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ResumEn 
El butanol es  considerado un combustible líquido con potencial para remplazar a la gasolina. Es producido mediante la fermentación ABE (acetona-butanol-etanol), la cual, está seriamente limitada por los altos costos de sustrato, baja tolerancia a solventes y  crecimiento lento. Otro de los problemas observados durante el desarrollo de la fermentación es la desviación de las rutas metabólicas de los microorganismos solventogénicos hacia la generación de productos no deseados, como ácidos orgánicos. Este trabajo propone el uso del suero de quesería como sustrato fermentable, evaluando el efecto de la adición de hierro  sobre el metabolismo fermentativo y la producción de solventes empleando C. acetobutylicum ATCC 824 en fermentaciones anaeróbicas por lote en suero de leche desproteinizado, adicionado con extracto de levadura (5 g/L) y CaCO3 (18 g/L); evaluando la capacidad fermentativa de la cepa bacteriana sin adición de hierro, adicionando FeSO4 y adicionando FeCl3 (20 mg Fe/L). La producción de solventes se analizó por cromatografía de gases. Tras 7 días de fermentación se observó que la adición de una fuente de hierro es estrictamente necesaria para que el suero de leche sea un sustrato viable, debido a que este metal es requerido para producir ferredoxina, una proteína clave en el metabolismo fermentativo de Clostridium acetobutylicum que funge como un aceptor de electrones temporal. La falta de hierro impide la síntesis de ferredoxina y restringe la actividad de la piruvato-ferredoxina oxidoreductasa llevando a la producción de ácido láctico, en vez de los productos deseados: acetona, etanol y butanol. Además, la adición de FeSO4 mejoró la producción de butanol en un 65% (hasta alcanzar una concentración de 7.13 g/L), en comparación con lo obtenido con FeCl3 en las mismas condiciones de fermentación, indicando que FeSO4 es una fuente de hierro idónea para mejorar la producción de butanol bajo condiciones probadas.

1. Introducción 

El butanol es un alcohol primario constituido por 4 carbonos, es un líquido incoloro, flamable, con un olor característico, miscible en solventes orgánicos comunes y parcialmente miscible en agua (Lee et al., 2008). Hasta hoy, es considerado una mejor alternativa que el etanol como biocombustible ya que posee un mayor contenido energético, usabilidad, seguridad y es más fácil de distribuir (Niemistö et al., 2013), además es menos corrosivo y menos soluble en agua que el etanol, siendo un combustible más adecuado para las máquinas de combustión interna utilizadas actualmente en los automóviles (Cooksley et al., 2012; Dong et al., 2012). La producción biológica 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 más 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 químicos como el butanol, acetona y etanol (Ezeji et al., 2007).Las cepas más usadas para la fermentación industrial acetona butanol etanol ABE) son Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinkii, Clostridium saccharobutylicum y Clostridium saccharobutylaceticum (Dong et al., 2012). 
Los sustratos convencionales de la fermentación ABE incluyen principalmente almidón y melaza de maíz, trigo y centeno. Con el fin de reducir el costo del producto final (butanol)  una variedad de sustratos más baratos se han probado incluyendo: sacarosa (Tashiro y Sonomoto, 2010), biomasa lignocelulósica (Jang et al., 2012), residuos domésticos, agrícolas e industriales (Niemistö et al., 2013; Jang et al., 2012), glicerol (Jang et al., 2012;Tashiro y Sonomoto, 2010), biomasa de algas, (Jang et al., 2012), paja de trigo, fibra de maíz, suero de queso (Durán-Padilla et al., 2014; Bahl et al., 1986; Maddox, 1980;), entre otros. 

La producción microbiológica de butanol mediante la fermentación ABE está seriamente limitada por los altos costos de sustrato, baja tolerancia a solventes (máximo 20 g/L),  crecimiento lento y baja densidad celular viable durante la fase solventogénica (Jang et al., 2012). Estas limitaciones resultan en baja concentración final de butanol, baja productividad,  bajo rendimiento y alto costo de recuperación del producto (Tashiro y Sonomoto, 2010). Otro de los problemas observados durante el desarrollo de la fermentación es la desviación de las rutas metabólicas de los microorganismos solventogénicos hacia la generación de productos no deseados, como ácidos orgánicos. Por lo anterior, este trabajo propone el uso del suero de quesería como sustrato fermentable, con la finalidad de aprovechar un desecho de la industria láctea local para generar un producto de valor agregado, enfocando los esfuerzos de la investigación en la evaluación del  efecto de la adición de hierro sobre el metabolismo fermentativo y la producción de los solventes deseados  empleando a C. acetobutylicum ATCC 824 como microorganismo fermentador. 
2. METODOLOGÍA

Se empleó Clostridium. acetobutylicum ATCC 824 obtenida de la American Type Culture Collection. La cepa se cultivó anaeróbicamente a 37 ° C durante 48 h en medio para C. acetobutylicum descrito por Atlas (2004).  Las fermentaciones fueron efectuadas en suero de leche desproteinizado pHinicial 6.5, adicionado con extracto de levadura (5 g/L) y CaCO3 (18 g/L) (Napoli et al., 2008). Se evaluó la capacidad fermentativa de la cepa bacteriana empleando suero sin adición de hierro, suero adicionado con FeSO4 (20 mg Fe/L) y suero adicionado con FeCl3 (20 mg Fe/L). Todas las fermentaciones se efectuaron por lote a 37 °C/7 días en agitación orbital a 125 rpm, bajo condiciones anaeróbicas. La producción de solventes y ácidos  se analizó en cromatógrafo de gases HP 6890 series equipado con un detector de ionización en flama y columna capilar HP-Innowax 19091N-133 de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro y una película de 0.25 µm (Agilent J&W GC Columns ®).  Para el análisis de datos se desarrollaron ANOVA y pruebas de rangos múltiples en STATGRAPHICS Centurión XVI®.

3. RESULTADOS
Tras 7 días (168 h) de fermentación por lote se registraron las concentraciones de productos en las fermentaciones, se cuantificaron los solventes totales producidos, se determinó el consumo de lactosa y se calcularon rendimientos y proporciones de solventes obtenidos bajo cada una de las condiciones probadas (Tabla 1). El ANOVA  univariado para la producción de butanol, el principal solvente, indicó diferencia estadísticamente significativa para la producción de biobutanol entre las tres condiciones estudiadas (p<0.001). El ANOVA  univariado para la producción de solventes totales indicó diferencia estadísticamente significativa entre las fermentaciones adicionadas con hierro y las no adicionadas (p<0.005).
Las fermentaciones empleando suero de quesería suplementados con hierro (FeSO4 y FeCl3) mostraron el comportamiento de dos etapas de fermentación, típico de la fermentación ABE. En la primera etapa, que dura aproximadamente 48 h,  se da el consumo de la lactosa y los ácidos acético y butírico 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 fermentación comienza la segunda etapa, caracterizada por la disminución del consumo de lactosa y la promoción de re-asimilación de ácidos en los solventes deseados: acetona, butanol y etanol, hasta alcanzar una concentración máxima de solventes después de 168 h de fermentación.
	Tabla 1. Desempeño fermentativo (168 h)

	Producto
	Sin Hierro
	FeSO4
	FeCl3

	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 (gp/gs)
	0.04 ± 0.01
	0.42 ± 0.10
	0.25 ± 0.07

	Proporción A:B:E
	0.31:0.46:9.23
	0.0:5.87:4.13
	0.0:5.61:4.39


Por otra parte, las fermentaciones efectuadas en suero de quesería que no ha sido correctamente suplementado no muestran el comportamiento de dos fases típico de la fermentación ABE. Tiene lugar el consumo de lactosa pero generan cantidades  de ácido acético y butírico notablemente bajas, en cambio, se producen cantidades sustanciales de ácido láctico. No tiene lugar la re-asimilación de ácidos, pero se registra  producción de etanol.
4. DISCUSIÓN
Estudios previos caracterizan al permeado de suero de quesería  como un sustrato que puede ser utilizado para la fermentación ABE.  Se ha estudiado el efecto específico de la administración de suplementos nutricionales o limitación de la actividad fermentativa de clostridios, incluyendo: hierro (Peguin y Soucaille, 1995; Bahl et al., 1986), fosfato  ( Bahl et al., 1986), CO, sustitutos de ferredoxina (Peguin y Soucaille, 1995), flavonoides , reducción de cofactores (Li et al., 2014), entre otros. Sin embargo, las condiciones de fermentación y los requisitos nutricionales para el óptimo uso de suero de quesería no han sido completamente aclarados y se requería de un trabajo más amplio. Este estudio evaluó la adecuación del uso de suero de queso como caldo de fermentación para la producción de ABE haciendo hincapié en cubrir las necesidades nutricionales de C. acetobutylicum, especialmente la administración de suplementos de hierro, para el enrutamiento metabolismo hacia la producción de los solventes deseados. 

C. acetobutylicum tiene la capacidad de descomponer la lactosa hidrolizándola en glucosa y galactosa que después se metaboliza por la vía Embden Meyerhof (EMP) para generar piruvato, entonces el piruvato tiene que ser oxidado para producir acetil CoA que desempeña un papel central en el metabolismo de C. acetobutylicum ya que sirve como un precursor para la generación de todos los productos deseados. La oxidación de piruvato se produce en una reacción que está acoplada a la reducción de ferredoxina, utilizando hidrógeno como aceptor final de electrones. Se requiere de hierro suficiente para producir suficiente ferredoxina para completar esta oxidación (Lee et al., 2008). En un entorno deficiente de hierro la formación de hidrógeno 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 proporción de butanol/acetona producida (de 2: 1 a 8:1); los iones ferrosos permitieron que el efecto fuera más drástico. 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 concentración final, el rendimiento y la productividad del butanol. Aumentar la proporción butanol/acetona podría facilitar los procesos de recuperación y purificación del producto, pero por la disminución de la cantidad de butanol producido la limitación 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 fermentación un compuesto (viológeno de metilo) que reemplaza las funciones de ferredoxina debe ser proporcionada a los medios de cultivo, debido a la ferredoxina no podía 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 conversión de acetil-CoA en β-hidroxibutirato. Estos autores reportaron que el viológeno 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: reducción de la actividad deshidrogenasa y aumentan ferredoxina-NAD (P) + reductasa hacen posible obtener mayores rendimientos de butanol que los obtenidos con la fermentación normal ABE, alcanzando una concentración máxima butanol 13 g/L. Sin embargo, la adición de viológeno de metilo causa un alargamiento de la fase lag de crecimiento lo que afecta directamente la productividad de la fermentación. Aumentar la producción de alcoholes mediante la limitación de hierro puede sonar favorable, pero, el tener la necesidad de complementar compuestos que pueden servir como aceptores de electrones para evitar la formación de lactato puede ser más costoso para el proceso y más problemático para la recuperación de productos. 

En el presente trabajo se demuestra que adicionando cantidades adecuadas de hierro (20 mg/L) se pueden lograr mejoras en la producción de butanol favoreciendo el comportamiento normal deseado de las vías fermentativas de C. acetobutylicum. Los resultados muestran que el suero complementado adecuadamente, puede servir como un buen sustrato para la fermentación 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 fermentación por lo que es más barato que otros sustratos utilizados como los materiales lignocelulósicos, la biomasa de algas o diferentes residuos industriales y domésticos. Además la lactosa presente en el suero de quesería tiende a favorecer la producción de butanol sobre acetona; una mejora de las condiciones de fermentación para utilizar plenamente la lactosa en el suero de leche podría llevar a la  fermentación  ABE a la competitividad económica.

4. CONCLUSIONES
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 tiene la capacidad de asimilar los azúcares presentes en el suero de quesería y metabolizarlos para generar acetona, etanol y butanol a concentraciones de hasta 12.24 ± 3.18 g/L para solventes totales, de los cuales 7.13 ± 1.53 g/L corresponden al butanol. El suero de quesería es un sustrato viable para la fermentación ABE, siempre y cuando sea adecuadamente preparado y suplementado. La adición de una fuente de hierro es estrictamente necesaria para el suero sea un sustrato viable ya que la falta de éste impide la síntesis de ferredoxina y restringe la actividad de la  ferredoxina-piruvato oxidorreductasa, lo que conduce a la producción de ácido láctico en lugar de los deseados solventes ABE. La adición de una fuente de hierro acompañada con azufre (FeSO4) mejora la producción de butanol en un 65 % en comparación con lo obtenido al emplear una fuente de hierro con distinto estado de oxidación y sin azufre (FeCl3) bajo las mismas condiciones de fermentación.  Adicionalmente emplear suero de quesería favorece el incremento en la producción de butanol sobre la acetona lo que se refleja en un incremento en el rendimiento del producto.  
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