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RESUMEN
Una cepa de Saccharomyces cerevisiae aislada de levadura Fleishman, fue adaptada
para fermentar melaza en presencia de solventes como Kerosene, destilados de gasolina
y n-Heptano, Fueron realizados ensayos iniciales para seleccionar ef solvente, observandose
que el Kerosene presenta menor efecto inhibitorio. La fermentacion de la melaza fue
realizada con mezclas de solvente y rnostro en relaciones 1 a 1 y 4 a 1 respectivamente
y concentraciones iniciales de azucar equivalentes a 12 y 16 grados Brix. Se corroboro
el efecto inhibitorio que ejerce el producto (etanol) en fa fermentacion, debido a que
concentraciones altas de solvente producen mayor conversion del azucar y por consiguiente
mayor rendimiento. Para altas concentraciones de azucar la conversion esta Iimitada
por la solubilidad del alcohol en el solvente. Comparando los coeficientes de distribucion
de la mezcla etanol-agua-kerosene con los obtenidos en la mezcla mosto fermentado-
kerosene, se pudo observar una mayor solubilidad del etanol en la fase organica de
la ultima, debido probablemente a la presencia de sales en el rnedlo,

INTRODUCCION

La producci6n de solventes como etanol y otros
productos por fermentacion, requiere normalmente
grandes consumos de energia y costosos equipos, para
Ilevar a cabo la separacion y tratamiento de las aguas
residuales. Una alternativa para disminuir los vohi-
menes finales de residuos y los altos consumos de
energia en estos procesos, es ef empleo de la fer-
mentaci6n extractiva liquido-Iiquido. En ella, se com-
bina la fermentacion con la extraccion liquido-Iiquido
o extraccion con solventes no miscibles con el medio
de fermentacion. A pesar de ser un sistema poco
desarrollado y encontrarse a nivel de laboratorio, pre-
senta grandes perspectivas en un futuro inmediato.
Segun Minier y Goma (1) en la produccion de etanol
puede lograrse la fermentacion de mostos con con-

centraci6n de azucares mayores del 40 %, sin que se
presente inhibici6n.

Una de las principales dificultades para llevar
a cabo la fermentaci6n extract iva es la seleccion del
solvente. Para esto deben tenerse en cuenta criterios
fisicoquimicos, microbiologicos y econ6micos. Dentro
de los primeros se encuentran: selectividad, coeficiente
de distribuci6n, factor de separacion, insolubilidad,
recuperabilidad, densidad, tension superficial, reac-
tividad quimica, presion de vapor y corrosion entre
otros. Dentro del criterio microbiologico, la toxicidad
del solvente frente a las celulas, es un factor decisivo
para su seleccion. Su efecto puede estar entre ninguna
y una total inhibicion de la viabilidad celular y por
consiguiente de la fermentaci6n. Murphy, Blatch y
Wilke (2), realizaron ensayos tendientes a clasificar
los solventes a partir de su toxicidad respecto de la
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levadura, encontrando como se observa en la Tabla
I que los alcanos y el propilenglicol no presentan
inhibici6n del crecimiento, mientras que el pentaclo-
roetano inhibe total mente el crecimiento celular en
soluciones saturadas. De otro lado, Minier y Goma
(3) realizaron ensayos de fermentaci6n empleando
como solventes alcoholes cuya estructura tenia entre
tres y catorce carbonos y concluyeron que en alcoholes
entre tres y doce carbonos no se presenta desarrollo
celular. Munk (4) y Goma y Durand (5) en trabajos
de fermentaci6n con hidrocarburos mostraron que la
Candida Iipolytica crece en alcanos con mas de nueve
carbonos y en alquenos con mas de diez carbonos.
Gill y Ratledye (6), obtuvieron resultados similares
con alcanos, alquenos, alcoholes y bromo-alquilamidas,
explicando los efectos de toxicidad por solubilidad.
Por el contrario, para Jain (7) la toxicidad es atribuida
a la habilidad intrfnseca de los alcoholes de cadena
corta para disolver la capa lipidica de la celula.

Tabla 1. Toxicidad de algunos solventes con respecto
a la levadura (2).

Solvente Inhibicion del crecimiento

Saturacion 10% Saturacion

Alcanos Ninguna Ninguna

Alcoholes alto Completa Parcial 0 ninguna

Alquilbencenos Parcial Ninguna

Pentacloroetano Completa Ninguna

Tributilfosfato Parcial Parcial

Pol ipropilengl icol Ninguna Ninguna

Minier y Goma (3), trabajaron con dodecanol y
mezclas de este con tetradecanol y lograron produc-
tividades de 1.03 g/l-h con concentraciones de glucosa
inicial de 409 gil. Estos resultados muestran de una
parte las ventajas del empleo de la fermentaci6n ex-
tractiva, pero de otra la especificidad de los solventes
que la limitan en su aplicaci6n. Por 10anterior, el presente
trabajo fij6 como objetivos el estudio de la fermentaci6n
alcoh6!ica con solventes de facil consecuci6n en nuestro
medio y con microorganismos de uso corriente.

MA TERIALES Y METODOS

Se emple6 una cepa de Saccharomyces cerevisiae
aislada a partir de levadura Fleishman liofilizada, de
acuerdo con el metodo descrito por Diaz y Mina (8).
Se hicieron repiques en el medio con agar indicado
por Diaz y Mina usando cajas de petri. Se hicieron
perforaciones en el agar para colocar el solvente y
se dej6 incubando a 30°C por 72 horas. Despues
de cinco repiques se aisl6 la cepa de trabajo que
dadas sus caracteristicas de coloracion se consider6
como mejorada respecto a la inicia!. Como solventes
iniciales fueron seleccionados: n-heptano, Kerosene
que es un derivado del petroleo con intervalo de ebu-
llicion entre 180 y 300°C, gasolina y destilados de
la gasolina.

Se determin6 el coeficiente de distribucion del
etanol en agua y kerosene poniendo en contacto las
dos fases de acuerdo con el metoda de Daniels (9)
y midiendo la concentracion del etanol en cada una
de elias. Se hicieron ensayos a diferentes concen-
traciones de etanol y relaciones solvente agua. EI ami-
lisis de los azucares se hizo por el metodo de Aynon
Lane y alcohol por el metoda del dicromato descrito
por Diaz y Mina (8).

Para estudiar el efecto de los solventes sobre
la fermentacion y cuantificar el rendimiento alcoh6!ico,
se hizo un disefio de experimentos factorial 2x3. Los
facto res a considerar fueron: Concentracion en grados
Brix y relacion solvente mosto. Las variables de res-
puesta fueron: concentracion celular determinada como
peso seco, concentraci6n de azucar determinado por
el metoda de Aynon Lane (8) y concentraciones de
etanol en el mosto y en el solvente, determinadas
por el metoda del dicromato. En las fermentaciones
se empleo un volumen total de 1.5 l.. el inoculo
se preparo tomando un 20% del volumen final, una
concentracion celular inicial de 1,8g/1 Y dejando fer-
mentar por 14 horas. Esta etapa se denomina pre-
fermentacion. Al final de este tiempo fueron inoculadados
los 80 % del mosto restante, se adiciono el solvente
en la relacion establecida y se dejo en bafio agitado
a 75 oscilaciones par minuto y 30°C. En el curso de
la fermentacion se siguio tomando muestras cada cinco
horas para determinar la concentracion celular, con-
centraci6n de azucar y produccion de etano!.

• INGENIERIA E INVESTIGACION--------



RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion del solvente: Para conocer el com-
portamiento de las celulas frente a los diferentes solventes
se hicieron fermentaciones en matraces agitados que
contenfan 250 ml de medio de fermentaci6n y 10 ml
del solvente. Se hizo el seguimiento de la reacci6n mi-
diendo los grados Brix en funci6n del tiempo. Los resultados
se resumen en las figuras 1 y 2. Se observa en estas
figuras que todos los solventes presentan efecto de in-
hibici6n, pero con el kerosene se logra mayor conversi6n
de los azucares y por consiguiente menor efecto in-
hibitorio. La concentraci6n fmal alcanzada fue de 8.8
grados Brix cercana a la muestra sin solvente que fue
de 8.5 grados Brix. La gasolina corriente presenta una
gran inhibici6n debido probablemente a sustancias t6xicas
presentes, pero el heptano es el que presenta la mayor
inhibici6n de todos. Para corroborar 10 anterior, se hi-
cieron destilaciones de 100 ml de gasolina, recogiendo
tres fracciones correspondientes a los primeros 25 ml
de destilado, 25-50 ml y 50-75 rnl y se realizaron las
fermentaciones respectivas. La primera y segunda frac-
ci6n muestran una mayor inhibici6n superando inclusive
la del heptano. La tercera fracci6n presenta una inhibici6n
muy semejante a la de la gasolina corriente, esto confirma
los resultados de MUNK (4) Y GOMA (5) segun los
cuales, hidrocarburos de bajo peso molecular presentan
la mayor inhibici6n; de acuerdo con estos resultados
se seleccion6 el Kerosene como solvente de estudio.

Fermentacion alcohclica: En general se observ6
que las cineticas presentan las caracteristicas propias
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Figura 1. Variaci6n de la concentraci6n de azucares como
grados Brix durante la fermentaci6n con diferentes solventes.
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Figura 2. Variaci6n de la concentraci6n de aziicares como
grados Brix durante la fermentaci6n con diferentes destilados
de gasolina.

de estos procesos, donde la velocidad de formaci6n
de producto esta asociada a la velocidad de crecimiento
celular. Un ejemplo tornado de la fermentaci6n con
12° Brix y relaci6n volumetrica solvente a mosto de
4 a 1 se aprecia en la figura 3.

Una caracterfstica comun en todas las fermen-
taciones fue la ausencia de fase "lag" 0 de adaptaci6n,
debido probablemente a la buena adecuaci6n de la
celula durante la etapa de prefermentaci6n. Aunque
las fermentaciones lograron su maxima concentraci6n
de celulas y producto entre 25-45 horas, el seguimiento
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Figura 3. Concentraci6n de azucares, celulas y etanol en
la fase acuosa y organica en funci6n del tiempo para fer-
mentacion extract iva de 12 grados Brix y relaci6n 1:4.
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se sigui6 hasta las 100 horas para detectar efecto
del solvente sobre la fase end6gena. EI resumen de
las fermentaciones puede apreciarse en la Tabla 2.
Para 120 Brix iniciales la concentraci6n maxima celular
se ve poco afectada por la presencia del solvente,
10 que indica una buena adaptaci6n de la cepa al
medio con Kerosene.

Tabla 2A. Resultados de la Fermentaci6n alcoh6lica
extractiva a diferentes condiciones.

Concentraci6n 12 Grados Brix

Relaci6n volurnetrica 0 1:1 4:1
Solvente/mosto

Concentraci6n 3.5 3.21 3.32
celular max. (giL)

Azucar
.. (giL) 112 115 112InIC.

Azucar final (giL) I 3 1

Concentraci6n etan. 44.4 34.25 34.8
fase acuos (giL)

Concentraci6n etan. - 0.39 0.46
fase organica (giL)

Etanol total (giL) 44.4 34.64 36.6

Rendimiento a1coh6lico 78.17 60.92 66.24

Yx/s (gig) 0.03 0.029 0.03

Yp/s (gig) 0.4 0.31 0.33

Y xis factor estequiometrico (g celulas/ g sustrato)
Yp/s factor estequiornetrico (g productolg sustrato)

Asimismo la concentraci6n final de etanol en
la fase acuosa disminuye por la presencia de la fase
organica, aunque el efecto total al aumentar el volumen
de esta es el de incrementar la cantidad de etanol
producido. Lo anterior puede indicar que aunque el
solvente afecta la celula disminuyendo su capacidad
para soportar mayores concentraciones de etanol, al
aumentar la relaci6n solvente/mosto se logra extraer
mayor cantidad de etanol del medio y mejorar el
rendimiento de la celula en cuanto a producci6n de
alcohol. Esto hace pensar que altas relaciones pueden
lIegar a superar la inhibici6n presentada por el solvente;
para 16 grados Brix iniciales se repite el compor-
tamiento. Aunque la concentraci6n celular maxima
y etanol producido aumentan, el rendimiento del pro-

ceso se mantiene para las diferentes relaciones. El
factor de producci6n celular se conserva entre 0.027
y 0.033 g de celula/g sustrato para todas las fer-
mentaciones. A 16 grados Brix y relaci6n 1 a 1 se
obtiene el menor valor que es 0.027 gig ella puede
indicar un efecto inhibitorio debido al etanol presente
y al solvente. EI efecto total se ve disminuido cuando

Tabla 2B. Resultados de la fermentaci6 alcoh61ica
extractiva a diferentes condiciones.

Concentraci6n 16 Grados Brix

Relaci6n volumetrica 0 1:1 4:1
solvente/rnosto

Concentraci6n celular max. 4.67 4.02 4.96
(giL)

Aziicar inicial (giL) 155 158 156

Aziicar final (giL) 6.0 7.5 6.2

Concentraci6n etan. fase 59.6 46.1 46.4
acuosa (giL)

Concentraci6n etan. fase - 0.55 0.648
organica (giL)

Etanol total giL 59.6 46.65 48.9

Rendimiento a1coh6lico 77.97 59.70 64.79

Yx/x (gig) 0.031 0.027 0.033

Yp/s (gig) 0.40 0.31 0.33

se incrementa la cantidad de solvente llegando a val ores
de 0.033 (gig) que pone de manifiesto el efecto in-
hibitorio del etanol, ya que el etanol extraido cuando
se eleva la relaci6n de solvente disminuye su acci6n
y por tanto el consumo de sustrato para mantenimiento.
A 120 Brix estos efectos inhibitorios no son tan drasticos
y los valores encontrados para las diferentes relaciones
es casi igual. EI factor de producci6n de etanol (Yp/s)
cae de 0.4 a 0.31 g de etanol/g sustrato por la presencia
del solvente, esto demuestra que a pesar de tener
una buena cepa adaptada al crecimiento su capacidad
fermentativa es muy baja.

Rendimiento y productividad volumetrica: La
variaci6n del rendimiento en la producci6n de etanol
se aprecia en la Tabla 2. EI mayor valor se presenta
a 12 grados Brix iniciales y una relaci6n solvente mosto
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de 4 a O. Para 16 grados Brix, los val ores son menores
en relaci6n con los obtenidos a 12 Brix aunque las
concentraciones finales de etanol sean mayores.

Las productividades, referidas al volumen de mosto
y al volumen total se observan en la figura 4. Para
su calculo se toma como tiempo cero el momenta de
inocular y como tiempo fmal 50 horas cuando se alcanza
la maxima concentraci6n de etanol en casi todas las
fermentaciones. La maxima productividad referida al
volumen de mosto y al volumen total se alcanza para
16 grados Brix y relaci6n solvente mosto de 0: 1.

• 12 brilc - volu_n 1;ot .. l

• .16 brix - volu_n 'to'tal

A .12 Brix - volu •• n d•• os't.o
o .16 brix - volu_n d. -os't.Q

1..

~~
~ .4~
f• e+-- __ ----, ~---~---~--_____.j

rel.cian uolu.e1;ric .. soluent../.-os<t.o

Figura 4. Variaci6n de la productividad referida al volumen
de mosto y volumen total con la relaci6n solvente a mosto
para diferentes concentraciones iniciales.

EI valor obtenido de productividad comparado
con los reportados para otros procesos y por otros
autores como se muestran en la Tabla 3 es muy bajo
e indica una menor velocidad de fermentaci6n. Com-
parando el valor obtenido con esta cepa mejorada
y el reportado en trabajo anterior por Caicedo y col
(10) para la cepa no mejorada, puede concluirse que
aunque la primera puede crecer en medias can Ke-
rosene, la velocidad de producci6n de etanol es
menor que la cepa no mejorada.

Coeficientes de particion: Los resultados del
coeficiente de partici6n del etanol en agua - kerosene
yen medio de fermentaci6n 12° Brix-Kerosene pueden
observarse en la Tabla 4. Se nota un incremento del
coeficiente de particion par la presencia de los s61idos
en el media. Comparando los valores encontrados res-

Tabla 3. Productividad volumetrica de algunos sistemas
de fermentaci6n.

SISTEMA Productividad T.D. Ref.
(giL/h)

Fermentaci6n flash 80 Is 11

Continua, al vacio 80 Is 11
y reciclo

Continua al vacio 40 Is 11

Continua con reciclo 40 c II

Lotes con reciclo 15 c 11

Continua multietapas 12 c 11

Extractiva 90 Is 3

Continua 5 c II

Lotes 2 c II

Extractiva 0.7-0.9 Is *
Lotes 2.2 Is 10

T.D. Tecnologfa disponible
c comercial
Is laboratorio demostraci6n
* este trabajo

Tabla 4. Coeficientes de partici6n para etanol en agua,
medio de fermentaci6n y solventes.

Medio Solvente Coeficiente Temper. Ref.
C

Agua A1canos 0.005-0.008 25 2

Agua Aromaticos 0.02-0.01 25 2

Agua Esteres 0.1-0.3 25 2

Agua Cetonas 0.1-0.3 25 2

Agua Alquil. 0.7 25 I 2
Fosfat. I

Agua Alcohol 0.1-0.15 I 25 2
Alto P.M.

Agua Kerosene 0.009 30 I *

I
Media I Kerosene

I
0.012

I
30

I
*

12 Brixl Ii
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pecto a los reportados en la literatura para otras sus-
tancias, se observa que corresponden a hidrocarburos.

CONCLUSIONES

Aunque el solvente afecta la celula y por con-
siguiente la productividad del proceso de fermentaci6n
extractiva (liquido-lfquido), se logra aumentar el ren-
dimiento y productividad referido al volumen de mosto
de la fermentaci6n alcoh61ica cuando se utilizan altas
relaciones solvente-mosto. Sin embargo, la produc-
tividad volumetrica referida al volumen total se hace
mucho menor a medida que se aumenta dicha relaci6n.

Una posible utilizaci6n industrial del proceso re-
quiere el empleo de un solvente con un alto coeficiente
de distribuci6n para garantizar una baja relaci6n sol-
vente/mosto y una cepa can resistencia al solvente
yalta velocidad de fermentaci6n.
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