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Resumen 

Se  estudió  el  crecimiento  de Candida utilis sobre  etanol  y/o  glucosa  en  cultivos  por  lote y 

por lote alimentado.  Los  resultados  para  el  PPcultivo  por  lote  indican  que no es 

necesaria  la  presencia  de  azúcar  para  la  sintesis  de  acetato  de  etilo,  pero  ésta  se  ve 

sensiblemente  mejorada  al  adicionar  etanol (los rendimientos  mejoran  de O. 18 a 0.52 g 

ésterlg etanol).  En  cultivos  por  lote  alimentado,  las  mayores  concentraciones  de  acetato 

de  etilo se  obtienen  cuando  hay  una  mayor  concentración  de  células  en  el  medio a una 

velocidad  de  alimentación  de  alcohol  de 0.6 g//L/h.  La  síntesis de acetato  de  etilo  se  ve 

afectada  por  la  concentración  de oxigeno, los niveles  superiores  se  obtienen  arriba de 

10% de OD y debajo  de  80Y0;sin  embargo,  si  se  desea  evitar  la  producción  de  ácido 

acético  debe  cuidarse  que  el  nivel  relativo  de  oxígeno  en  el  medio se  mantenga  por 

debajo  del 70%. La  sintesis  de  este  éster  también  es  afectada  por  el  nivel  de  alcohol  en 

el medio  (la  conversión  aumenta  con  la  concentración  de  etanol  desde 10-35 g/L). 
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V 

Introducción 

La  producción  de  aditivos  alimenticios por vías  biotecnológicas  brinda  seguridad  en  la 

calidad  de los productos  y  buena  aceptación  de  parte  de los consumidores  por  tratarse 

de sustancias de origen  natural;  además,  ofrece  una  amplia  gama  de  posibilidades  de 

uso de materiales  alternativos. El acetato  de  etilo  y  acetaldehído  son  metabolitos  de  alto 

valor  agregado  empleados  como  aditivos  en  distintos  alimentos;  sin  embargo,  el  producir 

únicamente  alguno  de los dos  no  es  una  tarea  fácil.  La  síntesis  de  estos  compuestos  se 

da  simultáneamente y se  asocia  frecuentemente  a  la  formación  de  ácido  acético. 

Este  trabajo es un estudio  descriptivo  de  la  producción  de  estos  metabolitos  por la 

levadura Candida utilis; incluye el efecto de  las  condiciones  del  medio  de  fermentación 

en dos diferentes  sistemas  de  fermentación:  cultivo  por  lote y cultivo por lote  alimentado. 

Esencialmente, los medios  de  cultivo  utilizados se prepararon  con  alcohol  para  simular 

las  concentraciones  que  contienen  las  aguas  residuales  de  la  producción de alcohol 

(menor  al 10%) para  estudiar  su  efecto  sobre  la  síntesis de los productos  concernientes 

a  este  trabajo.  Asimismo,  se  presenta  el  estudio  del  efecto  de  la  disponibilidad de 

oxígeno  en el cultivo  sobre  la  síntesis de estos  metabolitos,  principalmente  sobre  la 

producción  de  acetato  de  etilo. 





Nomenclatura si 

A, acetaldehído 
A A ,  ácido  acético 
AE,  acetato  de etilo 
CE,  tasa  de  eliminación  de  alcohol,  g/L-h 
CR, coeficiente  respiratorio,  (mmol COZ producido/mmol 0 2  consumido) 
E, etanol 
GI glucosa 
OD, oxígeno  disuelto (%) 
PI concentración  de  producto (911) 
qE, velocidad  de  consumo de etanol (911 h) 
q02, velocidad  de  consumo  de  oxígeno  (g/g  h) 
rAE, productividad  volumétrica  de  acetato  de  etilo,  g/l-h 

WM, tasa  de  aireación,  UL-minuto 
X, concentración  de  biomasa  (g/I) 
Y, rendimiento (g /g) 
YAE~E, rendimiento  de  acetato  de  etilo  respecto  al  etanol  consumido (g /g) 
YWE,  rendimiento  de  biomasa  respecto  al  etanol  consumido  (g/g) 

r,, P roductividad  volum4trica  de  acetaldehído,  g/l-h 

Letras  griegas: 

p, tasa  específica  de  crecimiento (h") 
pmax , máxima  tasa  específica  de  crecimiento  (h") 
a, coeficiente  estequiométrico  del  etanol  en  la  ec.  4.7 
p, coeficiente  estequiométrico  del  amonio  en la ec.  4.7 
x ,  coeficiente  estequiom4trico  del  oxígeno en la  ec. 4.7 
6, coeficiente  estequiombtrico  de  la  biomasa  en  la  ec.  4.7 
E, coeficiente  estequiom6trico  del  acetato  de  etilo en la  ec.  4.7 
4, coeficiente  estequiométrico  del  acetaldehido  en la ec.  4.7 
y, coeficiente  estequiométrico  del  ácido  acético  en  la  ec.  4.7 
r\, coeficiente  estequiom4trico del dióxido  de  carbono  en  la  ec.  4.7 
o, coeficiente  estequiométrico  del  agua en la ec. 4.7 
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ANTECEDENTES 

1 .l. Produccián  de  aromas  en la  industria  alimentaria 

A partir  de  la  segunda  guerra  mundial:  se  dio  auge a  la producción  industrial de 

alimentos que pueden ser  almacenados por tiempos  prolongados, con esto  es  posible  su 

transportación y distribución  bajo  condiciones  climatológicas  extremas.  Sin  embargo,  con 

frecuencia,  el  procesamiento  de los alimentos  frescos va acompañado de la  pérdida de 

propiedades  organolépticas  de  estos y por ello se hace necesario el empleo  de  aditivos 

alimenticios  que  sustituyan las propiedades  perdidas. 

Desde los afios 70 hasta  la  actualidad, los alimentos  naturales  con  procesamiento 

químico han cubierto  gran  parte del mercado  mundial. Los consumidores  demandan 

mayor  variedad de  formas en sus alimentos,  así  como  que  éstos  sean  naturales, 

dietéticos, y sanos  al  mismo  tiempo  que  son  rápidos  de  preparar.  De  la  mezcla de 

ingredientes y los estilos de preparación  tomados  de  las  mejores  cocinas  btnicas  se han 

generado  sabores  únicos. El mezclado y balance  de los ingredientes, asi como el 

método de  presentación son importantes para la  creación  óptima  de  liberación  de  sabor, 

picante,  sensación  al  gusto y textura  (Gatfield,  1988;  Cheetham,  1994;  Uhl,  1996). 

Para  la  creación de estos  alimentos  se  requiere del empleo  de  aditivos;  la  incorporación 

de estas  sustancias  ha  aportado  enormes  ventajas,  particularmente  económicas. Los 

sustitutos  de  leche,  quesos,  carne,  sopas y jugos de  frutas,  por  ejemplo,  han  ofrecido al 

consumidor final nuevas  alternativas  económicas  diferentes a las  tradicionales.  Estos 

productos  presentan  una  calidad  constante, una mayor  vida  de  anaquel y un  mejor perfil 

nutricional. Por otro lado, también  ha  sido  posible  generar nuevos productos  fuera  de las 

temporadas de cosecha y su  aceptación  en  el  mercado ha seguido  una  tendencia 

siempre  creciente,  apoyada  en  grandes  campañas  publicitarias y mercadotécnicas.  Estos 

cambios en  el patrón  de  consumo  tradicional han propiciado una rápida  obsolescencia 

de productos  de  consumo  corriente y, por lo tanto, han favorecido  una fuerte 

competencia en el desarrollo de otros  (Garcia y Quintero,  1993). La lista de aditivos 

relacionados  con las propiedades  organolépticas  en  la  industria  alimentaria  incluye a los 
sabores  artificiales,  saborizantes,  colorantes,  aromas,  antioxidantes y texturizantes. 
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En este  trabajo,  se  pretende  hacer  énfasis  sobre  la  produccicjn  de  aromas.  La  principal 

producci6n da aromas y sabores  para  la  industria  alimentaria  se  da en la  industria 

química,  son  tambidn  fuente de estas  sustancias hitiles corno aditivos  distintos  productos 

de origen vegetal o animal y compuestos  obtenidos  de  algún  proceso  enzimático o 

microbiano.  Las  mejores  alternativas  para la produccibn  de  aromas  naturales  son 

biotecnológicas.  La  biotecnologia  moderna  comprende la bioquímica, la biología celular y 

manipulacicjn de microorganismos. En la tabla 1.1 se listan distintos  rnicroorganisrnos 

capaces de producir  sabores por via  biotecnolbgica. En conjunto,  el  resultado  de estas 

investigaciones  brinda buenos resultados  en la sintesis de aromas  (Cheetham, 1993 y 

1994; Gatfield, 1988). 

Tabla 1. S. Aromas y sabores obtenidos por via biotecnolbgica 

Microorganismo 

Ceratocystis sp 

Seratocystis fimbriata 

Candida sp 

Sporoboiomyces odorus 
Trichoderma vifide 

Sorynebacfenim glufamicum 

,evaduras 

Compuestos Caracteristica 

producidos organoldpfica 

Terpenos Principales componentes 

de los olores de aceites 

esenciales 
" . 

Esteres y Tonos afrutados 
aldehidos 

Lactonas Impresiones afrutadas 

Oior y sabor a coco 

Pirazinas Olor a nuez y productos 

cárnicos 

Esteres Sabor afrutado 
" 

Olor a banana 

"frescura" 

Alcoholes Sabores aícoh6licos 

Compuestas I Olor almendrado 

arorn&ticos 

Geratocysfis 
Thieiaviopsis 

Mycoacia uda i 
. * Se emplean las snzimas de estos rnicroorganismos. 

Referencia 

Lanza y Palmer. 1977 

Gatfield. 1988 

Meza y c o l . ,  1998 

Yong y Lim, 1986 

Maga, 1976 

Gatfield, 1988 
I_ 

" 

Janssens y col., 1992 

Janssens y col., 1992 

Murray y col., 'I 988 

Latrasse y col., 1986 

. . .  
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Desde  principios  de  este  siglo, se ha mostrado que los microorganismos pueden generar 

olores  agradables,  siendo  útiles  como  biocatalizadores.  La  principal  ventaja de la 

biocatálisis  radica en que  las  enzimas y microorganismos  catalizan  reacciones 

específicamente,  estereoquímicamente y en  condiciones  suaves,  permitiendo  un  ahorro 

energético  durante  la  producción  de  aromas.  Además, los microorganismos  producen 

características  complejas  de  sabor  que  son  difíciles  de  conseguir  mediante  la  síntesis 

química y pueden sustituir a los sabores  obtenidos  de  vegetales y animales  (de 

extracción  costosa  debido a sus bajas  concentraciones  en las materias  primas). 

Entre los compuestos  producidos por microbios  que se  emplean  como  sabores  destacan 

los ésteres; por ejemplo,  el  acetato  de  etilo y el  butirato  de  etilo  tienen  una  demanda 

anual en el  mercado  de los Estados  Unidos  de  14,405  kg y 137.259 kg respectivamente; 

y su precio  oscila  entre  100-500  dólares/kg. Por otro  lado,  desde  1986, el mercado de los 

sabores  ha  tenido  un  aumento de alrededor  del 5% anual  (Williams y col., 1988; 

Cheetham, 1993 y 1994). El acetato  de  etilo ha sido  empleado  como  aditivo en  la 

industria  alimentaria y de  bebidas  alcohólicas;  es  usado  comúnmente  para  reforzar  una 

nota "frutal" y es  parte  esencial  en el bouquet de  bebidas  fermentadas (Bol y col., 1987 y 

Armstrong y col., 1984 a ). 

1.2. Produccibn de Bsteres de acetato y catabolismo de etanol. 

Aunque  la  producción  de  ésteres  por  microorganismos se  conoce  desde los alios 20, fue 

hasta los 50 que la formación  de  estos  compuestos  por  levaduras se volvió  motivo de 

estudio,  con  especial  interés  en el acetato  de  etilo. Los trabajos de  Davies y col. (1951) y 

Tabachnik y Joslyn  (1953)  con  distintas  especies  de  las  levaduras Pichia y Hansenula, 

mostraron que puede formarse  acetato  de  etilo a partir de glucosa  y/o  etanol.  Para 

estudiar  la  transformación de etanol a distintos  metabolitos,  es  necesario  considerar  las 

siguientes enrimas que  participan  en  su  transformación, así como las que  intervienen  en 

su síntesis,  entre  éstas  destacan: 

0 Alcohol acetil transferasa  (AAT),  enzima  responsable de la  esterificacibn del etanol y 

el acetil-COA (proveniente del &ido  acético).  La AAT  se encuentra  principalmente en 

las membranas  celulares  de  las  levaduras,  con lo que los ésteres  formados  son 

liberados al medio  sin  llegar a ocasionar  una  acumulación  tóxica  en las células; 
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además,  es  una  enzima  inducible  por la presencia del alcohol  (Armstrong y col., 1984 

a? 1984 b; Bol y cot., 1987). Tambih es  probable que a elevadas  concentraciones  de 

acetato  de etilo esta  enzima  tenga una actividad  alta  (Yoshioka y Hashimoto,  1984 a; 

Kallel-fvlhiri y col., 1993;  Kallel-Mhiri y Miclo, 1993) y que  juegue  un papel importante 

en  la regulación  de la formación  de  células o en  el crecimiento de ias  levaduras 

mediante  el  consurno  de  acetii-COA  por  la  isocitrato liasa para  producir  citrato, útil 

corno  precursor de la  gluconeogbnesis  (Kallel-Mhiri y Miclo,  1993;  Lehninger, 1984). 

Etanol  deshidrogenasa,  enzima  que  gobierna  la  reduccibn  reversible  del  acetaldehído 

a etanol, rige la producción  de  acetaldehído (Kallel-Mhiri y col, 1993). Cuando produce 

el alcohol, no requiere de la presencia  de  oxígeno  (Lehninger, 1984) 

Alcohol  oxidasa,  responsable  de la oxidación  del  etanol  en  presencia  de  oxígeno y 

paróxido para la sintesis de acetil-COA  (Kallet-Mhiri y col. , 1993;  Kaifel-Mhiri y Mido, 
1993; Gancedo y Serrano,  1989).  Se  inhibe  en  una  concentración  de  acetaldehido de 

1 g/L en  un 8% y ai 50% cuando la concentracibn de este  metabolito  alcanza 4 g/L 

(Chiang y col, 1991). 

Por  otro  lado,  se  ha  postulado la existencia de una  esterasa  constitutivEi en 

Saccharomyces ceevbsiae y Wuyvwomyces fragilis capaz de transformar el acetato 

de etilo formado en acetato y etanof (Kaflel-Mhiri y col.,  1993) y que puede disminuir 

!a actividad  aparente de la AAT. 

En la  producción de &teres de  aeetato  participan  otras  enzimas  del  ciclo  de los ácidos 

tricarboxíiicos. En el organigrama  respiratorio  de los microorganismos  heterótrofos 

aerobios (figura 1 . I )  una de  las  vías  metabblicas que producen  mayor cantidad de 

energía es el ciclo  Krebs,  que  constituye en las células  aeróbicas  la ruta común final de 

la oxidación  de  todas  las  moléculas  combustibles.  Para que ocurran  todas las reacciones 

involucradas  en  esta  vía, es indispensable la incorporación  de  acetil-COA,  proveniente  de 

la oxidación  de los glúcidos  (teniendo como intermediario al etanol). En esta  vía 

metabblica, se liberan átomos de hidrtrgeno  (poder  reductor)  que se dirigen a la cadena 

respiratoria  por un proceso de fosfarilación  oxidativa. El ácid0  citrico,  primer  intermediario 

del ciclo  de los ácidos  tricarboxílicos se  forma a partir  de la condensacicin del acetil-CoA 

con el oxalacetato, esta reaccibn es catalizada  por la enzima  citrato-sintetasa. Esta 
reacción  es  la  primera etapa condicionante del ritmo  del ciclo y de  su velocidad depende 
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en gran  medida la disponibilidad  del  acetil-COA.  La  enzima  aconitasa utiliza el  ácido 

cítrico  que  se  forma, éSta requiere  de  la  presencia  del ion férrico  para  funcionar, así  que 

en  ausencia  de  este  cofactor se acumularán el &cid0 cítrico y el  acetil-COA, el cual puede 

desviarse a la  síntesis  de  ésteres  (Thomas y Dawson,  1978;  Willets,  1989). 

GLUCOSA 

PIRIMTO 

I 
I 

ETANOL 

T L - C O A  

Fig. 1.1. Esquema  general  del  metabolismo de  azúcares y etanol por levaduras en condiciones 

aerbbicas (Lehninger> 1984). 

Otro  punto a tomarse  en  cuenta  para  la  producción  de  ésteres  es el hecho  de  que el 

etanol  facilita ia acidificación del medio y permite  la  síntesis  de  ácidos  orgánicos,  en  este 

caso, como  es de esperarse,  se  mejora  la  síntesis  de  acetato  (Votruba y Páca,  1992; 

Páca y Marek,  1996 a). Para  favorecer  también la síntesis  de  ésteres,  es  necesario  evitar 

altas  concentraciones  de  acetaldehído  (mayores a 0.58 glL, Stanley y col . ,  1993 y 1997); 

ésto puede conseguirse  manteniendo  una buena aereación en el medio  de  cultivo  que 

permita el arrastre de este  compuesto dada su  elevada  volatilidad,  con  esta  acción  se  ve 

disminuida  la  inhibición  de  la  síntesis  de  acetil-COA  sintetasa  para Candida ufilis, (Prokop 

y col., 1978). 
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1.2.1. Subproductos en la síntesis de acetato de etilo: aldehídos y dcidos. 

Como  ya se indicó, uno de los productos del catabolismo del etanol  es el acetaldehído, 

que @S un intermediario de importancia  comercial; puede producirse  sintéticamente de la 

oxidación  catalítica  del  etanol o del etileno.  Este líquido incoloro de olor  sofocante 

produce un agradable  aroma frutal al ser  diluido. Es una materia  prima  en  la  industria 

quimica  de la manufactura  de  ácido  acético,  anhidrido  acético,  alcohol butílico, 

butiraidehido, cloral,  piridina y otros  derivados.  Respecto a !a calidad  de los asimentos, la 

presencia de acetaldehido es  esencia!  para  decir si un alimento es fresco o no. Este 

material juega un  papel  significativa en et sabor al yogur y ciertos sabores  afrutados, 

tales como el de  naranja.  La  concentración de esta sustancia  en los jugos de fruta es de 

120 ppm, 32 ppm en vinos  blancos y 83 ppm  en tos tintos (Mc Closkey, 1981). Desde 

mediados de tos afios 7Q se ha  puesto  inter& en su  producci6n  par métodos biológicos 

para ser empleado  como  aditivo  natural de varios  alimentos. El proceso  biolcjgico  para  su 

producción es particularmente  interesante  ya  que puede recuperarse  fácilmente del 

fermentador  dada su alta  volatifidad  (p. eb. 2-P 6) atrapando S I  compuesto  carbonílico 

con algún adsorbente  (Chiang y col., 1991; Moya y col., 1999; Lin y cot., 1999). Las 

enzimas etanot  dehidrogenasa o alcohol  oxidasa  que  se  tocatiran en las levaduras 

podrían  ser  utilizadas  para  producir  acetaldehido  "grado  alimenticio"  que lo hace más 

fhcilmente  vendible a !os consumidores Se han patentado  tcicnicas entimáticas para 

oxidar etanol a acetatdehída  jnrnovitizando la enzima etanoi deshidrogenasa.  Este 

mCttodo implica el uso de  cofactores de alto  costo. Un método más  efectivo 8s utilizar 

celulas  completas para conseguir  una  oxidacibn  continua  con la regeneración del 

cofactor (Gatfield, 'IQ88). 

Otro  de los intermediarias en  la síntesis de acetato de etiio  es el 6cido  acético, de gran 

valor en la eiaboracian de alimentos  en  soluciones  diluidas  (vinagre).  Est8 &ido se forma 

como un mecanismo  de  proteccibn  celular, coma el acetato  pasa  mas  lentamente  por la 
membrana puede acumularse  dentro  de las células y serles  túxico,  por ello es que se 

excreta en forma de acetato y se protona en el medio  para  producir  ácido  acético, o bien 

puede combinarse  con et alcohol del medio y formar un éster (Gancedo y Serrano, 

1989). 



CAPíTULO 1 : Antecedentes y justificación 9 

Basándose en la información  presentada  previamente,  es  posible  realizar  un  modelo 

hipotético  de las rutas  metabólicas  que se siguen  para el catabolismo  del etano1 por 

levaduras (v. fig. 1.2). 

“ 

ACETALDEHiDO - - 

WBIENTE 

“&dCARES 

ETMOL 

ED il O2 

“ 

- - ““ACETALDEH~DO 
I salt - ACETATO 

E= ESTERASA 
*= REQUIERE NAD 

Figura 1.2. Modelo hipotético de las vías de consumo de etanol por levaduras. Tomado y modificado 

de Armstrong (1988), Bol (1 987), KaileLMhiri y Miclo (1 993). 

Atendiendo a esta  figura, puede esperarse  que  la  concentración  tanto  de  etanol  como de 

acetato influyan en los equilibrios de la vía  metabólica  esquematizada,  por lo que  parece 

razonable mantener el nivel de etanol  adecuadamente y así regular  la  producción del 

éster. Es importante  también  reducir la actividad  de  la  esterasa,  esto  se  consigue 

manteniendo un pH  ligeramente bajo (5-6) (Kallel-Mhiri y col., 1993). Más  adelante  se 
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presentarán las formas de manipular  el cultivo de Candida utilis para  conseguir buenos 

rendimientos  de  acetato  de  etilo. 

1.2.2. Influencia del nivel de etanol  en el medio para ta pfaduccidn de acetato de 

etilo y otros mebabotitos 

Es importante  tomar en cuenta el nivel de etanol en  el medio  de  cultivo de levaduras 

para  dirigir  su  transformación a la produccibn de distintos  metabolitos. Watteeuw y col. 

(1979) encontraron que Candida utilis crece  sobre  etanol  para  producir  proteína 

unicelular y como  uno de los subproductos  aparece  acetato de etilo,  el  cual no se  ve 

aumentado al elevar la concentración de alcohol.  En el estudio de la producción  de 

acetato  de  etilo  por Kluyvemmyces fmgilis previamente  crecida  sobre  lactosa  como 

fuente  de  carbono  para  la  producción de alcohol  se  encontró  que si la  concentracibn de 

este en  el medio es superior a los 35 g/L da inicio  la  producción de acetaldehido  por 

saturación de las  vías  metabólicas  involucradas  en  la  síntesis de acetato de etilo, a 

concentraciones  menores  de  alcohol se obtiene  un  rendimiento  rnhximo del éster (YAele 

0.75 g/g) (Kallel-Mhiri y coi., 1993). Otros  estudios  dieron  resultados  similares  para  otras 

levaduras,  especificamente  para C. utik, si la  concentración de alcohol  rebasa los 50 g/L 

se promueve la producción  de  acetaldehido  (Murray y col., 1988). Bol y col.  (1987) 

tambien  investigaron el efecto de la  concentración  de  etanol  sobre la síntesis  de  acetato 

de etilo por Wansenula anomala en  cultivos  continuos  manejando  una  tasa  de  dilución  de 

0.1 f7.' y aumentando la  concentracidn  del alcohol hasta no más de 46 g/L para  mejorar 

los rendimientos del éster. En los estudios  con C. utilis realizados  por  Christen y col. 

('t999) y Domenech y 6 0 1 .  (1999), no es tan claro el que  una  elevada  concentraci6n  de 

alcohol en el medio de cultivo  brinde los mejores  rendimientos  de  acetato  de etilo (0.69 y 

0.76 g/g, para  concentraciones de etanol  de 16 y 32 g/L,  respectivamente).  Por  otro  lado, 

el uso de 9.9 g/L de céluias  de Pichia pastoris en un reactor por lote alimentado  con  una 

disolución de etanol (4g/L) y aireado  continuamente  permite  la  producción  de 

acetaldehído  con  rendimientos  de 0.1 5 g/g cei/ h, alcanzando  una  productividad 

volumétrica  de A . 5  g/Uh de acetaldehido. Los estudios  de  Armstrong y col. (1984 a, 

1984, b, 1988)  con  cultivos  por lote de Candida utilis en soluciones  diluidas  de  alcohol 

plantean que un aumento en el nivel de etanol en el  medio de cultivo  de  10 a 35 g/L 
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aumenta  sensiblemente  la  conversión del alcohol a acetato de etilo, y a concentraciones 

superiores  se  promueve la producción de acetaldehído,  sin  que  el  alcohol  supere los 60 

g/L. Sin embargo, Páca y Votruba (1994) sugieren  que  si los niveles de etanol en  un 

cultivo  por lote para Candida utilis llegan a los 30 g/L  comienza a haber  inhibición del 

metabolismo celular por  supresión  de  la  respiración  endógena a nivel de  las  enzimas del 

ciclo de Krebs y del ciclo del glioxalato. 

1.2.3. Efecto de  la concentraci6n relativa de oxígeno disuelto  sobre  la 

transformacibn de etanol a biomasa y distintos  metabolitos 

El oxígeno  disuelto (OD) en  un cultivo  microbiano  es  un  sustrato  importante  en las 

fermentaciones  aerobias y puede ser  limitante  si no es bien asperjado  en  el  medio. 

Sobre todo, a elevadas  concentraciones  de  células,  la  velocidad de consumo puede 

exceder  la  velocidad  de  abastecimiento  ocasionando  limitaciones  de  oxígeno.  La 

concentración critica de  oxígeno  disuelto  (cuando  la  tasa  de  crecimiento  específica 

depende  de  la  concentración  relativa  del  gas)  para los cultivos de levadura  varía  de 5 a 

10% de saturación  (Shuler y Kargi,  1992).  La  aireación  provee a los cultivos de oxígeno, 

el cual  se  requiere  para  el  crecimiento  celular, aún en condiciones  de  fermentación, pues 

es  indispensable  para  la  síntesis  de  ácidos  grasos  insaturados y ergosterol que 

constituyen las membranas  celulares. El oxígeno  también  se  emplea en  la respiración y 

producci6n de ATP e incrementa la masa  celular  (Kuriyama y Kobayashi, 1993). La 

síntesis  de  acetato  de  etilo  por  diferentes  cepas de levadura  tales  como Candida utdis, 

Sacchammyces  cerevisiae y S. uvarum, se  afecta  fuertemente  por el nivel de  oxígeno  en 

el medio de cultivo  (Armstrong y col., 1984b; Yoshioka y Hashimoto, 1984 b). Kallel-Mhiri 

y col. (1993) realizaron  estudios  sobre  la  optimización  de la producción de acetato de 

etilo por Nuyvemmyces fragilis, hallaron, después de  probar  concentraciones  desde 2 

hasta 100% de saturación, que una concentración  relativa  del 40% mejora el rendimiento 

de  acetato de etilo y disminuye el nivel de  etanol  en  el  medio.  Armstrong y col. (1984 b) 

sugieren lo mismo;  de igual manera Corzo y col. (I  994) hallaron  que  cuando el nivel 

relativo de oxígeno  disuelto  es  menor a 3% en un  cultivo de C. utilis por  lote  alimentado 

con etano1 en fase gaseosa se  observan  rendimientos  de &ter y acetaldehido,  respecto 

al  etanol,  de O. 123 y 0.004, respectivamente; y a niveles  de  entre 5 y 15 % estos 
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cambian a O. 19 y 0.24. Bol y col (1987)  sugieren  que  elevadas  tasas  de  aereacirjn 

(0.2VVM) permiten  dirigir el metabolismo  de las levaduras a la producción  de  células y 

di6xido  de  carbono,  reduciendo  la  formación de acetato  de  etilo.  Kuriyama y Kobayashi 

(1993) al estudiar el efecto del abastecimiento de oxigeno sobre  el  crecimiento  de S. 
cerevisiae en una  fermentación  continua, notaron que si la aereación  es  alta y la tasa de 

consumo de oxigeno es de 7.79  mol/gceCh,  el  etanol  presente en  el medio se  ve 

disminuido y se presentan  otros  compuestos  tales  como  acetaldehído,  ácid0  acético, 

acetoína 6 2,3-butanediol.  Todos  estos  resultados difieren de los obtenidos por Yoshioka 

y Hashimoto  (1984 b) y los de Malcorps y col. (1991),  quienes  observaron una 

disminución en el nivel del éster  por  un  aumento en la  concentracidn de ácidos grasos no 

saturados en las membranas  celulares,  debido a una buena disponibilidad de oxigeno, 

los cuales inhiben a la AAT. Estas  diferencias  presentan  una  opción de estudio del 

metabolismo de etanol por levaduras,  sin  embargo,  aparentemente una concentración 

elevada de oxígeno  es adecuada para  la  producción  de  acetaldehído. 

1.2.4. Efecto de la presencia de azircaf y el tipo de cultivo en la formación de 

Bsterss de acetato y acetaldehído por tevaduras 

El control de  la formación  de  ésteres  de  acetato  durante la fermentacibn  alcohólica es 

determinado  por el nivel de azúcar en  el medio de cultivo y se  asocia at crecimiento  de 

las céiulas de levadura. En los estudios  realizados  por  Shindo y col.  (1992)  con ía 

levadura Saccharomyces cerevisiae inmovilizada en getss de alginato  se  encontró que la 

formacidn de 6steres se inhibe  fuertemente en presencia de maltosa y en menor medida 

cuando hay glucosa en  el medio.  Christen y cof.  (1999)  trabajaron  en  cultivos  sólidos de 

Candida utilis crecida sobre un soporte  inerte  (amberlita IRA-900) impregnado  con 

glucosa y medio  mineral; al terminarse la glucosa  se  alimentó el cultivo con etanol y no 

se  presentó  evidencia de producción  de  acetato de etilo o acetaldehído.  Esto  concuerda 

con los resultados de Kaltel-Mhiri y col. (1993), quienes  confirman  que se requiere  de  la 

presencia de azOcar (a un nivel minimo  de 3 9/11 para  mejorar  la  producci6n de acetato 

de  etito. En la  tabla 1.H se  sintetizan  distintos  procesos  con  levaduras  para la producción 

de  acetato de etilo y acetaldehído. De su revisión se hace interesante  probar  diferentes 

fuentes  de  carbono  en el medio de cultivo  para  levaduras, pues no es evidente  si la 
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presencia de  azúcar  es  indispensable  para  la  producción de ésteres y aldehídos a partir 

de  etanol.  Otro  aspecto  importante es el  manejo  del  cultivo, si es por lote, lote alimentado 

o continuo. 

I ama 1.11. LUKIVOS para proaucclon ae acerar0 ae  ewo y acerataenlav pur levauuras 

Cultivo  por  lote 

Fuente  de 
carbono 
Etanol 
(60 glL) 

Glucosa y 
etanol 
acumulado 
en  el  medio 

Lactosa 

Etanol 
( 4 o g N  

Etanol (1 699 

Etanol (32 
g/L) 

Microorganismo 

Picbia  pastotis 

P. pastotis  a  una 
concentración  de 2.5 
!3n 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Ktuyveromyces  fragilis 

Candida utilis 

Candida utilis (varia2 
cepas) 

Glucosa al 

(debajo  de 
a  una  concentración de  alcohol 
en  estado  estacionario inicio,  pulsos 
Candida utilís, células 

Picbia pastoris Glucosa 

de55gA 
5 gn 

Etanol 
(50-75 g n )  
Glucosa 

sólido Etanol 
Candida ut&. Cultivo 

Pichia  pastoris Etanol 

Rendimientos Y 
productividades 
rpA=0.005 g/l/h si hay 
glucosa  en e¡ medio 
rpA=O.l 75 sin  glucosa  en 
el medio 

No reportan  consumo  de 
glucosa o etanol, sólo que 
se alcanzó  una 
concentración  de  acetato 
de etilo  de 0.03 gn 
YAE/E=O.07 
Y W E = 1 / 3  gig 

rpA=0.03Ej  sin  glucosa en 
el  medio 

No se observa  producción 
de  acetato o acetaldehido 
YPJE=O. 12 g@ 

Observaciones 

No hay  problema  en  la  producción de 
acetaklehído si hay  oxígeno  disponible, 
atrapan  el  aldehido  en  una  trampa 
química con  sulfito 

Las  células  estuvieron  inmovilizadas. La 
formación  de  ésteres  de  acetato  est4 
asociada  al  crecimiento  de  las  levaduras. 

Confirman  que se requiere  de le 
presencia  de  azúcar  para  mejorar I2 
producción  de  acetato  de  etilo 
Se sugiere  que  la  alimentación  continua 
de  etanol es una  buena  alternativa y que 
el acetaldehido  debe  recuperarse  a Ié 
salida  del  reactor 

Propmen el  uso  potencial  de  este 
microorganismo  para  la eliminacih de 
alcohol 

JO 

Wmnep  de  una  trampa  para  recuperacibn 
de  volátiles 

Proponen  mejorar  la  producción en 
cultivo  continuo 

Puede  haber  inhibici6n  por  sustrato 

Evitan  la  inhibición  por  producto 

qeferencia 

Murray y col., 
1 9 8 8  

Shindo y col., 
1 9 9 2  

Kallel-Mhiri y 
:0l., 1993 

hrmstrong y 
sol., 1 9 8 4  a y 
2; Armstrong, 
1 9 8 8  

Christen y 
sol,, 1939 

Williams y 
col., 1988 

Murray y col., 
1986 

Christen L 

col., 1999 
Chiang y col., 
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Tabia 1.11. Continuación.. r fase  gaseosa 
Candida uti& Para concentracibn Un  aumento  en la concentración  relativa Cono y col, 

relativa de oxigeno (OD) 
acetaldehido menof a! 3% de saturación 
de oxígeno promueve la produccibn  de 1994 

Y ~ ~ c o . 0 0 4  g/g 
YA~E=O. 1 2 3  

Para 5%cOD:15% 
YAW=O. 1 9 4  sla 
Y,~=0.240 QÍg 

Cultivo continuo 
= .0.7 gAfi y baja S610 aparece  el 

producción  de continuo  Miclo, 1993 
corriente  de  acetaldehído 
alimentacion 1 
l.--" -+-+ 

1 

Etanol Proponen  utilizar  un  lote  alimentado  Bol y c o l .  rpii=0.CCEgAlh Candida utilis 
1987 

1.3. Empleo de vinaras en la producción de acetaldehido y acetato de etito 

La  producción  de  alcoholes  empleando  azúcares  genera  grandes  volúmenes  de  aguas 

residuales  (vinazas)  con un contenido  variable de compuestos  (alcohol,  aldehidos, 

cetonas,  ésteres,  ácidos  grasos,  polialcoholes);  dependiendo  de las materias  primas 

utilizadas  (Cysewsky y Wilke, 1978). Se  ha  reportado que el etanol puede presentarse 

en  forma de gas y ocasionar  problemas  de  contaminación.  has  vinazas pueden 

producirse por fermentacibn  de  cualquier  material  rico  en  azúcares. Después de la 

fermentación,  la  mezcta  líquida  que  contiene el alcohol  debe  destilarse.  Varios  procesos 

para la recuperación y/o eliminación  de  etanol  en los medios  donde  se  produce, en tos 

residuos  de  la  destitacibn o en  corrientes  gaseosas se han adecuado a Consideraciones 

tcicnicas:  uso de adsorbentes  durante la producción, temicas de membrana y vacío son 

algunas de ellas (Lencki y col., 1983; Minier y Goma, 1982; Matsurnura y M&/, 1986; 

Matsurnura y Kataoka 1987; Frank y Sirkar, ?985; Matsurnura y col., 1988; Nakao y col., 

1987; Kiani y col., 1984). Sin  embargo,  tienen  limitaciones  técnicas. Dependiendo de la 

tecnología utilizada, algunos  subproductos  (incluyendo  ésteres,  alcoholes  superiores y 

aidehidos) de la fermentaciirn permanecen en el destilado  principal, se  remueven  como 

corrientes  separadas o se incluyen en los desechos.  Los  residuos de la  destiiación 

deben ser  tratados  para  evitar daños ecológicos.  Entre las diferentes  sofuciones  están ¡a 

destilacibn simple,  tratamiento  químico o reuso de ingredientes  (Friedrich y Cirnerman, 

1 992). 
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Respecto a esta  última  opción,  debe  considerarse el empleo  de los destilados  para la 

elaboración  de  productos  comerciales  valiosos  como  alimentos,  como  aditivos 

alimenticios o como  fertilizantes  (adicionando  tartrato  de sodio y potasio).  También 

pueden hacerse  tratamientos  fisicoquímicos  (evaporación,  por  ejemplo) u oxidación. 

Frecuentemente,  las  vinazas  son  utilizadas  como  sustrato  carbonado  para hongos 

filamentosos en  la obtención  de  células,  todo  esto obedece a una  serie  de 

consideraciones  económicas  (tipo  de  reactor,  separación  de la biomasa) que implican 

una inversión  considerable.  Además, en estos  sistemas la degradación del alcohol  no  es 

completa  porque  se  presenta un equilibrio  entre la concentración  de  alcohol en  el agua 

con el alcohol en fase gaseosa y se debe invertir en sistemas  de  esterilización y 

suministro de otros  nutrientes  (Hodge y Devinny,  1992). De entre los métodos, no es 

posible asegurar  cual  es  el  mejor. El tratamiento a elegir  es  función de la  situación 

económica de las destilerías y la  legislación. 

A mediados de los ochenta se sugirió  una  esterificación  biológica de estas  soluciones 

diluidas  de  etanol,  con  el fin no de degradación,  sino  de  recuperarlo  como algún otro 

compuesto de mayor  interés  comercial  (Armstrong y col., 1984 a y b; Armstrong,  1988; 

Domenech y col., 1999). Después de esta  esterificacidn,  es  posible  una  extracción por 

solventes  del  éster. Los coeficientes  de  distribución  del  acetato  de  etilo,  por  ejemplo,  son 

órdenes de magnitud  superiores  que los del  etanol  en  una  gran  cantidad  de  solventes, 

incluyendo la gasolina.  (Data,  1981).  Este  compuesto  es de gran  importancia  económica 

y de mayor  valor  agregado  que el etanol  (Tabla 1.111); puede servir  para  mejorar el 

octanaje de la gasolina y ha  sido  empleado  como  aditivo  en la industria  alimentaria y de 

bebidas  alcohólicas.  También  se  ha  sugerido  como  alternativa  de  uso  de las vinazas la 

producción de acetaldehído. Asi pues, un microorganismo  capaz  de  convertir 

eficientemente el etanol a acetato de etilo y acetaldehído  sería  utilizado  para  recuperar  el 

etanol  diluido y disminuir los efectos causados por la  contaminación  por  alcohol. 

TABLA 1.HI. Comparacüjn del precio de distintos solventes  que  pueden obtenerse por 

fermentación. Fuente: Aldrich, 1999 

Compuesto Precio (USD/kg) 

Acetato de etilo 31.7 

Etanol 25.3 

Acetaldehido 152.0 
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La producción  de  aditivos  alimenticios  por  vías  biotecnoldgicas  brinda  seguridad en la 

calidad de los productos y buena aceptación  de  parte  de los consumidores  por  tratarse 

de sustancias de origen natural;  además,  ofrece  una  amplia  gama de posibilidades de 

uso  de  materiales  alternativos, El aeetato de etilo y acetaldehído son rnetabolitos de alto 

valor agregado empleados como aditivos en distintos  alimentos; sin embargo,  hasta 

ahora, los trabajos  referidos en los antecedentes  muestran  que el producir  unicamente 

alguno  de los dos  no es una  tarea facil. La sintesis  de  estos  compuestos  se  da 

simultáneamente y se asocia  frecuentemente a la formación  de  ácido  acético. 

Vaie  la pena destacar  que la produccibn de estas  sustancias  requiere del empleo  de 

.medios de cultivo con concentraciones de alcohol  no  mayores a 50 gA (tabla l. t I); por  tal 

razón, es posible  diseñar  medios  de  cultivo que simulen el contenido  de  alcohol  presente 

en las vinazas  (menor al 10%) para  estudiar su efecto en  la síntesis de los productos 

concernientes a este  trabajo.  La  disponibilidad de oxigeno  en el cultivo seguramente 

ser& mayor en  un medio  sintético  que en uno preparado  con  vinazas,  pues  estas 

contienen  entre 31-1 19 g/l de sólidos  disueltos  (Friedrich y Cimerman, 1992), por tal 

razón  es  importante  estudiar la influencia de este  parámetro en este  tipo  de  cultivos,  así 

como el efecto que tiene la presencia  de  azúcar  en la sintesis  de  acetato  de etilo y 

acetaldehído. Por otro  lado, el dar un uso a este residuo  permite  tecnologias  más  limpias 

para  relacionarlo  con ia tasa  de  eliminacicin de aicohol. 

Además  de  realizar  pruebas  con  distintos medios de cultivo, se hace  necesario  probar 

distintas  formas de maniputacibn det cultivo, como por  ejemplo,  es  interesante tratar con 

cultivos por lote y por lote alimentado. 

Por tales razones, es necesario  realizar un estudio  descriptivo  de la produccibn  de  estos 

metabolitos que incluya el efecto de  las  condiciones del medio  de  fermentación y brindar 

información que permita  predecir ia manipulaci6n de las  condiciones  de  operación  para 

la producción de acetato de etilo ylo los metabolitos  que se asocian a su sintesis. 
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OBJETIVO GENERAL 

Describir el proceso  de  producción  de  acetato de etilo y acetaldehído  por Candida utdis. 

OBJETIVOS PARTlCULARES 

Obtener  información  sobre la capacidad  de C. utilis para  producir  acetato  de  etilo en 

cultivos  por tote utilizando  dos  fuentes  de  carbono  distintas:  glucosa y etanol. 

Identificar si C. ut&s tiene  capacidad  para  producir  otros  esteres 

Estudiar  el efecto de  la  concentración  de  oxígeno  disuelto  en un medio  líquido  sobre  la 

producción  de  acetato  de etilo y acetaldehído 

Realizar  estudios en  un cultivo  por  lote  alimentado  sobre  la  producción de estos  dos 

metabolitos 

Establecer los balances  de  materia  de  este  cultivo 

Proponer un modelo  de  síntesis  del  éster por esta  levadura  empleando  etanol  como 

sustrato. 

METAS 

Aportar  información  relacionada a la producción de aditivos  alimenticios  de  origen 

natural. 

Contribuir al desarrollo de métodos  biológicos  de  eliminación y recuperación  de  alcohol 

en  disoluciones a baja  concentración. 
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ESTRATEGIA METODOLÓGICA. 

Para cumplir con los objetivos  propuestos, el trabajo experimental se efectuó  de acuerdo 

ai siguiente  diagrama 

Matraces agitados  con 
control  de  temperatura 

DescripciSn de la produccidn 
de AE sobre glucosa y etanol 

1 

r 
4 

Estudio sobre la capacidad de 

Cmdida utik 

para producir otros &teres ---"+ 

SISTER44 Ii: 
Biorreactor con controles 

Efecto de fa concentracidn 
de oxígeno en el medio 

I 
CuitÍvo pur lote alimentado 

con etanol gaseoso 

i 
Cuanliflcacibn  de  la  acumutaciljn 
yformaciijn de acetato de etilo, 
acetaidehido, Bcido acético . 
Tasas de cons~~rno de 02y  E 
Coeficiente  respiratorio (CR) 
Balances de materia 
Rendimientos energ6ticrcs 

4 
i 

Establecimiento de las relaciones entre 
la producción de acetato de  etiiu 
con la biomasa y otros metabolitos 

t C O F I ~ U S ~ O ~ ~ ~  +"----"-- Comprobacih de los 
balances de materia 

1 
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2.1. Materiales y medio de cultivo. 

Microorganismo. En  todos los experimentos  se  trabajó  con la levadura Candida utilis 

ATCC 9950 comprada al Cepario  Nacional del Centro de Investigación y de  Estudios 

Avanzados del IPN, preservada  en  placas  de  agar-papa-dextrosa a 4°C y resembrada 

cada cuatro  meses. 

Medio de cultivo En este estudio  se  utilizó el medio  mineral  limitado  en  Fe 3+ propuesto 

por  Thomas y Dawson  (1978),  pero se modificó  respecto  a la fuente de carbono  (glucosa 

o etanol en  concentraciones  variables). La composición  en  minerales fue: (NH4) SO4, 

18.9 mM; KH2P04, 18.4 mM; MgS04, 2.0 mM; CaCI2, 0.4 mM;  elementos  traza: ZnS04, 

87.0 pM;  MnCI2, 20.0 pM; CuS04, 10.0 pM; Na2Mo04, 1.65 pM; CoCI2, 1.68 pM; H3B03, 

24.0 pM; KI, 1.80 pM. El valor  de pH se mantuvo  en 6.0 (excepto  cuando se indique). 

Estudio del consumo de glucosa. El medio  para  producir  acetato  de  etilo  contenía 24 g/l 

de glucosa y sales. 

Incremento en la concentración de etanol al terminarse la glucosa. Con  el fin de  probar 

que una  concentración  elevada  de etanol en el medio  puede  mejorar la producción de 

acetato de etilo,  se  realizó  otro  experimento  adicionando  etanol  como  segunda  fuente  de 

carbono, una vez que  la levadura  estuvo  adaptada  a la presencia  de  alcohol  (acumulado 

durante la degradación  del  azúcar). 

Efecto de la concentracidn relativa de  oxigeno disuelto (%OD). Las  células  se 

cosecharon por centrifugación y se  lavaron con solución  salina  isotónica  dos  veces  para 

inocularse  en el reactor  del  sistema I1 (descrito en el siguiente  apartado)  con  una 

concentración  inicial de etanol de 15 g/l. Se manejaron  distintas  velocidades  de  agitación 

(200 y 500 rpm) con una  aereación  de 0.02 WM para conseguir  distintas 

concentraciones  de  oxígeno. El seguimiento  de la fermentación se llevó  hasta 65 horas 

de crecimiento  de C. utilis sobre  etanol. 
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Capacidad de Candida utilis para producir otros &stems. En  esta  sección  se  estudió  la 

capacidad C. utiiis para  formar  otros  Bsteres  en  presencia  de  butanol,  etanol,  ácido 

achtico y hcido  butírico,  todos  en  una  concentración de 20 mM. Se  realizaron 

experimentos en  el sistema I, con cdlutas  en  fase  estacionaria,  adaptadas a utilizar 

etanol  procedentes  de  las  fermentaciones  para  producir  acetato  de etilo ("resting  ceils"), 

éstas fueron centrifugadas,  lavadas y resuspendidas  en buffer de  fosfatos 0.2 M pH 5.5. 

Preparaci6n de in6culo. Para  realizar [as fermentaciones  se  propagaron las células de 

levadura  en un medio liquido con 20gA  de glucosa y 20 g/¡ de extracto de malta  (Christen 

y col, 1999). Las  células  se  incubaron a 30°C durante 36 horas. Se utilizó un inóculo  del 

10% con una  concentraci6n  celuiar de 3X108 cel/ml  en  todas las fermentaciones. 

2.2. Dispositivos experimentales. 

Se trabajd  con dos sistemas  de  fermentación de distintos  volúmenes,  empleando el 

medio  mineral, en el primera se estudiaron los rendimientos de Candida utilis creciendo 

sobre glucosa y etanol, tambitin en est0  sistema  se  hicieron tos estudios  respecto a la 

producción  de  otros  esteres. En el segundo,  se  obtuvieron  resultados  para  consumo  de 

etanol, en este  sistema  se  vio el efecto del  oxígeno en la  produccibn de acetato  de etilo y 

rnetabolitos  asociados. 

Sistema 1. Este  dispositivo  consistió  de  matraces  erlenmeyer de 125 mi, estos estuvieron 

tapados  con roscas de  baquelita  para  limitar el intercambio  gaseoso. El volumen  de 

medio  en  cada uno fue de 50 ml (lo que  da una relacibn  espacio  gaseoso/volumen  de 

medio = 1.5). Los matraces se agitaron a 200 rpm en un baRo  de temperatura  controlada 

(30°C, v. fig. 2,'f). 

Sistema ¡l. Este  sistema  consistió en un tanque  agitado  con  controles de pH y 

temperatura modelo BlOFtO IIt (New  Srunswick) con  un voiumen de trabajo de 2-2.5 
litros acoplado a un sistema  de  condensacibn de voidtiles  (de -8°C a -4°C). La 

temperatura se mantuvo a 30°C y el  pH se mantuvo a un valor de 6.0. Se variaron  las 

velocidades de agitación. En algunos casas, el sistema fue alimentado  con una corriente 

gaseosa de etanol (v. fig. 2.2). 
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Fig. 2.1. Arreglo experimental del  SISTEMA l. 1 =  baño de temperatura controlada, 2= matraces de 

125 mi. 

1111 7 r 
I 

1 I 

Fig. 2.2. Arreglo experimental del Sistema I I .  A = PÁNEL  DE CONTROL. B= TOMA DE MUESTRA. C= 

CONTROL  DE  TEMPERATURA.  D=  SONDA  DE pH. E=SONDA DE OXíGENO. F= TERMOPAR. G= 

PROPELA. H= ENTRADA  DE AIRE (O ETANOUAIRE). I= BOMBA  DE ADICIóN DE NUTRIENTE. J= 

BOMBA  DE ADICIóN DE  ANTIESPUMANTE.  K=BOMBA DE ADICIóN DE ÁCIDO. L = BOMBA  DE 

ADlCldN DE BASE. M =MOTOR. N =TRAMPA DE CONDENSACldN DE VOLÁTILES. Ñ= SUMINISTRO DE 

ETANOL. O= ENTRADA  DE AIRE (PUEDE  PASAR O NO POR  EL ETANOL). P= FILTRO DE AIRE 
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2.3. Metodos analiticos 

Las  muestras  [íquidas  se  centrifugaron, al sobrenadante se le hizo medición de votátiles, 

ácid0  acética y azucares  reductores; a la biomasa  empacada  se le lavó  con  sotucidn 

salina  isotónica una vez y otra  con  agua  destilada  para  luego  determinarle peso seco  en 

membranas  de  polisulfona con aberturas  de 0.5pm. Otra  pequeria  parte  de las muestras 

se utiliztj para  hacer  conteo  al  microscopio y determinar la tasa de mortalidad. 

Cuanfificacidn de la biomasa. La biomasa  se  estimó por peso seco  después  de 24 horas 

a 70°C y cuenta al microscopio. 

Determinación de la tasa de mortalidad. La  tasa de mortalidad M (YO) de las células  de 

levadura es estimada  par  cuenta al microscopio después de  una  tinci6n  con azul de 

metileno  de  acuerdo al metodo  propuesto  por  Christen y col.  (1999) 

Medicidn de volátiles. El etanol,  butanol,  acetato de etilo y acetaldehido se midieron  por 

crornatografía  de  gases (HP-5890,SERIE if) con un detector de ionización a la fiama, 

empleando una columna  PORAPAK Q para su separación. El flujo del gas  acarreador 

(Nz) fue de 35 ml/min, la temperatura del horno, de 170°C. Para la fase  líquida se utilizó 

isopropanol al 0.59'0 (vh) como  estándar  interno.  Se  hicieron  inyecciones de 0.5 pi. La 

fase gaseosa requirió  del  empleo  de  ampollas ALTECH de 500 mi  con  un  volumen  de 

inyección  de 50 111 (v. apéndice B). 

Respiromefrk. De las ampollas  también  se  midió la concentración  de  dióxido de carbono 

y oxígeno a la salida del reactor en el Sistema It. Estos  irltimos  gases  se  cuantificaron 

por  cromatografía de  gases  con un equipo  Gow-Mac (USA); este equipo  cuenta  con  un 

detector  de  conductividad  térmica y una columna  doble tipo CTR-1 (Alltech, USA). Los 

cálculos se detallan  en el apéndice B. Ef gas  acarreador  utilizado fue helio  (flujo, 

60ml/min). El coeficiente respiratorio (CR) se  expresa  como la tasa  de  producción ds 

C02/tasa de consumo de oxigeno. El volumen  de  inyección fue de 100 pi. 
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Cuanfificación de glucosa. La glucosa  se  midió  por el método del ácido 2,4- 

dinitrosalicílico (DNS) para  azúcares  reductores  propuesto por Miller (1 959) empleando 

una solución  patrón de 0-1 gA de  glucosa (v. apéndice B). 

Cuantificacicjn de  Bcido ac6tico. El ácido  acético se determinó  por  cromatografía de 

liquidos usando un cromatógrafo  Hewlett  Packard 1081, equipado  con un detector UV (X 
= 210 nm).  La  separación  se  realizó  con una columna  de  Aminex HPX 87H (Bio-Rad, 

USA). La  temperatura  del homo fue de 65°C y una solución  6mM de ácido  sulfúrico  se 

utilizó  como  eluyente a un flujo  de 0.8 mVmin, detalles en el  apéndice B. 

2.4. Determinaci6n de  la  velocidad específica de  crecimiento (p) 

La  velocidad  específica  de  crecimiento,  parámetro  cinético  que  indica cambios 

metabólicos,  se  determinó  de  manera  gráfica,  tomando los resultados de crecimiento a 

distintos  tiempos y calculhndola  con  la  siguiente  ecuación: 

1 dX 

2.5. Cultivo por lote alimentado. 

Esta  sección  incluye  el  estudio  de  la  producción  de  acetato  de etilo y acetaldehído  en el 

sistema II alimentado  continuamente  con  etanol en fase gaseosa a distintas 

concentraciones  de  sulfato de amonio  para  obtener  distintas  concentraciones  celulares. 

La  velocidad de alimentación de etanol  varió,  dependiendo  de la concentración  de 

alcohol en  el medio  (no  superior a 25 g/L). Se  realizaron  mediciones de las 

concentraciones  de  volátiles a la  entrada y salida del reactor,  así  como  dentro  de  éste. 

La  velocidad de agitación se mantuvo entre 300 y 500 rpm. 

Caso f .  Se  manejó el medio  mineral  con  una  concentración inicial de sulfato  de  amonio 

de IO 9/L  para  limitar  la  biomasa  hasta un mhximo  de 26 g/L. La  alimentación de alcohol 
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en fase gaseosa fue de 0,6 g etanol/h/iitro de medio.  Cuando el etanol se agotó en  el 

medio fue necesaria la adición de pulsos  de  etanol (IO g/L ). El volumen  de  medio de 

cultivo en ei reactor  se mantuvo en 2.3 litros. 

Caso 2. La concentración inicial de  sulfato  de amonio en el medio  mineral fue de 5 g/L 

para  limitar la formación de biomasa hasta  un rntilximo de 13 g/L. La alimentación de 

vapores  de etanol manejada fue 0.63 g/h/litro de medio. El volumen  de  medio de cultivo 

en el reactor se mantuvo entre 2 y 2.1 litros. 

Caso 3. El Medio mineral se ajustó a 4 g/L de  sulfato  de  amonio para limitar la formación 

de biomasa hasta I O  g/L. La alimentación  de  vapores de etanol  manejada fue 2 g/h/litro 

de medio. El volumen  de medio de cultivo en  el reactor  se  mantuvo  entre 2 y 2.1 litros. 



Capítulo 3: 

cultivo por lote: resultados y analisis 





CAPíTULO 3: Cultivo por lote: resultados y análisis 29 

3.1. Cultivo  por  iote  para  la  producción  de acetato de  etilo: efecto de la presencia 
de  glucosa y etanol. 

En el capítulo de antecedentes, se  puso  de manifiesto  que la producción  de  acetato de 

etilo por  levaduras se presenta  cuando  hay 3g/L de azúcar en  el medio de cultivo  (Kallel- 

Mhiri y col., 1993),  otros  autores  encuentran  que  el  consumo  de  etanol  para  producir 

acetato de etilo  ocurre  en  ausencia  de  azúcares  (Williams y col., 1988;  Murray y col., 

1988) o bien que sólo es  función  del  alcohol  disponible  en el medio  (Armstrong y col., 

1984 a y b; Armstrong,  1988).  En  este  estudio  con C. ufilis se  probaron  estas  dos 

observaciones  mediante los dos  experimentos  siguientes. 

Cultivo s o h  glucosa. Con el objeto  de  estudiar  la  producción de acetato  de etilo, C. 

utilis se  inoculó  en un cultivo  por lote (sistema I) con  glucosa  como  fuente  de  carbono a 

una  concentración inicial de 24 gn. En las primeras  cinco  horas  se  presentó  la  máxima 

velocidad  específica  de  crecimiento  sobre  este  sustrato (0.166 h"). Et azúcar  se  agotó a 

las 25 horas,  con  una  tasa  de  consumo  de 0.96 g/i/h;  hasta  este  punto, el rendimiento de 

biomasa  respecto a glucosa  fue de 0.208 g/g. A las 30 horas  se  detuvo  el  crecimiento y 

se midió  la  maxima  concentración de etanol (894, dando un rendimiento  de 0.33 g 

etanol/g  glucosa. Los trabajos de Laplace y col. (1 991)  para  otras  levaduras  creciendo 

sobre  este  mismo  sustrato  dieron  rendimientos  distintos,  para fichia sfipifis, ellos 

obtienen  un  rendimiento de biomasa  sobre  glucosa  de 0.2 gig y 0.4 g etanollg glucosa; 

en sus experimentos  con Saccharomyces cerevisiae, estos  rendimientos  son  de 0.1 g/g 

para biomasa y 0.43 g/g para alcohol.  Esta  diferencia  sugiere que la cantidad  de 

biomasa formada depende en  gran medida de  la  disponibilidad  de  oxígeno u otros 

parámetros  no  considerados.  Comparativamente, C. utilis es un microorganismo  con 

mayor  capacidad de crecimiento  sobre  glucosa,  pero  con  menor  actividad fementativa. 

En la  figura 3.1 se  muestra  esta  situación. En este  gráfico, puede notarse  que la 

producción  de  acetato  de  etilo  se  dio a partir de que se  detuvo el crecimiento y en 

ausencia de glucosa. Como proponen los trabajos de Armstrong y col. (1 984 a y b) y los 
de Bol y col. (1987), la  enzima  alcohol  acetit  transferasa (AAT) es responsable  de  la 

esteflficación del alcohol, y aparentemente sólo actúa  en  ausencia  de  azúcar,  cuando  la 

única  fuente de carbono  para  las  levaduras  es  el  etanol,  este  trabajo  apoya tal 

propuesta. Sin embargo,  la  detención  del  crecimiento  una  vez  que  se  alcanzó el nivel 
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máximo en la  concentración  de  alcohol y dio  inicio  la  síntesis del ester no concuerda  con 

la  propuesta  de Yoshioka y Hashimoto (1984 b) y Kallel-Mhiri y col. (I 993), quienes 

sugieren que esta  enzima  juega un papel importante en la regulacion de ta formación  de 

células o en el crecimiento de las  levaduras  mediante  el  consumo  de  acetil-COA  para 

producir Bcido cítrico  como uno de los precursores  de !a gluconeogénesis (lehninger, 

1984). A partir de que se midi6 fa concentración  máxima de alcohol (30 horas) y hasta 

las 55 horas  (tiempo en et cual se  alcanzó la máxima concentración de acetato  de etilo 

(0.9 g/l), ta velocidad de consumo del primero ltegd a 0.2 g/Hh, dando un rendimiento de 

O. I 8  g acetatoig etanoi.  La  baja  concentración de  &ter  puede explicarse  porque el 

sistema de fermentación  no fue hermético y pudieron  darse  phrdidas por evaporación, 

pero no se descarta  que las levaduras  requieran  concentraciones mayores de etanol 

para  producir el acetato  de etiio. 

-v- Glucosa ---e - AC.EtilO 
.-A Etanot 

-x- PesaSeco 

Tiempo (horas) 

Fig. 3.1. Crecimiento, consumo de sustratos y formaci6n de acetato de etib para Candida utilis empleando 

glucosa como primera fuente de carbono en el Sistema I 

Cukivo sabm ghcosa con alimentacidn de akohol. La levadura se cultivb  por lote bajo 

ias mismas  condiciones del apartado  anterior.  La velocidad de consumo de glucosa fue 

la misma y el rendimiento  de  etanol similar (0.29 g/g). La máxima velocidad  específica  de 
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crecimiento  sobre el azúcar  fue la misma (0.166 h") a las diez  horas.  Pero,  al  agotarse  la 

glucosa,  se  adicionó un pulso  de  etanol  (aproximadamente se aumentó  el  nivel en 10 g/I) 

para  mejorar los rendimientos del éster. La figura 3.2 muestra  la  producción  de  acetato 

de  etilo y biomasa  bajo  estas  condiciones.  Se  dio un aumento  en  la  produccibn  de 

acetato  de  etilo, la máxima  concentración medida a las 45 horas (5 g/l)  fue  casi seis 

veces  mayor que en  el caso anterior,  dando un rendimiento  de 0.5 g acetato de etilo/g 

etanol. 

25 
-v- Glucosa -4" Ac.Etilo 

W 
cn --A. Etanol 1 

Tiempo (horas) 

Figura 3.2. Crecimiento, consumo de sustratos y formación de productos para Candida utilis empleando 

glucosa como primera fuente de carbono. La flecha indica la adicibn de etanol al terminarse  la glucosa en el 

Sistema I .  

Aunque  la  concentración  de  alcohol  hasta  que  se  agotó el azúcar fue prácticamente 

similar (9 gA), este nivel no es  suficiente  para  acelerar la producción de &ter; los 

resultados  de  Armstrong y c o l .  (1984 a y b) y de  Armstrong (1988) concuerdan  con  este 

estudio,  ellos  sugieren  que un cambio  en el nivel de etanol  desde 10 hasta 35 g/l mejora 

sensiblemente la producción de acetato  con un aumento en el rendimiento de 0.1 1 a 

0.24 g/g,  respectivamente.  Williams y col. (1988) reportan  un  rendimiento de éster  mayor 
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(0.75) pero  para un cultivo  por lote alimentado  continuamente. El consumo  de  etanol  de 

las 25 a las 65 horas fue de 0.35 g/llh y el rendimiento de biomasa respecto al alcohol de 

0.25 g/g. En la figura 3.2 puede observarse una diauxia en  el crecimiento,  es  decir, la 

concentración  celular  comienza a aumentar después de una  segunda  etapa  de 

adaptacibn, en este  momento, las &lufas de levadura emplean el etanol  para  formar 

material celular. Al final del proceso, después de las 40 horas se present6 una caída en 

las concentraciones  de  etanol y acetato  de etilo, esto puede explicarse por  un ligero 

aumento en  el crecimiento (se ve un aumento en la concentración  de  biomasa, aunque 

éSta baja después,  probablemente  por  envejecimiento del cultivo). AI comparar el cultivo 

con glucosa y el cultivo con glucosa y etanof, la adicibn de aicohol al terminarse  el  azúcar 

aumenta los rendimientos  de  acetato  de etUo en aproximadamente 180%. Esto  indica 

que es recomendable  manejar  altas  concentraciones  de  alcohol  para  que fa levadura 

produzca el 8ster; sin  embargo,  debe  cuidarse que su acumulacidn no rebase  niveles  de 

35 g/l con el fin de  evitar  su  toxicidad  para las células  (Prokop y col., j978). La  tabla 3.1 

resume los resultados  para  la  producción  de  acetato  de  etilo y etanol en diferentes 

estudios. 

Con la información de esta  sección es posible inferir que la adición  de  etanot  al  medio  de 

cukivo  mejora los rendimientos  de  acetato de etilo de 0.18 a 0.5 y que la  síntesis de 

acetato de etito  ocurre cuando no hay glucosa.  Aparentemente, de acuerdo a la figura 

3.2, la sintesis del acetato  parece  asociada a la proliferación de Candida ufilis sobre 

etanoi. 

Como en las figuras 3.1 y 3.2 se  ve una disminucicin de la concentración de acetato de 

etilo en el  medio  de  cultivo, surgió ia idea de que este metabolito puede ser  utilizado 

corno fuente de  carbono por la levadura de nuestro interés. Además, se conoce la 
presencia de una esterasa en las levaduras  capaz de descomponer el acetato de etilo 

(Davies, 1951; Yoshioka y Hashimato; 19981; Yoshioka y Hashimato, 19841, por tal razón, 

se reatizb  una prueba de su  consumo y se verificó si en C. utilis esta  enzima  presenta 

una  actividad  considerable a valores de  pH  entre  ligeramente  ácidos y neutros (5-?), para 

este  estudio se prob4 que no se presenta  consumo del &ter por ia levadura. 
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Tabla 3.1. Rendimientos de algunos productos formados durante el crecimiento de levaduras 

Levadura Sustrato Rendimientos (g/@ (h”) Referencia 

Yxlazocar YE/azUcar YXIE YAEE 

Kluyveromyces Lactosa 0.19 0.3 0.3 0.0 - Kallel-Mhiri y c o l . ,  

fragilis 1993 

Lactosa y 0.07 - 
etanol 

Pichia stipitis Glucosa 0.2 0.4 Laplace y col. 

o. 1 0.43  (1991) 

Saccharomyces Glucosa 

cerevisiae 

Candida utilis Etanol 

Candida utilis Etanol 

Candida utilis Etanol 

Candida utilis Etanol 

- 0.24 - 

0.13 - 
Y 

0.19 

0.75 - 

0.23 0.076 - 

Candida utilis Glucosa O. 208 0.333 0.00 0.18 0.166 

Candida utilis Glucosa y 0.25 0.29 0.25 0.52 0.03 * 

etanol 

Armstrong y col. 

(1 988) 

corto y c o l . ,  

1994 

Williams y col., 

1988 

Christen y col., 

1999 

Oomenech y col., 

1999 

Este estudio 

Este estudio 

X= peso seco, E= etanol, AE= acetato de etiio, * se refiere a la velocidad para crecimiento sobre etanot. 

3.2. Estudios sobre la capacidad de Candida utilis para  producir  otros ésteres. 

La  producción natural de ésteres por levaduras puede seguir  dos  vías  principalmente: 

por medio  de  células en suspensión o inmovilizadas y por vía enzimática  (Gatfield, 1988; 

Williams y col., 1988; Welsh y Williams, 1990). Se han realizado  estudios  en  levaduras 

de  metabolismo  fermentativo (Saccharomyces uvarum, S. cerevisiae, Hansenula 
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anomala) donde se reconoce que la biosintesis de acetoésteres  tales  como el acetato  de 

isoamilo y acetato  de etilo ocurre  por la esterificacibn  de  alcoholes  con  acetil-CoA y un 

extracto entimático de AAT (Yoshioka y Hashimoto, 1984 a>. En este  trabajo se estudió 

la posible  capacidad de esterificación de células de C ufifis provenientes deí sistema II, 

en presencia de dos alcoholes  (etanol o butanof) y dos  &cidos  (acético y butirico). La 
tabla 3.11 concentra las condiciones a las que se realizaron  estos  experimentos y sus 

resultados. También se observtj el efecto del medio de cuttivo donde creció el 
microorganismo, despuits de  su separación  (sobrenadante),  el efecto del  medio  salino 

ernpieado  (sin  sulfato de amonio)  en  todos  estos  estudios, así corno el efecto del empleo 

de etanol o ácido  acetic0 COMO únicas  fuentes de carbono.  La  conversión  representada 

en este  cuadro se basa en el rendimiento  teórico  global  según  la  reaccidn  general: 

2C2H50H + 02-+ CH3CO2C2H5OH + HaO para la producción de acstato de etilo 

(Armstrong y col., 1984 a). 

Tabla 3.11. Diseiio experimental para el estudio de esterificacifm de Candida utilis 
No. experimento E AA X S N2 Saies Oh conversibn (1) A PS (2) YO de conversión 

específico (2}/(2) 

” 

I ” 

l(24 h)* + i f  - . e  + 3.5 3.5 2.4 

2(24 h)” + - +  - +  + 1.3 0.8 

3(24 h)* - + +  - +  + 1.6 0.8 2.0 

4(18 !I)*’ + + + -  -+ 0.6 O. 5 0.0 

5(48 h),, + + e  + 0.0 0.7 0.0 

E(48 h)** + + f  - +  + I .9 0.7 2.7 

7(48 ¡I)** + i f *  o. o o. 4 O. o 
8(48 h) + e  - + -  + 7.7 Nd nd 

E= etanol j20rnM), AA=dcido achtico (20rnM), X=biornasa, Szsobrenadante, M%= Xfinal-X inicial (g/!). (*) 

biomasa  inicial: 14.53 g/¡. (**) biomasa  inicial: 5.5 g/I. pH inicial: 5.5. Todas las corridas f e  compararon 

contra  controles sin biomasa, Nd= no determinado 

Los resultados  indican  que la capacidad  de  esterificación de C. ut ih  parece  limitada 

scilo at acetal0 de etilo, pues los resultados  para  butanol y ácido butirico fueron 

negativos  (datos no incluidos en la tabla).  Probabtemente fa enzima AAT responsable de 

la producciljn de  acetato de etilo por C. ut jk  sea m& específica  para  acetato  que la 

producida por las levaduras de metabolismo  esencialmente  fermentativo  estudiadas por 

otros  investigadores. Por otro lado, en  el experimento 1 se presentó un aumento 
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considerable  en la concentración  celular (3.5 g/I) y éste  coincide  con  la  mayor  conversión 

(8.5 %), en  el caso  del  experimento 8 (en el cual no se  emplearon  células  sino 

únicamente el sobrenadante)  también se midió una conversión  considerable (7.7 YO). 

Esto  sugiere  que  la  AAT  es  excretada al medio  de  cultivo  durante  el  crecimiento  de 

Candida utilis sobre  etanol y requiere  de  la  presencia de acetato  para  la  esterificación. 

En contraste,  para los casos en que no se  presentó un crecimiento  considerable 

(experimentos 2-7), la  conversión a acetato de etilo fue mínima. 

3.3. Efecto de la concentración  relativa de oxígeno (%OD) en  la síntesis de acetato 
de etilo 

La  síntesis del acetato  de  etilo por diferentes  cepas de levadura  tales  como C. utilis, S. 

cemvisiae, S. uvarurn y K. fragilis es afectada  en  gran medida por el nivel relativo de 

oxígeno  disuelto (%OD) (Armstrong y col., 1984 b;  Yoshioka y Hashimoto, 1984 b; Kallel- 

Mhiri y col., 1993). En esta  sección del trabajo  se  presentan los resultados  de  la 

realización del estudio  de la influencia del %OD en  la  producción  de  acetato  de  etilo, con 

este fin se experimentó en el sistema II manejando  dos  velocidades de agitación (200 y 

500 rpm),  un  volumen  de 2 litros y un gasto de aire de 24 I/h (0.2 VVM) a fin de asegurar 

distintos  niveles  de OD. Cabe  señalar  que  el nivel relativo de oxígeno en  el medio debe 

mantenerse  arriba del 0.7% (0.05 mg/L)  para  evitar un cambio en la  composición  de  la 

membrana  celular de C. utilis que pueda ocasionar  daño a las  células  (Brown y Rose, 

1969). Con la agitación  baja, a partir  de  las 30 horas el oxígeno  disuelto  en el medio se 

mantuvo  alrededor de IO%, en el caso de agitación  elevada,  la  disolución  de  oxígeno 

estuvo  arriba de 90% la mayor  parte del proceso. El seguimiento  se llevó hasta 65 horas 

de crecimiento de C. ufi/is sobre  etanol. En la  figura 3.3 se presentan el consumo de 

alcohol,  crecimiento y producción  de  acetato  de etilo. 
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Figura 3.3. Consumo de etanol, crecimiento y producclCIn de acetata de &lo a distintos niveles de oxígeno 

disuelto. Aireaci6n = 0.2 VVM. Sistema H .  Los símbolos s6lidos se refieren a un nivel relativo de oxígeno de 

lOoh y los huecos a un nivel de 90%. 

Respecto al crecimiento, en las primeras 40 horas,  prácticamente se consiguió el doble 

de  biomasa para el experimento con 90% de oxigeno y la  velocidad especifica de 

crecimiento  calcufada  tuvo un valor  constante  de O. 12 h” las primeras 20 horas, a 

diferencia del otro MSO en que este parámetro  mantuvo sus valores más altos entre 0.06 

y 0.08 h”. No obstante esta diferencia en las velocidades de crecimiento, a las 65 horas 

la concentración de biornasa fue muy parecida, ya que la concentración  de la fuente de 

nitr6geno en el medio de cultivo en ambos casos fue la  misma. LQS rendimientos de 

biomasa para los dos procesos tuvieron valores  arriba  de 0.5 g de c&lulas/g alcohol y 

fueron casi dos veces  mayores que en el proceso con glucosa y etanol del apartado 3.1 

(0.25 g células/g etanot). Pese a ser elevados, estos valores san inferiores a los 
reportados por Bailey y OIJis (1986) para esta levadura  creciendo sobre etanol bajo 

condiciones  aeróbicas (YxjE = 0.88). 

Atendiendo el comportamiento del acetitto de etilo para la concentración  relativa  de 

oxígeno del 90% (aproximadamente 7.2 mg/L), se alcansb un máximo de 0.6 g/!- cuando 

la pendiente de la curva  de  crecimiento fue m& pronunciada - de las 15 a las 20 horas -, 
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representando  un  rendimiento  bajo (0.33 g/g).  Cuando  el  oxígeno  disuelto  se  mantuvo 

apenas arriba de 10% (0.8 mg/L) la mayor  parte del tiempo,  se  dio la transformación del 

alcohol  al  éster  hasta  alcanzar  1.6  g/l. Sin embargo,  esta  concentración  representa un 
rendimiento aún más  bajo (O. 11 g/g). 

La  tendencia  en  el  consumo de etanol no es la misma  para  ambos  casos. AI principio  es 

mayor  la  disminución  de  alcohol  para un nivel relativo de oxígeno  de 90%, sin  embargo, 

la velocidad  de  consumo global fue mayor en el  experimento  con un nivel de  oxígeno del 

10% (0.215 g/l/h, v. tabla 3.111). 

Tabla 3.111. Rendimientos y velocidad de consumo de alcohol para Candida utilis creciendo en etanol a dos 

niveles de oxígeno en  el medio.* Hasta 15 horas, tiempo en que se alcanzó la maims concentración de 

acetato. ** Hasta las 65 horas 

Oxígeno Disuelto, % Agitación, rpm YAUE, g/g YXIE, gig qE, @Jh 

1 o** 200 0.11 O. 53 0.215 

80* 500 o. 1 0.33 0.400 

90”’ 500 O O. 58 0.114 

YA= se refiere  al rendimiento de acetato de etilo respecto al etanol consumido, YWE es el rendimiento 

de biomasa respecto del etanol y q~ es la tasa de consumo de alcohol 

AI parecer, a concentraciones  de  oxígeno  cercanas  al 90%, el  consumo de etanol  se  da, 

independientemente de si éste  es  utilizado  para  crecimiento o síntesis  del  éster;  pero 

analizando que los rendimientos  para  la  formación  de  biomasa a las 65 horas  (tabla 3.111) 

son  prácticamente  iguales  en los dos  casos, puede esperarse  que  el  carbono  del  etanol 

se haya orientado a la  produccibn  de  acetaldehído o acetoína,  como lo proponen 

Kuriyama y Kobayashi (1993) por  el  aumento  en  la  concentración  de  oxígeno. En el 

siguiente capitulo se  plantean  las  bases  para  realizar los balances  de  carbono que 

permitan inferir la  fórmula  molecular  de  otros  metabolitos no medidos en  el proceso. Los 

niveles  superiores de acetato  de  etilo  se  obtienen  arriba  de  10% de OD y debajo de 

80%.  Estos  resultados  indican  que el nivel  de  oxígeno  disuelto  influencia  la  síntesis  de 

acetato  de  etilo por Candida utilis y concuerdan  con los obtenidos  por Bol y col.  (1987), 

quienes  reduciendo  la  tasa  de  aireación  incrementan  la  productividad del éster por 

Hansenula anomala, pero no la de biomasa, e incrementando  la  tasa  de  aereación por 

arriba  de 0.2 VVM tienen un aumento en  el crecimiento y una baja en la  acumulación  de 

acetato en  el medio. 
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El análisis de los resultados  para los estudios  realizados en cultivos por lote permite 

hacer,  hasta el momento,  las  siguientes  conclusiones: 

no es necesaria la presencia de azircar en el medio de cultivo para que se  de la 

producción de acetato  de etilo por C. uti& 

también  queda  claro  que  es básico mantener la concentración  de  etanol a  un nivef 

superior a 10 g/L en el medio de cultivo  para  que  se den mejores  rendimientos de 

éster; 

con el fin de que  la concentracitjn del ester no se vea  disminuida,  deberá 

implementarse un sistema  para  condensación de volátiles y de esa forma  recuperar el 

acetato  de etilo evaporado  del  reactor; y finalmente 

utilis no presenta  capacidad para producir  otros  ésteres  distintos al acetato de etilo. 

Tomando en cuenta  la  información  presentada  en  este  capítulo,  se  realizaron 

experimentos en  un cultivo  por lote alimentado,  con ell proptisito de mejorar  la  produccicin 

del éstar y los metabolitos  que  se  asocian de manera  inherente a la  misma. La 

información a este  respecto  se  presenta ~II  el siguiente  capítulo. 



Capítulo 4: 

Cultivo por lote alimentado:  resultados y 

análisis 
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4. Sistema  alimentado  continuamente  con etanol 

Esta  sección  incluye el estudio  de la producción  de  acetato  de  etilo y acetaldehído en el 

sistema II alimentado  continuamente  con  etanol  en  fase  gaseosa  a  distintas 

concentraciones  de  sulfato  de  amonio  para  obtener  distintas  concentraciones  celulares. 

El análisis de estos  resultados se divide en distintas  partes  para  facilitar  la  comprensión 

global  de los fenómenos  ocurridos.  Primero  se  presenta la descripción  del  crecimiento, 

producción  de  metabolitos y acumulación  de  alcohol  en el reactor para cada  uno  de los 

casos  separadamente y después se comparan  las  velocidades  de  consumo  de  sustratos 

(etanol y oxígeno)  para  inferir  alguna  interacción o tendencia  entre  ambos, y que  pueda 

ser  útil  en  el  manejo  del  sistema;  comparándolo  como  un  filtro  para  eliminación de 

alcohol.  En  esta  sección  se  analiza  también  el  coeficiente  respiratorio. 

4.1. Descripción de la  acumulación  de  productos y consumo  de  sustratos  por 

Candida uMis en el cultivo  por lote alimentado 

Caso  1  (alimentación  de  alcohol = 0.6 g/L/h) 

Se alcanzaron  concentraciones de acetato  de  etilo  hasta  de 13 g/L  con  una  biomasa  de 

18 g/L  (fig. 4.1), se  puede  observar  que  un  aumento  en  la  concentración  de  alcohol 

(pulsos)  junto  a  una  elevación en el  nivel  de  oxígeno  disuelto  (fig.  4.2)  en  el  medio  de 

cultivo  aumenta  el  rendimiento  del  éster. En estos  dos  gráficos  puede  apreciarse  que la 

densidad  celular  mantuvo  durante  las  primeras  horas  la  misma  tendencia  que  el  peso 

seco. El nivel  relativo  de  oxígeno  disuelto  estuvo  abajo de 10%. La  producción  de 

acetato de etilo  siguió los patrones de formación  de  biomasa y de ácido  acético 

(segundo  intermediario  del  catabolismo  del  etanol),  por lo que  se  puede  suponer  que la 

síntesis  del  acetato  de  etilo  está  fuertemente  asociada al crecimiento de Candida utilis 

sobre  etanol.  Aunque la concentración  de  acetaldehído  en  el  medio  fue  baja  (menos  de 1 

g/L),  después  que  se  detiene el crecimiento  de la levadura,  se  da  un  aumento  en  las 

concentraciones  de  éste y el  ácido  acético  en el medio, lo que  indica  que  este 

intermediario  de  la  oxidación de etanol  es  consumido en cuanto  aparece y puede 
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acumularse una vez que termina el crecimiento,  esto  explica  a  su  vez las bajas 

concentracsones  de  oxigeno en algunos puntos de la fermentaci6n, 1~~~~~~~~~ que el gas 

se  consume y no que el sistema  está  limitado,  pues  ai  aumentar la formación  de 

aldehido, se da un pequeio aumento en la concentración  de  oxigeno. Esto no es 

sorprendente  ya  que  el  carbono en los aldehídos  presenta un menor  número  de 

oxidación que en los ácidos  carboxilicos y sus  derivados. 

Prácticamente  no  hubo  pérdidas  de  volátiies  a la salida del condensador (-8°C). La tasa 

de  mortalidad se mantuvo  alrededor  de IOYO las  primeras 25 horas  después  subió  hasta 

un 40%. 
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Fig. 4.1. Concentracirjn  de  biomasa,  alcohol y metabolitos en  el reactor durante la transformación  de etanol 

a  acetato de  etilo por Candida utilis en  el cultivo por lote almlentado. Caso 1 Las flechas  indican  adición de 

alcohol ( 1  0 giL) a las 20 y 55 horas 
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Fig. 4.2. Densidad  celular y nivel relativo de  oxígeno  en  el  reactor  durante la transformación de  etanol a 

acetato de  etilo  por Candida utilis en  el cultivo por  lote alimentado. Caso 1. 

Caso 2 (alimentación  de  alcohol = 0.63 gIUh) 

En este experimento la biomasa  llegó  al  valor  máximo  teórico  de alrededor de 13 g/L, en 

este caso  se  obtuvo  más  de  la mitad de  la  biomasa  que en el  experimento  anterior,  que 

coincide  con  la  máxima  concentración  de acetato de  etilo  en  el reactor (3.6 g/L, fig. 4.3). 

Se  mejoró  la disolución de  oxígeno  (el nivel relativo se  mantuvo entre 20 y 8O%, fig. 4.4); 

es notable que el comportamiento  de  la  densidad celular y el peso  seco  no fueron 

iguales. Sin embargo, la producción  de  acetaldehído  mejoró y su  concentración en el 

medio  aumenta al terminar el crecimiento celular, lo mismo  que  la  acumulación  de ácido 

acético; la  tendencia  de estas dos  mediciones  es la misma  una  vez  que  se  detuvo el 
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crecimiento y aumentó  la  disolución  de oxigeno, esto  hace  pensar  que  este  sustrato 

estuvo  disponible la mayor  parte  del  tiempo y por ello el acetaldehido  condensado pudo 

ser  oxidado  hasta  ácido  acético. La tasa  de  mortalidad  se  mantuvo  abajo  del 5% durante 

toda  la  fermentación. Es notable  que en ningirn  momento  se  vio  disminuida  la 

concentración  de  alcohol en el  medio. 

25 
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Fig. 4.3. Concentración de biomasa, alcohol y metabolitos en  el reactor  durante la transformación de  etanol 

a acetato de etilo por Candida ufifis en el cultivo por iote altmentado. Caso 2. 

I .  
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Fig. 4.4. Densidad celular y nivel  relativo  de  oxígeno en  el reactor  durante la transformación de  etanol a 

acetato de  etilo  por Candida utilis en  el cultivo por  lote alimentado. Caso 2. 

Caso 3. (alimentación  de  alcohol = 2.0 g/Uh) 

En  esta  corrida,  donde la formación de biomasa  también fue limitada  (la  máxima 

concentración en el medio  fue  de 10.5 g/L,  fig. 4.5), la  producción  de  acetato  de  etilo 

alcanzó una concentración  en el medio  de 6.7 g/L  hasta  que  termina  el  crecimiento,  pero 

su síntesis no se  ve  detenida,  este  metabolito  se  pudo  medir  a  la  salida  del  condensador 

y se  alcanzaron  a  producir  hasta 7 gramos  más. El nivel  relativo  de  oxígeno se mantuvo 

entre 8 y 15 YO (fig.4.6).  Las  tendencias en la  densidad  celular y peso  seco  son 

prácticamente las mismas. 

Durante  las  primeras 35 horas  de  la  fermentación,  la  formación  de  biomasa,  acetato  de 

etilo y acetaldehído  presentaron  el  mismo  comportamiento.  La  tasa de mortalidad  se 

mantuvo  abajo  de.30%  hasta  las  30  horas,  después  aumentó  hasta un valor  promedio  de 
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70% como  respuesta a un incremento  en  la  velocidad  de  agitación.  Sorprendentemente, 

la concentración de acetaldehido en  el medio  llegó  hasta  valores  de 22 g/l, a estas 

concentraciones el aldehído  ya  es  inhibidor  del  crecimiento para las  levaduras  (Stanley y 

col., 7997). Puede  pensarse  que  una  vez  que  se  detiene  la  proliferación  celular, Candida 

utilis es  capaz de transformar  el  etanol a acetaldehído a concentraciones de etanol 

cercanas a los 20 g/L;  cuando  no  está  limitada  la  formación  de  biomasa, el etanol  es 

transformado a los  volátiles y ácido  acético,  esto  coincide  con un aumento  en la 

concentración  de  oxígeno  en el medio. 
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Fig. 4.5. Concentración de biomasa, alcohoi y metabolitos  en  el  reactor  durante la transformación de  etanol 

a acetato de etilo por Candida utilis en  el cultivo por lote alimentado Caso 3. 
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Fig. 4.6. Densidad  celular y nrvel  relativo  de  oxígeno  en  el  reactor  durante la transformación de  etanol a 

acetato de  etilo  por Candida utilis en  el cultivo por  lote alimentado. Caso 3. 

4.2. Análisis  comparativo  de  la  acumulación  de  productos en los tres  cultivos por 

lote  alimentado 

Análisis de/ crecimiento. Unicamente  en el primer  experimento no se  alcanzó  la  biomasa 

esperada,  esto  puede  explicarse  porque  el  nivel  de  oxígeno  en  el  medio  estuvo  abajo  de 

10%. En la  figura 4.7 se  presentan los cambios  que  sufrió la velocidad  específica de 

crecimiento;  puede  notarse  que  durante  las  primeras I O  horas,  se  mantiene  un  valor 

arriba de 0.06 h";  sin  embargo,  después de este  tiempo,  la  velocidad  disminuye 

sensiblemente  para los tres  experimentos.  Aparentemente,  la  velocidad  de  alimentación 

de alcohol no afecta el valor  de  esta  variable,  pues los valores  máximos se observan 
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cuando  la  alimentacion  de  sustrato es de 0.6 g/L/h, le  siguen tos valores  para  una 

alimentación  de 2 g/L/h y finalmente, los valores  calculados  para  la  velocidad de 

crecimiento  corresponden  a un flujo  de  aiimentacibn  de 0.63 g/L/h. 

0,14 
7 
W 

* O 

a 
0,12 

.- 

.f 0,?0 o 
0.08 

u o 

8 0,06 

.- ii= 

$ 0;04 

0:02 
3 

.- u 0,oo 

u m 
o 
O - 9 -0,02 

3 
8 Caso1 
a Caso2 
b Caso3 

~ , ~ , i , ~ , , , ~ . , , , . , , , , , . , , t , ' l  
, ,  

e ' 'A 

O 5 10 i 5  20  25 30 35 4G 45 50 55 60 65 

Tiempo (horas) 

Fig. 4.7. Comparación de la velocidad especifica de crecimiento (1.1) de Candida utilis en tres cultivos por lote 

alimentado. 

Acumulación de acefato de efilo. En  el  caso 1 (para  mayor  formacion de biomasa),  se 

alcanzaron  concentraciones  de  acetato  de  etilo  hasta  de 13 g/L acetato  de  etilo  con  una 

biomasa  de 18 g/l (fig. 4.8). La producción de acetato de etilo  sigue los patrones de 

formación  de  biomasa,  confirmando  que  la  síntesis  del  acetato  de  etilo  está  fuertemente 

asociada al crecimiento de C. utilis. Puesto  que  en el caso 2 se  trató  de  mejorar  la 

disolución  de  oxígeno!  la  biomasa  llegó  al  valor  máximo  de 13 g/L para el que fue 

diseñado el medio de cultivo; la máxima  concentración de células  coincide  con  la  máxima 

concentración de acetato  de  etilo en el  reactor  de 3.6 g/L.  Finalmente,  en  el  tercer  caso, 

donde la formación de biomasa  también fue limitada, pero hubo una  mayor  velocidad  de 



CAPiTULO 4: Cultivo por lote alimentado:  resultados y análisis 49 

alimentación  de  alcohol,  se  alcanzó  el  máximo  esperado  de 10.5 g/L.  La  producción  de 

acetato  de  etilo fue un poco  mayor  que  en  el caso 2. Hasta  que  termina  el  crecimiento  se 

alcanzan 6.7 g/L del  éster  en  el  medio,  pero  su  síntesis  no  se ve detenida,  éste se siguió 

perdiendo a la salida  del  condensador  como  ya  se  indicó  anteriormente.  En los tres 

casos,  durante  las  primeras 35 horas  de  la  fermentación,  las  tendencias  en  la  formación 

de  biomasa y acetato  de  etilo  son  las  mismas. 
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Fig. 4.8. Comparación del crecimiento de Candida utilis y acumulación de acetato de  etilo  en  tres cultivos  por 

lote alimentado. 

En  contraste a estos  resultados, los trabajos  de Bol y col.  (1987)  que a concentraciones 

de  etanol  cercanas a 1 M mejoran  la  producción  de  acetato  de  etilo  con Hansenula 

anomala y los trabajos  de  Armstrong y col. (1984 b) en los que  la  conversión  de  etanol a 

acetato  de  etilo  aumenta  con un incremento  en  la  concentración  de  etanol  desde 10 

hasta 35 g/L. 
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Acefaldehido y &ido  acético. En cuanto a las  tendencias  en  las  concentraciones  de 

acetaldehído y ácido  acético  dentro  del reactor, la concentración de acetaldehído en el 

medio fue baja en  el  caso  1;  no obstante, después  que  se  detiene el crecimiento de la 

levadura,  se  da un aumento  en  las  concentraciones  de  este  producto, así  como  en  las  de 

ácido  acético (fig. 4.9). Stanley y col.  (1993)  sugieren  que si el  acetaldehído  se  acumula 

a concentraciones  superiores a los 0.03 gil se inhibe el crecimiento  de  las  levaduras a 

elevadas  concentraciones  de  oxígeno y aunado a bajas  concentraciones de etanol se 

desactiva  la  replicación  celular,  de  cualquier  forma para comprobar  esta  aseveración  se 

debieran  realizar  pruebas para medir el acetaldehído  intracelular. 
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Fig. 4.9. Comparación de la  acumulactón  de ácido acético y acetaldehído en el  reactor  para los tres cultivos 

por lote alimentado de Candida utilis 

El aumento en la  concentración de acetaldehído  parece  indicar  que  este  intermediario de 

la oxidación de etanol es  consumido  en  cuanto  aparece y sólo puede acumularse  una 

vez  que  termina el crecimiento,  como  ya  se  analizó  anteriormente,  esto  explica  las  bajas 

concentraciones de oxígeno  en  algunos  puntos  de la fermentación,  indicando  que todo el 

, .  . . 
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tiempo  hay un empleo  de  oxígeno  para  oxidar  el  alcohol  y  producir  células,  aunque 

también  esta baja disolución  de  oxígeno  puede  sugerir  que  el  sistema  está  limitado  por  la 

transferencia de masa,  pues  no  se  alcanzó la biomasa  máxima  esperada  en  el  primer 

caso  y  pudo  haber  habido  algún  tipo  de  inhibición  por  producto. En el segundo  caso, la 

producción  de  ácido  acético  (segundo  intermediario  del  catabolismo del etanol)  sigue los 

patrones  de  acetato  de  etilo.  Sin  embargo,  la  producción de acetaldehído  mejoró  y 

aumenta  al  terminar el crecimiento  celular, lo mismo  que la acumulación de ácido 

acético.  Por  otro  lado,  la  relación  entre  estos  dos  compuestos  en el medio  lleva  la  misma 

tendencia  una  vez  que  se  detuvo el crecimiento  y  aumentó  la  disolución  de  oxígeno; 

como  hubo  disponibilidad  de  oxígeno,  el  acetaldehído  condensado  pudo  ser  oxidado 

hasta  ácido  acético. El aumento en la  concentración de acetaldehído en el  medio  hasta 

valores de 22 g/L en  el  tercer  caso  concuerda  con los resultados  de  Kallel-Mhiri  y  col. 

(1993) para Kluyveromyces fragilis, que  aumentando  el  nivel  de  etanol  ven  favorecida la 

producción  de  acetaldehído,  quizá  por  saturación  de  las  vías  metabólicas  para la síntesis 

del  éster.  Otros  estudios  reportaron  resultados  similares  con Candida ufilis (Murray  y col., 

1988), aumentando la concentración de alcohol  a 35 g/L dirigen el metabolismo  a la 

producción  de  acetaldehído.  Comparando  este  estudio  con  otros  anteriores, los 

resultados  obtenidos  apoyan los de Chiang  y  col.  (1991)  y los obtenidos  por  Kim  y  Rhee 

(1992),  quienes  minimizan  la  inhibición  por  acetaldehído  removiéndolo  continuamente  y 

alimentando  etanol  en  forma  continua hasta tener un 10%;  algo  similar  ocurrió  en  el  caso 

3, que  cuando  se  detuvo  el  crecimiento,  las  levaduras  transformaron  el  etanol  alimentado 

en los productos  de  interés  como un mecanismo  para  evitar  la  inhibición  por  sustrato, 

además  que  la  inhibición  por  productos  se  disminuyó  por  su  salida  continua del reactor  al 

sistema  de  condensación  de  volátiles. 

Concentración de sustrafos en  el reactor. En  el  primer  caso fue necesario  adicionar 

pulsos de etanol ( I O  g/L); para  el  segundo,  es  notable  que  en  ningún  momento  se  vio 

disminuida  la  concentración de alcohol en el  medio,  éste  se  mantuvo  entre 5 y 23 g/L; 

para  el  experimento  con  una  mayor  alimentación  de  alcohol,  éste  se  mantuvo  entre 10 y 

20 g/L (fig. 4.10). 
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Fig. 4.10. Comparación de la acumulación de alcohol en  el reactor para los tres cultivos por lote alimentado 

de Candida ufilis, las  flechas Indican adición de pulsos de 10 g/L de etanol en  el caso 1 

En la figura 4.11 se  compara la concentracion  relativa  de  oxigeno en las  tres  corridas.  En 

la tabla 4.1  se concentran los resultados  de la comparación  de  estos  tres  experimentos. 
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Fig. 4.11 Comparación del  nivel  relativo  de  oxígeno  en  el  reactor  para los tres  cultivos  por  lote  alimentado  de 

Candida utilis 

Tabla 4.1. Comparación de la  acumulacrón  de  productos y crecimlento en  tres cultlvos  por  lote  alimentado  de 
Candida uMs creciendo sobre etanol. 

Caso I *  2 3 

Condiclones de operación 

Tasa de aireación (VVM) 0.15 o 19 0.21 

Alimentación de  etanol 0.60 0.63 2 O0 

(g/h/litro) 

Concentración  relativa  de  oxígeno  15-20  20-80 8-1 5 

en  el  medio  durante  el  proceso (YO) 

Flujo de  gas a  la  salida del  reactor 20.9 24  25.71 

(l/h) 
Concentración de alcohol en  el 2.5-12 5-23  5-20 

medio (g/L) 

Tiempo en  que se  alcanza  Xmax 40-45  40-45  40-45 

(horas) 
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Tabla 4.1.. . continuación 

Tasa de mortaiidad 2 0% antes  de Abajo de 5% lodo el Menor a 30%. cuando se 

aumentar la trernpo  aumentó la agitación e inició 

agitación, la síntesis  de  acetaldehído. 

despuks subió aumeRt6  hasta 70% 

hasta 40% 

Máxima velocidad  especifica  de O 125 a las 10 0.263 a las 50 horas 0.09 a las 5 horas 

crecimiento (h") horas 
"" - 

* En  este caso la alitnentación de  etanol fue insuficiente  para  satisfacer el consumo y se adcionaron dos 
pulsos de  etanol  para  elevar su concentraci6n  hasta 7 I glL 

4.3. Consumo de sustratos. 

En principio, en este  apartado  se  analiza el consumo  de  sustratos de manera  específica, 

es  decir, en funcion  de la cantidad de células  presentes  en  el  reactor.  Después,  el 

consumo de etanol  se  presenta  como  si el reactor  fuese  un  filtro  para  eliminación  de 

alcohol. 

Para  establecer  el  consumo  de  alcohol y oxígeno  se tom6 en  cuenta  la  ecuación  de 

balance  de  materia  (Felder y Rousseau, 1981): 

Entrada + Generación - Salida - Consumo = Acumulación  ec. 4.1 

Considerando  que no hay  generación  de  etanol u oxígeno, y despejando  el  consumo, 

esta  ecuación  queda  de  la  siguiente  manera: 

Consumo = Entrada - Salida - Acumulación ec. 4.2 

. .. 
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El  consumo  específico  se  obtuvo  dividiendo  el  consumo  entre  la  biomasa  presente  en 

cada  toma  de  muestra. 

La  ecuación para calcular  la  tasa  específica  de  consumo  de  alcohol (qE, g/gcel-h)  quedó 

de esta  forma: 

ec.  4.3 

donde 

Ea,  concentración  de  etanol en la  corriente  gaseosa  de  entrada  al  reactor,  g/L 

Es, concentración  de  etanol  en  la  corriente  gaseosa  de  salida  del  reactor, g/L 

F, flujo  volumétrico  de  gas,  L/h 

VR, volumen  del  reactor,  L 

5, pendiente  puntual  del  gráfico de acumulación  de  alcohol (fig. 4.10), g/L/h 

X,  concentración  de  células  a  cada  tiempo  de  muestreo, g/L 

At 

Si  se  observa  la  figura 4.12, se nota que qE tiende  a  estabilizarse  después de las  40 

horas,  tiempo en que se alcanza  Xmax  para los casos  en  que  la  formación  de  biomasa 

fue limitada (2 y 3), en  el caso  donde se empleó  mayor  cantidad de fuente  de  nitrógeno 

el  consumo  se  estabiliza 10 horas  antes  en un valor  de  alrededor 0.05 g  etanol/g 

células/h.  Como  se  aclaró  en  el  apartado  anterior, el aumento  en  las  concentraciones  de 

los intermediarios  de  la  vía  de  síntesis  de  acetato  de  etilo  cuando la biomasa  es  limitada, 

parece  una  respuesta  a  la  acumulación  de  etanol.  Esto  se  confirma  porque  cuando este 

se  alimentó  a  mayor  velocidad (2 g/L h) su consumo fue más  alto  y  cuando  se  detuvo el 

crecimiento, se continuó  con la producción de acetaldehído  (acumulación  y  evaporación) 

y  ácido  acético  en  el  reactor. 
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Fig. 4.12 Evolución de la tasa  específica  de  consumo  de  etanol  para  el  sistema I t  con alimentación  continua 

de  etanol en fase  gaseosa 

El empleo de la  ecuación 4.2 para el cálculo  de  la  tasa  específica de consumo  de 

oxígeno (qo, g/gcel-h) llevó a la siguiente  expresión: 

ec. 4.4 

donde 

Ce,  concentración  de  oxígeno  en  la  corriente  gaseosa de entrada al reactor, YO peso 

Cs, concentración  de  oxígeno en la  corriente  gaseosa  de  salida  del  reactor, YO peso 

pgas, densidad  promedio  de  las  corrientes  gaseosas  de  entrada y salida,  g/L 
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En  la  fig. 4.13 se  representa  la  evolución  del  consumo  de  oxígeno  en los tres  casos. 

Puede  verse  que  el  consumo  de  oxígeno  es  alto  casi  todo  el  tiempo para la  velocidad de 

alimentación de oxígeno  más  alta  (caso 3, tasa  de  aireación  de 0.21 VVM). Se  aprecia 

que  la tasa de  consumo  de  oxígeno  disminuye  a  las 20 horas,  esto  coincide  con  la 

disminución de la  velocidad de crecimiento (fig. 4.7),  esto se  debe  a  que  las  células  sin 

crecer  deben  mantener  una  respiración  menor  si  el  ambiente  no  les  es  favorable  (Páca  y 

Marek,  1996 b). 

X 

O 5 10 15  20  25  30  35 40 45 50 55 60 65 

Tiempo (horas) 

Fig. 4.13. Evolución de  la tasa específica  de consumo de  oxígeno  para  el sistema 1 1  con alimentación 

continua de  etanol en fase gaseosa. 

En la  tabla 4.11 aparecen  las  velocidades  específicas de consumo  de  sustratos  para los 

tres  procesos. En este  estudio,  una  vez  que  se  alcanza  Xmax  se  presenta  una  relación 

de  qE/qO  de 2 aproximadamente,  esto  puede  esperarse  en un cultivo  continuo.  Sin 

embargo,  se  presenta  una  marcada  diferencia  con  las  tasas  de  consumo  para  estos 

sustratos por Saccharomyces cerevisiae cuando  el  metabolismo  está  orientado  casi 
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exclusivamente a formación de biomasa: q02= 0.2496 g/g-h y qE = 0.221 g/g-h 

Gancedo  Serrano, 1989 , la causa,de esta diferencia se  deb  además de tratarse de 
6tra levadza, a que se  da 1 a formaclon de dlstmtos productos. &ros estudios realizados 

por Corzo y col. (1994) en un  lote de C. utilis alimentado con una corriente gaseosa de 

etanol dan  tasas  específicas de consumo de oxígeno de 0.08 g/g-h (X=8 g/L) y de 0.2 

gig-h (X=l g/L). Kuriyama y Kobayashi (1993) muestran un consumo de oxígeno de 

0.013 g/  g-h para S. cerevisiae creciendo sobre glucosa. 

Tabla 4.11. Consumo de  sustratos y velocidad  de  eliminación  de alcohol en  el sistema I ¡  con alimentación 
continua de  etanol  en fase gaseosa 

Caso I *  2 3 

Condiciones  de  operación 

Alimentación de  etanol 0.60 0.63 2.00 

(g/h/litro) 

qE cuando termina el crecimiento 
O 05 

0.08 0.18 

(94I-h) 
q02 CLiandG termina el crecimiento O. O2 O 04 0.09 

( g/g-h ) 

Tasa máxima de eliminación de 1 15 ( a las 10 1 15 (a las 25 1 78 (a las 40 horas) 

alcohol (g/L/h) horas) horas) 

* En este caso la alimentación de  etanol fue insuficiente  para  satisfacer  el consumo y se adicionaron dos 

pulsos de etanol  para  elevar  su  concentración  hasta 11 g/L. 

4.4. Eliminación de alcohol 

Como  una alternativa del empleo de este tipo de cultivos en la eliminación de alcohol, 

puede transformarse la tasa  específica de consumo de alcohol a una  tasa de eliminación 

utilizando la ecuación 

ec. 4.5 
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Los resultados  presentados  en  la  figura 4.14 permiten  ver  que  cuando el gasto  de 

alimentación del etanol al reactor  es  más  alto,  se  consigue  una  mejor  eliminación  del 

mismo.  Un  aumento  en  esta  velocidad  se  presenta  al  mismo  tiempo  que  se  detiene el 

crecimiento y aumenta  en  la  formación  de  acetaldehído. 

i 

A .. 
A- -A - -A ". 

..., 

I 
O 5 10 15  20 25 30 35 40  45 50 55 60 65 

Tiempo (horas) 

Fig. 4.14. Tasa de  ellminación  de  alcohol  para el sistema I !  con alimentación continua de  etanol  en fase 

gaseosa. 

Las  tasas  máximas de eliminación de alcohol  van  desde 1.15 g/L/h para los dos  primeros 
casos  hasta 1.78g/Uh para el tercero,  sugiriendo  que a una  mayor  tasa  de  aireación 

(0.21 VVM), es  posible  una  mejor  eliminación  de  alcohol,  estos  valores  son  superiores a 

los reportados por Christen y col.  (1999),  quienes  en  cultivos  por lote con  distintas  cepas 
de esta levadura y manejando  concentraciones de etanol  de 32 g/L consiguen  una 
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velocidad de eliminación de alcohol  hasta  de 0.162 g/L/h. En la  tabla 4.11 se  presentan 

los valores  máximos  alcanzados en los tres  procesos.  Con  esta  información,  es  posible 

pensar en alimentar  corrientes  gaseosas  que  contengan  vapores  de  etanol  a un medio 

de  cultivo liquido para  eliminar  este  tóxico. 

4.5. Coeficiente  respiratorio. 

Las  relaciones  entre el coeficiente  respiratorio  (CR=  mmol C 0 2  producido/mmol O2 

consumido) y la vía metabólica  que  sigue la levadura pueden predecirse  por  balances 

estequiométricos  de  masa.  Wattew y col.  (1979)  realizaron  un  estudio  para la producción 

de proteina  unicelular  con C. utilis y proponen  el  siguiente  grupo  de  ecuaciones  teóricas 

para el cálculo  del  coeficiente  respiratorio,  en  cada  una  de  éstas  el  consumo de los 

sustratos  supone  únicamente  la  formación de los productos  indicados. 

Crecimiento en etanol 

8 CH3CH20H + 9 O2 + 2NH3 -+ 2 C7HZ1NO3 + 2 C02 + 16  H20  ec. 4.6.(a) 

CR= 0.22 

Producción de acetato 

CH3CH20H + 0 2  + CH3C02H + H20 

Mantenimiento en etanot 

CHSCH20H + 3 O2 -+ 2 CO2 + 3 Hz0 

ec.  4.6.(b) 

CR= 0.0 

ec. 4.6.(c) 

CR= 0.67 
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Crecimiento en acetato 

8 CH3CH20H + O2 + 2 N H 3  + 2 C7HllN033 + 2 COS + 8 H20 ec. 4.6.(d) 

CR= 2.0 

Mantenimiento  en acetato 

CH3CH20H + 2 0 2  +Z COZ + 2 Hz0 ec. 4.6.(e) 

CR= 1.0 

En el presente estudio, los coeficientes respiratorios  se calcularon considerando  las 

velocidades  puntuales  de  consumo  de  oxígeno y de  producción  de  dióxido  de  carbono 

(CR=  mol  COS  producido/mol OS consumido)  durante la fermentación. Tomando  en 

cuenta estos valores teóricos es posible especular  sobre las vías biosintéticas que  se 

siguieron. En el caso  1,  durante  las  primeras 40 horas  el  promedio  de CR está  en 0.29 

mol/mol, este  valor  es  más  cercano al teórico  para  crecimiento  sobre etanol y producción 

de acetato (0.22 y 0.0, respectivamente)  que al teórico  para  mantenimiento  sobre etanol 

(0.67). En  el  caso 2, donde  el  valor  de CR las  primeras  40  horas tiene un  promedio  de 

0.35 mol/mol, las diferencias con  el CR teórico indican que  la  producción  de  dióxido  de 

carbono  se  debe principalmente al  crecimiento y mantenimiento  de la levadura sobre 

etanol. En el caso 3, donde  la alimentación de etanol fue superior,  se  compara  con los 
valores  de CR teórico y se  ve  que  la  producción  de  COS  se  debe  al  crecimiento 

principalmente, después a la  producción  de acetato. En  la figura 4.15  se  expresa  la 

evolución del coeficiente respiratorio  (CR)  para los tres casos. En general, se 

mantuvieron  valores entre 0.2 y 0.4  mol/mol,  esto  concuerda  con los resultados  de  Corzo 
y col. (1994), quienes  obtienen coeficientes de 0.15-0.4. El  aumento en éste  una  vez  que 

las  células  detienen el crecimiento  puede  explicarse  porque  se  da  una descarboxilación 
de los compuestos  carbonados  cuando  se  alcanza  Xmax. 
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Fig. 4.15. Coeficiente  respiratorio  para el sistema / I  con alimentación continua  de  etanol  en  fase gaseosa 
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4.6. Producción  de metabolitos. 

Existen  dos  formas  de  analizar  la  producción  de los metabolitos,  estas  son  desde  el 

punto  de  vista  de  las  productividades y la otra  desde los rendimientos.  Se  presenta un 

análisis  por  separado  de  cada uno. Los gráficos  que  se  presentan  en  las  siguientes 

secciones  son  el  resultado  del  manejo  de  las  mediciones  de los productos  dentro  del 

reactor y a la salida  de éste. Los detalles  de los cálculos se  establecen  en  el  apéndice C. 

Acetato de efilo. Respecto  a  las  productividades  volumétricas,  se  hace  una  comparación 

entre los tres  experimentos,  la  evolución  de  esta  variable  se  presenta en la  figura 4.16. 

Alrededor  de  las 35 horas, se  alcanza en los tres  casos la máxima  productividad 

volumétrica,  siendo  más  alta,  en  general, para el  caso en que  se  alimentó un mayor 

gasto  de  alcohol  (caso 3). 

Fig. 4.16. Comparación  de  la productivldad  volumétrica de  acetato  de  etilo  para  el  sistema I I  con 

alimentación  continua de etanol  en  fase  gaseosa. 
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También  se  comparan  las  productividades  especificas  en la figura  4.1 7 ;  durante  las 

primeras 25 horas, las tendencias son las mismas,  se  alcanzan  valores  menores a 0.025 

g/g-cel/h; sin  embargo,  después  aumentan,  coincide  este  incremento  con  una 

disminución en la  velocidad  específica  de  crecimiento,  sugiriendo  que  este  metabolito 

está parcialmente  asociado  al  crecimiento  de Candida utilis sobre  etanol. 

0,20 1 Q 

-m- Caso1 
I Caso2 
A Caso3 

0 
,,& ~ A. 

A 

i ' i ' l ' ~ ' i ' l ' ~ ' i ' l ' f ' ~ ' l ' l ' i  

Tiempo (horas) 

A 

3 5 10 15 20 25  30  35  40 45 50 55 60 65 

Fig. 4.17. Comparación  de la productividad específica de acetato de  etilo para el sistema II con 

alimentación  continua  de  etanol  en  fase  gaseosa. 

En apoyo a la  suposición  de  que  la  síntesis  de  este  metabolito  está  parcialmente 

asociada al crecimiento,  se  presenta un aumento  de los rendimientos  de  este  metabolito 

respecto  al  etanol  consumido  después de las 35 horas (fig. 4.18). En los experimentos I 

y 3 se  presentaron los valores  más  altos (0.58 y 0.41, respectivamente) en comparación 

con el valor de 0.52 que  se  obtuvo  en el cultivo  por lotes. Respecto a los rendimientos 

sobre el sustrato  carbonado, en  el caso 1, donde el OD se  mantuvo  alrededor  de 9% y el 

etanol  estuvo  entre 2.5 y 12 g/L la  mayor  parte del tiempo, el  rendimiento  mayor fue el de 

acetato de etilo. Y al final, éste y el  rendimiento  de  biomasa fueron casi  iguales. En el 

caso 2, el OD estuvo  arriba de 69% y el  etanol  entre 5-23 g/l. se  vieron  mejorados los 
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rendimientos  para  ácido  acético.  En  el  caso 3, el OD se  mantuvo  alrededor  de  12%  y  el 

etanol  en el medio  entre 5 y 20 g/L, se  mejoraron los rendimientos  de  acetaldehído 

notablemente.  Esto  último no concuerda  con los resultados de Armstrong  y  col.  (1984 a), 

que  mejoran  la  síntesis  de  acetaldehído  a  concentraciones  de OD cercanas  al  100% de 

saturación. 

u a, 

u a, 

Caso1 
9 Caso2 

--A~- Caso3 

Fig. 4.18. Comparación de los rendimientos  de acetato de  etilo para el  sistema II con alimentación 

continua  de  etanol  en  fase gaseosa 

Acetaldehido. Para  las  productividades  volumétricas,  se  comparan  nuevamente los tres 

experimentos, los cambios  que  sufrió esta variable  se  presentan  en  la  figura 4.19. Las 

primeras 10 horas  y  las  últimas 20 (cuando el crecimiento  es  menor o incluso  hay  muerte 

celular),  se  presentan los valores  más  altos de esta  variable.  Sin  embargo,  el  valor  de  la 

productividad  específica es  más  elevado  durante  la  etapa de crecimiento  (fig. 4.20), 

tomando  los  valores  más  altos de alrededor  de 0.15 gig-cel/h para  una  mayor 

alimentación  de  alcohol. Los máximos  rendimientos  se  obtuvieron  también  en  este  caso, 

con  valores  de  entre 0.2-0.4 g/g (fig.4.21). 
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Fig. 4.19. Comparación  de  la productividad  volumétrica de  acetaldehído  para  el  sistema I I  con 

alimentación  continua  de  etanol  en  fase  gaseosa. 
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Fig. 4.20. Comparación  de  la productividad  específica de  acetaldehído  para  el  sistema I 1  con 

alimentación  continua  de  etanol  en  fase  gaseosa. 
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u a, 

Fig. 4.21. Comparación de los rendimientos  de acetaldehído  para el  sistema  II con alimentación 

continua de etanol en fase gaseosa. 

Acido acéfico. En la  fig. 4.22, 4.23 y 4.24 se  hace  una  comparación  entre los tres 

experimentos  para  las  productividades  volumétricas  de  ácido  acético,  productividades 

específicas y rendimientos,  respectivamente.  La  tendencia  en los tres  casos  para  las dos 

productividades  es  la  misma  durante  las  primeras  35  horas,  estas  aumentan  después 

que  se  detiene  el  crecimiento.  Se  obtienen los valores  máximos  (aproximadamente 0.7 

g/L/h)  para  una  mayor  alimentación  de  alcohol  (caso  3) y mínimos (0.5 g/L/h)  cuando  la 

entrada  de  alcohol  es  menor  (caso I), inclusive,  no  debe  olvidarse  que  este  último 

requirió  de la adición  de  pulsos  de  alcohol  porque  éste  se  agotó en el  medio. 
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Fig.  4.22. Comparación de la productividad  volum6trica de ácldo  acético para  el  sistema I1 con 

alimentación  continua de etanol  en  fase  gaseosa 

-0.01 

4 0 2  (B 

Fig. 4.23.  Comparación  de  la productividad  específica de &ciao  acético  para el sistema II con 

alimentación  continua de etanol  en  fase  gaseosa 
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Fig. 4.24. Comparación  los  rendimientos  de ácido acético para el sistema II con alimentación continua 

de  etanol  en  fase gaseosa 

Aparentemente,  la  producción  de  ácido  acético  es  dependiente de la presencia  de 

alcohol, de acuerdo  a  las  investigaciones  de  Páca y Votruba  (1994) y Páca y Marek 

(1 996  a y b),  la  producción  de  ácidos  orgánicos  como  productos  intermedios  de  la 

desasimilación de alcohol  se  inducen  por la acidificación del medio  debida  a  la  adición de 

sustrato.  Esta  acidificación  puede  entenderse  como  una  función  fisiológica  influenciada 

por el  potencial  catabólico  de  las  células  sin  crecer.  Después  que  se  detiene  el 

crecimiento  se  aumentan  ligeramente los rendimientos (en un 15-30 %). En  la  tabla 4.111 

se  presenta  la  síntesis de los resultados  del  análisis de la producción  de  estos 

metabolitos y la  biomasa  en los tres  cultivos. 
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Tabla 4.111. Producción  de  metabolitos ep  el sistema / I  con alimentación continua  de  etanol en fase gaseosa 
-" 

Caso I* 2 3 

Alimentación de  etanol O 60 0.63 2 08 

jg/h/litro) 

Máxtmas  productividades volumétncas (g/l./h) 

Acetato de  etilo O 935 0 263 1 32 

Acetaldehído 0.190 0 262 O. 87 

Acldo acetic0 0.498 O 695 0.71 

Máximas  productividades  específicas (gig cel-h) 

Acetato  de etilo a O58 0 025 O 0154 

Acetaldehido 

Acido acetic0 

Biomasa 

Acetato de  etilo 

Acetaldehido 

o o10 0.053 

0.035 O 058 
Rendimientos máximos (g producto /g etanol) 

3 32 

0.22 

0.21 

o. 150 

0.083 

o 25 

0.26 

O 41 

Acido acético 0.20 3.23 0.1 1 

.* en  este caso la allmentación de etanol fue insuficiente  para  satisfacer el consumo y se adicionaron dos 

pulsos de  etanol  para  elevar SLI concentración  hasta 11 g/L 

4.7. Balances  de  carbono. 

Para  tener un mejor  entendimiento de los procesos  bioquímicos  ocurridos  durante los 

tres  experimentos  realizados  en  el  cultivo  por lote con  distintas  velocidades  de 

alimentación de alcohol, se  hace  necesario el manejo de balances  de  materia  en 

fermentación, con  el fin de  encontrar  una  retación  entre la dirección  del  metabolismo  de 

Candida utilis y las  condiciones  de  operación  trabajadas. Si es  posible,  se  pretende  dar 

una política del manejo  del lote para  mejorar la producción  de  acetato de etilo y 

acetaldehido. El resultado  de los balances  de  carbono  se  presenta  en  la tabla 4-IV en 

forma de fracciones, es  decir,  se  consideró  todo  el  carbono  alimentado en forma  de 

alcohol y la fracción de este  elemento  presente en los productos  medidos. En general, 

. . .. . . . . . .  ~ 
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puede  observarse  que el 40% del  carbono  suministrado al sistema no se midió,  esto 

sugiere  la  presencia  de  otros  metabolitos no cuantificados,  de  igual  forma  el  hecho de 

que  menos  de un 20% del  carbono  se  orientó  hacia  respiración.  Sin  embargo,  en el caso 

1, la mayor  cantidad  de  carbono (40 YO aproximadamente) se dirigió  a la síntesis  de los 

metabolitos de nuestro  interés;  este  es el Único caso  que  concuerda  parcialmente  con lo 

reportado  por  Gancedo y Serrano (1 989), que  con Saccharomyces cerevisiae creciendo 

sobre  etanol  el 40% del  carbono se dirige  a  biosíntesis,  el 55% a  respiración y el  resto  es 

para  mantenimiento o formación  de  otros  productos.  De  cualquier  manera,  se  hizo 

necesario  realizar un estimado  de  la  composición  de  estos  otros  metabolitos  para  cerrar 

los balances  de  materia, los resultados  se  presentan  al  final  del  apartado. 

Tabla 4.W. Resultados  del  balance  de  carbono  para los tres  experimentos  por  lote  alimentado. 

Alimentación  de  etanot=  O.6glLlh 

Fracción del  carbono  transformada  en  productos 

t ,  horas Biomasa Acetato de  etilo  Acetaidehído  Acido coz Suma de 

acético  las 

fracciones 

O n.d n d. n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 

5 0.33 o. 02 o O01 0.03 0.17 0.55 

10 O. 37 0.07 0.000 0.03  0.09 0.56 

15 O. 30 O. 06 0.000 O. 04 o. o9 0.49 

20 0.28 O 07 0.005 O. 04 0.08 O. 47 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

0.33 

0.51 

0.53 

0.45 

0.41 

O 38 

0.32 

0.31 

0.25 

O. 07 

0.20 

0.17 

0.29 

0.33 

0.35 

O 36 

O. 36 

O. 29 

0.000 

0.000 

0.000 

0.000 

0.000 

0.001 

0.020 

0.020 

0.160 

O. 04 

0.11 

0.15 

0.13 

0.12 

0.1  1 

0.09 

0.10 

0.09 

0.10 

0.1  1 

0.11 

0.19 

0.19 

0.08 

O. 07 

0.08 

0.08 

O. 54 

0.93 

O. 96 

1 O0 

1 .o0 

0.92 

O. 86 

0.87 

O. 87 
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Tabla 4.W. Continuación.. . 
Alimentación de  etanol= 0.63glLlh 

Fracción del carbono transformada en productos 

t, horas Biomasa Acetato  de etilo Acetaldehido Acido CO: Suma de 

acético las 

fracciones 

O n.d.  n,d.  n.d. n.d. n d. n.d. 

5 0.61 0.00 0.220 0.08 0.04 0.95 

10 0.26 0.12 0.070 O 04 0.23 0.73 

15 0.28 o. o9 0.041 O. 04 0.19 0.65 

20 0.29 O. 16 0.002 0.05 o. o9 0.59 

25 0.29 0.19 0.001 0.03 O. 08 0.49 

30 o 22 0.18 0.021 o o4 o. I O  O,  56 

35 0.09 O. 16 0 021 0.05 0.1 1 0.43 

40 0.20 0.13 0.021 0.06 o 12 0.53 

45 0.18 o. 12 0.021 0. 06 0.13 0.51 

50 o. 22 o 20 0.063 0.05 0.18 0.71 

55 0.08 0.23 0.052 0.12 0.17 0.65 

60 O. 06 0.21 0.052 0.18 0.17 0.67 

65 0.13 O. 14 0.031 0.15 0.17 0.62 

Alimentación de etano/= 2 Og/L/h 

Fracción de! carbono transformada en productos 

t, horas Biomasa Acetato  de  etllo  Acetaldehído Acido COZ Suma de 

acético las 

fracciones 

O n.d.  n.d  n.d.  n.d. n d  n.d. 

5 0.11 o. O1 O. 58 0 O00 0.001 0.70 

10 o. o9 O. 04 0.29 0.000 0.017 0.44 

15 o. 12 O 05 0.38 0.001 O. 057 0.61 

20 O. 16 0.10 0.43 0.01 1 0.087 0.91 

25 0.23 0.1 1 0.41 O. 026 0.111 0.89 

30 0.17 0.21 O 36 O 065 O. 084 O 89 

35 0.15 0.20 0.26 0.083 0.058 0.75 

40 0.12 0.20 0.17 0.060 0.057 0.61 

45 0.1 1 0.26 O 17 O. 070 O. 063 O. 67 

50 0.10 O 24 0.18 O 066 O 071 O 66 

55 0.10 0.25 0.24 O. 074 0.079 0.74 

60 0.08 0.27 O 25 0.385 0.083 0.78 

65 0.06 0.23 0.23 0.077 0.076 0.67 
I 
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Cálculo de la composición de otros productos. Aunque  prácticamente  todo  el  etanol  sirvió 

principalmente  para la síntesis  de  acetato de etilo,  acetaldehído,  ácido  acético,  biomasa 

y  dióxido de carbono;  la  diferencia  entre  la  suma  de  las  fracciones  de  carbono (Mima 

columna  de  la  tabla 4.IV) y  la  unidad  indica  que  hay  una  parte  del  carbono  no  medida, 

por  tal  razón  se  realizó  un  balance  de  materia  por  elementos  a  las 65 horas  para los tres 

procesos  con el fin de estimar  la  fórmula  molecular  promedio de los productos no 

medidos. Se supuso  que no quedó  sulfato  de  amonio  libre en el medio.  Aunque los 

trabajos  de  Bailey y Ollis  (1986) y de  Shuler y Kargi  (1992)  establecen  que los balances 

de  materia  en  fermentaciones  deben  realizarse  para  1  mol  de  sustrato,  es  este  estudio 

se hizo el balance  considerando  todo el etanol  consumido (v. detalles  en  el  apéndice C). 

La  ecuación  empleada  para  el  balance de materia  por  elementos fue la  siguiente: 

a C2H50H + PNH3 + x  0 2  + n C7H1 IN03 + 2; CH~COZCZH~ + + CH3CHO + (~CH~COZH + I$OZ + Hz0 + P 

ec. 4.7 

donde: 

a, coeficiente  estequiométrico  del  etanol 

p, coeficiente  estequiométrico  del  amonio 

x, coeficiente  estequiométrico  del  oxígeno 

6 ,  coeficiente  estequiométrico de la  biomasa 

E, coeficiente  estequiométrico  del  acetato de etilo 

4, coeficiente  estequiométrico  para  el  acetaldehído 

y,  coeficiente  estequiométrico  para  el  ácido  acético 

q,  coeficiente  estequiométrico  del  dióxido de carbono 

w, coeficiente  estequiométrico  del  agua 

P, coeficiente  estequiométrico  para los productos  no  medidos 

Después  de  realizar  el  balance  de  materia en el caso 1, se  estima  que  la  fórmula 

molecular  promedio  de los otros  productos  no  medidos  es C 869 063.7 estos 
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pueden  ser  algunos  aminoácidos,  ácido  cítrico o ácidos  grasos  volátiles.  Para el caso 2, 

se resolvió  la  ecuación  4.7  dando C 2.0 H3401.2N0.03.  como  composición  de P. Dado  el 

bajo  contenido  en  nitrógeno,  se  descarta la posibilidad  de  que los productos  formados 

sean  aminoácidos.  La  resolución  de  la  ecuación 4.7 para el tercer  caso,  permitió  estimar 

que la fórmula  molecutar  de los otros  productos  no  medidos  es: C 2.9 H4.3N0.02. Una  vez 

más,  es  posible  descartar  la  producción  de  arninoácidos.  Es  posible  especular  respecto  a 

estos  compuestos no cuantificados,  éstos  pueden  ser  ácidos  orgánicos  del TCA, 

acetoína o alcoholes  de 3 y cuatro  carbonos  (Kuriyama y Kobayashi, 1993). En la tabla 

4.V se  presentan  todos los coeficientes  estequiométricos  calculados en los tres 

experimentos,  así  como  la  fórmula  molecular  de los productos no medidos. 

Tabla 4.V. Balance  global  de  materia (65 horas)  para el cultivo  por  lote  alimentado  de 

Candida utilis. 

Caso 1 2 3 

Alimentación de  etanoi (g/h/L) 0.60 0.63 2.00 

Coeficiente 

(Y. 3 006 2.765 5.24 

I’, 0.30 o. 152 0.12 

x 41 995 0.980 1 .o2 

6 O. 238 0.116 o 12 

0.436 0. 160 0.60 

4 0.047 0.063  1.21 

?i 0.284  0.378  0.41 

‘1 o 900  1.799 1.19 

1 o 21 4 630  6.89 

Fórmula empírica de P c 2.869 063.7  N0.065.; C2 o H3 4’1 2No o3 c2 9 H4 3No 02 

AI hacer una comparación  entre los tres  experimentos  se  establece lo siguiente: 

Las  mayores  concentraciones  de  acetato  de  etilo  se  obtienen  cuando hay una  mayor 

concentración  de  células  en el medio, 13 g/L  para  una  biomasa de alrededor  de 18 glL. 



CAPITULO 4: Cultivo por lote alimentado:  resultados y análisis 75 

Correspondientes  a un YNEc = 0.35 g/g y un YAEIX=l. Para  velocidades  de  alimentación 

de  alcohol  de 1.3 g/h. 

AI considerar el análisis  de  las  productividades  y los rendimientos,  es  posible  obtener un 

rendimiento  de  acetato  de  etilo  para  concentraciones  de  biomasa  superiores  a 15 g/L;  sin 

embargo,  la  productividad  volumétrica  y  específica  disminuyen  cuando  se  detiene el 

crecimiento  de  la  levadura  sobre  etanol  (después  de  las 35 horas) y a  partir  de  este 

tiempo  consiguen los mejores  rendimientos  de  éster (0.2-0.4) hasta  las 50-55 horas  del 

cultivo,  por  tal  razón  es  deseable  tratar  de  establecer un modelo  de  producción 

parcialmente  asociada  al  crecimiento del éster.  Esta  síntesis se ve  afectada  también  por 

la  concentración  de  oxígeno  en  el  medio  y  el  nivel  de  alcohol  en  el  medio  (la  conversión 

aumenta  con la concentración  de  etanol  desde 10-35 g/L).  En  general,  la  producción  de 

acetaldehído y ácido  acético se  ve favorecida  cuando  las  células  de  Candida utilis dejan 

de reproducirse en  el medio  y  las  concentraciones  de  oxígeno  disuelto  son  superiores  a 

30. Es posible  decir  que en  un medio  sintético:  resulta  difícil  dirigir  exclusivamente  la 

producción  a un solo metabolito. 
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Del  estudio  del  crecimiento  de Candida utilis sobre  etanol  y/o  glucosa  en  cultivos  por lote 

es  posible  concluir: 

o No es  necesaria  la  presencia  de  azúcar  en  el  medio  de  cultivo  para  que  se de la 

producción  de  acetato  de  etilo  por C. utilis; y  esta  producción  mejora  con  la  adición  de 

etanol. 

O Es básico  mantener  la  concentración  de  etanol  a un nivel  mayor  a 10 g/L en  el  medio 

de cultivo  para  que  se  den  mejores  rendimientos  de  acetato  de  etilo.  Se  presenta  un 

valor  umbral  de  ácido  acético  alrededor  de 1 g/L para  que  inicie  la  síntesis del éster. 

0 La  levadura  empleada  en  este  estudio  presenta  capacidad  para  producir  otros  ésteres 

distintos al acetato de etilo. 

Respecto  a los cultivos  por  lote  alimentado de C. utilis creciendo  sobre  etanol  como 

única  fuente  de  carbono  puede  concluirse  que: 

O Las  concentraciones  más  altas de acetato  de  etilo se obtienen  cuando  hay  una 

mayor  concentración  de  células  en  el  medio  a  una  velocidad  de  alimentación  de 

alcohol de 0.6 g//L/h.  La  síntesis de acetato de etilo  se  ve  afectada  por  la 

concentración  de  oxígeno, los niveles  superiores  se  obtienen  arriba  de 10% de OD y 

debajo de 80Y0;sin  embargo,  si  se  desea  evitar  la  producción de ácido  acético  debe 

cuidarse  que  el  nivel  relativo de oxígeno  en el medio  se  mantenga  por  debajo del 

70%. La  síntesis  de este éster  también  es  afectada  por  el  nivel  de  alcohol en el 

medio  (la  conversión  aumenta  con  la  concentración  de  etanol  desde 10-35 g/L). 

O En  general,  la  producción  de  acetaldehído  y  ácido  acético  se  ve  favorecida  cuando 

las  células  de Candida ufilis dejan  de  reproducirse. 

0 El acetaldehído  se  acumula  a  concentraciones  de  etanol  mayores  a 15 g/L y su 

producción  se  ve  favorecida  cuando  las  células  de C. ufilis dejan  de  reproducirse y 
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cuando en el  medio  las  concentraciones  de  oxígeno  disuelto  son  superiores  a 30%. Si 

la  alimentación  de  alcohol  es  mayor  (2/g/L/h)  se  aumenta  la  síntesis  de  aldehído 

Una  vez  que  se  alcanza  Xmax en un  cultivo  alimentado  continuamente  con  vapores 

de  etanol,  se  presenta  una  relación de qE/qO  constante. 

AI haber un  aumento en la velocidad  de  alimentación  de  alcohol  aumentan  el 

consumo  de  sustrato  y  mejoran  las  productividades  de  ácido  acético  y  acetaldehído, 

como un mecanismo  de  evitar  la  inhibición  por  sustrato,  además,  se  presentan 

mayores  pérdidas por evaporación  que  impiden  la  inhibición  por  productos. 

Comparando la composición de los posibles  productos,  es  evidente  que en el  caso 

alimentación  continua  de  etanol 1 se obtuvieron los mejores  rendimientos  del  éster, 

por lo que  se  confirma  que es un metabolito  cuya  producción  está  ligada  al 

crecimiento  y el carbono se dirigió  menos  a la formación  de  otros  productos.  Sin 

embargo,  se  formaron  compuestos  nitrogenados,  probablemente  por  las  altas 

concentraciones  de  sulfato  de  amonio. 

Dado  que el cultivo  sumergido  de Candida utilis con  alimentación  continua de vapores 

de alcohol  como  única  fuente  de  carbono  es  útil  para  producir  acetato  de  etilo y 

acetaldehido  y  que la fisiología  de C. utilis en estas  condiciones  es  interesante  para 

aplicaciones  potenciales  (por  ejemplo,  eliminación de etanol  en  corrientes  gaseosas 

industriales);  se  propone  para  estudios  posteriores  tomar  en  cuenta  las  siguientes 

recomendaciones: 

Incluso  en  un  medio  sintético  resulta  difícil  dirigir  exclusivamente la producción  a  un solo 

metabolito. Si se  utilizan  vinazas  en  este  tipo  de  bioconversiones,  sería  conveniente 

hacer  crecer  a  las  células  de  levadura  sobre  este  residuo  previamente  tratado  y  después 

alimentar  etanol  continuamente  para  producir  acetato  de  etilo y/o acetaldehído 

manejando  las  condiciones  de  operación  (directamente  relacionadas  con  el  nivel de 

alcohol en el medio)  con  el  fin  de  aprovechar  las  células  que  ya  crecieron. 
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Si  se  limita la producción  de  biomasa  a 10 g/L, y se  mantiene  una  alimentación  de  etanol 

alta  (2g/L/h) se podrán  alcanzar  máximas  eficiencias en la  biosíntesis. Por otro  lado,  a 

tasas de aireación  de 0.21 VVM, se  limita la inhibición  por  sustrato  y se  presentan 

mayores  pérdidas  por  evaporación  que  impiden la inhibición  por  productos.  Esto  debe 

tomarse en cuenta  cuando  se  desee  remover  estos  metabolitos  continuamente,  siendo 

fácilmente  separables  por  destilación  a  presión  reducida. 

El sistema para producir  acetato de etilo y acetaldehído  con C. utilis es muy  sensible  a 

las  condiciones  de  operación El monitoreo  continuo  del  coeficiente  respiratorio  permite 

ubicar  las  vías  biosíntéticas  que  sigue C. utilis, pudiendo  manipular  sensiblemente  las 

condiciones  de  operación  para  la  producción  de  acetato  de  etilo  y  acetaldehído. El valor 

de CR para estos  procesos  es  cercano  a 0.5. Tomando  en  cuenta  las  productividades  y 

los rendimientos, los mejores  rendimientos de acetato  de  etilo se consiguen  para 

concentraciones de biomasa  superiores  a 15 g/L;  y  las  productividades  volumétrica  y 

especifica  disminuyen  cuando  se  detiene  el  crecimiento de la levadura  sobre  etanol, por 

tal razón es deseable  tratar  de  establecer un modelo para la  síntesis  de  este  éster, 

tomando en cuenta  que  es un metabolito  cuya  producción  se  asocia  parcialmente  al 

crecimiento. 
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PROPIEDADES  FíSICAS DE LOS  COMPUESTOS  EMPLEADOS 

PUNTO  DE 

EBULLICI~N 

"C 

PUNTO 

DE 

FUSIÓN, O 

C 

-123 5 

SOLUBILIDAD 

EN  100 

PARTES  DE 

AGUA 

K 

PRESIÓN 

DE 

VAPOR A 

30 "C 

769 mm 

PESO PESO 

ESPECíFICO MOLECULAR 

O 783 

o 79 

1.049 

0.81 

0.949 

0.901 

0.882 

O. 872 

0.789 

ACETALDEH~DO 20.2 44 

Hg 

77 98 

20 

ETANOL 

ÁCIDO 

ACÉTICO 

BUTANOL 

ÁCIDO 

BUTíRICO 

ACETATO  DE 

ET1 LO 

ACETATO  DE 

BUTILO 

BUTIRATO DE 

BUTILO 

ISOPROPANOL 

78.4 

118.1 

-1 12 

-16.7 

46 

60 

X 

K 

117.1 

154 5 

-90 

-47 

9.5 10 

1 74 

74.12 

88.1 

77 1 -82.4 8.5 120 88 

125 -76.3 0 7  26.57 116.2. 

165 144.2 

60 82.5 -85.8 60.09 K 

Fuente:  Perry, 1973; Aldrich, 1999. 
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Determinación  de glucosa. 

La  cuantificación  de  azúcares  reductores  se  hace  de  acuerdo  al  método  de  Miller  (1959) 

del ácido  dinitrosalicílico  (DNS)  con  una  solución  patrón  de 0-1 g/l de glucosa. El reactivo 

de  DNS  tiene  la  siguiente  composición: 

NaOH  1.4% 

DNS  1  g/l 

Tartrato  de  potasio y sodio  2.16% 

Fenol  0.54 Yo 

Metabisulfito  de  sodio  0.59% 

Tomar  1  ml  de  muestra y mezclar  con  1  ml  de  reactivo,  poner  a  ebullición  durante 5 

minutos.  Adicionar 8 ml  de  agua  destilada y agitar. 

Leer  absorbancia a 575 nm. 

Cglucosa (g/I) = -0.00048+1.58047*A575 , R=0.99444 



Medición  de  volátiles. 

El etanol,  acetato  de  etiio  y  acetaldehído  se  midieron  por  cromatografia  de  gases (HP- 

5890.SERIE 1 1 )  con  un detector de ionización  a  la  flarna,  empleando  una  columna 

empacada  PORAPAK Q para su separación. El flujo  del  gas  acarreador (N:) fue  de 35 

ml/min,  la  temperatura  del  horno, de 170°C.  Para  la  fase  liquida se utilizó  isopropanol  al 

0.5% (vh )  como  estámdar interno.  Se  hicieron  inyecciones  de 0.5 pl. La  fase  gaseosa 

requirió del empleo  de  ampollas ALTECH de 500 mi con un volumen  de  inyección  de 50 

PI. 

Fase  líquida 

Att 3  Rng 2 

T horno  170°C 

T inyector  y  detector 21 O O C  

PN2= 1  10  KPa 

Area  isopropanol:  20-25  millones 

Tiempos de retención  (min) 

etanol: 2.2,  acetaldehído: 1.26, isopropanol: 3.01, acetato ,de etilo 3.01 
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Fase acuosa 

D 

D’ 

10- 

8 -  

. 
o 6-  

O 
S 
m 
El 4 -  

2 -  D 

O 0  0 5  1 .o 1 5  2.0 2.5 3.0 

Area  Etanol/Area  Isopropanol 

Etanol (g/¡) = -01 258+3.43629*AE/AI,  R=0.99949 

1 5 -  

10- 

0.5 - 

m 

m 

m 

8 

8 

0.0 I 1 I I 1 
0.0 0.1 0.2 0.3 0 4  0.5 

Area  Acetato de  Etilol Area Isopropanol 

Ac de Etilo (g/I) = 0.2409+5.29183*AAE/AI, R= 0.99439 
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2.0 - 

f 1 5 -  
0 
v 

m 

m 

* 

0 0 +  I t I 1 
0.00 0.05 0.1 0 0.1 5 0.20 

Area  Acetaldehídoi  Area  Isopropanol 

Acetaldehido (g/I) = -0.01235+10.69389*AA/AI, R= 0.99342 

Fasegaseosa 

o o25 4 
3 cio 1 

8 

E ( g/  I gas)= 0.00135+7.697e-9*Area,  R=0.98393 
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m 

O .O5 - 
h 2 0.04- 
a - . 
m 

O 
0.03- F ’  - .- 

5 
-5 0.02 - a 

O 
m 
al 

8 

c 

c 

2 0.01 - 

0.00 9 I I I 1 
0.0 5 . 0 ~ 1 0 ~  I .ox1 o’ 1.5~10’ 2.0x10’ 

Area para  Acetato de Etilo 

AE ( g/ I gas)= 0.00071+2.915e-9*Area, R=0.99971 

O O000 I I I I 
O 0  2 0 x 1 0 ~  4 oX1o4 6 0x1 O4 8 0 x 1  O4 

Area para Acetaldehído 

A ( g/ I gas)=  0.00002+1.3368e-8*Area,  R=0.99819 
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Cuantificación de áCid0 acético. 

El ácido  acético  se  determinó  por  cromatografía  de  líquidos  usando un cromatógrafo 

Hewlett  Packard  1081,  equipado  con  un  detector UV (A= 210 nm).  La  separación  fue 

realizada  con una columna de Aminex HPX 87H  (Bio-Rad,  USA).  La  temperatura  del 

horno  fue de 65°C y se  utilizó  una  solución  6mM  de  ácido  sulfúrico  como  eluyente a un 

flujo  de  0.8  ml/min. 

12- 

10- 

," - a -  
v 
cn 
O o 
.al c 6 -  
o 
m -  
O 

.- 

o 4 -  

2 .  
2- 

m 

O 
O 200000  400000 BOO000 800001) 1000000 !2OOOOO 1400000 

Area para detector uv 

Ac.  acético ( g/ I)= -0.1299+8.5225e-6*Area3  R=0.99975 

Cuantificación de O2 y COZ 

Las  determinaciones  de  las  concentraciones  de  oxígeno y nitrógeno  se  realizaron 

simultáneamente,  empleando la misma  muestra, por cromatografía  de  gases  con  un 

equipo  Gow-Mac  (USA);  este  equipo  cuenta  con  un  detector  de  conductividad  térmica y 

una  columna  doble tipo CTR-1  (Alltech,  USA). El volumen  de  inyección  fue  de 100 p l ,  se 

utilizó  helio  como  gas  acarreador  (flujo,  60ml/min). 

, ,  . . .  . _ . _ .  
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Cálculos  realizados: 

%CO? = %Nzaire* 

donde 

K02 ~0.9953, Kc02 = I  ,1238 
'N2 N2 

Concentración  de C02= 149.7m102/laire 
14.97% 

*ohC02calculado* pC02 

Los valores 6.48% y 14.97%  provienen de la  realización  de  una  curva  de  una  mezcla  de 

gases  que  contenía  CO  (6.97%v/v), C02 (14.97%v/v), O2 (5.01%v/v) y N2 (73.05%v/v). 



, , . ' .  , 



Apéndice C 
103 

Correlación  entre  el  Peso  seco y la  concentración  celular  para  el  cultivo por lote 

alimentado  de Candida ufilis creciendo  sobre  etanol 

Caso 1 

z0 4 
8 

8 

Llnear  Regression for Datal-PSI 
Y = P + B ' X  
Param  Value sd 
A'  226157'  062372 
B i 82498X 15357 
R = O  98273 
SD = 1 25439, N = 14 
F = 3,6931 E-IO 

I 

0 
I 

2 
I 

4 
I 

6 8 
Cuenta (cel/rnl e8) 

Caso 2 

12 - 

10 - 
c 
m 
O o 
(u 

O 
U) 
al 

". 

v 

U) 8 -  

a 
6 -  

Linear  Regression for  Datal-PS2: 
Y = A + B * X  
Param- Value, .sd 
A: #-52,16467 13.93555 
Bi i4,45157; ,1,00776 
R = 0,93099 
SE = 1,07976, N = 5 
P = 0,02154 

m 

m 
m 

4 , , , , , , ,  
1 ' 1 ' 1 ' 1 ~  I t  

12.8 13,O 13.2 13.4 13,6 13,8 14.0 14.2  14,4 

Cuenta (cel/ml e8) 
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Caso 3 

m 

10 7 

8 -  

- - 6 -  
1 
m 
O o 
v m 

2 4 -  

a 2 -  

Linear  Regression for Datal-PS3: 

Paramr IValue' sd 
O 
v) 
&, 

8 Y = A + B * X  

m AI 0,03604,  0.24508 
m €3: 10,754141 0.04802 

R = 0,98805 

8 SD = 0,45856. N = 8 
Q -  P = 4,2234E-6 

I I I 1 I 1 I 

CB 2 4 6 8 10 12 
I t 

Cuenta (cel/ml e8) 
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CASO 1 

Mediciones  en  el  reactor (gA) y volátiles a la salida  del  reactor (911) 
Tiempo X E A A€ AA %OD I A E A€ 
(horas) 

O 0.88 2.06 0.10 0.03 0.00 75.0 
5 2.08 5.27 0.10 0.09 0.12 62.6 

10 5.52 2.40 0.06 0.57 0.50 46.9 
15 6.50 1.20 0.10 0.72 0.90 35.0 

25 8.97 1.47 0.65 0.95 1.35 5.0 
30 13.64 11.86 0.10 2.42 2.31 3. O 
35 14.35 10.24 0.02 2.91 4.80 3.0 
40 16.00 9.01 0.03 6.30 5.10 4.0 
45 17.54 7.93 0.05 8.16 5.83 4.6 
50 18 O0 6.00 0.07 10.0 6.10 3 0  
55 18.83 2.62 1.00 14.11 6.44 5.0 
60 18.70 9.00 1.00 12.60 6.90 4.7 
65 18.68 10.04 1.02 10.98 8.12 5. O 

20 7.43 0.16 0.20 0.98 1.29 21 .o 

0.00000 0.0000 o O000 
0.00004 0.0085 0.0004 
0.00004 0.0064 O 0070 
0.00000 0.0133 0.0053 
0.00000 0.020 0.0025 
0.00000 0.0050 0.0020 
0.00009 0.0050 0.0054 
0.00000 0.0030 0.0050 
0.00004 0.0120 0.0065 
0.00009 0.021 0.0080 
0.00040 0.0170 0.0104 
0.00141 0.0000 0.0529 
0.00000 0.0000 0.0142 
0.00000 0.0000 0.0097 

RESPIRACI~N. 
Tiempo co2 (Yo) 0 2 ( % )  qo2 Vel  salida C 0 2  Tasa de 

(h)  (g//Uh) ( g/h 1 eliminación  de 
alcohol  (g/m3h) 

O 0.00 20.00 0.3127 O 0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 

1.54 
3.40 
2.40 
1.30 
1.31 
0.81 
0.65 
O. 56 
0.43 
0.40 
2 70 
2 57 
2.25 

15.9 
9.55 

15.04 
14.70 
15.00 
17.54 
18.91 
19  02 
19.18 
19 20 
13.98 
14 10 
15.05 

0.875 
1 7458 
0.9929 
1 .O395 
0.9984 
0.6500 
0.4622 
0.4471 
0.4251 
0.4223 
1.1383 
1.1218 
0.9915 

0 4  
0.42 
0.44 
0.23 
0.29 
O 24 
0.21 
O 16 
0.12 
0.1  1 
0.22 
0.71 
0.78 

580 
1151.9 
1120.9 
1086.4 
886.9 
757 3 
690.5 
767.7 
821.2 
842.5 
937.9 
863.6 

1 O1 5.7 

BALANCE  DE  ETANOL Y FORMACIóN  DE  PRODUCTOS (9) 
I 
I 

Productos  formados ( 9 )  
I 

Tiempo X entrada X salida I: medio X consumido I X A A€ AA 
(h)  ( 9 )  ( 9 )  ( 9 )  (9) 
O 0.00 O 4.33 0.00 0.00 0.000 0.000 
5 

0.00 
13.79 0.956 11.07 6.09 2.52 0.004 0.164 0.25 

10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 

26.20 
35.86 
45.52 
50.80 
59.31 
74.8 

86.89 
100.69 
108.6 

121.38 
135.26 
166.90 

1.295 
2.359 
3.919 
4.394 
5.036 
5 456 
6.952 
9.472 

11.512 
11.512 
11.512 
11.512 

5.04 
2 52 
O. 34 
3.09 

24.91 
21 50 
18.92 
16.65 
12.60 
5.50 

18.90 
21 .O8 

24.19 
35.31 
45.63 
46.56 
47.71 
50.75 
64.49 
77.66 
88.46 

108.33 
108.82 
138.64 

9.74 
11.80 
13.75 
16.99 
26.70 
28.29 
31.75 
34.99 
35.95 
37.69 
37.42 
37.38 

0.000 
0.007 
0.218 
0.000 
0.014 
o. O00 
0.000 
0.000 
0.055 
2.048 
2.048 
2.090 

1.563 
2.138 
2.944 
3.071 
6.608 
8.337 

18.156 
24.862 
29.476 
37.899 
38.176 
38.344 

1 .O5 
1.89 
2.21 
2.83 
4.85 

10.08 
1c.71 
12.24 
12.81 
13.52 
14.49 
17 05 
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CASO 2 

Mediciones  en el reactor (gil) y volátiles a la salida  del  reactor (gil) 

10  4.16 15.2 O 19 0.04 0.40 0.0 0.001 0.000 
15 5.15 13.82 0.22 0.04 0.44 0.0 0.008 0.002 
20  9.24 6.72 0.4 0.53 1.15 0.0 0.002 0.002 
25 9.66 5.17 í . O  4.18 1.32 0.0 0.000 0.002 
30  10.93 6.93 1.7 3 15 1.85 0.0 0.000 0.002 
35  11.80 8.00 1.7 323 4.85 0.0 0.000 0.002 
40  12.35 9.7 1.7 3.24 3 28 0.0 0.000 0.003 
45  12.6.1 999 2 I 3.10 3.70 0.0 0.012 o 020 
50 12.88 24.21 3.2 4.63 2.58 0.0 0.008 1.017 
55 12.81 18.00 3.0 3.10 6.00 0.0 0.006 0.017 
60  12.00 10.00 2.5 4.18 9.50 0.0 O O04 0.018 
65 12.71 3.30 2.3 336 11 50 0.0 0.002 0.019 

RESPIRACI~N. 
Tiempo coz (%) 0 2 (  % ) go2 Vel salida COZ Tasa de 

(h) (g/lUh) W h )  eliminación  de 

O O 17 7 0.6240 O O 
alcohol (g/m3h) 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 

o. 9 
3.2 
1.4 
2.3 
24 
2.0 
22 
2.4 
2.7 
2.3 
3.0 
3.7 
44 

18 O 
17 7 
17.3 
15.1 
15 5 
16.2 
15 7 
15.3 
14.9 
16 1 
16.7 
17.2 
17.8 

o 5879 
0.6240 
0.6788 
0.9807 
0.9257 
O. 8297 
0.8983 
o 9531 
1.0003 

0 762 1 
0.6926 
0 61  03 

o a434 

O. 025 
0.35 
0.39 
0.64 
0.67 
O. 56 
0.61 
O 67 
0.75 
O 64 
0.  83 
1 .03 
1 22 

?57 1 
306.2 
405.08 
887.14 
11 50.7 
1 027.5 
1 026.9 
1010.9 
996.1 
732.0 
795.4 
876.1 1 
931.8 

BALANCE DE ETANOL Y FORMACIóN DE PRODUCTOS. 

10 11 2.45  32.36 
15 16 3.75  29.23 
20 26  4.43  14.04 
25  46  4.52  i0.80 
30  54  4.56  14.45  64.73 

18.64  2.36 11 31  7.28 45  90  5.14  20.47  94.13 
18.45  1.67  11.22 6.51 40  80  4.67  20.15  84.92 
17.35  1.63  11.08  5.03 35 67  4.61  16.65  75.48 
15.59  1.59  10.94 3.55 

65  112  7.95  6.60  127.19 1 1824 2 74  14.06  22  70 
1691 3.50 14.68  16.78 60  108  7.26  20  O9  110  39 
18.64  3.70  14.87  10.85 55 105  6.56  36.31  91.87 
18.87  4.46 15.06 4.92 50 1 o1 5.87  49.00  76.86 
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CASO 3 

Mediciones  en el reactor (g/¡) y volátiles  a la  salida  del reactor (g/l) 
Tiempo X E  A  A€ AA %OD I A E A€ 
(horas) 

O 0.78 5.40 1.57 0.13 0.0 17.5 
5 0.78 6.3 1.6 0.10 0.0 6.5 

10 1.16 7 13 1.6 O. 04 0.0 5 
15 1.66 8.8 2  8 0.18 0.07 6.5 
20 2.15 10.50 4.04 0.32 0.14 13 
25 3.51 12.80 4.7 0.68 0.43 9.5 
30 5.15 15.40 7.91 1.34 2.06 6.5 
35 8.55 13.78 11.84 5.10 5 52 5 
40 9.45 12.19 10.53 5.17 5.50 5 
45 10 11 10.9’1 11.3 6.72 7.15 5.1 
50 10.36 14.45 13.92 4.66 7.55 5 9  
55 10.5 18.45 18 4.50 9 10 7 5  
60 8.94 22.34 22.15 3.30 10.93 12 
65 8.24 21.66 22 7 2.27 11.63 30 

0.000 0.0000 0.0000 
0.0005 
0.0005 
0.0009 
0.0013 
O 0016 
O. 0026 
0.0039 
0.0035 
O. 0038 
0.0046 
0.0059 
O 0074 
0.0075 

0.001  1 
0.0012 
0.0015 
0.0018 
o. 0022 
O. 0026 
0.0023 
0.0021 
0.0018 
0.0024 
0.0037 
0.0038 
O. 0036 

0.0000 
0.0004 
0.0022 
0.0039 
0.0081 
0.0162 
0.0612 
O. 0620 
0.0812 
0.0570 
O 0399 
0.0389 
o. 0270 

RESPIRACI~N.  
Tiempo COZ (%) 02( %) qo2 Vel salida COZ Tasa  de 

( h )  ( g//Uh 1 eliminación !e 
alcohol (g/m”h) 

O 0.00 21 .o0 0.0275 O 0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 
65 

0.01 
0.25 
0.93 
1.12 
1.25 
1.64 
2.78 
2.85 
2.35 
3.44 
3.00 
2.42 
1.46 

21 .o0 
20.22 
17.83 
16.85 
15.40 
13.57 
11.95 
12.67 
1 5.56 
13.79 
14.10 
16.09 
18.36 

0.0275 
0.0061 
0.3596 
0.5096 
0.7315 
1.0115 
1 2594 
1.1492 
0.7070 
0.9778 
0.9304 
0.6259 
0.2785 

0.003 
0.074 
0.28 
0.33 
O. 37 
0.49 
0.83 
0.85 
0.70 
1 .O3 
0.89 
0.72 
0.43 

561 9 
566.7 
517.8 
490.7 
477.7 
762.1 

1444 8 
1773.0 
1723 4 

1724 
1682 

1634.4 
1765 5 

BALANCE  DE  ETANOL Y FORMACIóN  DE  PRODUCTOS. 
Productos formados (9) 

Tiempo T‘ entrada X salida X medio T’consumido X A AE AA 
(h) (9) (9)  (9) is )  
O O o 11.21 O 

10 15.6  0.22 14.62 11.9 
0.73 3.26 0.27 0 5 7.8 0.11 12.98 5.9 

O O O 0 

149 3.4 O. 18 0 

20 31.28 0.36 21.52 20 61 3.54 8.52 0.98 0.29 
15 23.46 0.32 18.04 16.31 

6.14 9.79 2.4 O. 86 25 39.82 O. 56 25.6 24.87 

2.15 5.94 0.6 0.14 

30 68.26 0.81 30.65 48.01 9.37 16.37 5.18 4 o9 

40 164.96 1.76 25.48 148.93 18.87 24.03 28.23 11.49 

50 201.92 2.2  29.91 181 02 20.57 31.72 42.36 
55 

15.63 
224.12  2.68 38.38 194.27 20.95 44.83 46.32 

60 244.58 3.16 46.69 205.94 17.8  51.27 53.01 
18.93 

65 
22.84 

278 72 3.45 45.49 240.99 16.43 53.21 53.13 24.42 

35 125.14 1.5 28.66 106.19 

20.15 25.96 40.22 14.87 45 176.32 1.98 22.69 162.86 

16.93 26.25 20.84 11.49 
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Apéndice C 

Cálculo  de la composición  de los productos  no  cuantificados. 

Se resolvió la ec. 4.7 a las 65 horas de cada  caso  (etanol  consumido), a este tiempo 

también se consideró  la  cantidad  de  volátiles  formados,  el  acumulado de oxígeno 

consumido y el acumulado de dióxido  de  carbono  liberado. El sulfato  de  amonio  se 

transformó  en su equivalente  molar  de  amonio. 

aC2H50H + 13NH3 + X O2 + is C7Hl IN03 + t; CH3C02C2H5 + Q CH3CHO + (p CH3C02H + ~ l C 0 2 +  (*) H20 +P 

ec. 4.7 

donde: 

a, coeficiente  estequiométrico del etanol 

p, coeficiente  estequiométrico del amonio 

x, coeficiente  estequiométrico  del  oxigeno 

6, coeficiente  estequiométrico de la  biomasa 

E ,  coeficiente  estequiométrico del acetato  de  etilo 

4, coeficiente  estequiométrico  para el acetaldehído 

y )  coeficiente  estequiométrico  para  el  ácido  acético 

q ,  coeficiente  estequiométrico  del  dióxido de carbono 

03, coeficiente  estequiométrico del agua 

P, productos no cuantificados 

Se propuso un balance  por  elementos. 

Para  carbono: 

Para  hidrógeno: 

Para oxigeno: 

Para  nitrógeno: 

, . . . .  


