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Stability analysis of acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation by Clostridium aceto-
butylicum ATCC 824 with glucose feeding

Abstract 
In the present study we analyzed the dynamics and stability in production of butanol by fermentation on a con-
tinuous bioreactor. The dynamic response of the system is studied as an evaluation criterion selecting the con-
centration of butanol obtained and using a kinetic model statistically validated, which describe the continuous 
cultures oscillatory behavior taking into account the influence of pH, inhibition by products and influencing para-
meters in the system. The bifurcation parameters chosen were the dilution rate (D) and feed substrate concentra-
tion (Sf). We used a calculation routine developed in Matlab ® and MATCONT ® to generate diagrams for dynamic 
behavior, steady state values and bifurcation diagrams. The results show that it is convenient to operate at sma-
ller dilution rates (D <0.1 [h ̂  (-1)]) and feed substrate concentrations (Sf) in the range of 40 to 90 [g / L] for higher 
concentrations of butanol. The practical implications of the phenomena discovered are analyzed in order to apply 
an appropriate methodology for this type of study and the implementation of it in bioprocesses.
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Resumen
Se analiza la dinámica y estabilidad en la producción 
de butanol por fermentación en un biorreactor conti-
nuo. La respuesta dinámica del sistema se estudió eli-
giendo como criterio de evaluación la concentración 
de butanol, en un modelo cinético validado estadísti-
camente, que describe el comportamiento oscilatorio 
de cultivos continuos teniendo en cuenta la influen-
cia del pH, inhibición por productos y los parámetros 
influyentes en el sistema. Se tomaron como paráme-
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tros de bifurcación la dilución (D) y la concentración 
de sustrato de alimentación (Sf). Se empleó una ruti-
na de cálculo en Matlab® y la herramienta Matcont® 
para generar diagramas de comportamiento dinámi-
co, valores de estado estacionario y diagramas de bi-
furcación. Los resultados muestran que es convenien-
te operar a velocidades de dilución pequeñas (D<0,1

) y concentraciones de sustrato de alimentación 
(Sf) en un rango de 40 a 90 [g/L] para obtener las con-
centraciones más altas de butanol. Las implicaciones 
prácticas de los fenómenos descubiertos se analizan 
con el objetivo de aplicar una metodología adecuada 
para este tipo de estudios y para la puesta en marcha 
de este tipo de bioprocesos. 

Palabras clave: análisis estabilidad, bifurcación, buta-
nol, dinámica no lineal, simulación. 

Introducción
La producción de alcoholes empleando fermentación 
de sustratos azucarados tiene un amplio mercado, 
que abarca desde la industria farmacéutica hasta su 
empleo como aditivos oxigenantes de combustibles 
para reducir su nivel contaminante. La fermentación 
ABE (Acetona-Butanol-Etanol) es un ejemplo típico y 
fue uno de los primeros procesos fermentativos de-
sarrollados industrialmente. No obstante, el aumen-
to de los costos de los sustratos y la posibilidad de 
obtener materias primas y productos más económi-
cos desde la industria petroquímica, fueron las causas 
para que este proceso pasara a un segundo plano. En 
los últimos años, el uso de biocombustibles ha sido 
ampliamente desarrollado y su producción ha crecido 
exponencialmente (Donaldson et al., 2007; Kirschner, 
2006; Lee et al., 2008). Este renovado interés se basa 
casi exclusivamente en la preocupación por el agota-
miento de los combustibles fósiles y la incertidumbre 
de los suministros de petróleo.

Así las cosas, es necesario la diversificación de las 
fuentes de energía al tiempo que se mejoren las ca-
racterísticas de los biocombustibles existentes o se 
propongan nuevos con mejores características fisico-
químicas. En ese sentido, el butanol presenta ventajas 
con respecto al etanol y mejora considerablemente 
las propiedades de los combustibles fósiles utilizados. 
Por ejemplo, las mezclas butanol/gasolina hasta una 
relación del 30% (v:v) no requieren modificaciones en 
el motor y además se mejora la potencia de este. Lo 

anterior debido a que la relación estequiométrica ai-
re:combustible es menor y en consecuencia es posi-
ble inyectar mayor cantidad de combustible (Patakova 
et al., 2011). Además, estas mezclas tienen mejores 
propiedades fisicoquímicas que las de etanol en cuan-
to a la estabilidad de fase en presencia de agua, me-
jores propiedades a baja temperatura, menor suscep-
tibilidad a la oxidación durante el almacenamiento y 
una menor presión de vapor.

Se infiere entonces que el butanol es una buena op-
ción para diversificar la oferta energética de combus-
tibles líquidos y también que es el producto más sig-
nificativo de la fermentación Acetona-Butanol-Etanol 
(ABE). Diversos estudios han demostrado que su pro-
ducción por vía fermentativa se puede desarrollar em-
pleando diferentes tipos de bacterias, pero es de in-
terés para el presente trabajo, citar el género Clostri-
dium especie acetobutylicum debido a que es el más 
empleado industrialmente: presenta mayor potencial 
para la producción eficiente del butanol (Jang et al., 
2012; Kamiński et al., 2011; Patakova et al., 2013; Tas-
hiro et al., 2010).

Por otra parte, el incremento en la demanda de al-
coholes obtenidos por vía fermentativa para ser em-
pleados como biocombustibles, ha generado en las 
industrias la necesidad de aumentar la productividad 
de estos procesos. Además, debido a los altos precios 
de las materias primas, se hace necesario el diseño de 
procesos eficientes con el fin de minimizar los costos 
de operación y maximizar los rendimientos de los pro-
ductos de interés. Por lo tanto, se hace imprescindi-
ble plantear estudios y análisis para el entendimiento 
detallado y optimización de los procesos fermentati-
vos para la obtención de alcoholes. Por ejemplo, Paz 
(Paz, 2011a; Paz, 2011b) propone que en el diseño de 
procesos en general, se debe incluir un análisis rigu-
roso de la estabilidad de los posibles estados estacio-
narios del sistema. De esta manera, será viable prede-
cir y con mayor certeza el comportamiento dinámico 
del mismo, y así establecer condiciones de operación 
adecuadas para el desempeño eficiente del proceso.

Método de un análisis de estabilidad para 
un bioproceso
Contrario a lo esperado, el diseño de los bioprocesos 
a escala industrial aún es desarrollado empíricamente 
a pesar de los estudios presentados por la comunidad 
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científica, ignorando los límites de estabilidad característi-
cos de los sistemas. Por esta razón, el diseño de estos pro-
cesos ha sido clasificado como un ‘arte’ empírico: preocu-
pado principalmente por ‘saber hacer’ sin tener en cuen-
ta la importancia de conocimientos científicos que expli-
quen el ‘por qué’ de estos (Ajbar et al., 2012; Stockar et al., 
2003). Lo anterior, ha llevado a elevar los costos globales 
de los bioprocesos, y en la mayoría de los casos, ha sido un 
factor diferenciador y de gran desventaja frente a los pro-
cesos tradicionales. Es entonces evidente que la naturale-
za dinámica del proceso fermentativo debe ser estudiada 
con el propósito de entender el efecto de las variables de 
diseño sobre los fenómenos de estabilidad que afectan la 
productividad.

Por consiguiente, el análisis de un bioproceso, desde un 
punto de vista de estabilidad necesitará mínimo:

1. Modelo cinético que describa el proceso fermentativo.

2. Parámetros a evaluar en el análisis de estabilidad.

3. Conceptos necesarios para realizar un análisis de esta-
bilidad del sistema.

Modelo cinético
Durante las últimas dos décadas se han logrado signi-
ficativos avances en el área de investigación relaciona-
da con el modelamiento matemático de la fermentación 
ABE (Mayank et al., 2012). Los modelos de rutas meta-
bólicas pueden clasificarse en 2 categorías: los mode-
los estequiométricos y modelos de simulación cinéticos 
(Tashiro et al., 2010); Los últimos describen el compor-
tamiento dinámico de los metabolitos y permiten desa-
rrollar estrategias para la operación de biorreactores. 

En el análisis de estabilidad de biorreactores continuos, 
los sistemas son modelados por medio de conjuntos 
de ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden 
(EDO). Las ecuaciones diferenciales usadas para modelar 
los sistemas, expresadas de forma vectorial, son:

   (1)

     

Donde t representa el tiempo,  es el 
vector de variables de estado,  es el 
vector de las funciones no lineales,  
es el conjunto de parámetros del modelo, y  es el vec-
tor de las condiciones iniciales. También se asume que  

no depende explícitamente de la variable independien-
te . Así, se dice que el sistema descrito anteriormente 
en la Ecuación 1, es autónomo o invariante en el tiempo 
(Ajbar et al., 2012; Strogatz, 1994; Seydel, 2010). En re-
lación con el número de ecuaciones , corresponden 
a la cantidad de variables de estado y también denotan 
la dimensión del sistema.

La selección del modelo se realizó con base en el análisis 
de las referencias bibliográficas. Así las cosas, el modelo 
de Yang X. (1990) y Tsao G. (Yang et al., 1994) fue selec-
cionado porque: (i) describe el comportamiento de inhi-
bición por producto, (ii) plantea una expresión cinética 
para el crecimiento celular, (iii) considera el efecto del pH 
sobre la cinética de crecimiento celular, (iv) se tiene cono-
cimiento de cada una de las constantes cinéticas, (v) está 
validado experimental y estadísticamente y, (vi) conside-
ra la recuperación in situ de solventes (modelo que consi-
dera la adición de resinas).

Parámetros a evaluar en el análisis   
de estabilidad
La velocidad de dilución (D), y la concentración de sus-
trato alimentado (Sf) son los parámetros elegidos para 
el análisis de bifurcación debido a que estos son los más 
fáciles de manipular durante la operación de un sistema 
de fermentación, y por lo tanto es realista pensar que 
los resultados puedan ser empleados en la puesta en 
marcha de este (Garhyana et al., 2003; Mahecha-Botero 
et al., 2005). En la Figura 1 se presenta un diagrama es-
quemático de los biorreactores junto con sus variables 
de entrada y salida. 

Figura 1. Diagrama esquemático del fermentador continuo
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Análisis de estabilidad
La simulación de biorreactores continuos a través de 
modelos cinéticos genera el reto de determinar cuáles 
de los múltiples estados estables posibles son los más 
adecuados para la operación del proceso (Fradkov et 
al., 1999). Como se ha mencionado en párrafos an-
teriores, este análisis debe ser desarrollado basado 
en criterios ingenieriles y no en criterios empíricos. A 
continuación se presentan brevemente los conceptos 
fundamentales y el orden metodológico asociados a 
un análisis de estabilidad.

Estados estables o estacionarios
Los estados estacionarios de un sistema dinámico, re-
presentan las soluciones invariantes en el tiempo del 
sistema dinámico representado por (1) y deben cum-
plir que:

    (2)

Siendo (2) un sistema de ecuaciones algebraico, gene-
ralmente de carácter no lineal. Estos puntos de estado 
estacionario, t les llama puntos fijos, puntos de equi-
librio, o puntos críticos (Ajbar et al., 2012; Strogatz, 
1994). Las soluciones de estado estacionario  sa-
tisfacen todo el conjunto de ecuaciones algebraicas, 
donde los parámetros de bifurcación también tienen 
valores fijos determinados.

En los procesos fermentativos, los modelos se carac-
terizan por ser altamente no lineales y en consecuen-
cia conducirán a soluciones (estados estacionarios) 
que pueden ser o no estables. Esta situación genera la 
necesidad de analizar cuáles de las soluciones condu-
cen a regiones de estabilidad (Paz et al., 2011a; Seydel 
2010; Strogatz, 1994). Resolviendo todas las ecuacio-
nes de carácter no lineal (2), se obtienen las concen-
traciones que satisfacen la condición, siendo estas los 
valores de estado estacionario de los modelos. 

Para obtener los valores de estado estacionario se 
emplea el software MATLAB®. Se desarrolló una ru-
tina de cálculo que permite la solución simultánea de 
las ecuaciones diferenciales para el modelo cinético 
elegido (3-10), solucionando los balances en estado 
no estacionario y al mismo tiempo, permite obtener 
las gráficas del comportamiento dinámico. 

   (3)

   (4)

   (5)

   (6)

 (7)

 (8)

 (9)
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Estabilidad local de estados estacionarios
Para la operación de un proceso se hace necesario te-
ner una medida cuantitativa de su estabilidad. Este tipo 
de información puede ser obtenida mediante la linea-
lización alrededor de un punto fijo, correspondiente a 
los estados o valores estacionarios del proceso (Seydel 
2010; Strogatz, 1994). De esa manera, la estabilidad lo-
cal del estado estacionario (Xs) puede determinarse es-
tudiando las propiedades de la Ecuación (1), cuando esta 
se linealiza alrededor de Xs. Para este propósito se desa-
rrolla la matriz jacobiana. La estabilidad del equilibrio es 
caracterizada por los eigenvalores  de esta 
matriz. Para el caso en estudio, como la matriz jacobia-
na  está constituida por n eigenvectores linealmente in-
dependientes , la estabilidad local de la 
Ec. (1) puede ser concluida fácilmente. De acuerdo con 
el resultado atribuido a Liapunov, las partes reales de los 
eigenvalores de la matriz jacobiana , evaluada en la so-
lución estacionaria ( ), determinan su estabilidad: si la 
parte real de los eigenvalores son menores que cero, el 
estado estacionario evaluado es considerado estable, de 
lo contrario el estado estacionario es inestable.

Diagrama de bifurcación
Después de contar con valores escalares del vector  es 
posible representar gráficamente las soluciones de la 
ecuación (1) en un diagrama que muestra a  en fun-

ción de . El objetivo de la teoría de la bifurcación es 
caracterizar cualitativamente los cambios en el compor-
tamiento dinámico de los sistemas no lineales mientras 
los parámetros principales o elegidos cambian.

Los diagramas de bifurcación son de gran utilidad. Las 
soluciones continuas se denominan ramas. Las ramas 
son curvas unidimensionales, cuando varían los valo-
res de , el número de soluciones y en consecuencia, 
de ramas, pueden cambiar. Nuevas ramas pueden surgir, 
pueden terminar o pueden cruzarse con otras en ciertos 
puntos llamados puntos de bifurcación de estado esta-
ble (Ajbar et al., 2012).

Los diagramas de bifurcación se realizaron con ayuda 
del software Matcont®, el cual permite hacer análisis de 
continuidad y determinar las bifurcaciones posibles del 
sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias plantea-
do (Dhooge et al., 2006).

Puntos de bifurcación de estado estable
Los puntos comunes encontrados en diagramas de bi-
furcación se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Puntos de bifurcación comunes en sistemas continuos

Punto de bifurcación Principales características

Punto de inflexión
Bifurcación Fold

Punto límite estacionario
Nodo de silla

(SLP)

En este punto 2 ramas de una solución de estado estacionario se 
unen formando ‘tangentes limitantes’.
Dos ramas nacen o se anulan entre sí.
Localmente no hay soluciones a un lado del punto y al otro lado hay 
dos soluciones.

Punto de bifurcación estacionario

(SPB) o (BP)
En este punto dos y solo dos curvas con diferentes tangentes se 
cruzan entre sí.

Punto cúspide estacionario
(SCP)

Es el punto de contacto entre dos curvas de estado estacionario con 
la misma tangente.

Punto Hopf
(HP)

Asociado con la aparición de dos eigenvalores complejos conjuga-
dos  , con  > 0.
Solo puede aparecer en sistemas de dimensión 2 o más.

Adaptado de: Ajbar et al. (2012) y Seydel (2010).
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Resultados  y discusión
Determinación y selección de los puntos estacionarios

La solución del modelo cinético descrito en la sección 
2.3.1, bajo condiciones de estado estacionario se mues-
tra en la tabla 2. Del mismo modo, en la tabla 3 se mues-
tran las tres condiciones iniciales con las que se obtie-
nen las mayores concentraciones de butanol en estado 

estacionario (E.E) para cada modelo cinético. Además, 
se incluye el estado estacionario de lavado, donde se 
produce arrastre de la biomasa al flujo de salida del bio-
rreactor y no se obtienen productos, los cuales serán 
necesarios para acotar el análisis de estabilidad. 

Tabla 2. Condiciones iniciales y concentración de butanol en estado estacionario

Condición 
Inicial

X 
[g/L]

S 
[g/L]

Caa 
[g/L]

Cba 
[g/L]

Cb 
[g/L]

Ca 
[g/L]

Ce 
[g/L] H D[h1] Sf 

[g/L]
Cb (E.E.) 

[g/L]
1 0 40 0 0 0 0 0 7,9433E-05 0,03 40 0
2 0,10 40 0 0 0 0 0 7,9433E-05 0,10 40 8,58
3 0,10 20 0 0 0 0 0 7,9433E-05 0,03 20 8,95
4 0,01 40 0 0 0 0 0 7,9433E-05 0,03 40 10,63

Para este caso el transcurso de la fermentación se fa-
vorece a dilución y concentración de sustrato de 0,03 

 y 40 [g/L], respectivamente. Con respecto a la 

estables obtenibles cuando se varía la velocidad de di-
lución y se mantiene constante la concentración de 
sustrato de alimentación en 40 g/L. En la Figura 2 se 
presentan los diagramas de bifurcación.

En general, se puede observar que los diagramas de 
bifurcación exhiben un comportamiento similar y se 
obtienen bifurcaciones comunes para sistemas conti-
nuos (Seydel, 2010). En efecto las figuras tienen dos 
tipos de puntos: puntos Hopf (HP) y puntos de bifur-
cación (SBP). Las gráficas fueron divididas en 5 regio-
nes para realizar el análisis, donde las líneas continuas 
simbolizan las ramas estables del sistema, y las pun-
teadas o discontinuas las inestables. De igual modo, 
se analizará con base en 4 diagramas de bifurcación 
representativos de todo el sistema: (i) biomasa, (ii) 
sustrato, (iii) butanol para el caso de los solventes y, 
(iv) ácido butírico para el caso de los ácidos. 

La primera región está limitada por velocidades de di-
lución . En esta zona existe multi-
plicidad de soluciones para la velocidad de dilución, 
constituidas por dos ramas, una estable y la otra ines-
table. En la estable, las concentraciones máximas de 
butanol son mayores a 10 g/L. Para esta misma re-
gión, la biomasa alcanza concentraciones máximas 
del orden de 9 g/L. 

Tabla 3. Valores de estado estacionario obtenidos para cada una de las 
variables evaluadas

Variable E.E Lavado
X [g/L] 5,3080 0
S [g/L] 0,0882 40

Caa[g/L] 2,1996 0
Cba[g/L] 2,4522 0
Ca [g/L] 4,6642 0
Cb [g/L] 10,6312 0
Ce [g/L] 0,3254 0

H 1,0001E-07 1,0001E-07
pH 6,9999 6,9999

condición de lavado, la velocidad de dilución crítica de 
0,54 h-1 corresponde al rango (0,4-0,7 h-1) de los valo-
res obtenidos para este tipo de sistemas (Bai, 2007; 
Godin et al., 1990; Mayank et al., 2012; Mahecha-Bo-
tero et al., 2005; Zhang et al., 2001).

Análisis de estabilidad y diagramas   
de bifurcación
Se eligieron los diagramas y resultados más represen-
tativos, correspondientes a aquellos cuyo parámetro 
de bifurcación es la tasa de dilución (D). En la tabla 2 
(sección 3.1) se resumen los valores necesarios para 
iniciar este análisis. En este caso en particular el inte-
rés es de determinar cuántos y cuáles son los estados 
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(a)

(b)

(c)

(d)

Figura 2. Diagramas de bifurcación para biorreactor empleando como 
parámetro la velocidad de dilución (a) concentración de biomasa, (b) con-
centración de butanol, (c) concentración de sustrato y (d) concentración de 
ácido butírico

Por ejemplo para una concentración de butanol igual a 
10,02 g/L, la concentración de biomasa es de 9,412 g/L. 
Este comportamiento corresponde a los resultados re-
portados en estudios de biorreactores continuos (Godin 
et al, 1990). Así, en la mayoría de los casos y con la cepa 
Clostridium cuando se está en un biorreactor de células 
libres se opera a bajas diluciones ( ) alcanzando 
las mejores productividades de solventes. Análogamen-
te, el sustrato alcanza conversiones mayores al 90%. 

En contraste, en la segunda región 
se puede observar una disminución del 20% en la con-
centración de butanol para un . Por otra 
parte, se aumenta la concentración de ácidos en el me-
dio, en un porcentaje similar al del producto Cba=5,509 
g/L, lo que afecta además el crecimiento de la bioma-
sa, donde para estas mismas condiciones corresponde 
a X=6,926 g/L. Además la conversión del sustrato dis-
minuye a un 67% aproximadamente. En la rama inesta-
ble, todas las concentraciones son nulas, a excepción de 
la concentración de sustrato que corresponde al mismo 
valor de alimentación. Esta rama describe el comporta-
miento del sistema cuando se encuentra en condición 
de lavado.

En la tercera región, para velocidades de dilución com-
prendidas entre ; el comportamiento 
de la rama estable e inestable siguen la tendencia en-
contrada en la anterior región analizada. No obstante, 
la rama inestable experimenta la aparición de un pun-
to Hopf. Este punto confirma su inestabilidad y permite 
pensar que para este valor de dilución, aunque sea ines-
table, podrían existir soluciones periódicas o ciclos lími-
tes que deben considerarse en un estudio de inestabili-
dad más profundo. Para este punto, todos los valores de 
la parte real de los eigenvalores tienen el mismo valor 
que la tasa de dilución ( ) y todos 
son positivos menos el primero. 

Finalmente, en la última región ; 
la rama estable disminuye hasta llegar a cero, a excepción 
de la del sustrato. Con el aumento de la velocidad de di-
lución, se llega al valor de dilución crítica ( ) 
para el sistema y al mismo tiempo a un punto de bifurca-
ción. En este punto, convergen las dos ramas que se ana-
lizaron a lo largo de las 4 regiones, donde una desaparece 
(la rama estable) y la otra pasa a ser estable, describiendo 
de nuevo el lavado pero en esta ocasión, como una rama 
estable del sistema. 
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Conclusiones
Con referencia a la velocidad de dilución, el análisis 
de estabilidad demostró que la zona de estados es-
tables posibles que favorecen el aumento en la con-
centración de butanol está delimitado para aquellos 
valores menores a 0,078 h-1. Además, el mismo análi-
sis permite concluir que el valor más adecuado de ve-
locidad de dilución es de 0,03 sin sacrificar la eficacia 
del proceso. 

El análisis de estabilidad permite concluir que su uti-
lización simplifica y reduce el número de experimen-
tos a desarrollar, con miras a identificar las zonas es-
tables del proceso de fermentación ABE que permiten 
la producción de altas concentraciones de solventes.

Finalmente, la zona de estados estables encontrada 
concuerda con los valores experimentales reportados 
por varios autores.
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