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I-IRTRODUCCIOR

1a produccldn microbloldgica de scetona y bn;anol‘:ﬁ:ﬁ.-r“

umo 4o 102 primsros procesces microbloldgicos producides en gran . o

eseala, en gran parte inleleda por Chaim Welsmanm.

Bote proceso ha eervido principalmente en la px-oduoe-_' S

eidn do butarsl, cumguo dmnta le primera guerra mumdisl 1a -

acetona produoide em la feormentooidn fud muy Wil em lae fébﬁaf

.ess 4o suniolencs psra dleolver la cordite. :
Bl butamdl s wee en LBL=oFrODOT PEosecso £~‘e..stnales .
dovde ia produceiln de lacss haota la emtrecsidn do oo entibig

" ticon de leo mofles o oultive. Lao resipas urca-formaldehide =

tesbidéa co produscn copleanfo butanocl. o

L2 acotopn tiono copleo ¢omo mteria prina para algu-
BaG aiss%%ae erginlicas, pare le preparaoidén del elorofomo, de‘l}r'
teomm,, ded eul?eml. do lao ionomas, Una 4¢ sue apl}caeiopaa i

uds vallosos Somto on ¢l laboratorio oo em la industrie, 6o - s

baga ¢m ov gEod podor dicolvents, nd 9olo do cubstoncias or@éﬁ}_

cas oiep taxbiém do oubsitemeiod imorgdnicac, eon lo portieulery:

éad do sor mioeible com o1 ggua y con numerosos dléeivemes;_ozv- .

génloos. Por ou cspaeiénd para momolarso con ol agua oo u&iiizg"ﬁ
62 lo acotona co=s Gochidratante oméraico.

Bl alechol butillico mormnl Tud Goscublorte por Vorige
oen 1852 como un ccoponomto omnconbrade yegularaente on ¢l aeolde
do fueel, 9in osborgo, Faotour, fud ol primer investigador que
dopoatyd quo ol oleohol butilico ora um producto éirecto do ia

formontacidn. Bus inveotizasionss se bauesban on loe resultades
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do la fermentecifn butfrice del doldo ldetico y lactato de eal-a
010,

Bo 31876 o 1910 las invesiigacionss reforsntes a1 &uf@_

nol fuoron hoches por Fits (1882, 1684), Oruber (1667}, Grim--'
vert (1893), Boijorinok (1893), Duclaux (1895), Emmerimg - =
{1897), CGraceberger y Bchottonfroh (1902). mnagraaem (1902).
80!1&&01»3@? (1905) y otros, S
12 negenided de hule sintétleo, ayuﬁé al éxito de 1oa?ﬂ.;'-’_
pﬂsma procecos conercial@se
Bl poinor pocsco comsrelal lmportante se produjo en
Inglotorsa por 1a fires Bringo & Gralam, L. (1913 y 198) -
guo czpled @ Perkim, Welss .
pann d0i8 ol czpleo do e3ta Lirss en 1912 y un peco deaguds . '
1616 una bactsris Gracrobis quo formentaba ol almidén g ora’ .

pag do producir excolontes porscniajes de acehons y hhtanbl.. mg, ‘  '
%2 beoteria, aislede despuds, recibid el nombre de cloetridmm _
. acetobutylioun Welezaun y 560 saple& en procecos 1n»dus‘tr1ales.'

an, Pornbach, Schoen y otros.. %@13@'{'



IZ.- FUNDAMENTOS DE LA FERMENTACIOR ACEROHA EﬂﬁéﬁOﬁ

Bote tipo de fermentacién se coracteriza por e Pro=-

ducelén do acotons y butamsl. Pobido & la importsneie imdue- e

trial de ostos compuentos, oo ha estudiedo con mayor dotalle -ié-b' :
que otras foermemtacioncs debidas & ¢loetridion. o

s forzaolén de los productos primcipales 8o 1a fer-- .

zentacidn del Clostridium acetobutylicua, 8o siguid a interva-- '

loe, durante eu decarrollo, en un medio conteniendo glucosa y = .

10s resultades eo pucden observer eamnt.e 1& gréfica (Fig. 1))_"[5

La forzontaeidn so weﬂe G1vi6ir en dos fases. En’ 103" '
pﬂ&ar@l estadfon (orriba do 13 horas) 12 fermentecidn eo eaea-.f’f
oislmente Gol tipo do 1a butirics. o
) 12 glucesa oo dopconponse on dolde pimivico por ol cle

clo TP (Emblen Heyorhof Farmas), (Cynkin y Gidbbe, 1958). EL m*’_.
TUVao go trepoferza @ un dorivado 8ol doido acétieo (acotil e ‘_f

ensina A o scotil foofato) dibzido de carvono © hiﬂrsgem. Eg - -

wsibm que 1a acotil ecoonsiea 4 (CoA) eca el products pﬂaa#io
CHigCoCo0a ¢ CoA ------p= (H3C0C08 ¢+ COp ¢ H

21 meeamiems 8o la waaeqiéa o compleje‘ ¢ incomplota-
sente ontondido. Bl trifemil foofato (TPP) imtervionc y 9 pro-
vable gue oo formo um trifomil fosfato (FFP) acctaldchide com--
pleis, on 1o deccarbozilooién primaria. Clortemente no hay evie
doncic pare la forcaeidn inmtormnedls 6¢ deido féroico. Probadles
mente ¢l complojo acotaldeohide o9 doopuds ozidedo con liberge- «

eifn do aoebil coomsima A o hidrogens libra.
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Algo de moetil cosnsima A es convedtido e éoxdo‘aeét;vv“
o0 POr 1s provable producoidén intermedia de acetil foefato y 1a
Sdbalsuxonse foreaoién Go uss unién foefato rica &0 ensrafa. n
resto 6o 1o acotil eoentima A ce comvisrto @ éeido\batibico;‘ Q.?J‘
Lao reagcliones que imtorvicmon on cota transforzacidn eon eéeﬂa  ‘ 
cialmente 1as quo intervienen er loo doldos greses. ”" 

fnlcialments dos molbeulas do acotil coensica A se ';*?*T
oondongen pare formar aceto acetil coenzima A. Ee hay evi&eﬁeiaﬁff;

4o que sete oleteme regquiere A16x1d0 Go cerbond QoLiveds © ime= . -

Yervenga ea 16 forzacidn intormedie de malemil coensima A cogdﬁf_fl
ocurre on algunos cleoles éo les sintenis do doidos grascs. 1a $:1
aceto ascotil eooncima A eo despuds recducida per ia bota hidrony ..
butiril coongica A y orotunil coenzima A phre der bBubtirid coené‘
pima A quo fimalmente oo comviorto a deldo butirico. _
Coz¢ resuliads de la acupulacidn de deido achtice y_ffn
de1do butirico hay un rdpido descenco del %aior del pH, alréea#:gzt
dor de 4.5, o fi'
_ s L2 oegunda face deopuds do 18 horas, el deide aaé%zéb “
y o1 deido butirico cmpiesen & decoparccer dol medio wafa~@er‘-‘}ﬁ
reomplazedes por o1 butanol y la acstona como productos p?inol;‘
pales Go la fermentoeidn.  “
Finaloento despuds de 48 noras, ol balense es similap
a la siguiente tabla, on la que e compara con 1é§ feraontacio=

nes produecidss por otros cloestridios.




BALAHCES LE LAG PLRMENTACIONES DE TRES TIPICAS
OLABES DE OLOBTRIDIUX

Produotes Ci. Gl. 0.
butyriounm acetobutyiicus | butylisuz
A0ido bGutirico 76 4 a7
&cldo aadtico 42 14 i7
Btanol |
Butanol - T -
Avetens e 22 o
Isopropanol - - 12
Asetilmstiloarbinol -- 6 -
692 188 221 208
Hp 235 135 78
Total of 26 100 96

12 oegunfa face g pusdo somoidorar comd un mocaniemo
4o neutralicaeidn, oimilar a8l que ocurre cuande 1s Elebsiella =

asrogenus produse acetilmotilearbinol a un valor doide do pH

permitiendo une formontaocién continva,

Eo probable que lao ongimas rosponesbles do la ointes
gle do ia agetona y 91 butanol se forman selo como roopucsia al
valor Baje o P dol pedio. Ento es reflimsnte verdaders pare 1a

ensipa rooponzable de la descartozileocidn dol doldo ngetonadti~

g0, roaceidn e 1o cual oo dobe la.ainges&s do la agotena,

CH300CH2CO0H

- b o

- onmaol>

GH3COTHy ¢ COp
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III-— PERMENTACION ACETORA~BUTANOL POR BAGTERIAB

DEL GERERO ULOSTRIDIUH

8@ conooden varion mierocre&niamos que prodncen acetO'
' na y butanol como productos finales do 1a desasimilacién anaeré'

_bles do los azdoeres, pere los organiemos que e hanm empleado “
en‘escala comeroclal para preduciy esiqa golventes son 028l t0ew
doo ecspeciod de¢ la bacteria ospordgena anaerobie Clestridium, =
La descomposioién de loo apdcaren por oata baoteris dn una Aess
rie 4o produotoes finnles qué tneduyent eantons, R-butanst, o=
propancl, etanel, detdo fdrmien, dolde aéé%\@a.‘éeEéé Eu%iﬁisag
saebilmetilcarbinel, Al6aide Jo eavbain o hﬁﬁvéaén&.

Lon eolvanten ae peedusen e distinten perasntales « -
pﬁ? eatss haoterias,

El algulente cusdro indlos les povasntejes do selvel
tes producidos por lae diforentes bhoterlas sasarolftiens,




% UE SOLVENTES PRODUCIDO POR DIVERSAS BACTERIAS BACAROLITICAS

Nombre de 1a bacteria Substrato Alcohol Aloohol Acetons Alcohol

budili- etflle

co,

180pro=-;
pillieo

Cl. ssccharobutylicum Mieles fi
noles y -
CaCly

Ci. saccharobutyl-ace Migl fi-=
tonicun nal, eafie
71n&en ¥
By ) 280,

tslaca in
vertida §
€26y

01. encaharcacotobuty KHelaga deo
tioun-beta y gamwe cafla § -

gre%e na
epradadn

0il. vicolifaclone

01, propll butylioum telaeas ip
%ﬁ?&tﬂa -
y--

¢atdy

Holaea de
wiatiana
{invortie
a) eales

g?@???@oa

Holags de
Loulntena

s )a80
g 02683 A

0}, \nvertonoetobuly
Heur

0}, ecaecharesastohbu-
exltoun

€1, ssaeshapshutyls -

teolaga in
tanpropil anetonioum

vortida vy
nrotoinae
derradte-
dan

83, celerifactor Melasa in
varLica -
amoniaco,
y 6aCoy

65-80

64

66

68-73
69-70

66-170

68-73

vl alto
65<00

6o

« U -

1=3

Q-3

1-3

16-34

36

26-32

A-17

27-32

26-32

20-38

2-20

3%

1-2

n

14-08

10-30




% DE SOLVENTES PRODUCIDO POR DIVERSAS BACTERIAS BACAROLITICAS

Kombra do la bacierla Substrato Aloohol Alcohol Acetona Alcoholft

but{li- atilieco . ipopro=
€o. ,

pilicq.*i

Cil. butylicum-6lfa

Helaza in
vertlda

s
0250 “
wg80

Cl. granulobacter acg Holagza, -

tobucylicua

o1, aaccharohutyl-tab
propll-acetonioua-be-
ta

Cl. madisonii

Cl. amilosaccharobu~
tyl-propilicun

01, eseccharoacetoper
butylioum

Cl. esocharobutyl-a-
cetonicum-liguefa- -
clens~gamma y dolia

* gluton de
pafe, sa-
les de a-
monlo y -
08003

Melaza de

eafia y rg
nolachs, .

y CaCly

Heolaza f£1
nal cuba-
il
412004

y catoy

Helass in

vortida,=

caabyz’y!

ﬂﬁgaﬂ

Melaza in
vertida,
THpOH 7 =

Po05
Molaza cu
bans ?@
()2 o3
¥ cac

65-70

60-75

60-_85

75-76

65-T2

69-76

-1

38 510 1620

1420 25-30 ==
4-6 17-20 -

nuellas 2-4 . 2

2-7 18-




IV.« CARACTERIBTICAS DEL CLOSTRIDIUM ACETOBUTYLIGUM

BEstos baollos con reetes, con oxtremos redondeados y
80 énouentran‘sueltoa © on parejas, psro no en eadenas, Las cée
1ulaes vegotatives miden Go 0.6 a 0.72 por 2.6 aié.7 mieras, o1
olbeerldio 6o 1,3 a 1.0 por 4.7 a 5.5 miscras. Las osporas son =
ovalea, enadntricas & cubterminales y por abulisniento produeen
ferzno olootridices. Ho capsuladoo. Hfviles medlonts flageles -

popritricoe, Son gram-positivos y ee vuelven sraa—neeatlvas,

Glusopa-gelatinat licusfaceién

Gluecss agar, oolenlas en la superfiole (anaerobip): , §'

Gompaotos, levantedes, msdisnamconte regularss.
Gluecea egar, colonice profundast Compactas ¥ lises -
El ager oo fragmente por 1o sbundancia de gas. :
Pigmentacién: Hinguna. Colonias blenco oremooas, 9pg~ 
cas. ; _ ;
Caldo ordimario: Ho hay orscimiento.

Galde glucosmadot Abundamto y uniformemente turbidgj:¥ ,;f

péoéueieuﬁoae pushe gao.

Looho @6. tornacol: Aolda y aotiva, & menudo grumoss, . .

coagulacién. El termacol ee reduce. Codgule fragmontade por. -2 BN
gae pore mo digoride vislblemonto. Proteolisis demoétfable,‘paa :“iﬂ

FO on ogAP locho,

Papa: CGrosinionto amarillo cromesoe. L8 papa c8 digerd f::

da & un 1imo omarille.
Papilla do mafss ivcho gas con olor but{ilee.
Ho profuee indel, '

- 12 -




- de earbono,

holdo sulfhidriao: que proviens de tiosulfatoe o #ule .
fitoe, generalmente negativo cuando e¢ emplesn matoriales prozg } 
inleoe,

Seido y gas do arabinoes, nilose, ramprosa, gluccea, -
g@alaotoss, manoca, fruotesa, sacarose, maltosa, lactosa, rafing |
ea, @olecitose, almidén, deztrima, inulina, gliedgeno, d-manitol
alfa metil-glucose y ealicilina, Esoulina, amigdaline y trlhaig
sa son fermentadas débilmento. Ho formemtan: meliblosa, Qulei=w - -
tol, d-arabitol, perssitol, lactositol, sorbitol, eritritol, a-
donitol, inositol, quereitel, glicorcl, poctima y celulosa. o

‘' Los protuctos do 1 formentacidn incluyen acetons, &l  'V
oohol butflico, doido butirico y acbtico, hidrbgeno y 616x:ido = - |

8o produce soctilmetilearbinol de muchos esrbohldr@QS
‘tos, o ;: i
Los nitritos no se producen do los nitratos. Los’ﬁi;:'
tritos oo reducen & amonlaco. | R
Fljen el nldrdgens atmooférice aungue mencs ao%lvaé@g
te que ol Clostridium pasteuricnus (Roscmdblun y Wilaon,‘sou?;_;']‘f
Bact., 57, 1949, 413). | Pl

Gubos do albdmina coaguladost So ablanden y eaioteéni

do café dobido a una 4igestién lonta.
Agar ocangres go hay hezdlicie.
Ager suoro: o hay Iicuefacotéé. g - -
Hodlo do sopos: lo oo ebocursce nl hay d;éeet;ﬁpf' ”

Anzerobioes,




Pesperatura Sptima: Probablemente ooreca 49 37%. Ore=

cs entre 20°C y 47°C. ‘
i Ho patégenc para cebayoes ¢ conojos, ,
origon: Aleiado Gol Bafs, molasss, pepas y tlermas de

jardin,

@abitets Amplia, poro eparentemente poco copareido,

on tlorras agefoslaa.

.7 14 <




V.- ESTUDIO DE LAS MIELES INCRISTALIZABLES.

86 da el nosbre de mlel final o miel tnerietallzable
a la ﬁxeiaa Biel oorrespoaﬁienta 8 1la \dltics teople (maea que -
quede despuds do evaporar y clstelisar) cuya puresa oo tan baje
que uns nusva oristaliszacidn de asfoar serfa sntiecondmica, |

"Los endlisis de las mieles 1nerlstalzgab1ee que e -
exisen ofielalnen&e eon 1os elgulonton: ‘

Brlx, £ de eacarosa aparente, % 4¢ purcza aparsnxe. -j.»”‘“

€ ae reductores parclales, € de reduotores %otales, % ae escaro
ga Clerget o verdadera, coofiolente gluodelco. -4 de puresa ?ar-3
daﬂesa y 4 8o reGuctores totales on miel Fimal a 85%Bx.

Pero en loz enflisle rutinarios 6o control 4o fdbri- o

ca solo oo doternimn: Brix, $ do cacaross, ¥ do puresa y § defj

glucosa,

Briz,

Una do 1ao dotorminacionen fundamentales en los mﬂtQFNf‘ﬁi

rieles manojados on la fdbrica do asiear ¢o el § do sélidos on e

solucién. Estos 261idos comprenden azdcares, no asdcares, eubsef<,;,

tancioe orgéniocas ¢ inorgdnicas.

La detemainﬂeiGn do oatos oé1lidos on solucidén 6o hae
¢ por medic de hidrdmetros graduades en gradop briz (933) F =
tanbién siapiaa@nte Briz.

1A deterainacidn del Briz on lam micles finales co =
verifloa sobro una pucstre diluida & 1o cuarts, este oo, 1:3 en
agua; ol rosultado so multiplica por &4, corrigiondo antes iov(-

tepporatura,
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€ de Bacarcos. Sy

La sacarosa se determine mediente la polarizaoién de
yunn solucién Ge un peso norzal 25.0 gre. en 100 als. o bién me-
8lente le determinaeidn 4o la puresa y por cdleculo ol % de saqg"
rose. .

El eapleo del polarimetro, aprovecha la rolmoién gue ;

hay entro le eonoent¢ee16n do sacarcsa y su poder,rpeatorib dol

plans do l2 luz polaripada (dextrarotatorio)

84 eo omples ol mdtodo de los factorses de pureza. se
doetoralnse primere el Bx., luego la pureza y multipiicanao amnoi
bos oo obtiene la sesaroea,

g de Pursea,

8o pueden czplear dee métodos ol de Horne y el do ..
Rice. ' e
~ Hétodo do Horme.- Do l1a cuarta ailuocién que ae u%&lla
=6 para ol Bz, S0 toma uns parte em una taza do pelire grande y“
86 Giluysc 1o suficionto para obtonsr una solucidn de 10 brix ;f
aproximadamontce. Una parte do este solueidn ee pone on otra prn 'd
v beta 4o cobra para Geterminarle el Bz y le temperatura y ctra ~,397€}
peroidn se coloca on un vaso do vidrio y 0o olarifies con gube
aootato de plemo soco y se filtra. Le polarizacidén so efsotda -
en oubo do 200 mo. 108 teblas 4o Horns rolacionan el Dr corrog}
do & 20°C son 1o polaritaeidn cbbtoniendo esi ol § do purves.
M4tedo éo Rioe,~ Pora eode Driz corregido 4o la solue
01én que 69 polarisd da un factor por ol ousl hay quo multiply
oar le lectura polsrimétrica obtemlende asf el § do puresa.

u16u




£ Ga Olucoea, .

El £ do glucosa o reductores paroiales ge determina -
eoms gligzuel se pooen 5 gre., aproximademente de a:el‘finsl, en'
una ofpsula y o pacan a un matres 4e tapdn esmorilado, aforado
de 100 mls. 8o olarifica con eubacetato do plomo antes de afo—-x;'
rer con egua destileda. So filtra. Con el filtrado en una hure-fﬁ‘

ta de 50 mls. s titula la soluwoidn do Fohling (5 ala. de solu- =

oidn A ¢+ 5 mle. 4o oolueidn B) por duplicado y 8o caloula con - ‘f
. 1a férmule:

# 6o glucosa - 3 x‘ldb
B.

f.~ Faotor do Fehling {gro. do dezxtrosa neoeaarioajéfi‘

para rofusir ol eobre pressmte om ¢l i1leor que é‘f?

86 titula) LR
mle.- mle. d¢ 1s solucién gastade on la titulacién. .
P.- poso de le miel tomada en 100 mls. 4o soluoién.

-‘7 -




Vi.- TRABAJOS REALIZADOS

ia fermentacién se 1levd & cabo on una aoiuuién‘davmg_kif?f
‘1mza el 40Y previamento tindallzade {calentando a 609C durante | g
15 minutos y colocando Geospuds en lo cstufa a 379C, repitienﬂ#a"JS‘“
el calentamiento @ las 24 y 48 mhoras). i

o capleo 1la cepa de Clostridiun acetobutglicum 3-52? i
qus se oembrd en medio Ge tioglicolato. de sodlo, cubrienco con x
ung eapa de petrolate, todo eompletaaente eatértl. Eata cepa
sc conservé Gurante todas 1as prucbas, veaembr;ndola para etan’
tar”Que’envejeclera, ' : ‘ R
a pa&%ir do 1a egpa y§ o} aubatrato 5T ] llevaron a oabe*
llae siguienten p?uabaa variendos
a) .~ Towperatura.
b).~ Agitacidn.
"0) .- bireacién.
é).~ pH el
e).- Concontracidn del eubstrato con respecto del ing
culo, . ' ‘ S

£).~ Factoras que mejorarian el rendimiento,

a).~ Temperatura.

A tros matraces orlonmeyer se los afiadié 100 ml. dg -
pelsse al 5%, 1 c.o. do indeulo y oo les pasd una corriente do
€0y haats'deaaloja? @l aire contenido on ellos. Bo coloed cada -
uno & diferonte temperatura: 19°¢, 37°0 y 65°C. Doopude do 48 -
horac oo sopard uma partc pard ia determinzaolén do 1o scetona ¥

-’\8»




otra para el butanol,

b).~ Azitaoién:

En dos matraces erlenmeyer se pusieron 100 q.oQ de ag;v"
lasa el 58, 1 o.0. de indoulo y oo leo pass una corriente de =
Gdz. Loo =atraccs go metloron a la estufa 12 horas a 37°C. Se

agitaron 12 horac o intervalos do 20 minutos y se volvieron &

meter & la ostufa hasta completar 48 horas. Be tomd una parte
‘para Geterminar 1o aootonn y otre pare el butanol, - o

Q’o“ Alrencidn,

8o pucleron doc matraces con 100 c.c. do moleza al
58 g 1 0.0, G0 infonlo. & uno de los patraces se le péé& una QQ
rriento do §0s haata desclojar todo ol aire eontonide en éi ¥ é  "
- 8@ 001006 en 1z estufa qurante 48 hores a 37°0. Al segundo m&Q-];'x
tras oo l¢ pasé upa corriento do COp 12 horas, despuds unz co--»fé?
rriente do 6iro y 6o motid a la estufa 48 hores, Do cada matras  :'
‘se tomé uma parte para la dotorminacida de la agcetona ¥ otra pa v
s 61 butamel.

d)o' pa.

En pricer lugar go hiclerom prucbas para detorminar -
que ocanmtidad do oooe y Eaido eulfdrico oran necesarios para te=
ner un pil 6o © ¥ un pd do 5 roepootivamente. Lae prucbae s¢ hie

ocloren en molasa al 5§
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A tres patraces erlenmeyer se les afladid:

1.« 100 c.c, &0 Relasa al 5%, ) c.c, de lnchlo y
11.5 c.c. 4e HaGH .1® T ,

2.- 100 c.¢. 47 melaga al S%. 1 0.0, U6 iaéeulo y - T“'*?
16.3 do HpB0; 1. . e

Je= 100 c.0. de melaza &l 58 ¥ 1 c.c, q§ indoulo. {Ew» 

4
ot

A los trez matraces se les pacé una corriente de'édéil_,

y u3 metieron en la estufa A8 horas a 37°C. Despuda de este == o

tieopo se eepard una parte para la determinacién de la aoetona St
y otra para la Gel butanol,

6).~ Concontracidén del substrato eon reepaoto del imdecule,

Do la solucién de melass tinaa1iaada (aoluoléu-al &oﬁ- _
o6 hicleron lus slgulentes (1luciones, colocénﬂolae on matraeea:?~;
do 250 G.0.¢

Holaza Agua estdrid %ydé‘éoluoiﬁn‘

100.0 c.c. - e.cf’“ S 408
87.5 125 o eg
75.0 25,0 ‘308
62.5 ' 37.5 258
50.0 50.0 208
37.5 62.5 158
25,0 75.0 108
12.5 87.% 5€

2.5 97.% ig
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A cade matras so lo afiadié 1 o.c¢. de inoculo y ee pa-
oé una corriente de C0p durente varics mimutos hasta deaalo:jar‘
el airs contonido sn elles, Se metieron a 1o estufa durente &8
~ horas & 379C. Do eada =atras oo $6sf uns parto pare ia dctermie
pacidn e le acetona y otra para el batapel.

£).~ Factores que mojorarian ol rensimiento.

8¢ preporaron soluciones al 1f de: oloruro do 36410 =

oloruro e potaslo, carbonato de magnesio y eloruro de cslolo,

Se pusicron 4 matracos comg . |
1.~ 100 0.0, 6o molasa al 5%, 1 c.c. de imfovlo y 2 -
6.0, 4o cloruro do sodle. o
2.- 160 c.0, do molaza al 5%, 1 c.0. d¢ indoulo ¥ 2
8.0. G0 solucién do cloruro do potasio. ‘
3,- 100 0.0, 4o molasa ol 5%, 1 ssc. do indculo y 2 -
6.0. 4o earbonato de magnesio.
4.~ 100 0.0, G0 melasa al 58, 1 c.0. de indeulo y 2
8.8, @o cloruro do ealele. |
A 'toaoe loo matraces oe los paod umo corriento do Gy - |
durantg varios pinutos y oe zaeuemn’ a 12 estufa por 48 horas a
37°0. De cade matras oo tomd upm parte pare dotornmimar 1a aceto
na y otre para ol buganol. '

DETERMINACION DE LA AUERGHA.

14 doterminnoidn do ia ecotona so llevd a cabo per ed
sétedo do Moooinger, fundado on 1o abaoreiln del yodo por 13 =

sootonz {formacidn de yedogormo), valorando ol oZesep 42 yodo -
- 21 =




gon hipoaulfite,

Reaotivos., ' ) . g

a).- Una eoluoidn de hiaréxido de sodic que oontensé
80 gr. d¢ cosa céuetlca purielﬁa. exoenta do nitritos por litre
(tratendo 10 0.0, ae esta aolnoidn oon 0.1 & 0.2 gr. de yoduro
de potaslo y acidifioendo con HOL no dcbe pomerse yodo en libep
tad).

).~ Una soluciédn do doido sulfirice al 102 eprvxteé-flff
demente, preparsda pscando 100 gr de deide sulfirico pure b4 dqg».‘”
contrado y afindlenfo agua hasta formar um 1litro; 20 e.0. G0 eg=.

ta soluclidn dcbon no s0lo noutralizer sine aoidificar 10 c.e.‘- ‘*:

do 1o colucldén procedento.

c)e~ Una colucién aprozimademente 1/5 B do yodo, oblg

nide 4isolviendo 25.5 gr. 4o yodo en uma solucidn do 50 ar. 8o

yoduro do potnaio en 200 c.c, 4o agua y completando el volu@en }113

& un litro.

d)o- Una solucidn aproximadamente 0.1 do tiosulfate
aédico proparado disolviendo 25 gr. 4o tiesulfate puro on agus
y completando ol volumen do 1 11iro.

o).~ Una solucién rociento 4o engrudo de slmidén oG-

Bo indicador,
Valoraoidn 4o la oolucidn do ticsulfator

fo propara una oolucidn acuocsa 6o 3.863 gr. ezactes =
4o dloromato do patacio purfsimo por litro. 80 toman R0 0.0. 40
oata soluoidn, se agregen 10 0.0, do goluoidn acuosa de yodurs

- 22 =




ds potasio 81 108 y 5 0.0, de £3ido olorhfdrico de densidad «
iguel a 1,10, 80 agita, ge agregan 4¢ 200-150 ¢.0., de 8gua y 8o
velora ol yodo liborado mediante ia solueidn de tiosulfato. Ha-
cie el fin 4o 1a valoracién se agrega un poco do ongrude do aie-
piddn y 60 doja 4o aladir tiosulfats cuando una gota de este &g‘ v”
oe pasar ol 1fquide Gel agul verdoeo al verde claro, |
Pucsto que 20 0.0, do 1n solucién de dloromato ponem
on libortad 0.2 gr. 6o yodo 4ol yoduro de potssio; ol nizere ﬁe
c.0. ds tiosulfato emplesdos correspenden & 0.2 gr Ge yodo ¥ 40 :
aquf oo puede deduoir & cuanio yodo corrospende 1 0.0, de tiGw= B
sulfato.

Yaloracién 4o 12 solucidn do yodo!

Con una bureta se miden 10 c.0. d¢ solucidn de yodo y
se doja caer con unz bursta una solucién valorade de tiosulfato
hagta adquirir un colopr amarillo olaro, B2 sgregs emgrude ds a}
8146n hasta decoloracidn.

Rum, do 0.c. do tiosulfato cmpleados por valor eon =
réspeoto al yodo 1gu2l a cantvidad Go yedo contenids om log 10 -

@.0. Ge soluscidn, ontro i1C, cantidad 4o yodo cn ¢8da 6.0,
%040 do operary

Tomonse 25 0.0, 4ol aloohol on ezamen, dojonue 60QU=e
rrip on un matras tarado do 1 litro, que oontonss unos £00 .0
de aguo y oo coapleta ¢l volumon, Aglteno y tomonno 10 o0, G0
1a poluoién (corroopondiontes & 0,25 0,0. Gel aloohol motilieo)
quc oe dejan oaser on un £rasco Go tapdn comorilado de 560 6.6,
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de potasio al 108 y 5 c.0. de do1do olorhidrico de densided = ‘ ,
4guel & 1,10, oo agita, so agregam de 100-150 ¢.0, 46 agua y Go f. i

valore el yodo 1iberedo modiante la eolucién de tlosulfeto. How
cie o) fin de 1a valoraoidn ee agregs un poco do enéruﬁe d¢ gl
B166n y 6e deje Go efiadir tiosulfato cuando una gote de este hg*
ge paser el 1fquide 4ol asul verdose al verde slero.

Puesto que 20 0.u¢. Go 1B soluoidn do dloromato ponem
en 1ibortad 0.2 gr. de yodo del yoduro de potasio; ol nimere do

¢.0. de tiosulfato empleados corresponden a 0.2 gr 4o yodo ¥ £§' j‘

equf s pucde deducir & cuanto yodo cOrresponde 1 0.0, @0 tlges |
suifato, ,

Veloracién de la solucidn go yodo:

Con uns burets se midem 10 6.c. de seluocién do yedo S,;,~

0c doja cacr con una bureta una solucién valorada do tioevlfate .. f?

haste edquirir un color amarillo olero. 8o agrezs sngrude do &l
21446r hacta decolfraoidn. :

Hum, d¢ c.0. do ticsulfato eapleadoa por veler oon . ot

respecto a8l yodo igual o cantided do yodo comtonide on loa 10 - o

6.0. do colusidn, emtro 10, cantidad 4o yodo on cada 0969
todo 4o oporams

Tomense 25 o.c. dol alechsld eﬁ ozamen, dojonse croUee
RLP on un madtras tarado do 1 1itxoe, que oontenga.unoa 800 0400
do agus y oo ocouplota ol velumeon. Agitese y tomonss 16 0.e. 4o
1a solucién (correopondiontos a 0.25 o.e. dol eloohol motflise)
que ee dejen eaer on un fracco do tapdén comeriiado 86 500 G.0.

uzap




e 01 que 6o hobrdn introducido emteriormeate 20 0,0. de 18 so-
luvién aproximadements Goble normel 46 eosa cdustica (aoluoidh
a) y egitando oe agregan mediante uma bureta 50 c.c. do 1s soly
eién e, agitando poco a poco do medo que mo Ge imvierisn mends
de 3 minutos, Abandonesd por uns hoxe el fraseo cerredo, asnag '
o 4o veon on cuando; AGespuda e agregan 21 a 22 e.6. 4o 18 soig_ N
0ién b y co valora com 1a soluoifn de tiosulfato el yodo no eol -
b;moo |

DETEIUGHACIOH DIL BUTAROL.

Este m6todo ce bass on oxider ol alcohol al deido co-
rrespondiente mcdiante uns solucifa Ge pormemgauat '

y velorar o) doido com uma colucién @o ecca de mormalided eoi}gg;
clda. |

Bn cota doterminscién ceo caplel umz solucién do cosa

1 B, unn eolucién Go pormanganato de potasie el 5% y uns eoluee
oién de doldo oulnirico 0.1 H. o

tiodo 8o oporart

B0 tomaron 50 o.¢. 4o 1a solueifm fermontada, £o afia- | ‘
dieron 25 c.0. o So0ido sulfirico 0.1E y @ 6.0. 4e coluoidén Go i
permangenato de potasie al S5F, Go calento & obulilvidn y 6o =
dejé enfrisr. Be valord, cmpleando el potenoiémetro, con so0se
1H.
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ANALIAIS DS LA MEIARA.

4 la molaza se le praottoaron los aisuxentoo nn‘;tls:.j L

% @e glucoss, Brix, ¥ do sacarcss y $ de puress,

© § 8o gluceoa:

1a glucosa oe deteraind. por el método do Eynon-lane ~
que emplea el licor do Fehling. Bste método se basa en le ac- 7‘_‘
eién 4o 1o glucosa cobre las dicoluclones aleslinas de)salq&;gﬁ*f
pricas. Bl asfcar co ozide y la sel odpiles go ‘trensforma en cg_}
prooa precipitando el 4lesll en forma de 6xido euprcée. ‘

* Licor de Fohling:

8o cozpone do dos solucionss que 8@ eonservan\sepég&é“
das porgue 81 86 Juniin oo dosconponen con ol ticmpd.

Boluoidn A.~ nulfato do cobro orictalizade 32.639 @gr,
egus haota complotar ol voluzmon do 5C0 c.c. (debo peserse em by

lansa 4o presioiédn). .

Bolucidn B.- 8o posen 173 gr. do sal Ge Beigaotte { =
tartrato £6dlco potdsieo); sooce 62 gr y agus haots complotar o
500 0.6, E3%8 soluoidn como tefae 1as quo tiencn dlealis £ijoe
8¢ ocopacrvam on £rascos tapadon con corche, puds les ﬁépanaa deo
vidrio ge rogen eon ol tiempo. Esta soluoiln so pr@g@@@ aincle
viendo separadomentd le esl de Bolgnette y 18 soss n egua; = .
ouando cetdn hoohss las dos soluclones se mesolanm vaciende 18 =
soda sobro 1a cal do folgnette y se cozplets el veluzen & 860 -
040
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Yaloracién 4o 1a soluoidén de Pehling:

ia eoluaidn do Fehling se valore partiendo de mso—
lucdén de glucoea pure anhidra que contenga oxzaotamento o.s'y.
de glucosa peszda en balanza do precieidn y €iluide en 160 c.o..
de agua.

Bo-e¢ol0ca on un voso de preocipitades 10 ¢.0. Ge,nee?v'
8o Fohling (5 c.0. do la soluoidn & vde S e.d. do 1a solucién <
B), oo afiaden 40 0.0. de agus, so calionta hasta obullieidn y =
8o deoje cacr poeo & pose la dleolucién de glucoss .omtwleé en :
ups burste sobre ol 1fquido de Fehling, qua 2o dobe 693&%@ aa-
onfrisr. E3te 6o enturbla, 5o observa un prscipsmﬂo mgo b4 el
color asul del 1fquido vo deeapamoiendo OGO & POSo. Eaa aai.«- @,
oidn de la ocolusidn azuonradsa dobo combtimvarse hasts ol meﬁee.
=omento en quo tedo ol cobre ha mide x-eﬁue&do al estado as 533.- §
do cuproso y que despuds que ol preoipitado ae doja roeposar aﬂ.--fl
sdn tlezpo, o1 1fquide no ¢icmo coloracidm asul,

Hedo 4o oporart

So propara una aqiueién del eatoricl por mzanm, en
esto caso fueron 10 gr. do cucctra op un matras de 2556 GoBu § =
aforados con GgUa. '

' Ewm un matras orlonseyer do 300.0,0. 00 pidom 10 6.6
de soluoidn mixta do Fohling, 90 lo oprogin 40 0.6 6 6GUA § =
80 hace horvir, cnasgunida aé va aﬁaﬂiéﬁdo ia eolucidn preblezma _
podiante una burete y oin quo dajo de hervir, co montichs la =
punta gotoanto de 1a bureta on la boon dol matras, de tal monme-
o que 108 vapores protejan @ loe gotas eon 1a coaluoién sue ecp
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tiene los reduotorss del aire, oxidante, asregando de 3 e 5 50-

tae 4o asul de zotileno {21 1% on ague) eomo tnas:eador. ia oolg .
oidn 4o S'ehnng edquiere un color asul intenso, So continis Gee -

gregando 1a eoluoidn probleza de¢ la bureta gote & gote, Bl  ffh

do 1 resocidn @8 fdoll de sdvertir puds 1la eoluoién cambla & - -

rojo 1aérillo en el matres, B anotan los a.a. saatédos en 1a .. o

Brixy

 pare dcterainer el porcentaje de sélidos en soluoién
80 esploan Mdrdmetroa araduados en grados brix. - ‘ ‘
La determinacién 4ol Bx. so ofectud hac!.endo'umfa -
ouvarta dilucidn (1 ¢ 3 on agual. 8o tbzéé la temperature de 1a
41lucién pava hacer la correcoién del Bz y ol resultado se au‘.!.a,p,"‘
| tiplicd por &. :

% de ac&maa:

1a sacarose oo determind medﬂ.ante polars.muiéa. se‘

peearon 26 gr. de melaze y se pusieron en un natras de- 100 @eCe | '

Para clarificar 1a oolucién oo le Afiadid subacetato da plomo .
que produjo um procipitado, 8o aford coun agus y 8e 213v6. EL -
filtrado, cooplotamente oristalins, so empleb para hreer 1a po= f

larizacién.

© B3 poroontate do puresa 6o dster=ind mediante tablas.
tomando en ouenta ol By y ol ¥ do sacarocsa.
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ViI.- RESULTADOS

0£loulos y resultadna en la determinacidn de ia adet.om'e‘.';.g."‘f,-‘?
Titulacidn de 1a solucién de tlosulfese:

‘ Pueste quo 20 6.¢. do 1a eoluoidn e dicrdéatd:pohé# :
on libortad 0.2 gr. do I 4ol Ri; el nfzero do c.c. Go u"@*#
to corrospondon a 0.2 gr. do I y de aquf 5o Gedvcs & cusnto I =

- gorreapondo 1 c.¢.
16 o.¢. do tiosulfato efapleados en“l'aviraioragidﬁi -
0.2 - 16 ‘ R
0.2 2 2 e 0,0125 g», €o X en eaaa;,’.gs'i_.q_. Qa:t}iée

suifeto.

. ﬂtulaotén de 1a aolucwn do I3

‘ Hézero do c.e, do tiosulm%o aapmees pmp veslox‘ oo
‘ 'reapeot.o el T ea igual a la cantmaﬂ 6@ I mn&anma en 16 o.o

_de aoluoi&n. '
18.2 8.6, do ticsulfatn cmplendon ea ia waloraeién N

0.0 - 1

2 - 28,2

0,00 x 18,2 . 0.182 gr. Go I on c2da 10 0,0, d& =

' eolucida do T

0,182 ¢ 10 = 0.0162 gF. G0 X ¢ Ul c.0. do solucién -
de %..

e 28 =




Como se afiadieron a la musstra probiem 50 .05 de Og'f‘ft
molén de I habrd:

0,0182 % 50 = 0.910 gr. 60 I (I afiadido)

‘ntulaown do le muestrat
Be eaapleamn 20 .0, de t.’.oaulfato.

0.0 - 1

_ML’_:iL__g_,g-o.gw gr. de I en la mostm ts.tun-f"'v ‘

da (t tttulado)

ar, de I aﬁadidoa - gr. de I tit.uladon 8!'0 de I que
' o ‘ ee coabmaron

0.910 = gr. e I afiadide

0.909 = gr. de I titulsdos

Por. lo tsntos R Tt
0.910 = 0.909 = 0.001  gr. de'I'opéhinéébéj =

Para el cdloulo de la aceton& ol nﬁmsro de 5r';dev
comblnadoe o absorbldus om la tltulaolén ae multlpltea §0r
58 05 (P.H. de 1o acetona).

0.000 =z 58,05 = 0.05805 gr.

El producto oo divido por T61.52 (6 étomos.dé 1)
0.05805 ¢ T61.52 = 0.00007 gr.

Debldo o 1o dllueidn oo rofiaro a 100 multiplicande « -
pot‘ 3000 (0 25 6.0, ©n h 11%“0): A ' :
'0.0C007 % aoo 0,028 gr. de acetons én 300 0.0. =

.29 -




de ooiuoldn.

8% se quieren obtenor los c.c. de aoetona 29 lede -
el rosultedo enterior por 0,7966 (densided de 1a mcetona unm,.__,
ara). ‘

0.028 ¢ 0.7¢66 = 0.03 0.0, dlo acstona en 160 o.;:. de.
solucidn. ‘

Pueste que la solucidn cstaba al 1f de melasa, el ﬁ
de aostona obtonido serd: |

2 gr. melasa - 0.028 RS
100 z 0:.028 _ . 2.8 gr. de acetona en -

‘ , Leo &% aa namﬁ..f.
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¥eOR gesotodos en loe deidos que pudicran haberse forgado duran%*
te 1o fermentaoién, d4e 108 6.0, gastedos en la titulecién fie

nal.

3o fiaGil gastados % m, o, del butamol o BF. 4@ bue

Cdloulos en la determinacidn del butanols

Se eupled la sigulente férmulat

tanoz-en'ldb,~
gr do melaza

cantidad do melasa smpleada

B0 hiso una prucbta testigo para reetar los o.o.,dév.Qi

8o empled sosa 1H.

1.4 0.0, 4o HaoH copleados en la titulacién de 50 =
0.0, 8¢ colusién prodblema. '

1.3 c.o. do E20H empleados on 12 situlecién de 1a :§
: prueba testigo. e

0.088 gr. G butanol/e.c. de golucidn

2.5 gr. de molees on 50 c.o. 4o golucidn

?or j0 tanto ol rosultado sords

i ———————— O

2.5
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R4

oflonlos de los andlieis de 1z molaszal

Glucosat
Titulaoién del 1icor de Fehling: ‘
10 o.0. 46 licor fueron reducidos por 1l.5 0.c. de =

' glusosa, , -
i 10 a.0. G0 glu’éoaa = 0,05 gr. do glucesa o

10 - 0.05 , ,
S _21,5% 005 _ - 0.0575 faotor 4o Fehling.

Peso @0 1o muestre do melesa & gr. en ‘lm‘e.e.f"dg"

‘sgua. Bo gactaron 16 c.c. de eota solucién para reduoir 10 6.c.

‘@el licor de Fohling. B R

£ 6o glucoce 7 200 £ = 100

' 2l z P

"} f.= factor do Fohling'

. Ble- 0.0. gastadoo o
P.- peso do lo muesira tomade en 100 m:l..

% Ao glucoas. 300 x_0.0575 = 100 = 8.9% .
4 x 16 ' o
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£ DE ACETONA Y BUTANOL OBTENIDOS

Variando la concentracidén de la melaza, a 37°¢.=§9‘ -
- rriente de 00, 6in zgitaolén y pH 7.5

§ 4o molaga | Bx % 0o acatona | % do btutanol
18 0.96 2.8 )
5% 5.6 5.6 B I
10% 9.6 2.4 b
158 14.5 5.3 5.9
208 19.3 2.8 39
25§ 24,2 3.2 33 b
308 29.0 2.7 3.8
35% 33.9 2.5 3.3
408 38,7 2.2 3.9

Variendo la temperatura & 37°C, 4.7°Bxz, corriente de

805, PH 7.5, oin agitaoidn.

4 4o acetona

Temperatura 4 do butensl
190¢ 4.0 0,17
3700 5.6 T.0
65°¢ 3.6 0.35 L
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Aresoidn, & 37°C, 4.7%Bx, sin agitacién, pH 7.5

% de acatona % do butenol
Corrients de CO, 5.6 7.0
Gorrients Ge COp y 1.6 2.7

gorrionte de aire

Con agltaoién, o 37°C, &,7°Bx, oorriente de COp

PR T.5.

? de acetona 2 go tutansd _‘
8in agitar 5.6 7.0
Con agitaoién  35.0. 2.7

‘8in agitacidn.

Variendo ol pH, @ 37°C, 4.8%Bx, corriente 4o GOp, = .

% do butamol | e

il ¢ do acotona
24,0 0
20,0 8.3
7.5 5.6 ?;@
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Aﬂadio«do diversaa aubs%anoine.

rrlontc de CO,, 8in agiteoidn.

37000 ‘

h;&?axg 6gy‘

Subgtancies al 1%

4 de acotona

ﬁ de butanal

HaCl

ECL

o'y

Car 2

8in afladir
nada

"8.0
24,0
6.0
8.0
5.6

&

.35
0.59
432

2.8
'7.o

AFALISIS DE LA MELAZA :

Reductores ﬁotaleé

Polar;zaoién

Brix

% de pﬁreza

25

e

96,96

Casg

Glucose.- Reduoctores parciales .

Gluoocea 4 asucay invertido.- Reduotorea‘toﬁalaa.v 
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VIlI.- CONCLUSIONES .

Por los Gatoe obtenidoa 8@ caca on cenolustdn que 01“
rendimients de acetona mejorea al affadir al aubatrato alsunsa ‘?‘
substanclas talea ocomo cloruro 4@ sodio, cloruro de potae;o. ~§vi
earbonato 46 magnesio y oloruro de calcio; efeo%unnﬁo 1&'?@?@63“
tacidén a 37°¢, pd Soido, agitendo y etndafora oxconta de aire =

(corriente de CO»). La concentraciin de la melaza no var!g muaa[,”L

cho, aunque on este caso 416 ue jores reaultados una concentrawerff?*
oién el 5%, ” ‘
En lo que respocta al butanol ee obtuvo un mé:or rana“

.dintento efectuando la fermentacitn a 37°C, & un pH doldo g aln
aﬂadlr ninguna aubetanela. n cuanto a conoentractén ae la Bﬁla-j~f

~ £a dieron mejores rosultados las soluciones al 53y al 10%.

Por 10 tanto lae mejores condicloner deducidas 66 - = . -

loe datos exporimontales serdn: Bx 7.8, temperatura de 37%c, - ,f;]

corriente do C0o> y pH dcido, cercano a 5.

Una e las condiclones a 1a que pucdon atribuirae 109'
bajos rendimientoe on la fermentaolén ‘probablenmente se daba al.

haber utilizado una melaza env;Jectda.‘oomo substrato._

. - 36 -




VIII,~ CONGLUGIONES

Por los datos experimentales obtenidos se obasrva 151';
felta de pareleliemo sn o) rendimiento reapeotlvo de acetona y -
butansl, puss, mientras el méxlmo rendialento de eoetuna 8e ob-

%iena a unas aeter@tnsdaa condioiones, ol eorresponaien%e aﬁzl-:

o pare el butanol 6o obtione a condiclones de reacoidn dif@r@g

tes en alguncs faotores come 6o puede ver om el suadro siguione

tot
Pactores Mé=ino rendimlento § Hdximo rondihlen- S
de eostona to Go butamol
Bx 7.8 ' 7.8
Temperatura 37%¢ . 379¢
Alrcecién €0, 60a
Agltacién 1 ' -
PH 9 5
Aditivos i i ) ) -

Por tento, las comdicionos @6 oultive y reoasoidn debe

‘rdn variarsc cegdin ses 61 preducto que se dosee obicner, eumgue .

por suptoste, olempre habrd upa obtenoidn de) otro producto qﬁe
dado que eo on monoy eosla 0o considerard como subproducito.

Uns do 1lec condicionce & 1a que pueden atrlibuiree los
bajos rendimientes on la foromontaoeidn probablemente 6e deba 63

haber utilizade una melasa onvejooidn, come BUDHLTArd.
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Pbr dlttae. ya que segin Bo puede obuervar. los mo;o- 5
res rendlsmienton tueron: 24% pare la acetons y 803% para (2% bu-"r '

" tanol y tomandose en ouenha que el prooaes esdd 1levado e cabo
partiendo do mieles lnoriataltaablas Qe 1ngenio. que se dertvan°'
haola procgaes pocod rennmerativoe (alimantoa para sanado, carga];
PAra lnaeottotdau agricolaa). se puede ooneiderar que 1& utllt-
gaoldn de d&ehaa wieles en ol pﬁaoaao teaa de eeta taaia. po-_si}j
arfa cer eoonémlcamente ventajoao para auohoa 1ﬂg@nloe y permi—ff?
tirfe el shorro de alvlaaa que Be ieflesarfa on la Eeonoaia de
e Haeldn . ye quo en 1c aetuslldad e gran- porcentaje da 1a doe-
tona y butann\ utiltzﬁdol prlncipalmente como solventes 1nﬂuau-
tv.nles es 1aportado. o ‘

T l//l"»
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