCC 824. Grafico pH, concentracion de azlcares, concentracion de butanol y
concentracién de solventes totales Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio (n=3), las
barras sefialan la desviacion estandar. Para la concentracion total de solventes fueron considerados los

registros para acetona, etanol y butanol.
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Figura 52. Fermentacion por lote en suero de queseria suplementado con extracto de levadura, carbonato

de calcio y FeSO4 empleando M3. Grafico pH, concentracion de azlcares, concentracion de butanol y

concentracion de solventes totales Vs. Tiempo de fermentacion. Se grafican valores promedio (n=3), las
barras sefialan la desviacion estandar. Para la concentracion total de solventes fueron considerados los

registros para acetona, etanol y butanol.
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Tabla 23. Desemperio fermentativo de ATCC 824 y M3 en caldo lactosado y suero de
gueseria suplementado con extracto de levadura, carbonato de calcio

y FeSO, a 168h.

ATCC 824 ATCC 824 M3 caldo M3 suero
Producto caldo suero suplementado | suplementado
suplementado | suplementado
Acetato (g/L) 2.83+0.53 3.13+0.34 1.65 + 0.39 2.52 + 0.63
Butirato (g/L) 2.70+£1.33 0.26 = 0.20 2.09+£1.81 0.32 £ 0.27
Lactato (g/L) No detectado No detectado No detectado No detectado
Acetona (g/L) 0.02 £ 0.00 0.00 £+ 0.00 0.02 £ 0.00 0.00 + 0.00
Butanol (g/L) 3.90+0.84 540+1.31 3.84+£1.02 5.64+0.91
Etanol (g/L) 1.37 +0.89 2.28 + 1.65 420 +1.72 4.64 +1.57
SO"’e”(;e/SL)tOta'eS 5.29+1.07 768+185 | 806+127 | 10.28+1.53
Consumo de
lactosa (%) 57.73 £ 0.58 56.99 + 0.82 57.03 £ 0.50 57.37+ 0.60
Re?g'?;'?”to 0.16 +0.10 0.23+0.18 0.24 +0.07 0.32 +0.04
P’ Ys
Proporcion A:B:E | 0.04:7.37:2.59 0.0:7.03:2.97 | 0.03:4.76:5.21 0.0:5.49:4.51

Al comparar las fermentaciones efectuadas se tiene que el empleo del suero de
queseria como sustrato incrementa la produccion total de solventes, para ambas cepas
empleadas: ATCC 824 y M3. El producto principal de la fermentacion fue el butanol,
seguido de etanol (excepto en el grupo de fermentaciones efectuadas con M3 en caldo
suplementado, donde se observé una mayor produccion de etanol), y sélo se detectaron
cantidades casi insignificantes de acetona en los caldos de fermentacion. Esto podria
atribuirse a dos hechos: 1) se ha demostrado que el uso de lactosa como fuente de
carbono favorece la produccion de butanol sobre acetona (Bahl et al, 1986; Maddox,
1980), y 2) las condiciones de cultivo, especificamente agitacién y temperatura (37 ° C),

promovié la volatilizacién acetona por lo que es dificil de detectar en el caldo de cultivo.

De manera general se observa que la cepa mutante M3 tiene la capacidad de
producir una mayor cantidad de solventes que la cepa original de donde se derivé en
igualdad de condiciones fermentativas. Esto genera el incremento en la productividad
fermentativa de 0.16 g/g a 0.23 g/g empleando como sustratos caldos lactosados y de
0.24 a 0.32 g/g empleando como sustrato el suero de queseria. Lamentablemente el
incremento en la produccion de solventes es debido a un incremento en la produccién de

etanol y no de butanol como se deseaba. En la Tabla 23 puede observarse el incremento
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en la produccion de etanol sin mostrar mejoras para la produccion de butanol lo que

ocasiona un incremento en la proporcion de etanol con respecto al butanol producido.

6.4.5.1 COMPARACION DE LA CAPACIDAD PRODUCTIVA DE C. acetobutylicum
ATCC 824 Y SU MUTANTE SELECCIONADA M3 EMPLENADO COMO
SUSTRATOS CALDO LACTOSADO Y SUERO DE QUESERIA
SUPLEMENTADO

Se realizaron analisis de varianza para evaluar si la cepa mutante generada tiene
un efecto real sobre la capacidad productora de solventes totales y de butanol, en
comparacion con C. acetobutylicum ATCC 824. Se efectuaron también pruebas de rangos
multiples para determinar la cepa bacteriana y el sustrato empleado que permita obtener

el mejor desempefio fermentativo.

Se efectué un andlisis de varianza multifactorial para la produccién total de
solventes a 7 dias (168 h) de fermentacion. Los factores involucrados son la cepa
empleada: ATCC 824 y mutante M3; y el sustrato: caldo lactosado suplementado y suero
de queseria suplementado. El analisis de varianza indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad total de solventes producidos al emplear
suero de gueseria suplementado como sustrato en comparacién con el empleo de caldo
lactosado (p<0.05) (Tabla 24). De igual manera existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la cantidad de solventes totales producidos al emplear la cepa mutante
M3 en comparacion con la cepa ATCC 824 (p<0.05) (Tabla 24). La interaccién entre los

factores sustrato-cepa no presenta una diferencia estadisticamente significativa (p>0.1).

Tabla 24. ANOVA para solventes totales producidos (g/L) por sustrato por cepa.
Source Sum of Squares | Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A:SUSTRATO 15.9621 1 15.9621 7.62 0.0247

B:CEPA 21.4936 1 21.4936 10.26 0.0126
INTERACTIONS

AB 0.0176333 1 0.0176333 0.01 0.9292
RESIDUAL 16.7579 8 2.09473

TOTAL 54.2313 11

(CORRECTED)

Se reporta el resultado del ANOVA multifactorial evaluando la concentracion de solventes totales
obtenida a término de la fermentacion (7 dias).
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La prueba de rangos multiples establecié que existe diferencia estadisticamente
significativa en la produccion total de solventes por la cepa mutante M3 en comparacion
con ATCC 824 (Tabla 25, Figura 53). La prueba de rangos mdultiples para la variable
sustrato indic6 que existe diferencia estadisticamente significativa entre emplear como
sustrato el suero de queseria y el caldo lactosado, enriquecidos con los mismos
suplementos (Tabla 26, Figura 53). El analisis de interaccion de los factores indicié6 que
sin importar cual cepa sea empleada utilizar suero de queseria como sustrato generara
una mayor produccion total de solventes (Figura 53).

Tabla 25. Prueba de rangos multiples para solventes totales producidos (g/L) por

cepa.
Método: 95.0 % LSD
CEPA Count LS Mean LS Sigma Homogeneous
Groups
ATCC 824 6 6.48833 0.590866 X
M3 6 9.165 0.590866 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
ATCC 824 - M3 i -2.67667 1.92693

Se reporta el resultado de la prueba de rangos multiples evaluando la concentracion de solventes totales
por cepa obtenida a término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia estadisticamente
significativa

Tabla 26. Prueba de rangos multiples para solventes totales producidos (g/L) por

sustrato.
Método: 95.0 % LSD
SUSTRATO Count LS Mean LS Sigma | Homogeneous
Groups
CALDO LACTOSADO 6 6.67333 0.590866 X
SUERO DE QUESERIA 6 8.98 0.590866 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
CALDO LACTOSADO - * -2.30667 1.92693
SUERO DE QUESERIA

Se reporta el resultado de la prueba de rangos multiples evaluando la concentracién de solventes
totales por sustrato obtenida a término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia
estadisticamente significativa
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Figura 53. Interaccion de los factores e intervalos LSD para produccion de solventes totales empleando dos

cepas y dos sustratos diferentes.

Evaluando Unicamente la produccion de butanol el analisis de varianza
multifactorial indica que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
cantidad de butanol producido al emplear suero de queseria suplementado como sustrato
en comparacion con el empleo de caldo lactosado (p<0.05) (Tabla 27). Sin embargo, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la cantidad de butanol producido
al emplear la cepa mutante M3 en comparacion con la cepa ATCC 824 (p>0.1) (Tabla 27).
La interaccion entre los factores sustrato-cepa no presenta una diferencia

estadisticamente significativa (p> 0.1).

Tabla 27. ANOVA para butanol producido (g/L) por sustrato por cepa.

Source Sum of Squares |Df |[Mean Square |F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS

A:SUSTRATO 8.11808 1 8.11808 7.66 0.0244
B:CEPA 0.0184083 1 ]0.0184083 0.02 0.8984
INTERACTIONS

AB 0.063075 1 ]0.063075 0.06 0.8134
RESIDUAL 8.47993 8 1.05999

TOTAL 16.6795 11

(CORRECTED)

Se reporta el resultado del ANOVA multifactorial evaluando la concentracion de butanol obtenida a
término de la fermentacion (7 dias).

La prueba de rangos multiples establecié que no existe diferencia estadisticamente
significativa en la produccion de butanol por la cepa mutante M3 en comparacion con
ATCC 824 (Tabla 28, Figura 54). La prueba de rangos multiples para la variable sustrato
indicd que existe diferencia estadisticamente significativa entre emplear como sustrato el
suero de queseria y el caldo lactosado, enriquecidos con los mismo suplementos (Tabla

29, Figura 54). El analisis de interaccién de los factores indicié que sin importar cual cepa
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sea empleada utilizar suero de queseria como sustrato generara una mayor produccion
de butanol (Figura 54).

Tabla 28. Prueba de rangos multiples para butanol producido (g/L) por cepa.

Método: 95.0 % LSD
CEPA Count LS Mean LS Sigma Homogeneous
Groups
ATCC 824 6 4.65 0.420316 X
M3 6 4.72833 0.420316 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
ATCC 824 - M3 -0.0783333 1.37073

Se reporta el resultado de la prueba de rangos multiples evaluando la concentracion de butanol por
cepa obtenida a término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia estadisticamente
significativa

Tabla 29. Prueba de rangos multiples para butanol producido (g/L) por sustrato.

Método: 95.0 % LSD
SUSTRATO Count LS Mean LS Sigma | Homogeneous
Groups
CALDO LACTOSADO 6 6.67333 0.590866 X
SUERO DE QUESERIA 6 8.98 0.590866 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
CALDO LACTOSADO - * -1.645 1.37073
SUERO DE QUESERIA

Se reporta el resultado de la prueba de rangos miltiples evaluando la concentraciéon de butanol por
sustrato obtenida a término de la fermentacion (7 dias). (* ) denota una diferencia estadisticamente
significativa

INTERACCIONES E INTERVALOS LSD AL 95%

Y= 3  cera
- —_ {1 —=— atccan
B -1 ]l —— M3
5z - 4
. _ ]
3 _ ]
T ozl ]
.i - —
5 - .
m
2z |- ]
s [ - - E
CALDO LACTOSADG $UERO DE QUE SERLA
SUSTRATO

Figura 54. Interaccion de los factores e intervalos LSD para produccién de butanol empleando dos cepas y
dos sustratos diferentes.
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7. DISCUSION

7.1 SUERO DE QUESERIA COMO SUSTRATO PARA LA FERMENTACION ABE

Los sustratos convencionales de la fermentacion ABE incluyen principalmente
almidon y melaza de maiz, trigo y centeno. Con el fin de reducir el costo del producto final
(butanol) una variedad de sustratos mas baratos se han probado incluyendo: sacarosa
(Tashiro y Sonomoto, 2010; Parekh y Blaschek, 1999), biomasa lignocelulésica (Jang et
al., 2012; Ranjan y Moholkar, 2009), residuos domésticos, agricolas e industriales
(Niemisto et al., 2013; Jang et al., 2012), glicerol (exclusivamente en fermentaciones con
C. pasteurianum) (Sabra et al., 2014; Jang et al., 2012;Tashiro y Sonomoto, 2010;
Dabrock et al., 1992), biomasa de algas, (Jang et al., 2012; Ranjan y Moholkar, 2009),
paja de trigo, fibra de maiz, almidén de maiz licuado, pulpa de manzana, alcachofas de
Jerusalén (Ranjan y Moholkar, 2009), suero de queso (Ranjan y Moholkar, 2009; Ennis y
Maddox, 1989;Bahl et al., 1986; Maddox, 1980;), entre otros.

Las especies solventogénicas de Clostridium son capaces de fermentar una
amplia gama de hidratos de carbono; la biomasa lignocelulésica se ha identificado como
un posible sustrato para la produccion barata de ABE y otros productos quimicos finos, sin
embargo, la bioconversion de la biomasa lignocelulésica esta plagada de una serie de
limitaciones, en particular la generacion de compuestos inhibidores microbianos durante el
pretratamiento y la hidrdlisis de la lignocelulosa a los azlUcares mixtos, y la utilizacion
ineficiente de los azlcares mixtos generados por la fermentacion de microorganismos
debido a la represion catabélica por carbono (Ezeji y Blaschek, 2008); por lo tanto, otros
sustratos baratos y facilmente utilizables, cuyas aplicaciones en la fermentacién no
requieren tratamiento previo, puede llegar a ser sustratos méas rentables y eficientes que

la lignocelulosa.

Entre los residuos no lignocelulésicos el suero de queseria es el sustrato mas
ampliamente investigado para la produccién de ABE, sobre todo debido a su abundancia
y alta demanda bioldgica de oxigeno (DBO), que constituye un importante problema de
disposicion para la industria lactea. Debido a su relativamente bajo contenido de azucar

(4-5% de lactosa) este residuo no es adecuado para muchos procesos de fermentacion
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sin concentracion previa, mientras que lo vuelve satisfactorio para la fermentaciéon ABE,
donde la toxicidad del producto limita la cantidad de utilizacién del aztcar (Maddox, 1980).
A pesar de ser considerado bajo el contenido de lactosa ésta no se consume totalmente
durante la fermentacion, se han reportado porcentajes de utilizacibn que van de un 50
hasta un 80% de los azUcares (Duran-Padilla et al., 2014; Napoli et al.,2009; Bahl et al.,
1982), siendo todavia menor el aprovechamiento de la lactosa cuando se emplea suero

de queseria en comparacion con caldos lactosados (Foda et al., 2010).

A nivel mundial la produccién y consumo de queso aumenta rapidamente lo que
significa una mayor generacion de desechos que crearan problemas de contaminacion,
todo esto aumenta el interés de utilizar este residuo para la produccién de combustibles
(Foda et al., 2010).

Estudios publicados previamente (Foda et al.,, 2010; Bahl et al., 1986; Maddox,
1980) caracterizan al permeado de suero de queseria como un sustrato que puede ser
utilizado para la fermentacion ABE. Bahl et al. (1986) y Maddox (1980) describen que el
metabolismo de la lactosa favorece la produccién de butanol sobre la acetona, afiadiendo
incentivos econémicos para la produccion de butanol. Otros autores estudiaron el efecto
especifico de la administracion de suplementos nutricionales o limitacion de la actividad
fermentativa de clostridios, incluyendo: hierro (Vasileva et al.2012; Peguin y Soucalille,
1995; Dabrock et al., 1992; Bahl et al., 1986), fosfato (Dabrock et al., 1992; Bahl et al.,
1986), CO (Dabrock et al., 1992), sustitutos de ferredoxina (Peguin y Soucaille, 1995),
flavonoides (Wang et al., 2014), reduccion de cofactores (Li et al., 2014), entre otros. Sin
embargo, las condiciones de fermentacion y los requisitos nutricionales para el éptimo uso
de suero de queseria no han sido completamente aclarados y se requeria de un trabajo

mas amplio.

Tratando de reutilizar los desechos de la industria lactea local, este estudio evaluo
la adecuacién del uso de suero de queso como caldo de fermentacion para la produccién
de ABE haciendo hincapié en cubrir las necesidades nutricionales de C. acetobutylicum,
especialmente la administracion de suplementos de hierro, para el enrutamiento

metabolismo hacia la produccién de los solventes deseados.
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El suero de queseria que mostr6 mejorar el desempefio fermentativo de C.
acetobutylicum ATCC 824 fue el adicionado con extracto de levadura, CaCO3; y hierro,
especialmente FeSO,. La adicion de extracto de levadura fue basada en reportes previos
(Napoli et al., 2010; Pakkila et al., 2009; Napoli et al., 2009; Napoli et al., 2008; Ennis,
1987) y porgue es sabido que es una excelente fuente de elementos traza requeridos por
los microorganismos para ayudar a su crecimiento. El carbonato de calcio fue adicionado
ya que se reporta que la regulacién del pH del caldo de cultivo por la adiciéon de este
compuesto puede incrementar el titulo de butanol obtenido (Dong et al., 2012; Groot et al.,
1989). La adiccién del hierro y sus efectos sobre el desempefio fermentativo se describen

ampliamente a continuacion.

Durante el trabajo experimental las fermentaciones empleando suero de queseria
suplementados con hierro (FeSO, y FeCls) mostraron el comportamiento de dos etapas
de fermentacion, tipico de la fermentacion ABE. En la primera etapa, que dura
aproximadamente 48 h, se da el consumo de la lactosa y los acidos acético y butirico se
producen reduciendo el pH del medio de cultivo hasta que se vuelve sustancialmente
constante alrededor de un valor de 5. Entre las 48 y 60 h de fermentaciébn comienza la
segunda etapa, caracterizada por la disminuciéon del consumo de lactosa y la promocién
de re-asimilacién de acidos en los solventes deseados: acetona, butanol y etanol, hasta

alcanzar una concentracion maxima de solventes después de 168 h de fermentacion.

El producto principal de las fermentaciones fue el butanol, seguido del etanol, a
excepcién de algunas fermentaciones efectuadas con cepas mutantes (M3) en las que se
observa una mayor produccion de etanol que de butanol. En todas las fermentaciones se
detectaron cantidades casi insignificantes de acetona en el caldo de fermentacion, lo que
puede deberse a dos cosas: 1) la lactosa como fuente de carbono favorece la produccion
de butanol sobre la acetona (Bahl et al., 1986; Maddox, 1980) y 2) Las condiciones de
cultivo, especificamente la agitacion y la temperatura (37 °C), promueve la volatilizacién
de la acetona por lo que es dificil de detectarla en el caldo de cultivo. El tiempo requerido
para completar la fermentacion (7 dias) y para la preparacion del indculo (72h) empleando
como sustrato el suero fue superior al reportado por Foda et al. (2010) (75 h) y Napoli et
al. (2008) (96 h) debido a la presencia de citrato en el medio de cultivo (=10 g/L). El citrato

estd presente en el suero de queseria debido a que es utilizado para la produccién de
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algunos tipo de queso, principalmente el queso asadero; se ha reportado que altas
concentraciones (>2.5g/L) inhibe el crecimiento de C. acetobutylicum; la presencia de
citrato contribuye a que se observe un tiempo prolongado inusual requerido para

completar la fermentacion de suero de leche (Bahl et al., 1986).

Por otra parte, las fermentaciones efectuadas en suero de queseria que no ha sido
correctamente suplementado no muestran el comportamiento de dos fases tipico de la
fermentacion ABE. Tiene lugar el consumo de lactosa pero generan cantidades de &cido
acético y butirico notablemente bajas (menos de 4.5 g/L en conjunto), en cambio, se
producen cantidades sustanciales de acido lactico (5.49 = 0.69 g/L). No tiene lugar la re-
asimilacion de acidos, pero se registra produccion de etanol. Los resultados obtenidos en
fermentaciones empleando suero de queseria no suplementado con hierro difieren de los
presentados por Maddox (1980), quien afirma que el uso de suero de queseria
complementado solamente con extracto de levadura C. acetobutylicum NCIB 2951 puede
producir hasta 15 g/L de butanol y que requiere 5 dias para alcanzar esta concentracion
maxima; también menciona que empleando suero de queseria sin ninguna
suplementacion podria alcanzar una concentracion maxima butanol de 13 g/L en un
tiempo de fermentacion de 7 dias. Sin embargo, en estudios posteriores, Ennis y Maddox
(1989), utilizando una cepa diferente de C. acetobutylicum (P262), emplearon medios
semi-sintéticos emulando suero de queseria, suplementados con sulfato ferroso y otros
componentes, a pesar de tener extracto de levadura afiadido, pero no se dié explicacion

para estas adiciones.

Vasileva et al. (2012), Peguin y Soucaille (1995) y Bahl et al. (1986) coinciden en
la importancia del hierro en el metabolismo fermentativo de Clostridium acetobutylicum,
afirmando que en un entorno deficiente de hierro el principal producto que se puede
obtener de la fermentacion es el lactato y no se observa la re-asimilacion de los acidos

organicos acético y butirico.

Como se muestra en la Figura 13 C. acetobutylicum tiene la capacidad de
descomponer la lactosa hidrolizdndola en glucosa y galactosa que después se metaboliza
por la via Embden Meyerhof (EMP) para generar piruvato, entonces el piruvato tiene que

ser oxidado para producir acetil CoA que desempefia un papel central en el metabolismo
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de C. acetobutylicum ya que sirve como un precursor para la generacion de todos los
productos deseados. La oxidacién de piruvato se produce en una reaccion que esta
acoplada a la reduccion de ferredoxina, utilizando hidrégeno como aceptor final de
electrones. Se requiere de hierro suficiente para producir suficiente ferredoxina para
completar esta oxidacion (Lee et al., 2008). En un entorno deficiente de hierro la
formacion de hidrogeno molecular no tiene lugar y el metabolismo cambia de piruvato a

lactato en lugar de producir acetil CoA (Gheshlaghi et al., 2009).

Bahl et al. (1986) indican que limitando la cantidad de hierro en el caldo de cultivo
se ayuda a aumentar la proporcién de butanol/acetona producida (de 2: 1 a 8:1); los iones
ferrosos permitieron que el efecto fuera mas dréstico. Sin embargo, en condiciones de
hierro-limitado el lactato se convierte en el principal producto, en lugar de producir acetato
y butirato, afectando negativamente a la concentracién final, el rendimiento y la
productividad del butanol. Aumentar la proporcion butanol/acetona podria facilitar los
procesos de recuperacion y purificacion del producto, pero por la disminucién de la

cantidad de butanol producido la limitacion del hierro resulta contraproducente.

Por otra parte, Peguin y Soucaille (1995) sugieren limitar el hierro disponible en
caldos de cultivo a base de glucosa, utilizando C. acetobutylicum ATCC 824, ayuda a
modular los flujos de carbono y electrones. Para obtener resultados deseables de
fermentacion un compuesto (violdgeno de metilo) que reemplaza las funciones de
ferredoxina debe ser proporcionada a los medios de cultivo, debido a la ferredoxina no
podia ser sintetizada correctamente debido a la deficiencia de hierro. Al limitar la cantidad
de hierro presente la actividad de la deshidrogenasa se afecta limitando la conversion de
acetil-CoA en B-hidroxibutirato. Estos autores reportaron que el violdgeno de metilo es un
mejor sustrato para la ferredoxina-NAD (P) + reductasa que incluso la propia ferredoxina ,
ya que crea una cadena de transporte de electrones artificial. Ambos efectos: reduccion
de la actividad deshidrogenasa y aumentan ferredoxina-NAD (P) + reductasa hacen
posible obtener mayores rendimientos de butanol que los obtenidos con la fermentaciéon
normal ABE, alcanzando una concentracion maxima butanol 13 g/L. Sin embargo, la
adicion de violégeno de metilo causa un alargamiento de la fase lag de crecimiento lo que
afecta directamente la productividad de la fermentacion. Aumentar la produccion de

alcoholes mediante la limitacion de hierro puede sonar favorable, pero, el tener la
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necesidad de complementar compuestos que pueden servir como aceptores de
electrones para evitar la formacion de lactato puede ser mas costoso para el proceso y

mas problemético para la recuperacion de productos.

En el presente trabajo se demuestra que adicionando cantidades adecuadas de
hierro (20 mg/L) se pueden lograr mejoras en la produccién de butanol favoreciendo el
comportamiento normal deseado de las vias fermentativas de C. acetobutylicum. Los
resultados muestran que el suero complementado adecuadamente, puede servir como un
buen sustrato para la fermentaciéon ABE. El suero de queso es un sustrato de bajo costo
disponible y ampliamente producido que requiere poco tratamiento previo para servir
como sustrato de fermentacion por lo que es méas barato que otros sustratos utilizados
como los materiales lignoceluldsicos, la biomasa de algas o diferentes residuos
industriales y domésticos. Ademas la lactosa presente en el suero de queseria tiende a
favorecer la produccién de butanol sobre acetona; una mejora de las condiciones de
fermentacion para utilizar plenamente la lactosa en el suero de leche podria llevar a la

fermentacion ABE a la competitividad econémica.

Adicionalmente a la produccion de lactato se registran otras desviaciones en la
ruta metabdlica generando productos como acetoina, reportada en el presente trabajo y
en los trabajos realizados por Liu et al. (2014) y Ennis (1987), quienes sefialan que éste
podria ser un valor agregado de la fermentacion ABE ya que la acetoina es un compuesto
quimico altamente empleado como aditivo para agregar sabor y olor a los alimentos; para
lograr la produccion de acetoina se debe desviar la ruta metabdlica de la produccién de
acetona, sacrificando este solvente por otro compuesto de valor agregado mayor que

podria contribuir a cooperar con la competitividad econémica de la fermentacién ABE.

7.2 GENERACION DE CEPAS MUTANTES POR MUTAGENESIS NO DIRIGIDA

Una de las principales limitaciones de la fermentacion ABE es la inhibicién de las
bacterias por el producto que generan: butanol. El butanol es presenta numerosos efectos
dafinos sobre C. acetobutylicum a concentraciones suficientemente elevadas para inhibir
el crecimiento; el butanol destruye la habilidad de la célula para mantener su pH interno,

disminuye la concentracion de ATP e inhibe el consumo de azlcares del sustrato (Bowles
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y Ellefson, 1985). El butanol actia dafiando la membrana celular causando una disrupcion
en los componentes fosfolipidicos de la misma lo que incrementa la fluidez afectando su
permeabilidad y la actividad de la ATPasa unida a la membrana (Dong et al., 2012).
Thomas et al. (2014) determinaron que el estrés al que es sometida la bacteria por la
acumulacién de los productos de fermentacion genera perturbaciones en el balance redox
lo que provoca represiones de genes que codifican para los sistemas de
fosfotransferasas, motilidad celular y proteinas flagelares lo que desemboca en la

detencion prematura del crecimiento celular.

En las dltimas décadas diversos estudios se han realizado con la finalidad de
modificar genéticamente cepas de Clostridium de distintas especies buscando
incrementar el rendimiento de butanol que se obtiene mediante extender el rango de
sustratos que pueden ser aprovechados por estos clostridios, incrementar el rendimiento
de butanol por fuente de carbono, favorecer la produccién selectiva de butanol en lugar de
las mezclas de acidos y solventes normalmente obtenidas y, principalmente, incrementar
la tolerancia de las bacterias a la presencia de su inhibidor (butanol) (Niemisto et al.,
2013).

Los métodos empleados para efectuar las mutaciones varian desde métodos
fisicos y quimicos tradicionales hasta la implementacion de modernos sistemas de
mutacion. Existen una gran variedad de agentes fisicos y quimicos que pueden inducir
mutaciones. Algunos de los mutdgenos empleados en cepas de clostridios han sido
sulfonato de etilmetano (EMS), N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), radiacion
ultravioleta, mitomicina C, peréxido de hidrégeno, acido nalidixico, metronidazol, entre
otros (Thomas et al., 2014). Dentro de las estrategias moleculares, llamadas de ingenieria
genética, incluyen la mutagénesis dirigida empleando técnicas avanzadas de biologia
molecular como la insercion de plasmidos y la delecibn de estos, la expresion
policistronica de genes de produccion de butanol en organismos heterélogos que no
tienen la capacidad natural de esporular, sistemas promotores inducibles, estrategias de
supresion, microarreglos de ADN, mutagénesis por transposicion, mutagénesis sitio
dirigida (empleando la herramienta ClosTron® para el caso especifico de los clostridios) y

tecnologias de ARN antisentido (Pérez-Mancilla y Montoya-Castafio, 2013).
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A pesar de que la mutagénesis dirigida de los microorganismos ha demostrado
ampliamente proporcionar mejores resultados que la mutacion efectuada utilizando
agentes quimicos y fisicos, para el género Clostridium se ha demostrado que es
sumamente dificil generar mutantes por ingenieria genética con disefio e insercion de
plasmidos, ya que a pesar de insertar los fragmentos a su el genoma Clostridium no los
expresa. La Unica manera de lograr una correcta mutacion dirigida en clostridios es
empleando el sistema patentado ClosTron. Por ello este estudio busca proporcionar
alternativas de mutacion haciendo uso de las técnicas tradicionales de mutacion por

exposicion a radiaciéon UV-C (A= 254nm).

La longitud de onda efectiva de la radiacion ultravioleta para la mutagénesis esta
comprendida entre los 200 y 300 nm, regidon conocida como de onda corta, UV lejano o
UV-C (Gayan et al., 2013). A 260 nm de longitud de onda de la radiacion se da la maxima
absorcion por parte del DNA, la longitud de onda con mayor efecto germicida y mutageno
es la de 254 nm (Eisenstark, 1998). Los productos mas importantes de la accion de la luz
UV son dimeros (timina-timina; timina-citosina; citosina-citosina) que se forman entre
pirimidinas (T, C) adyacentes, lo que incrementa enormemente la probabilidad de que
durante la replicacion del DNA, la DNA polimerasa inserte un nucleétido incorrecto en tal

posicién (Gayan et al., 2013), generando asi cambios en los genes y su expresién.

Los experimentos de mutagénesis realizados con las cepas bacterianas CDBB-B-
797 y ATCC 824 demostraron que la exposicion de estas cepas a la luz ultravioleta
puede generar cambios que les permiten adaptarse y soportar concentraciones de
solventes, en especifico de butanol, superiores a las que pueden soportar las cepas

silvestres de donde fueron obtenidas.

A pesar de que la cepa silvestre CDBB-B-797 no es capaz de producir butanol se
logaron generar dos mutantes derivadas de ella que si pueden producirlo. La cepa
mutante denominada M1 logré producir 1.12 + 0.5 g/L de solventes totales, de los cuales
0.96 + 0.22 g/L corresponden a butanol, mientras que la cepa denominada M2 logré
producir 0.65 + 0.04 g/L de solventes totales, siendo casi el 100% de su produccion
butanol. Lamentablemente las cantidades de butanol producido fueron inferiores por lo

menos en un orden de magnitud a las reportadas en la literatura para cepas silvestres de
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C. acetobutylicum y de hasta dos 6rdenes de magnitud cuando se comparan con otras
cepas mutantes. La mutante generada de mayor interés, a partir de CDBB-B-797 fue M2,
ya que a pesar de producir una menor cantidad de butanol mostr6 capacidad para
producir casi Unicamente butanol, teniendo producciones de etanol y acetona en el orden
de los miligramos por litro. Lamentablemente la mutagénesis efectuada en las cepas de
Clostridium acetobutylicum CDBB-B-797 empleando como mutigeno la luz ultravioleta
fueron inestables y ambas mutantes volvieron a su condicion original de no tener la

capacidad de efectuar la fermentacion ABE.

Por otra parte, de la cepa ATCC 824 logré generarse una mutante que demostrd
producir una concentracion total de solventes significativamente mayor a la obtenida con
la cepa original, lamentablemente el incremento en la concentracién total de solvente es
debido a un incremento en la produccion de etanol y no una mejora en la produccion de
butanol como era deseado. Por lo anterior esta cepa mutante generada no resulto

favorable para su uso en la produccién de butanol a nivel laboratorio o nivel industrial.
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CONCLUSION

El suero de queseria es un sustrato viable para la fermentacion ABE, siempre y
cuando sea adecuadamente preparado y suplementado. La adiciébn de una fuente de
hierro es estrictamente necesaria para el suero de queseria sea un sustrato viable ya que
la falta de éste impide la sintesis de ferredoxina y restringe la actividad de la ferredoxina-
piruvato oxidorreductasa, lo que conduce a la produccién de acido lactico en lugar de los

deseados solventes ABE.

La adicion de una fuente de hierro acompafiada con azufre (FeSO,) mejora la
produccion de butanol en un 65 % en comparacion con lo obtenido al emplear una fuente
de hierro con distinto estado de oxidacion y sin azufre (FeCl;) bajo las mismas
condiciones de fermentacion. FeSO, es una fuente de hierro ideal para mejorar la

produccién de butanol cuando se emplea el suero de leche como sustrato.

El empleo de suero de queseria debidamente suplementado mostré generar un
mejor desempefio fermentativo que el caldo lactosado igualmente suplementado,
empleando para la fermentacion tanto la cepa ATCC 824 como su mutante M3. Emplear
suero de queseria favorecio el incremento en la produccién de butanol lo que se refleja en

un incremento en la productividad.

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 tiene la capacidad de asimilar los azUcares
presentes en el suero de queseria y metabolizarlos para generar los solventes de interés:
acetona, etanol y butanol, a concentraciones de hasta 12.24 + 3.18 g/L de solventes
totales, de los cuales 7.13 = 1.53 g/L corresponden al butanol. La cepa mutante M3
generada a partir de ATCC 824 mejoré la produccion de solventes totales, incrementando

la produccion de etanol.

Clostridium acetobutylicum CDBB-B-797 procedente de la Coleccion Nacional de
Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV-IPN, tiene la capacidad de
aprovechar los azlcares presentes en el suero de leche para generar biomasa y producir
acidos pero no tiene la capacidad de efectuar la fermentacion ABE para la produccion de

butanol.
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GLOSARIO

ATCC 824: clave asignada a la cepa silvestre de C. acetobutylicum por la American Type

Culture Colection.

CDBB-B-797: clave asignhada a la cepa silvestre de C. acetobutylicum por la Coleccién
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV-IPN.

Factor de dilucion (D): en cultivo continuo se refiere a la cantidad de flujo alimentado y
cosechado a un reactor por volumen de trabajo (D=f/v).

Fermentacion ABE: Fermentacién acetobutilica en la cual los azlicares son asimilados

para producir acetona, etanol y butanol.

Obs: gramos de biomasa seca, se refiere el peso registrado por un grupo de células

secado y llevado a peso constante.

Os: gramos de sustrato, se refiere a una cantidad de sustrato (azUcares) especifica.

g,: gramos de producto, se refiere a la cantidad total de productos generados.

Intervalos LSD: intervalos Least Significant Difference (Diferencia Minima Significativa).

Herramienta estadistica para comparacion por parejas de medias de grupos.

M1: cepa bacteriana derivada de C. acetobutylcum CDBB-B-797 resistente a una
concentracion de 2.5% v/v de butanol tras exposicion a radiacion ultravioleta (A= 254 nm)

por 60 minutos.

M2: cepa bacteriana derivada de C. acetobutylcum CDBB-B-797 resistente a una
concentracion de 3.0% v/v de butanol tras exposicion a radiacion ultravioleta (A= 254 nm)

por 60 minutos.
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M3: cepa bacteriana derivada de C. acetobutylicum ATCC 824 resistente a una
concentracion de 3.0% v/v de butanol tras exposicion a radiacion ultravioleta (A= 254 nm)

por 45 minutos.

Velocidad especifica de crecimiento (u): velocidad de crecimiento de un

microorganismo en un sustrato dado, en funcién del sustrato limitante.

Velocidad maxima de crecimiento (Umax): Velocidad especifica de crecimiento maxima

que puede alcanzar un microorganismo en un sustrato dado.
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ANEXOS

Anexo A: Articulo derivado del trabajo de tesis. “Iron effect on the fermentative
metabolism of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 using cheese whey as substrate”.
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