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Resumen

Se estudiaron las condiciones y caracteristicas de la produccién de biobutanol
en la fermentacion ABE. Se usé un modelo cinético de crecimiento celular
estructurado siguiendo la via metabolica propuesta por Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) para el Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4
ATCC13564 en un esquema de reaccion de flujo continuo y tanque agitado.
Se realizd un analisis de sensibilidad y una optimizacidon con base en las
variables de decision de productividad de butanol, rendimiento de glucosa
a butanol y conversion global de glucosa para diferentes concentraciones de
alimentacion y tasa de dilucion resultando en valores de productividad de
27,46 mM h!, rendimiento de 0,65 mmol de butanol por mmol de glucosa y
conversion de 95,38% finales a una concentracion de alimentacion 6ptima de
295 mM y tasa de dilucion final de 0,15 h'.

----- Palabras clave: Biobutanol, fermentacion ABE, Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), Clostridium saccharoperbutylacetonicum
N1-4 ATCC13564

Abstract

The conditions and characteristics of biobutanol production in ABE
fermentation were studied. A cell growth kinetic model structured according to
the proposed metabolic pathway Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) pathway
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for the Clostridium Saccharoperbutylacetonicum N1-4 ATCC13564 reaction
scheme was used in a continuous flow stirred tank. A sensitivity analysis and
optimization based on the decision variables butanol productivity, glucose to
butanol yield and glucose global conversion for different feed concentrations
and dilution rate were performance. Productivity values of 27,46 mM h!,
yield of 0,65 mmol of butanol per mmol of glucose and final conversion of
95,38% at optimal food concentration of 295 mM and optimal final dilution

rate of 0,15 h! were obtained.

----- Keywords: Biobutanol, ABE fermentation, Embden-Meyerhof-

Parnas (EMP),
ATCC13564

Introduccion

Diversos procesos microbianos fueron desarro-
llados, antes de la Primera Guerra Mundial. Uno
de los pioneros de aquel momento fue Chaim
Weizmann, quién realizo una importantisima in-
vestigacion sobre la produccion de acetona utili-
zada en explosivos, butanol y etanol a través de la
fermentacion llevada a cabo por la bacteria Clos-
tridium acetobutylicum, denominada luego como
la fermentacion ABE.

La fermentacion ABE (produccion biotecnolo-
gica de Acetona, Butanol y Etanol) fue utilizada
por numerosos paises hasta los afios 50, momen-
to en que los procesos basados en petroleo reem-
plazaron a aquellos de fermentacion por microor-
ganismos. Las plantas con fermentadores fueron
cerradas. Pero en 1973, la crisis del petroleo re-
novo el interés en la investigacion, desarrollo e
implantacion de los procesos de fermentacion.

Gracias a los avances relacionados al genoma del
Clostridium acetobutylicum, sumado al abarata-
miento de los sustratos utilizados, y con el de-
sarrollo de nuevas técnicas que mejoran el ren-
dimiento, renacid el interés por la fermentacion
ABE en los ultimos afios acentuada a la produc-
cion de butanol.

Este compuesto al ser utilizado como combustible
(en forma de mezclas) es llamado “biobutanol”
esto con el fin de remarcar su origen vegetal,
puesto que el butanol puede producirse también
a partir de combustibles fosiles, con las mismas
propiedades quimicas.

Clostridium  saccharoperbutylacetonicum N1-4

Expertos de diferentes empresas del sector qui-
mico como BP y DuPont [1] destacan las venta-
jas del butanol como carburante con respecto al
etanol:

* Alcanza el 95% de energia que el mismo
volumen de gasolina, mientras que el etanol
no pasa del 75%.

* Se puede mezclar con la gasolina convencio-
nal, sin tener que hacer adaptaciones en los
automoviles, en una proporcion mayor que el
etanol.

* Tolera mejor la contaminacién por agua, es
menos corrosivo y tiene una menor presion
de vapor que el etanol, por lo que se puede
mezclar directamente con la gasolina en
la refineria y enviarlo por las mismas
infraestructuras petroleras de transporte, algo
que no es posible con el etanol.

* FEl proceso fermentativo ABE es completa-
mente anaerobio, por lo tanto no es necesario
mantener una oxigenacion constante y uni-
forme en todo el mosto.

* No requiere sacarificacion del almidon
debido a que el Clostridium acetobutylicum
posee y produce las enzimas necesarias para
la sacarificacion del almidon, con lo cual se
ahorra este proceso previo. [1,2]

Después de analizar y simular el proceso de fer-
mentacion ABE con el uso de expresiones cinéti-
cas basados en el modelo estructurado propuesto
por Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) [3] se es-
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tudi6 la forma de aumentar la productividad de
butanol, el rendimiento de glucosa a butanol y la
conversion global de glucosa en la fermentacion
ABE. Se analizaron procesos continuos y discon-
tinuos con diferentes arreglos de biorreactor iden-
tificando los rendimientos y productividades en
cada uno, esto con el fin de proponer una opcion
tecnologica eficiente para la fermentacion ABE.

Fundamento tedrico

La tecnologia y aplicacion de la fermentacion
ABE para la produccion de biobutanol como el
combustible del futuro presenta en la actualidad
gran desarrollo y objeto de investigacion alrede-
dor del mundo. La DuPont y British Petroleum
que han presentado sus desarrollos para producir
butanol conjuntamente con la British Sugar anun-
ciaron que van construir la 1* planta de produc-
cion de butanol en Norfolk - Inglaterra, la cual
tendra un costo de US$ 46 millones. En este caso,
la materia prima sera preferentemente remolacha
azucarera, aunque también puede obtenerse de
maiz, cafa de aztcar o cualquier producto rico
en azucar o almidon. En la figura 1 por ejemplo,
podemos ver un esquema de un bioproceso para
la elaboracion de acetona, butanol y etanol en la
antigua URSS [4] en el cual la produccion es de
alrededor de 70000 ton/afio de solventes, segui-
do por una produccion secundaria de vitaminas y
proteina de levadura. Es interesante observar las
posibilidades que brinda el sector agroindustrial
y sus residuos a los bioprocesos, y a su vez, el
tratamiento de estos para aprovecharlos al maxi-
mo en subproductos de alto valor agregado y que
tienen un bajo impacto ambiental y residual.

Sin embargo, la fermentacion ABE cuenta con
desventajas econdmicas, que son asociadas fun-
damentalmente a la estequiometria y a la primera
ley de la termodinamica, es decir, que el balance
de materia y energia durante el proceso fermen-
tativo nunca se va a satisfacer, esto debido a las
necesidades de mantenimiento celular y factores
de tipo metabdlico en el proceso. Para el caso es-
pecifico de la fermentacion ABE, existen ciertas
inquietudes en cuanto al desempefio econémico
del proceso. [5] El rendimiento maximo de la fer-
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mentacion ABE varia segun el microorganismo
utilizado, pero se ha llegado a valores de alrede-
dor de Y5 =37% (se refiere al rendimiento de
butanol con respecto al sustrato glucosa).
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Aspectos econémicos de la fermentacion
ABE

Las proyecciones hechas por las multinacionales

BP y DUPONT para el biobutanol al 2010 indican
que este combustible va a ser mas caro que los
combustibles convencionales mientras entra en el
mercado, se desarrollan la tecnologia y se montan
las plantas de produccion masiva. Al respecto, se
ha estimado un coste de produccion de alrededor
2-3 Euros/Kg [5]. Es clave analizar los costos
de inversiobn para una planta Discontinua y
una planta en Continuo (Fig.2). Si se compara
ambas instalaciones, los costos directos son mas
representativos en el caso continuo debido al
grado de equipamiento y especializacién de los
mismos y representa un 83% del total de inversion
de capital. En el proceso Discontinuo este item
representa tan solo el 60% de la inversion capital,
siendo representativos los costos indirectos, (30
% del total), en tanto que este tipo de costos para
el proceso en continuo solo es un 7% del costo
total de la inversion. La inversion de capital total
es mucho mayor en el proceso continuo, pero
a una mayor tasa de produccion anual, lo cual,
puede representar una tasa de retorno rapida en
alrededor de 5 a 10 afios.
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Figura 2. Costos de inversion de la fermentacion
ABE basado en resulados de Gapes et. al [9]

Al hablar de costos de produccion para las mismas
plantas, el costo para una planta continua en com-
paracion al de la planta Discontinua es mucho ma-
yor, siendo el item mas representativo el costo de
la operacion, que se traduce en los costos directos,
que oscila en un 27 %, debido a la automatizacion
y la operacion como tal de la planta instalada. De
nuevo, la inversion se puede recuperar rapido para
una demanda grande del mercado en comparacion
a la operacion discontinua.

Microorganismos para la fermentacion Abe

El microorganismo mas estudiado y alterado
genéticamente para la produccion de acetona,
butanol y etanol es el Clostridium acetobutylicum.
Las bacterias del genero Clostridium son bacterias
Gram positivas, formadoras de endosporas,
anaerobias estrictas y entre su gama se encuentran
tanto microorganismos patdgenos (Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Clostridium
botulinum) y no-patdégenos. Las bacterias del
genero Clostridium son fermentadoras pro
excelencia, dependiendo del sustrato, la via
metabodlica y la cepa, sintetizan variedad de
acidos organicos, grasos y solventes.

Sin embargo, el Clostridium acetobutylicum es el
microorganismo que resulta mas especializado en
la produccion de solventes, y en este caso, muestra
una gran produccion de butanol via metabolica.
Los estudios sobre este microorganismo han
llevado a descubrir variedades del mismo género
y a alterarlo genéticamente para aumentar el
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rendimiento hacia el metabolito principal de la
fermentacion ABE [6,7]. Entre los Clostridium
involucrados en la fermentacion ABE se citan:

*  Clostridium acetobutylicum
*  Clostridium beijerinckii
*  Clostridium saccharobutylicum

*  Clostridium tetanomorphum

En el presente trabajo se realiz6 una comparacion
de rendimientos de cada microorganismo de
este género con respecto a la concentracion de
sustrato (glucosa) en un medio TYA. Con base
en los resultados obtenidos en publicaciones
anteriores [6,7]. El mejor rendimiento se
presenta en la cepa modificada Clostridium
saccharoperacetobutylicum NI-4 e igual a
32,5%, que disminuye con respecto al aumento
en porcentaje de glucosa en el medio de cultivo.
De este estudio se concluye que existe una
concentracion critica de glucosa que inhibe por
completo el crecimiento del microorganismo.

La variedad de cadenas de microorganismos
modificadas genéticamente para la fermentacion
ABE revela la optimizacién del medio de cultivo
que mejor favorezca el crecimiento de la bacteria
evitandose con esto, la inhibicion tanto por sustrato
(usualmente glucosa) y por producto (butanol) en
las fases acidogénica y solvatogénica.

Via metabdlica de la fermentaciéon Abe

La ruta metabolica para la produccion de acetona-
butanol-etanol [3] (Fig. 3) comprende 2 fases
distintas pero caracteristicas de la fermentacion,
que son nombradas cominmente como fases de
Acidogénesis y Solventogénesis. La primera fase
comprende la formacionde acido Acético y Butirico
con ATP durante el crecimiento exponencial de las
células. A este le sigue una fase de crecimiento
estacionario, donde la Solventogénesis toma lugar,
los acidos son reasimilados, y acetona-butanol-
etanol aparecen como metabolitos secundarios.
Se ha demostrado experimentalmente [8] que se
puede acelerar la produccion de butanol mediante
la alimentacion de una cantidad de acido butirico
al medio reaccionante.
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Figura 3. Ruta metabolica en Clostridium
acetobutylicum ATCC824T

Las enzimas involucradas se abrevian como PTA: Fosfotransaceti-
lasa; AK: Acetatokinasa; CoAT: CoA transferasa; PTB: Fosfotrans-
butirilasa; BK: Butirato kinasa; BADH: Butiraldehido deshidrogena-
da; BDH: Butanol Deshidrogenada

Modelacion y discusién

Con base en el modelo estudiado [3], se resolvieron
los balances para un CSTBR y se obtuvieron los
perfiles de concentracion y rendimiento en funcion
del tiempo de residencia en estado estable (Figura
4y 5,). Posteriormente se realizé la optimizacion
de las variables de decision como productividad
de butanol, rendimiento de glucosa a butanol y
conversion de glucosa en estado transitorio. Todo
esto con el fin de tratar de solventar los problemas
de convergencia debido a la alta no linealidad del
modeloy los multiples estados estables que podrian
presentarse. El modelo cinético y matematico se
observa a continuacion:
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Modelo cinético

Contempla las velocidades de reaccion que se dan
en el modelo estructurado de la via metabodlica
reportada en la figura 3 y cuyos parametros se
reportan en el estudio de Hideki Shinto, et al. [3].
Asi:
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Modelo matematico

Se propone un balance completo de masa en
estado transitorio considerando las simplificaciones
pertinentes para el biorreactor discontinuay CSTBR.
En el caso del biorreactor CSTBR se desarrollo
el modelo en estado estable para reproducir los
perfiles de concentracion de cada metabolito y
rendimiento, en tanto que se simulo el modelo en
estado transitorio para el andlisis de sensibilidad y
optimizacion para las variables mencionadas. Los
balances generales para cada metabolito son:

W=B([Gmcosa]o -[Glucosa])-r, (20)
@=D([F6P]O—[F6P])+ 5-t, 1)
d[ifP] -D([G3P], -[G3P])+r,-r, (22

@ZD([Pivao]o -[Piruvato])+ n+r, -1, -1, (23)

%=D ( [Lactato] . -[Lactato]) +r,-1, (24)

d[ACoA
%#D([ACOA]O '[ACOA])+ LFL+L -0 T, -5 -1, (25)

W=D([Biomasa]0 -[Biomasa])+ 1,-15(26)
sz([Acetato]O-[AcetatO])+ Lot -1 (27)
d|[Etanol
%=D([Etanol]o —[Etanol])+ r, (28)
W:D([AACOA]O-[AACOA])+r10-rg -1, -1 (29)

d[Acet tat
W:D([Acetoacetato]n —[Acetoacetato])+ L= T - T (3 0)

d[BCoA]
dt

=D([BCoA], -[BCoA])+ 1, + 15+ 1, -1y -1y (31)
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AUBtreto) o {Buraro) - Butiraro]) 1,1, -1, (32)
d|Acet
dlacetons]_p 1 scetonal, -[Acetona]) <5, (33)
dt ’
d|CO
A% p(co, ], -fco, ) rvr, 34
d[Butanol
%—D([Butanol]o'[ButaHOI])+r’9 33)

Dichos balances alrededor del biorreactor se
generalizaron para n reactores segun la ecuacion
(36) en donde el subindice i indica la salida de
cada biorreactor y j la reaccion involucrada.
Cuando i es igual a cero, se toma como condicion
de alimentacion. Los términos entre corchetes
indican la concentracion del metabolito en mM y
D es la tasa de dilucion en h'.

d[Metabolito]

m =D, ([Metabolito]i -[Metabolito], , )+zrj (36)

En la figura 3 los valores finales de concentracion
de butanol son alrededor de 78 mM a un tiempo
de residencia de 600 h, tiempo a partir del cual,
la concentracion de butanol no cambia de manera
apreciable y se puede considerar en un valor
promedio constante. De forma similar se comporta
el sustrato o glucosa, agotandose hasta un valor
2,5 mM Este valor es muy importante ya que
se encuentra por encima del valor contemplado
para el agotamiento energético (menor o igual a
1 mM)) por ende el mecanismo de muerte celular
en el modelo nunca se hace efectivo, aspecto
que en el esquema Discontinuo es una limitante.
Esta primera aproximacion lleva a examinar la
viabilidad de implantar un esquema de reaccion
en serie para aumentar la productividad y el
rendimiento de glucosa a butanol que para el caso
de un solo CSTBR es de alrededor de 1,16 mmol
de butanol por mmol de glucosa. Es de anotar
que los tiempos de residencia son muy altos y
afectaran econémicamente el proceso, mas aun
cuando se habla de la producciéon de biobutanol
como un combustible emergente.
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Analisis de sensibilidad y optimizacion

Para realizar el analisis de sensibilidad en
el disefio del bioreactor se escogieron 3
concentraciones de alimentaciones de sustrato
validas y representativas en el intervalo apto
del modelo cinético escogido [3] de forma tal
que se observe su comportamiento y respectiva
respuesta al momento de optimizar las variables
escogidas. Las concentraciones de alimentacion
contempladas fueron de 70,6, 122 y 295 mM dado
a que se pueden corroborar experimentalmente
acorde a la referencia [3]. Los resultados
obtenidos se observan en la figura 6, y figura 7.

Como se puede observar en la figura 6 el intervalo
de tasa de dilucion contemplado revela para los
3 casos de concentracion de alimentacion de
sustrato, el régimen de lavado, el cual se incrementa
conforme disminuye dicha concentracion de
glucosa alimentada. A su vez, es claro que aumentar
la concentracion de alimentacion, aumenta la
concentracion de butanol al final de la fermentacion,
pero también, aumenta la cantidad de glucosa
residual. Ahora, si se observa la figura 7 y tomando
como variable de decision la productividad
maximizada, vemos que a medida que aumentamos
la cantidad de sustrato alimentado, aumenta también
la productividad, pero disminuye la conversion
de glucosa a rendimientos muy parecidos para
cada caso. Una visualizacion mas completa de la
situacion contemplada lleva a ver el comportamiento
de la productividad con respecto a la tasa de
dilucién y las concentraciones de alimentacion
con el fin de solventar el problema del tiempo de
residencia tan alto hallado anteriormente. En la , se
puede apreciar dicha situacion de forma clara, en
donde la productividad llega a un valor maximo
de alrededor de 5 mM h! a altas concentraciones
de alimentacion de sustrato y tasas de dilucion
optimas de 0,1 a 0,15 h''. Los rendimientos llegan
a valores maximos de alrededor de 0,75 mM para
cualquier caso de concentracion de alimentacion y
la conversidon claramente demuestra ser grande de
casi 95% a valores de concentracién de sustrato
pequefios, aumentando conforme disminuye la
tasa de dilucion, que representaria un volumen de
reactor grande.
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Elsiguiente paso a realizar para tomar una decision
sobre la concentracion de alimentacion 6ptima para

disefiar sobre ella y optimizar la tasa de dilucion
a un maximo de productividad, conversion alta
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y rendimiento grande es contemplar todos los
maximos locales de la figura 8 y encontrar el
maximo global o el valor mas representativo de
productividad de butanol. En la figura 9 se observa
que los optimos de productividad aumentan
conforme se aumenta la concentracion de sustrato
alimentada continuamente, de ahi que tomando
como criterio aumentar la productividad de
butanol, se toma como ideal la concentracion de
alimentacion de 295 mM de glucosa.
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Figura 9. Productividad de butanol optima con
respecto a la concentracion de alimento de glucosa

En el punto 6ptimo de productividad de butanol
de 4,9384 mM h' en un solo CSTBR se registran
valores de rendimiento de glucosa a butanol de
0,5138 mmol mmol! y conversion de glucosa de
30,2097 % a una tasa de dilucion de 0,1079 h'! que
se traduce en 9,2678 h de tiempo de residencia.
(Fig. 10) Estos resultados abren la puerta para
considerar el aumentar la conversion en un
arreglo en serie de CSTBR tomando como base
el primer biorreactor optimizado a productividad
maxima. Es claro observar de la figura 10 que la
productividad de butanol aumentard para cada
biorreactor contemplado en el arreglo, pero como
la variable de decision ahora es la conversion
hacia glucosa, dicho valor no sera el 6ptimo, ya
que optimizar al 6ptimo de productividad en la
bateria de bioreactores implicaria una serie muy
larga de equipos que econdémicamente no seria
viable para obtener un grado de conversion alto.
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La optimizacion se realizo haciendo un balance
equitativo entre conversion y productividad, dado
que el rendimiento en la bateria como se demostro

anteriormente es muy parecido a partir del segundo
biorreactor. Los resultados de la bateria de CSTBR
optimos se reportan en la tabla 1.

Tabla 1 Valores Consolidados en un arreglo de 4 bioreactores en serie para la produccién de Butanol

Biorreactor Tasa de dilucion Productividad Rendimiento Conversion (%)
(h) (mM h) (mmol/mmol)
1 0,1078 4,9384 0,5138 30,2097
2 0,1169 12,4184 0,5825 61,8051
3 0,1315 20,0371 0,6192 83,4280
4 0,15 27,4597 0,6506 95,3798

Es de anotar ademas, que hay un equilibrio y
una barrera natural a vencer en este montaje,
debido a que en el primer CSTBR hay una baja
conversion, lo que indica una gran cantidad de
glucosa residual que inhibe al microorganismo
por sustrato, y a medida que aumentamos dicha
conversion, la inhibicion por sustrato disminuye
pero la inhibicion por producto, es decir, butanol
aumenta, llegandose a estar casi completamente
inhibido el microorganismo en el 4° biorreactor.
Considerando este planteamiento, la bateria se
optimizo a valores intermedios de productividad
a partir del segundo biorreactor, dejando al
ultimo biorreactor con una inhibicion grande por
productos y casi nula por sustrato de modo que el
mecanismo de muerte celular entre en operacion
en el modelo matematico.

Conclusiones

La via metabolica para la fermentacion
acetobutilica contempla un estudio de modelos
estructurados segiin Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) utilizando como sustrato glucosa,
permitiendo la modelacion y simulacion tanto en
estado estable y transitorio. En estado estable, el
analisis de rendimiento demuestra que una serie de
bioreactores no aumenta el rendimiento de glucosa
a butanol haciendo innecesario dicho esquema, al
igual que visualiza la alta no linealidad del modelo
estudiado y los posibles estados estables que
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reducen la convergencia hacia las solucion fisica
real sobre la que se esta simulando.

Un andlisis en estado transitorio sobre el estado
estable en el cual los limites cinéticos son validos,
revela la capacidad de optimizar las variables de
decision: productividad de butanol, rendimiento
de glucosa a butanol y conversion de global de
glucosa. Los resultados obtenidos dejan ver
un arreglo optimo de 4 bioreactores de tanque
agitado en flujo continuo en donde el primer
reactor de la serie se encuentra maximizado hacia
la productividad de butanol, a un alto rendimiento
de glucosa a butanol y una baja conversion, de
donde, la decision operacional permite que en
el segundo y tercer bioreactor se aumente la
conversion bajo un equilibrio entre la inhibicion
por sustrato y por producto para que no disminuya
la productividad a valores no deseables y dejando
un cuarto biorreactor maximo hacia la conversion
e inhibido por butanol casi por completo.
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