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INTRODUCCION

Los costos crecientes de las materias primas prove-
nientes del petroleo, base de los procesos de sintesis
de acetona y butanol, han originado un renovado
interés por los procesos fermentativos.Estos proce-
sos dejaron de aplicarse en 1930 por sus desfavora-
bles condiciones econdémicas en comparacién con
los procesos sintéticos. Un ejemplo fué la planta de
Ilinois (EE.UU), con 96 fermentadores de 200 m?
y un consumo diario de 25.000 bultos de maiz (9).

El Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia, después de considerar que
el pais importa anualmente alrededor de 2500
toneladas de butanol y el 80 % de la acetona
consumida, inici6 en 1987 un programa de desa-
rrollo de la fermentacién acetobutilica a partir de
melazas de cana. De acuerdo con el estudio de
prefactibilidad econémica para la produccién de
butanol y acetona por fermentacién, de Serrano y
Pinzon (10), los gases constituyen un 83 % de los
ingresos totaies recibidos por ventas, mientras los
solventes, etanol, butanol y acetona, sélo un 16 %,
razon por la cual es necesaria la evaluacién de los
gases producidos en la fermentacion.

1. EQUIPO DE FERMENTACION

El equipo utilizado es un «Microferm Fermentor»
de la serie MF-100, fabricado por la compania New

Brunswick Scientific (7), disenado para cultivo
continuo y por lotes, y equipado con sistemas de
control de pH, temperatura y velocidad de
agitacion. El fermentador estia ubicado en el
Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional.

Las condiciones anaerébicas son alcanzadas
mediante la alimentacién de nitrégeno gaseoso
a través de un filtro empacado con lana de vidrio;
un filtro similar se utiliza para evacuar los gases
producidos por la fermentacién. La agitacion es
producida por un impulsor de paletas planas y
cuatro pantallas deflectoras. El control de la
temperatura se realiza mediante la adicién de
agua fria o caliente, segun el caso. El agua entra
por una de las pantallas y sale por la pantalla
opuesta. Los gases producidos en la fermen-
tacién pasan por un condensador ubicado en la
tapa del fermentador.

2. FERMENTACION ACETOBUTILICA

2.1 PREPARACION DEL MEDIO.

Las fermentaciones se realizan con medio fermen-
tativo (Tabla 1), a partir de un preinéculo preparado
con medio similar.

La preparacién de medio se realiza mediante el
siguiente procedimiento:
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Tabla 1.
Composicién del medio empleado en la
fermentacién, (11).

Miel de cana 130 g
K2HPO4 1,8 g
PABA (acido p-aminobenzoico) 3 mg
Extracto de levadura 5 g
Fuente de minerales 4 ml
Agua, en cantidad suficiente para... 900 ml

Fuente de minerales:

NaMog4.2H20 24 g
CuS04.5H20 1,7 g
CoCl2.6H20 0,24 g
MgS04.H20 1 g
CaCl2.2H20 1.5 g
H2S04 concentrado 28 mi
FeCl3.6H20 2,7 g
Agua, cantidad suficiente para... 1000 ml

La melaza se disuelve en agua destilada y se
centrifuga a 2000 rpm. durante 20 minutos, con el
proposito de eliminar los sélidos suspendidos.
Simultaneamente se disuelve K2ZHPO4 en agua
destilada. Entonces se adicionan al sobrenadante,
extracto de levadura, acido p-aminobenzoico y
minerales. Los recipientes con el medio son sellados
con papel de aluminio y esterilizados en el auto-
clave a 103,388 kPa (15 psig) durante 20 minutos.
Finalmente se mezclan los fosfatos con la miel y
los nutrientes en condiciones estériles.

2.2 ACTIVACION DE LA CEPA.

La activacion de la cepa se realiza mediante el
siguiente procedimiento:

Se esterilizan en el autoclave diez tubos de
ensayo, preferiblemente roscados, con sus tapas a
medio ajustar. Posteriormente, en un area estéril
se adiciona a los tubos medio vegetativo hasta la
mitad de su volumen. La composicion de este medio
es similar a la del medio fermentativo (Tabla 1),
pero con 80 g de miel de caia, en lugar de 130 g.
Entonces, se agrega a cada tubo, perfectamente
agitado, medio de cultivo con esporas de Clostri-
dium acetobutylicum DSM 1732 silvestre, en una
proporciéon de una parte de esporas y nueve de
medio puro. Para garantizar condiciones anaero-
bicas, antes de tapar los tubos se vierte parafina
fundida en cada uno. Al solidificar, la parafina
forma un tapén sobre la superficie, que impide el

paso del oxigeno (aire). Finalmente los tubos son
sellados.

Los tubos perfectamente cerrados, después de
ser introducidos durante 2,5 minutos en un
recipiente con agua en ebullicion y luego en otro
recipiente con agua fria, son llevados a una
incubadora a 37 °C. Veinticuatro horas mas tarde
aproximadamente, y como consecuencia de la pro-
duccidn de gases, la parafina se levanta de la super-
ficie del medio, indicando la activacién de la cepa.
En este caso puede apreciarse un cambio de color
del medio, desde café hacia amarillo. Por el contra-
rio, si después de 30 horas no se observa produc-
cion de gases, la cepa debe someterse a un nuevo
choque térmico.

Una vez activada la cepa, debe mantenerse en
estas condiciones mediante repiques cada 24 horas.
Los repiques consisten en un cambio de medio con
esporas a los tubos, en la proporcién de 1 parte de
esporas y 9 de medio puro. Antes de cambiar el
medio, los tubos son agitados hasta lograr homoge-
neidad. Entonces, después de retirarles una buena
cantidad de medio fresco y adicionarles parafina
fundida, son tapados y transportados a la incu-
badora. Los repiques se hacen cada 24 horas,
tiempo requerido para alcanzar la fase exponencial
de crecimiento del microorganismo, caracterizada
por una gran produccion de gases.

2.3 PREPARACION DEL PREINOCULO.

El volumen disponible del fermentador es 12 litros,
distribuidos en 10,8 litros de medio puro y 1,2 litros
de medio con células activas (preinoculo). Estas
cantidades corresponden a una relaciéon volimenes
de 9:1.

Inicialmente se preparan en un matraz 120 ml
de medio vegetativo; la composicion de este medio
es similar a la del medio fermentativo (Tabla 1),
pero con 80 g de miel de cana en lugar de 130 g.
Posteriormente el matraz con medio vegetativo es
inoculado con la cepa activa contenida en uno de
los tubos.

Entonces, en un matraz de 2 litros se preparan
1,1 litros de medio fermentativo (Tabla 1) y se
procede a inocularlo con 120 ml del matraz con
células en su fase exponencial de crecimiento.
Dumar y Granados (5), establecieron un tiempo de
20 horas para lograr la densidad adecuada para
inocular el medio de fermentaciéon. El medio se
calienta en el fermentador hasta la temperatura
optima de crecimiento celular (37°C), antes de hacer
la inoculacion.
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Tabla 2.
Condiciones de fermentacién, (1).

Volumen del medio de fermentacion 12

litros

Volumen preinéculo: volumen de medio 1.9

Temperatura

Velocidad de agitacion, (4,14)
Flujo de N2 (para anaerobiosis)

Tiempo de burbujeo de N2

Volumen de cada muestra liquida

2.4 CONDICIONES DE LA FERMENTACION.
En la Tabla 2 se presenta un resumen de las
condiciones de la fermentacion.

2.5 TOMA DE MUESTRAS.

2.5.1 Muestras liquidas.

Para la toma de la muestra liquida se usa un tubo
de vidrio (Figura 2) de 150 ml de capacidad, provisto

e 76

200 rpm.

2,1 litros/minuto
15 minutos

40 ml.

de tres entradas. Después de conectar la linea B
del tubo con el fermentador, se hace vacio con una
jeringa de 50 ml a través de la linea de gas. La
tapa del tubo es un filtro empacado con lana de
vidrio. Una vez tomada la muestra, se sella con
una pinza la linea B conectada con el fermentador.
El tubo descrito también se puede utilizar para
inocular el fermentador a través de la linea A. Las
muestras liquidas son analizadas (1) para determi-
narles pH, concentracién de células, concentracion
de glucosa y solventes (1,6).

Toma de | ;s
muestras A— NOoCulacion
| Linea de gas
Line(] TODG
de roscacia
liquido
Tubo
de
vicirio

i o

FIGURA 2.
Tubo para la toma de muestras liquidas (1)
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2.5.2 MUESTRAS GASEOSAS.

Las muestras gaseosas se usan para analizar la
composicion de los gases producidos durante la
fermentacion. Antes de tomar la muestra se deter-
mina el caudal de gas. Para tomar la muestra se
cierra la salida de gas hacia los medidores de caudal
mediante la valvula de dos vias (Figura 1).
Entonces, mediante la valvula de dos canales, se
conecta la botella tomamuestra con la atmésfera y
se abren las dos valvulas de la botella.

Después de llenar la botella, a través del
embudo, con agua acidulada [20 % p/v de NaCl y
0,5 % p/v de acido citrico, con el propésito de
minimizar la cantidad de gas carbodnico disuelto
en el liquido (3)], se cambia la posicién de la valvula
de dos canales y se conecta la botella con la linea
de gas. Entonces, se desplaza el embudo hacia
abajo para llenar la botella mediante des-
plazamiento de liquido (esta operacién se realiza a
la misma velocidad de produccién de gases en el
fermentador).

Tan pronto como el gas desaloja el liquido de la
botella, mediante una adecuada manipulacién del
embudo, deben equilibrarse los niveles del

improvisado manémetro formado con la manguera
flexible que conecta la botella con el embudo.
Cuando se logra el equilibrio se cierran la valvulas
de la botella, se cambia la posicion de la valvula de
dos niveles, se desaloja el liquido presente en el
embudo y se reemplaza la botella tomamuestra. El
analisis de las muestras se realiza mediante
cromatografia de gases (8,12).

2.6 DETERMINACION DEL CAUDAL DE GAS.

De acuerdo con Beloshitskii, Lanina y Simulik (2),
el método de la burbuja es uno de los mas precisos
para la determinacion de pequenos caudales de gas
entre 2 y 200 ml/minuto. Es un sistema sencillo
(Figura 1), si se considera que so6lo requiere una
bureta calibrada, un cronémetro, solucién jabonosa
y una conexién en T para alimentar el gas a medir.
Como el volumen y la concentracion de los gases
dependen de la temperatura y la presion, estas dos
cantidades se mantienen constantes durante la
fermentacion con el propésito de obtener datos
comparativos. Ademas, en el analisis de una mezcla
de gases se tiene en cuenta que cada uno de los
componentes de la mezcla ocupa el volumen total y

Vaivula de dos vias
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Entrada de gas
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canales
Botella Tapon
toma- inyectable
muestras 5.
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Manguera \_/
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FIGURA 1.
Sistema de medicién de flujo y toma de muestras gaseosas (1)
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Concentracion de celulas, g/litro
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FIGURA 3.
Cinética de la fermentacién acetobutilica. Crecimiento de biomasa (1)

que la suma de las presiones ejercidas por los
componentes esigual a la presion total de la mezcla
gaseosa.

Para medir el caudal se humedece la bureta y
se presiona la perilla hasta el punto en el cual la
solucién jabonosa alcanza la entrada de gas. En
este momento una de las burbujas formadas inicia
Su ascenso y es necesario accionar el cronémetro
cuando la burbuja cruza la marca inferior de la
bureta y detenerlo cuando la burbuja alcanza la
marca superior. El caudal de gas es igual al
volumen entre las marcas de la bureta dividido por
el tiempo requerido para recorrerlas. Ademas, de
acuerdo con la magnitud del caudal a medir, la
capacidad de la bureta se puede escoger entre 10
ml y 100 ml.

El medidor de disco utilizado en la deter-
minacién de caudales superiores a 100 ml/minuto,
totaliza el volumen de gas producido durante la
fermentacion y mantiene constante el nivel de
presiéon en el fermentador, dado que perma-
nentemente evacua el gas producido. La linea de
salida de gas solo se cierra cuando se evalua el flujo
con el medidor de burbuja o cuando se recogen
muestras gaseosas (Figura 1).

3. Resultados

- Las curvas de crecimiento celular (Figura 3)
difieren en la fase de adaptacidn, posiblemente
a causa de la variacion de la concentracion
celular del preinéculo; la fase exponencial y la
fase estacionaria son similares en los 4 ensayos
informados.

- El consumo del sustrato (Figura 4) representa
entre el 75 y el 80% de la glucosa inicial. Por
consiguiente, en este caso, el sustrato no es un
factor limitativo de la fermentacion.

-.Si se considera que las fermentaciones fueron
realizadas en la fase de produccion de acidos (fase
acidogénica) y no en la fase de produccién de
solventes (fase solventogénica), correspondiente a
la fase estacionaria del crecimiento, los rendi-
mientos de sustrato en solventes (Tabla 3 y Figu-
ras 5, 6 y 7) son bajos.

- En la composicion de los gases (Figura 9) se
alcanzan valores de la relacion (moles CO,)/(moles
H,) menores que 1. Estos valores coinciden con los
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Tabla 3. Rendimiento del sustrato en solventes y gases, (1).

Fermentacion Ysis P CO2 H2 YGIS
Observaciones: A B o D E
1 0084 017 058 042 0,1808
2 0,095 020 054 046 01772
3 0064 014 072 028 0,2653
4 0,100 0,18 070 030 0,290
A:  Ygs: Rendimiento de sustrato en solventes, C: Fraccién molar de CO,.
expresado como gramos/litro de solventes por D: Fraccién molar de H,.
cada g/I d.e.glucoso consumida. E: Ygss: Rendimiento de sustrato en gases,
B: P: Productividad, expresada como la concen- expresado como gramos de gas producido por
tracién de solventes producidos en gramo/litro gramo de glucosa consumida. -

por cada hora de fermentacién.

resultados de Yerushalmi y Volesky (14). Ademas, - El rendimiento de glucosa en gases (Figura 9 y
se observa que esta relacién es siempre mayor que Tabla 3) varia entre 18 y 29,6 gramos de gas
1 en la etapa final de la fase exponencial de creci- producido por cada 100 g de glucosa consumida.

miento. La fraccion molar de CO, (Tabla 3) varia Estos resultados confirman la importancia de la
entre 0,72 y 0,54 y la correspondiente a H, entre produccion de gases en el estudio de factibilidad
0,46 y 0,28. Estos valores concuerdan con los técnico-econémica de la fermentaciéon acetobu-
informados por Walton y Martin (18). tilica.

Concentraclion de glucosa, g/litro
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FIGURA 4.

Cinética de la fermentacién acetobutilica. Consumo del sustrato (1)
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Concentracion de butanol, g/litro
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FIGURA 5.
Cinética de la fermentacién acetobutilica. Produccién de solventes: butanol (1)

Concentracion de acetona, g/litro
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FIGURA 6.

Cinética de la fermentacién acetobutilica. Produccién de solventes: acetona (1)
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Concentracion de etanol, g/litro
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FIGURA 7.
Cinética de la fermentacién acetobutilica. Produccién de solventes: etanol ()
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FIGURA 8.

Cinéfica de la fermentacién acetobutilica. Produccién de gases: H, y CO, (1)
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Composlicion de los gases, mol CO2/mol H2

Evaluacion de la produccion de gases en la fermentacion acetobutilica
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Composicién de los gases producidos en la fermentacién acetobutilica.

Relacién molar: (moles CO,)/(moles H,), (1)
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