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10.

GLOSARIO
Acidez: medida de los iones hidrégeno que contiene una solucién.

Aerobio: se dice de aquel microorganismo que requiere de la presencia de
oxigeno. :

Alcohol: es el nombre que se le da al grupo de compuestos quimicos organicos,
formados de carbono, hidrégeno y oxigeno. Son grupos de moléculas que
varian en la longitud de sus cadenas y estan compuestas de grupos hidrocarbono
y grupos hidroxilo (CH3(CH2)N)OH. Incluye entre otros al metanol, etanol ¢
isopropilalcohol. '

Alginato de Sodio: es un polisacérido que se gelatiniza y es extraido
principalmente, del alga café gigante Macrocystis pyrifera. Es un polvo color
crema, soluble en agua, forma soluciones coloidales viscosas. Insoluble en
alcohol, cloroformo, éter y soluciones acidas de pH menor que 3.

Alimentaciéon: adicion de substrato al reactor para el crecimiento de los
microorganismos.

Anaerobio: Se dice de aquel microorganismo que vive sin la presencia de aire.

Biomasa: masa seca de microorganismos dado en términos de un area o
volumen definido.

Brix: escala arbitraria basada en la concentracién de sacarosa pura, en agua.

Centrifuga: es una maquina rotatoria disefiada para separar los solidos
suspendidos de los liquidos o liquidos de diferentes gravedades especificas, por
medio de la fuerza centrifuga generada por el movimiento rotatorio.

Clarificacion; separacion de ceras, grasas, solidos no solubles y particulas
coloidales de una solucion. Para fines del presente trabajo, 1a solucion es melaza

o miel de purga.
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Compuesto: término quimico que denota una combinacion de dos o mds
distintos elementos.

Concentracion: es el porcentaje de masa o volumen de un soluto presente en una
solucton.

Co-productos: son substancias y materiales que acompafian a la produccién de
etanol en el proceso de fermentacion.

Diéxido de Carbono: es un gas producido como un sub-producto de la
fermentacion. Su férmula quimica es CO,.

Etanol: C,H,OH, es el alcohol producto de la fermentacion. Es usado en las
bebidas alcohélicas y para propésitos industriales. Este es el término con el cual
se denomina al alcohol anhidro.

Fermentacion: es un término usado desde el afio 1600. Denota la
transformacion  (descomposicién) de materia organica, especialmente
carbohidratos, generalmente con formacion de gas.

Fermentacion continua: Es un sistema de fermentacion estable, que opera sin
interrupcion. Cada etapa de la fermentacion se lleva a cabo en una seccion
diferente del fermentador. Los flujos de fluidos son establecidos de acuerdo a
la tasa de dilucion deseada.

Fermentacion por lotes (“Batch” o tandas): es una fermentacion en la cual los
componentes presentes desde el inicio permanecen juntos.

Flujo: volumen de solucién por unidad de tiempo.

Hidroxido: sal mineral soluble de baja densidad, bajo punto de fusion y
altamente reactivo con metales. Caracteristicamente basico en la naturaleza.

Inmovilizaciéon: confinamiento de microorganismos por atrapamiento €n perlas
de alginato de calcio, por ¢jemplo.
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22.

23.

24.

25.

26.

27,

28,

29.

30.

3i.

Inoculo: es una cierta cantidad de levadura u otro microorganismo producida a
partir de un cultivo puro. Es usado para comenzar un nuevo cultivo.

Levaduras: grupo de hongos unicelulares carentes de micelio, que provocan la
fermentacion de sustratos organicos, por ejemplo, la conversion de azicar en
alcohol. Producen didxido de carbono en condiciones anaerobicas.

Medio de cultivo: es la soluciéon que sirve como fuente de azicares para la
fermentacion.

Melaza: subproducto de la produccion de azicar. Es la miel de purga después
de remover la sacarosa en cristales.

Nutrientes: son compuestos suplementarios necesarios para el metabolismo de
organismos vivos (Nitrégeno, Fosforo, Calcio, Sodio, Hierro, Zinc, Cobalto,
Magnesio, Manganeso, Potasio, vitaminas, factores de crecimiento, etc.).

pH - potencial de Hidrogeno: es un término usado para describir la
concentracién de iones hidrégeno libres en un sistema. Una solucion de pH
menor que 7 (0-7) es acida. pH igual a 7 es neutral y pH mayor de 7y hasta 14
es alcalino.

Refractémetro: aparato usado para medir la cantidad de solidos en solucion, por
medio de refraccion de la luz.

Saccharomyces: género de levaduras altamente fermentadoras. Las células son
usualmente esferoides, ovoides, elipsoidales o alargadas. Se propagan por
gemacion multilateral, producen de 1 a 4 esferas. La méas conocida de este
género es la Saccharomyces cerevisiae.

Substrato: fuente principal de carbono para el microorganismo.

Tasa de dilucion: denota el tiempo inverso de residencia del substrato dentro del
fermentador.



RESUMEN

‘La melaza es un producto abundante en Guatemala y que es, comercialmente,
poco aprovechado. Por eso s¢ propuso fermentarla para obtener etanol. Se
implement6 un método de inmovilizacion de levaduras Saccharomyces
cerevisiae en alginato de calcio y se usaron en fermentaciones de sustratos
concentrados de melaza con y sin adicion de suplementos nutricionales.

La inmovilizacion se efectud dejando gotear una solucién de alginato de sodio al
3% wlv, conteniendo levaduras Saccharomyces cerevisige en una solucion
refrigerada de cloruro de calcio 0.1 M y pH = 4. El alginato forma esferas o
perlas en las que quedan atrapadas las levaduras.

Como sustrato se usé una solucion de melaza conteniendo 35% de solidos,
aproximadamente. Dicho sustrato fué clarificado por acidificacion,
calentamiento y centrifugacién, consecutivamente. La proporcién de volumen
sustrato : perlas de alginato, fué de 7 : 3 (v/v).

Se usaron como suplementos atrapados dentro de las perlas, leche descremada,
xylan, extracto de levadura, harina de soya y quitina, todos estos al 2% w/v y
4cido oléico al 0.04%. La quitina se descartd debido a la imposibilidad de
atrapar dentro de las perlas, las hojuelas insolubles que conforman la quitina. La
temperatura de las fermentaciénes fluctu¢ entre 28 y 32°C, el pH entre 4.3 y 4.7,
en condicién anaerdbica. El flujo continuo tuvo una tasa de dilusién de 0.1/h.

Se obtuvo en la fermentacion del sustrato sin esterilizar y sin adicion de
suplementos, después de 21 horas de fermentacion por Jote, un maximo de etanol
del 6.87% v/v fluctuando entre 6.66% y 5.93% en la fermentacion continua.

En sustrato sin suplemento pero esterilizado, el méaximo de etanol de 8.50% v/v,
se obtuvo a las 18 horas de fermentacién por lotes. En fermentacion continua el
porcentaje de etanol varié desde 7.22 hasta 3.72%v/v en un tiempo de dos a
cinco dias.

£n la adicion de suplementos a las perlas se obtuvieron los siguientes resultados:
Teche descremada - fermentacion por lotes - en 24 horas, 7.89%v/v; en
fermentacion continua - 5.40 a 2.73%v/v. Extracto de levadura -en 18 horas-
7.96%v/v, en fermentacion continua - 2.26 a 1.65 %v/v. Harina de soya en 24

7
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horas - 6.36%v/v; en fermentacién continua - 6.21 a 3.10%v/v. Acido oléico en
24 horas - 6.93%v/v. Las fermentaciones con xylan como suplemento
alcanzaron el maximo de etanol del 5.94%v/v después de tres dias de
fermentacién por lotes unas horas y continua en otras, variando los demaés
resultados entre 5.48 y 2.11%v/v.

De esto se pudo concluir que la suplementacioén en el interior de las perlas con los
compuestos usados, no mejora la eficiencia en la producciéon de etanol y en
algunos casos, como con la harina de soya y el écido ol¢ico, hasta entorpece la
produccién inicial de etanol, ya que de 8.50% v/v sin suplementos, bajaa 6.2l y
6.93% v/v respectivamente.



INTRODUCCION

El etanol es un solvente organico importante y materia prima para muchos otros
compuestos organicos, Es una fuente alterna valiosa de energia que substituye
compuestos provenientes del petroleo natural. Es producido por métodos
sintéticos en paises altamente desarrolladas y por el antiguo meétodo de
fermentacion , en paises en vias de desarrollo.

Las fermentacidnes son, generalmente, llevadas a cabo por levaduras
Saccharomyces cerevisiae y especies afines. Estas levaduras tienen la habilidad
de tomar y fermentar un amplio nimero de azicares. Algunas bacterias como
Zymomonas mobilis han demostrado tener una tasa especifica de consumo de
glucosa mayor, pero son menos tolerantes al etanol.

En Guatemala se han desarrollado métodos muy interesantes para producir etanol
de los subproductos de la fabricacion de aziicar a partir de cafia. El método que
en este trabajo se presenfa, consiste en utilizar levaduras Saccharomyces
cerevisiae inmovilizadas en perlas de alginato de calcio, incluyendo en la
retencién, suplementos para contrarrestar las deficiencias nutricionales del
substrato usado. Dicho substrato es una solucién concentrada de melaza que
contiene de 35 a 38% de sélidos. '
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES
ADVERTENCIA

El etanol es un compuesto organico importante producido, ya sea por quimicos 0
por fermentacion. Se usan, mayormente, almidones y melazas. Los paises
productores de cafia de aziicar, utilizan la melaza de cafia mientras que los
europeos utilizan melaza de remolacha azucarera. (10) (39)

Las levaduras son, sin duda, el grupo de microorganismos mas importante
explotado comercialmente por ¢l hombre. Su contribucién en el progreso del
hombre ha sido basada ampliamente en la capacidad de ciertas levaduras de
efectuar una réapida y eficiente conversion de azicares en etanol y dioxido de
carbono 'y de conducir fermentaciones con jugo de uva, extractos de granos y
leche o suero de leche. Actualmente, solo la Saccharomyces cerevisiae 'y
especies afines son de importancia industrial. Esta levadura tiene la habilidad de
tomar y fermentar un amplio rango de azicares, por ejemplo: sacarosa, glucosa,
fructosa, galactosa, maltosa y maltotriosa. En adicion, especies intimamente
ligadas como Saccharomyces uvaurum Y Saccharomyces diastaticus, son
capaces de utilizar almidon o dextrina y melobiosa respectivamente. (17) (38)
(44) |

HISTORIA DE LEVADURAS INMOVILIZADAS

El estudio de microorganismos inmovilizados es un 4rea de investigacion que se
est4 expandiendo rapidamente. Durante los ltimos aftos, varios Nuevos procesos
de inmovilizacién han sido desarrollados buscando su utilidad comercial,

La conversién de vino en vinagre, se creia que era un reaccién unicamente
quimica, hasta que en 1864 Pasteur (43), aparte de sus otros numerosos talentos,
es acreditado por reconocer y desarrollar el primer sistema racional de células
inmovilizadas. En el proceso “Pasteur” u “Orleans”, un tonel es, parcialemte,
llenado con una mezcla de vino y vinagre y se deja desarrollar una pelicula
microbiana en la superficie. Esta pelicula se desarrolla en una cspesa capa
gelatinosa que, eventualmente, se hunde y ya no permite mas la acetificacion.
Pasteur sugirid que un soporte mecénico s¢ usara para prevenir que esa capa se

(ROMEAAD 0 1A NRIVERSIIAG 01 SAK CARITS Df GUMTEMALRY 10
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hundiera. El soporte inmovilizaba los microorganismos y asi extendia la
fermentacion ya que permitia recuperar, periédicamente, el vinagre y reponer el
vino sin estorbar o destruir la capa.

DEFINICIONES Y ALCANCES

Fl término, microorganismos inmovilizados, no deberia ser restringido a
superficies solidas. Mas bién, inmovilizacién debe ser considerado como la
localizacion o confinamiento fisico de un microorganismo que permita el reuso
econdmico del mismo. Esta definicién, operacionalmente aceptada, es un poco
ambigua debido al uso del término ‘econémico’. Esto es porque el término
quiere excluir procesos en los cuales las células son recuperadas y reusadas
usando técnicas como la centrifugacion o filtracion. Estas técnicas pueden ser
exitosamente empleadas, pero, para aplicaciones comerciales practicas, no son
econémicamente factibles. En cambio, la formacién de perlas o floculos de
biomasa, son métodos de inmovilizacion que si estan dentro del alcance de la
definicion. (1)

TIPOS DE INMOVILIZACION

En la figura 1 se muestran diferentes tipos de inmovilizacion. (36)
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La figura 2 muestra los tipos de inmovilizacion mas comunes por atrapamiento

en geles.
Figura 2
Tipo de inmovilizacion Material Problema de su uso
Polimerizacion Poliacrilamida, alcohol Toxicidad del mondémero
polivinilico |
Policondensacion Poliuretano Especial para conversion

de compuestos
hidrofébicos

Gelacion de polimero

Agarosa, gelatina

Baja resistencia mecanica
y alta temperatura durante
fa formacion

Precipitacion del
polimero

Celulosa, poliestireno

contacto con soluciones
apolares durante la
formacion

Gelacion ionotropica de
polimeros

alginato de calcio,
carboximetilcelulosa (Ca),
quitosan (PO,
carageenan (K), técnicas
mas comunmente usadas

Formacién de quelatos o
precipitacion de
contenidos durante la
fermentacion
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PRODUCTIVIDAD
Segl’n? el polimero en el cual hayan sido atrapados los microorganismos,
cambiara la productividad de la fermentacién llevada a cabo. La figura 1

muestra estas diferencias para algunos polimeros. (39)

Figura 3
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Productividad de etanol con levaduras inmovilizadas atrapadas en diferentes
polimeros: (0) alginato de calcio, gel; ( A ) poliacrilamida, gel; (e) resina
epoxiporosa; (w) poliestrireno poroso; () microcapsulas de poliéster poroso.

ALGAS COMO REACTIVOS DE INMOVILIZACION

Como productos comerciales, hay tres polisacaridos principales originatios de
algas: agar, algin y carageenan. Como son substancias naturales, no es de
sorprenderse que cada uno exista en un niimero de formas relacionado con la
fuente de alga marina, localizacion geografica y fuente de cultivo. Cada uno de
los tres tiene caracteristicas propias: el agar forma geles, térmicamente,
reversibles que no dependen de cationes, K-carageenan forma geles,
térmicamente, reversibles que requieren iones de potasio y algin forma geles

14



itreversibles con iones calcio. (26) Estos geles son porosos y, deniro de cierlos
limites, permiten la difusion de substratos, productos y productos secundarios.
En 1882, Koch fué el primero en reportar el uso de polisacaridos provenientcs de
algas para inmovilizar células; en Japon se usaba desde mucho antes para
comidas gelatinizadas. (20)

ALGIN

Este polisacarido se encuentra en algas de color café, aunque s6lo algunas son
comercialmente importantes. De éstas, la especie gigante de las costas de
California, Macrocystis pyrifera es la fuenle principal.  Otras especies
importantes crecen en aguas poco profundas y areas rocosas como Laminaria
digitata, Laminaria hyperborea y Eklonia cava. De menor importancia son
Ascophyllum nodoswn, Focus vesiculosus y Peluetia canalicuata. (26)

(RS

Quimicamente, los alginalos consislen cn polimeros lineales de 4cido B-D-
Manurénico y acido L-Gulurdnico. (206)

La figura 4 muestra modelos del comportamicnto de levaduras inmovilizadas
desde ¢l inicio del cultivo hasta fermentacion continua. (22)

Figura 4
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La figura 5 muestra microfotogralias de un corie de perla, mostrando los cambios
en la morfologia, segim la edad de fa fermentacion. (36) '

Figura 5
"ﬁp? a: 0 horas
»‘ﬁ%ﬁﬁ? b: 20 horas
5L LA c: 26 horas
d: 42 horas
e: 72 horas

l O-.f'rrnmj a

: 100 horas
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INFLUENCIA DE LAS PROPIEDADES DEL ALGINATO EN LAS
CARACTERISTICAS DE LA FERMENTACION

La técnica de inmovilizacion de células por atrapamiento en perlas de alginato,
fué introducida por Hackel et. al. (27) en 1975 y, desde entonces, ha sido
ampliamente descrita. En la mayoria de estudios llevados a cabo con este
método, muy poca atencién ha sido prestada a las propiedades del alginato y las
concentraciones del gel. Incluso, las propiedades del alginato usado, no han sido
reportadas. Como el mecanismo de gelificacion depende de los bloques de acido
gulurénico, se debe saber la retacion 4cido gulurénico / acido manurénico.

La propiedad principal que influir en la fermentacion sera la viscosidad, ya que
variara las caracteristicas del transporte de masa. Esta viscosidad dependera del
peso molecular del alginato, la relacion acido gulurénico / acido manurénico y la
concentracion del alginato usado. (33)

VENTAJAS DEL PROCESO CON LEVADURAS INMOVILIZADAS
1. La ventaja mas obvia es la posibilidad de re-usar el microorganismo.

2. Permite mantener una poblacion constante. Esta poblacion puede ser alta,
permitiendo tasas de dilucion y flujos altos, reduciendo, asi, el tiempo de
fermentacion; aun a tasas de dilucion hidraulica que excedan la tasa especifica
de crecimiento maximo de los microorganismos.

3. En fermentaciones con levaduras libres, puede ocurrir que el indculo sea
tavado por el proceso continuo. Con los microorganismos inmovilizados, esto
10 ocurre.

4. La inmovilizacién también facilita el uso de poblaciones microbianas densas,
alterando las propiedades reologicas del medio. Cuando los microorganismos
estan unidos a un soporte relativamente grande, la viscosidad del fluido es
menor que la del fluido que contiene células libres suspendidas. Una
viscosidad més baja contribuye a un mejor mezclado y mejores posibilidades
de transferencia en el reactor.

17




5. Algunos autores suponen una acumulacion de nutrientes en la interfase liquido
- s6lido del soporte, lo cual ayudaria a las células a tener alimento a su alcance
y, por lo tanto, crecerian mas rpidamente.

6. Otro mecanismo supone que es la inmovilizacion de masa, ya que la densidad
de las levaduras libres suspendidas y la del medio, pueden ser bastante
similares. Con esto, el diferencial de velocidad entre las células y el medio que
las suspende, ain en un tanque de agitacion perfecto, es relativamente
pequefio. Esto redunda en tasas de difusion bajas. La matriz de soporte usada
para inmovilizacion, generalmente, es mas densa y, por lo tanto, el coeficiente
difusional debido a la velocidad, sera mayor. (33)

DESVENTAJAS DEL PROCESO CON LEVADURAS INMOVILIZADAS

La inmovilizacion de células no es una panacea, por lo que sus desventajas
también deben ser consideradas.

1. Las células contienen un gran niimero de enzimas cataliticas. En algunos
procesos, estas enzimas pueden catalizar productos indeseados.

7 La inmovilizacién también puede resultar en la pérdida de alguna actividad
catalitica, ya sea durante la inmovilizacion o debido a barreras difusionales
que limiten el acceso del substrato o la remocion de productos del
microorganismo.

3. En floculo y perlas, las capas interiores o internas de levaduras, sélo sirven
como soporte para las capas superficiales y no participan en la reaccion. (33)

REACTOR DE LEVADURAS INMOVILIZADAS

Fl reactor para la bioconversion de aztcar a etanol por levaduras inmovilizadas,
es un sistéma trifasico. La fase gaseosa, representada por el dioxido de carbono
producido por la fermentacion y actividades de mantenimiento de células de
jevaduras; la fase liquida es una solucién de azicares, oligosacaridos y etanol; y
la fase solida, es la representada por las levaduras y su soporte. La cantidad del
volumen usado en la fase solida depende, principalmente, del material de soporte

utilizado y su geometrfa. (32)
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EFECTOS DEL ETANOL
Tolerancia al etanol

El etanol tiene tras efectos principales en la célula de levadura:
1. inhibe el crecimiento de la célula, '

2. inhibe la viabilidad,

3. inhibe la fermentacion.

En cada uno, el efecto es en diferente medida. Asi, la definicion “tolerancia al
etanol”, depende del parametro al que se refiera.

El mecanismo de la tolerancia al etanol no esta muy claro. Esto puede ser por el
mecanismo complejo de inhibicién del etanol, la falta de un definicién universal
aceptada y ¢l método para medir la tolerancia al etanol y su compleja
caracteristica poligénica. Recientes estudios muestran que los fosfolipidos de la
membrana de plasma tienen un papel importante en la tolerancia al etanol. El
aumento de dcidos grasos insaturados en la membrana, da como resultado, un
aumento en la tolerancia de etanol. (17)

INHIBICION POR ETANOL

En el punto P1* de la grafica, se puede interpretar que la concentracion de etanol
empieza a inhibir hasta que se tiene una concentracion de 42.5 g/l de etanol, para
la especie Saccharomyces cerevisiae utilizada. En el punto P°, que corresponde
a mas de 84 g/l de etanol, la cantidad de biomasa empieza a decrecer
significativamente. (45)
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La figura 6 muestra el curso tipico de una fcrmentacion obtenida con la levadura:
Saccharomyces cerevisiae. '

Figura 6
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Un efecto inhibitorio en la célula atribuido al etanol, es que las desactiva; esto
significa que las células crecen o, sea, que producen biomasa, pero, no son
capaces de replicarse, por lo que la cantidad de microorganismos presentes,

pronto decrece y las levaduras se vuelven no viables. (34)

El etanol formado durante la fermentacion afecta a la célula, no solo como un
inhibidor, sino también, como un solvente. Bl proceso de extraccién de acidos
grasos y las reacciones de intercambio pueden dar como consecuencia, la
disminucion del transporte de la masa a través de ella. En casos exiremos, la

membrana celular también es destruida. (40)
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Al aumentar la concentracion de etanol, la funcién de inhibicion del crecimiento,
que era lineal, se convierte en una ecuaci6n no lineal para concentraciones de
etanol superiores a la critica P,, como se muestra a continuacion. (47)

La figura 7 muestra el diagrama esqueméticor de la conversion original de
inhibicion por etanol, a una funcién no lineal.

Figura 7
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El aumento en la concentracién de etanol, dié como resultado una disminucién
en el crecimiento de 1a la levadura y las actividades de fermentacion. Ademas,
Beaven (4) y Nagodawithana (40) dicen que el alcohol intracelular acumulado
tiene efectos negativos muy grandes sobre el crecimiento y la fermentacion de la

Saccharomyces cerevisiae.
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~ Nagodawithana y Steinkraus (40) reportan que cuando el etanol es agregado a los
cultivos de Saccharomyces cerevisiae, éste era menos toxico para la levadura que
el producido por ella misma. Van Uden (37) reporta que a bajas
concentraciones, el etanol inhibe principalemte, el transportc de azucares;
mientras que en altas concentraciones, se inhibe mayormente, el transporte de
amonio y aminoacidos. No solo el etanol causa inhibiciones de este tipo en las
células; también lo hacen el isopropanol, propanol y butanol.

Ademads, Dasari (19) y D' Amore (18) reportan que la alta relacién de alcohol
intracelular a alcohol extracelular, es alta solo en los primeros estados de la
fermentacion. Se reporta que segin las levaduras se van acostumbrando,
mejoran su tolerancia al etanol, se obtiene una seleccion excelente de levaduras
tolerantes al etanol durante las fermentaciones continuas.

INHIBICION POR TEMPERATURA

La temperatura optima para la fermentacion alcohdlica de levaduras es cerca de
30°C. En regiones tropicales y subtropicales la temperatura puede ascender hasta
40°C dando como resultado la desactivacion de las levaduras y por lo tanto una
fermentacion ineficiente. Durante la fermentacion, el contenido de alcohol se
incrementa y, esto, mas el incremento de temperatura, reduce la produccién de
etanol. En trabajos recientes, se encontrd que la suplementacion con écidos
grasos y aceites aumenta la tolerancia de las levaduras al alcohol y a la
temperatura. (52)

INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DEL MEDIO

Frecuentemente, cuando se mide la tolerancia al etanol, se ignoran otros factores
fisiologicos que. pueden alterar la suceptibilidad de la célula al etanol, como
nutrientes, concentracion de substrato y pH. Casey et. al. (12) reportaron que el
factor limitante de altos rendimientos de etanol en levaduras es, mas por
deficiencia nutricional que por toxicidad de etanol. Si se alcanzan los
requerimientos nutricionales, hay una mejora en la fermentacion y se puede
esperar un aumento en la concentracion final de etanol. Como prueba de esto,

algunos grupos han reportado mejoras en la fermentacion alcohdlica y

concentracion final de etanol por suplementacién con sustratos conteniendo
aditivos, tales como: lipidos, proteinas y vitaminas. (17)
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EFECTO DE OX{GENO

Hay un fenémeno de las levaduras que consiste en que son capaces de dividir su
metabolismo entre fermentacion y respiracion, es decir, entre su uso de oxigeno y
compuestos organicos como receptor terminal de electrones. Pasteur describi6 el
efecto de que la fermentacion de la Saccharomyces cerevisiae disminuia con la
presencia de oxigeno y, por esto, se le llamé “efecto Pasteur”. (47)

El efecto de trazas (0.5% de saturacién) de oxigeno, aumenta la utilizacion del
sustrato, ya que aumenta la tolerancia al etanol por la levadura, sin disminuir
significativamente, el rendimiento de etanol por unidad de sustrato consumido.
Esto, debido a que el oxigeno es utilizado por la levadura en su metabolismo. (7)

Asi es que, la produccion de etanol por las levaduras, se ve inhibida por la
presencia de oxigeno, pero, una minima cantidad (5-10 partes por millon)
disuelta, es necesaria para mantener la viabilidad de las células. (10)

Las figuras 8, 9 y 10, muestran los distintos efectos del oxigeno sobre la tasa de
crecimiento de las levaduras, consumo de sustrato y produccién de etanol,
respectivamente. (10)

La figura 8 muestra el efecto de la concentracion de oxigeno disuelto en la tasa
de crecimiento de S. cerevisiae (----) suspendidas ¢ (—) inmovilizadas.

Figura 8
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La figura 9 muestra el efecto de la concentracién de oxigeno disuelto en la tasa
de consumo de glucosa por S. cerevisiae (--—-) suspendidas ¢ (——) inmovilizadas.
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La figura 10 muestra el efecto de la concentracion de oxigeno disuento en la tasa
de produccién de etanol por S. cerevisiae (——-) suspendidas é (—) inmovilizadas.
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SUPLEMENTGOS

Las levaduras dependen de una sere de substancias auxiliares. Se sabe que las
del género Saccharomyces, necesitan aminoacidos, vitaminas, fosfolipidos,
esteroles, Acidos grasos insaturados, etc. para su crecimiento. FEn condiciones
anaerdbicas, las células no son capaces de sintetizar estas substancias de la
membrana celular, Por eso, la ausencia de estas substancias en el medio o la
suplementaciéon deficiente, tiene que repercutir en la baja del rendimiento
metabdlico de la levadura. (46) :

NECESIDAD DE SUPLEMENTACION

Richter experimenté en un fermentador con Saccharomyces cerevisiae a altas
tasas de dilucion. Encontré que, aparentemente, los microorganismos no podian
usar su potencial de fermentacién, si la concentracion de etanol en el medio
excedia el valor critico de P, = 42.0 g/l. Posteriormente, determiné que la
pérdida de actividad es funcién unicamente de la concentracién de biomasa y de
la tasa de dilucién hidraulica. Es decir, que al aumentar la biomasa, la actividad
especifica disminuye. Esto no se atribuye a una limitaci6n de sustrato o iones
inorganicos, sino que se asume a la deficiencia de factores esenciales para el
crecimiento (vitaminas, aminodcidos, acidos grasos insaturados, etc.). Esta
suposicion se confirma por el hecho de que se obtuvo un aumento significativo
de la actividad fermentativa especifica de las células, después de adicionar dosis
extra de extraco de levadura. (46)

Buscando mejorar el rendimiento de las fermentaciones, algunos investigadores
probaron suplementar el medio de alimentacion de las levaduras (58), asi se
determiné que al adicionar ergosterol (17) se aumenta la masa celular. La
adicion de 4cidos grasos y aceites vegetales, aumenta la tasa de produccion de
etanol; también la leche descremada y el extracto de levadura, realzan la
produccion de etanol. Para acelerar la produccion, se usaron carbohidratos, tales
como quitina, xylan, pululan, celobiosa, dextrina, inulina, goma de acacia y agar.
La adicion de magnesio prolonga el crecimiento exponencial de la célula, dando
como resultado el aumento de la masa celular y capacidad de fermentacion. (10)

Esto resulta de que algunas enzimas glicoliticas involucradas en la fermentacion
alcohélica, tienen requerimientos de magnesio. (17) Viegas et. al. (58) demostro
que la suplementacion con 2 a 4% de harina de soya, aumenta la concentracion
de etanol debido a que la soya es una fuente abundante de proteinas (38%
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minimo) y lipidos (21%). Este aumento no es atribuido a un aumento en la
toleracia al etanol por la levadura, pero, si a la correccién de las deficiencias
nutricionaes del medio. (13)

Saigal (52) reporta que e} aumento en la produccion de etanol se da, debido a que
hay un estimulo en el crecimiento de la poblacién de levaduras.

Trabajos anteriores indican que los suplementos protejen las células de las
levaduras contra inactivacién térmica y aumentan la proporcion de células vivas
en la poblacion a mayores temperaturas. Acidos grasos suministrados
externamente, son incorporados a la membrana de la levadura y, ‘cuando su nivel
es alto, la estabilidad de la levadura aumenta. El efecto protector de los acidos
grasos insaturados en la membrana de las levaduras, es mas marcado a altas
temperaturas. (52)

Casey et. al., reportan que con el uso de 28% de solidos en el medio de maltosa
suplementado con extracto de levadura, ergosterol y acido oléico, obtuvieron
15% (v/v) de etanol. Con este experimento quedaba demostrada la importancia
de 1a suplementacién nutricional y que la levadura de cerveza, sin necesidad de
ninguna manipulacion genética, tolera al menos, 15% (v/v) de etanol a una
temperatura de 14°C. En condiciones nutricionales apropiadas y con una
concentracion de 28% de solidos disueltos, se puede llevar a cabo una
fermentacion de una semana. FEsto desmiente que las levaduras son de baja
tolerancia al etanol. (11)

TASA MAXIMA DE CRECIMIENTO

Monod en 1950 propuso la idea de cultivos continuos basado en dos
suposiciones:

 Los microorganismos crecen en una forma exponencial con una tasa méaxima
de crecimiento especifico | max, hasta que es limitado por alguna causa del
ambiente, dando una tasa de especifica de crecimiento p.

e La tasa especifica de crecimiento p de cualquier cultivo microbiano, es
proporcional a la concentracion del sustrato limitante “S”, pero, llega a un
MAXimo de 1 ..., cuando el sustrato ya no €s limitante. (49)
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La producciéon continua de etanol depende de la concentracion de biomasa y de
la tasa de dilucién hidraulica. En general, la eficiencia de la produccion
especifica de los microorganismos, decrece con el aumento de la concentracion
de 1a biomasa. En las células libres, este efecto puede ser explicado como una
limitacién en el factor de crecimiento. Esto es, tomando en cuenta que habra una
deficiencia de nutrientes en el medio. Entre mas alta es la concentracién de la
biomasa en un medio deficiente, mas crece el grado de limitacion y mas difiere la
funcién inhibitoria de la linealidad. Es decir que la funcion normal de la
tolerancia de etanol por las levaduras es una ecuacion lineal. Es similar para
células libres e inmovilizadas. (48)

DIFUSIVIDAD

Se sabe que las resistencias de difusion, pueden entorpecer el transporte de masa
en los reactores de células inmovilizadas. Obstaculos a la difusion fueron
encontrados en todo el reactor, en la superficie de las perlas y también en el
interior de ellas. Considerando estos efectos, hay que tomar en cuanta la tasa
reducida de fermentacion para las células inmovilizadas y comparada con el
potencial metabolico de las células libres cultivadas en condicidnes analogas.
(43)

A pesar de esto, el efecto contrario fué discutido también. Si no hay obstaculos
en el transporte de masa y ocurre una estabilizacion adicional del proceso optimo
en la cercania inmediata de las células, causada por el enriquecimiento de
nutrientes en la perla, se puede esperar una produccion de etanol mayor. (28)

Las células libres en un substrato, reciben nutrientes y dispersan productos y
subproductos al medio directamente. Si estan inmovilizadas en geles, el
intercambio se vuelve mas complicado, ya que ahora los nutrientes deben
difundirse por el laberinto de pasajes creado por el polimero gelificado para
alcanzar las células. (28) En qué extension impide el gel esta migracion? Qué
tan poroso es el gel? Los geles de alginato comerciales tienen un poro de 6.8 a
16.6 nm v el coeficiente de difusion de algunos geles de alginato son mostrados

en latabla 1.
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Tébla 1

Conc. % Difusor T°C | Dx10¢ cm? / min
en gel en agua
Alginato | 2.27 Xylosa 30 3.8 |-
Alginato | 4.57 Xylosa 30 3.84 e
Alginato {2.8 Glucosa 35 4.63-298 {54
Alginato |2 Glucosa 30 4.10 4.08
Alginato | 2 | Triptofano 30 |4 4.02
Alginato |2 Lactalbiimina | 30 0.61 0.61
Alginato | 2 Globulina 30 0.12 0.27

Para moléculas pequefias (cerca de 200 daltons) aparenta ser que la difusion
hacia las células de alginato de hasta 4.5% de polisacarido, esta totalmente
desinhibido con respecto a la difusion relativa en agua.

Se comenta que el coeficiente de difusion en este tipo de geles es 30% menor que
en soluciones acuosas y se ha reportado una reduccion de 20 - 40% de
difusividad. (28)

Tanaka (55) report6 que la albdmina no trasfunde hacia el interior de las perlas
de alginato, pero si hacia el exterior, lo cual es descrito por una modificacion en
1a estructura de la célula debido a la estructura de las moléculas grandes.

Se reportan evidencias de que los problemas de difusividad son mayores para
gases disueltos que para otras substancias y afectan al sistema inmovilizado,
porque aumentan la densidad de la perla. El transporte de oxigeno €s el factor
mas importante en este caso.

Una forma de disminuir sustancialmente los problemas difusionales, es la
fabricacién de perlas no mayores de 1 mm de diametro. Las mas grandes pueden
guardar subproductos toxicos o inhibitorios en su interior. Ademas, las perlas
pequefias estin menos propensas a romperse. (26) (29)

Richter en cambio, reporta que hizo un estudio comparativo entre las levaduras

Saccharomyces cerevisiae libres y las mismas levaduras inmovilizadas en
alginato de calcio. Las levaduras libres son retenidas en el medio por el uso de
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membranas en la salida. Los parametros bajo los cuales fueron hechas las
determinaciones son:

Temperatura _ 33°C
pH 45
Concentracion de biomasa 71-74 g/l

Tasa de dilucién (dependiendo del volumen | 0.1-3.9h"
de trabajo del reactor usado)

Concentracion de etanol 20-70 g/l
Concentracion de de biomasa en el gel 95-125 g/l
Concentracion de gel en el medio 270-470 g/l

Se determind quec no hay restricciones difusionales ni disminucion en el
rendimiento debido a la matriz de alginato de calcio o, sea que, bajo condiciones
analogas, los resultados de levaduras libres con sistemas de membrana en la
salida y de levaduras inmovilizadas son idénticas. (48)
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EFECTOS DE LA CONCENTRACION DEL ALGINATO

En la figura 11 se muestran los efectos de la concentracion de alginato de calcio
en los coeficientes de difusion de glucosa y etanol. (24)

Figura 11
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La figura 11 muestra el efecto de la concentracién del alginato en los coeficientes
de difusion de glucosa y etanol. (e) membranas sin células, (8) membrana con

células.
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FERMENTACIONES EN MEDIOS CONCENTRADOS

Se ha reportado el uso de levaduras capaces de crecer en medios, conteniendo

50% de sacarosa.

Bertolini reporta que a partir de soluciones conteniendo 30% de sacarosa, obtuvo
una eficiencia de conversion de azucares de 89-92%, con una produccion de
etanol de 15.6-19.7% (v/v) usando para esto levaduras escogidas como
termotolerantes en una fermentacion de 28 horas. (5)

EFECTO DE LA TASA DE DILUCION

A una menor tasa de dilucion se produce mas etanol y se consume mas azucar,
pero, a una mayor tasa de dilucidn, la productividad es mayor aunque el consumo
de azicar y la produccion de etanol son menores. Esto se muestra en la tabla 2.

(19)
Tabla 2
Tasa de dilucion, Etanol, g/l Productividad, | % consumo | rendimiento
h g etanol/h de azacar | etanol,
1.etapa 2.etapa 1.etapa 2.etapa (Betanol/ Bazicar) |

0.1 70.6 103.3 141 103 98.1 0.523
0.125 61.8 98.0 170 123 95.8 0.512
0.167 60.1 90.0 221  15.0 89.8 0.501

0.25 52.2 82.4 28.1  20.6 82.2 0.501
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CAPITULO 2
JUSTIFICACIONES
1. El uso del método de inmovilizacién de levaduras para fermentaciones, reduce

gastos de instalacion y operacion, ademds de que permite obtener productos en
menos tiempo.

2. Los suplementos son reactivos relativamente baratos que aumentan el
rendimiento de etanol, haciendo la industria fermentadora més rentable.

3. Mediante suplementacion dentro de las perlas se logran mantener los
suplementos en contacto continuo con los microorganismos.

4. La fermentacién de sustratos concentrados implica menor volumen de
operacion y, al mismo tiempo, menor volumen descartado, disminuyendo asi,
el problema de contaminacién del medio ambiente por residuos del proceso

tradicional.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS
3.1. Generales

1. Implementar el método para la formacién de perlas de alginato de calcio
conteniendo levaduras Saccharomyces cerevisiae viables.

2. Producir etanol en un proceso continuo por medio del uso de levaduras
inmovilizadas.

3. Producir etanol a partir de soluciones concentradas de melaza (con 35-38%
solidos).

4. Comparar rendimientos de fermentaciones con levaduras inmovilizadas
usando melaza con y sin clarificacion; con y sin esterilizacion.

3.2 Especificos

1. Obtener un rendimiento minimo de 12% (v/v) de etanol en un proceso
continuo.

2. Determinar qué suplemento adicionado promueve una mejor fermentaacion
del substrato.

3. Determinar el maximo de etanol que puede ser producido por un proceso
continuo con levaduras inmovilizadas, con y sin adicion de suplementos.

4. Establecer el tiempo de vida atil de las levaduras en estado de inmovilizacion,
por medio de fermentacion continua por tiempo prolongado con y sin adicion de
suplementos. '

33



CAPITULO 5
HIPOTESIS
1. A menor tasa de dilucion, mayor rendimiento de etanol.

2. Hay una mayor cantidad de células viables en el proceso continuo que en
fermentacion por tandas prolongado.

3. El uso de suplementos aumenta el rendimiento de etanol.

4. El uso de substratos concentrados de 35-38% de sélidos es factible para una
produccion de etanol rentable.

5. El rendimiento de produccion de etanol y consumo de glucosa es mayor,
usando células inmovilizadas que usando células libres suspendidas.

6. Con el uso de substratos concentrados y la adicién de suplementos, se
obtendra un 12% (v/v) de etanol en proceso continuo.
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CAPITULO 6
METODOLOGIA
6.1. MATERIALES

Universo de trabajo

Es constituido por la cepa del género Saccharomyces cerevisiae 1.-170, cepario
del Instituto Centroamericano de Investigacion y Tecnologia Industrial (ICAITI),
procedente de S. Burrows, The Distillers Company Limited, Yeast Food
Division, Menstrie, Clackmannshire, Scotland.

Recursos humanos

El trabajo fué llevado a cabo por la bachiller Vera Vlasta Novotny Pribik,
estudiante de la carrera de Ingenieria Quimica de fa Universisdad de San Carlos
de Guatemala, con la asesoria de la MSC Sheryl de Cabrera, jefe del Laboratorio
de Microbiologia det ICAITL.  Contando con la colaboracion del cuerpo
profesional y técnico de dicho Instituto.

Recursos materiales

Financiamiento: el presente trabajo fué financiado por la Agencia Internacional
para ¢l Desarrollo, AlD, conjuntamente con el Programa de Ciencia de los
Estados Unidos e Israel, a través del programa Cooperativo de Desarollo e
Investigacion, CDR. Esta investigacion es parte del proyecto: “Inhibicion de
Levaduras por ¢l Substrato y Etanol en Substratos Concentrados”, llevado a cabo
con la colaboracién del ICAITL El costo aproximado del proyecto sera de
US$2500.00.

Instalaciones
Laboratorio de Microbiologfa y biblioteca del ICAITL

Equipo

Tanto el material como el equipo a utilizar en la investigacion, seran

proporcionados por el laboratorio de microbiologia del ICAITT:

o Fermentador marca Applicon, equipado para operacion y control como
Quimiostato. :

« Balanza Sartotius 3716 MP, con un dmbito de 120.00 a 1200.00 gramos

e Balanza Ohaus model E 120
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Balanza analitica : .

Centrifuga, International Refrigerated Centrifuge. High velocity. Modelo 1IEC
B-20 de 0 a 20,000 RPM y -30 a 30°C. International Equipment Co.

Bafio de Maria con temperatura ajustable. modelo 220. National Appliance
Company

Incubadota Thelco, Precision Scientific, modelo 4 :

Incubadora con agitacion, New Brunswick Scientific, US Patent No.

3,002895

Bombas peristalticas Gallenkamp y Watson Marlow 502.8

Horno de microondas Sharp Carrusel 11

Autoclave Barnstead Sterilizer de 20 psi

Autoclave Castle, eléctrica de 115 volt, I amp, 60 ciclos, 1 fase, tipo 1624
Potenciometro Corning pH-meter, modelo 10. Intervalo 0-14, temperatura 0-
100°C, electrodo de combinacién de calomel trizima con conector BNC
standard '

Estufa con agitacién magnética y calentamiento, Thermoline Subsidiary of
Sybron, Type 1000, stir plate

Magnetos

Microscopio, Wild Herbrugg M-10 Suiza

Cromatégrafo de gases Hewlett Packard 5890 con detector de ionizacién de
llama, fase carbowax 20 en columna de 2 metros de largo y 3 milimetros de
diametro interno

Refrigerador

Mecheros de Bunsen y Mecker

Refractometros de 0 a 50 °Brix y de 50 a 100 °Brix, Baush & Lomb

Jeringas

Mangueras esterilizables

Asas bacteriologicas

Pinzas

Septas

Bafles - frascos erlenmeyer de 250 mli provistos de tabiques internos

Filtros de aire

Parafilm* (papel parafinado eléstico)

Cristaleria en general
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Reactivos

fenol

sacarosa

acido sulftrico concentrado
hidroxido de sodio
solucion buffer pH 4
alcohol

gas nitrogeno

Suplementos
e xylan
leche descremada

e extracto de levadura

e harina de soya

e acido oléico

e quitina

MEDIOS

Medio de cultivo para preservacion de levaduras
agar YM (54)

e extracto de levadura 0.3%
e cxtracto de malta 0.3%
o peptona bacteriologica  0.5%
e glucosa 1.0%
* agar 2.0%
e agua destilada

Medio liquido para crecimiento de levaduras

Medio de Van Uden (3)

e cxtracto de levadura 0.5%
s peptona 1.0%
e glucosa 2.0%
e agua destilada

Al
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Soluciénes de suplemento

» harina de soya 2.0%

¢ agua destilada

Todos los demas suplementos fueron adicionados an 0.2% en agua destilada.

Solucién precipitante
¢ Cloruro de calcio 0.1M

Medio de cultivo como substrato :
Solucion concentrada de melaza clarificada conteniendo de 35 a 38% de sdlidos.

6.2. METODOS

Esterilizacion -

El equipo de fermentacién y los medios de cultivo (excluyendo el medio de
cultivo como substrato) son esterilizados a 121°C por 15 min. (11) El substrato
se esteriliza por 20 min, a 1a misma temperatura. (22)

Preparacion de agar YM

Se mezclan los reactivos y el agua en un erlenmeyer. Se calienta y se agita hasta
que hierve y esta totalmente disuelto. Se colocan 10 ml de esta solucion en
sendos tubos de vidrio con tapa de rosca. Se esterilizan. Se dejan enfriar en

forma inclinada. (3)

Preparacion de medio liquido para crecimiento de levaduras segin van
Uden |

Se mezclan los reactivos v el agua en un erlenmeyer. Se agita hasta que esta
totalmente disuelto. Se colocan 100 ml de esta solucién en erlenmeyers provistos
de tabiques internos. Se cierran con tapones filtrantes de aire. Esterilizar. (3)

Preparacion de alginato de sodio
Se mezclan el reactivo y el agua, sin disolverlo, en frascos con cierre de rosca. Al

esterilizarse se disuelve.

Preparacion de solucién precipitante
Se mezela el reactivo con el agua. Se coloca en frascos donde solo se llena el

50% de la capacidad. Se provee de un agitador en el interior del frasco. La
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tapadera debe tener una septa y un filtro de aire. Se refrigera después de haber
sido esterilizado.

Preparacion del substrato

Se disuelve melaza en agua destilada en la proporcion que dé como resultado
final una solucion conteniendo, de 36 a 38% de solidos (35-38°Brix). Esta
solucion se clarifica; por medio de la adicién de dcido sulfitrico concentrado se
baja el pH de la solucion hasta 2.8. Se calienta hasta ebullicion. Se deja enfriar.
Se centrifuga. El precipitado se descarta. El sobrenadante obtenido se ajusta a
pH 4.3 por medio de la adicion de hidroxido de sodio 10N. Se coloca la solucion
en frascos de alimentacion provistos de manguera para salida de alimentacién al
fermentador y filtro de aire. (22)

Inéculo

En tubos de vidrio conteniendo agar YM, se deja crecer ¢l microorganismo
tomado del cepario asignado, incubado a 32°C por no mas de 24 horas. Se
agregan 2 ml de medio liquido para crecimiento de levaduras para suspender las
levaduras que han crecido en los tubos y se traspasan a los respectivos
erlenmeyer con tabigues, con el mismo medio. Se colocan en una incubadora.

Formacion de perlas

El inoculo constituye la biomasa a utilizar. Esta es suspendida con 10 ml de
solucién de alginato de sodio en los tubos de centrifuga y vertido posteriormente
en el frasco conteniendo el resto de alginato de sodio. Esta solucion se recoge en
una jeringa y de alli se deja gotear, a través de una membrana, hacia la solucion
refrigerada de cloruro de calcio, la cual esta siendo agitada. Finalizado el goteo,
se decanta la solucién precipitante y por medio de un embudo se deja fluir al
fermentador. '

Todos los procedimientos se deben llevar a cabo en forma aséptica.

Adiciéon de suplementos
Los suplementos, excluyendo la leche descremada, son mezclados con agua y

esterilizados. Esta solucion se adiciona a las levaduras del alginato de sodio, de
manera que queda atrapada en la perla al igual que las levaduras. La leche
descremada en polvo se esteriliza en el horno de microondas y, posteriormente,
se solubiliza con agua destilada estéril.
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Fermentacion y toma de muestras

Se deja el fermentador en un bafio de Maria con temperatura entre 28 y 32°C con
150 rpm de agitacion, en condicion anaerébica. El pH debera estar entre 4.3 y
4.7, mantenido asi, por medio de una solucién de NaOH 10N. Se coloca una
toma de muestra a la manguera que lleva el medio ya utilizado al frasco de
descartados. Tanto la entrada de la alimentacién como la salida del medio, son
reguladas por medio de bombas peristalticas. La muestra asépticamente
obtenida, se sella con papel parafinado elstico (parafilm*). Se rotula y refrigera
para su posterior andlisis de aziicares y alcohol. (14)

Andlisis de alcoholes

Se prepara una curva patrén inyectando consecutivamente patrones de etanol
absoluto en porcentajes de 0.1%, 0.2%, 0.4%, 0.6% 0.8% y 1.0%. Se inyecta un
microlitro de muestra en el cromatografo de gases y se compara el resultado con
fa curva patron. Si la muestra analizada presenta resultados fuera de la curva
patrén, se realizan las diluciones que sean necesarias. (14)

Anilisis de azicares

Se hace por medio del método colorimétrico del fenol-acido sulfurico. Se
colocan 2 ml de glucosa en un tubo de ensayo de 20 x 150 mm y 2 ml de agua
destilada en otro tubo igual para que sirva de blanco. A cada tubo se le agrega 1
ml de fenol al 5%. Se agregan 2 ml de 4cido sulfurico concentrado con pipeta de
boca ancha y se ponen en un vortex para que la mezcla se vuelva homogenea. Se
colocan los tubos en un bafio de Maria hirviendo por dos minutos para asegurar
el color desarrollado. Se enfria la solucion. Se lee en el espectrofotémetro a una
longitud de 465 nm. Se comparan los resultados a los obtenidos por la curva
patron hecha con dilucidnes de sacarosa ( 50g/l, 100g/1, 200g/1, 300g/1 y 400g/).

(6)
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CAPITULO 7
RESULTADOS

Como se especifica en la parte de metodologia, el trabajo fué dividido en dos
partes, fundamentalmente: 2.1.- inmovilizacién de levaduras,
2.2.- fermentacion

2.1.- INMOVILIZACION DE LEVADURAS

Las principales finalidades de la inmovilizacion fueron las de mantener una
poblacién constante de microorganismos en una fermentacién y la de evitar que
el inoculo sea lavado por el proceso continuo (wash-out). Para este proposito se
escogi6 la inmovilizacion por retencion fisica, la cual fue llevada a cabo por
medio del confinamiento de levaduras en perlas de alginato de calcio.

Para determinar la concentracion de alginato de sodio que debia ser usado, se
hicieron perlas con diferentes concentraciones.  Estas llevaban levaduras
airapadas y fueron usadas en fermentaciones por tanda durante 24 horas. Las
perlas fabricadas con alginato de sodio al 2% w/w se rompian rapidamente o no
forman perlas sino pequefios floculos de alginato de calcio disperso. Aquellas
conteniendo 2.5% w/w, fueron muy poco fesistentes a la agitacion en el
fermentador y al cabo de algunas horas, se rompen dejando las levaduras
dispersas en el sustrato. Para concentraciones de 3.5 y 4 % w/w no hubo
fermentacion perceptible, por lo que su uso se descarto. Las perlas con 3% w/w
de alginato de sodio fueron suficientemente resistentes mecanicamente en el
fermentador y, a la vez, permitieron la fermentacion.

Ia adicion de suplementos nutricionales se efectué dentro de las perlas; es decir,
que fueron atrapadas junto con las levaduras dentro de ellas, por considerar que
de esta manera tendrian mas posibilidad de interactuar.

Los suplementos que se pudieron usar con ¢l sistema implementado fueron: leche
descremada, extracto de levadura, harina de soya, xylan y acido oléico. El uso de
quitina no fué posible debido a que su presentacion es en forma de escamas,
algunas de las cuales son méas grandes que las perlas de alginato elaboradas.
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2.2.- FERMENTACIONES

La finalidad de la segunda etapa fué la de disefiar un sistema de fermentacion
continuo con una produccion de 12% v/v de ctanol. Para esto se efectué una
seric de fermentaciones cuyos resultados se detallan en las tablas 5 a 10. Los
datos més importantes se muestran a continuacion.

Condiciones de los procesos:

Temperatura, °C 28-32
pH 4.3-4.7
agitacion, rpm 150
anaerobio

Proporcion sustrato:perlas ~ 7:3 (v/v)

Tabla 3
Fermentacion por tandas
Medio Suplemento Tiempo,h Etanol,% v/v

Sin clarificar,estéril Sin suplemento 24 0.00
Clarificado,sin Sin suplemento o 21 6.87
estérilizar

Clarificado, estéril Sin suplemento 18 8.50
Clarificado, estéril Leche descremada 24 7.89
Clarificado, estéril Extracto de levadura 18 7.96
Clarificado, estéril Harina de soya 24 3.36
Clarificado, estéril Xylan 24 3.70
Clarificado, estéril Acido oléico 24 6.93

Tabla 4
Fermentacion continua, tasa de dilucion D = 0.1/h
- Medio Suplemento Tiempo,h | Etanol, % v/v

sin esterilizar sin suplemento 53-125 6.66 - 5.93
estéril - | sin suplemento 49 - 135 7.22-3.78
estéril leche descremada 57-121 545-2.73
estéril extracto de levadura 48 - 121 2.26 - 1.65
estéril harina de soya 48 - 120 6.21-3.10
estéril xylan , 48 - 114 5.76-2.11
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CAPITULO 8
DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.- La elaboracion de perlas de alginato de calcio propuesta es efectiva, pero,
lenta, por ser un proceso manual. Para pequefias cantidades necesarias en
experimentos de laboratorio, puede ser un método prictico, pero, a gran escala
debera disefiarse un proceso mecanizado basandose en el mismo principio que el
proceso manual.

Al usar una mayor cantidad de alginato de sodio para preparar las perlas, la malla
de las esferitas es mas compacta. Esto hace, naturalmente, que el poro por el
cual han de difundirse nutrientes y productos, sea mas pequefio. Debido a que el
sustrato usado en las fermentaciones fué melaza y en una concentracion mayor a
la reportada en anteriores experimentos, la cantidad de solidos suspendidos en el
medio es alta a pesar de haber sido previamente clarificada. Estos sélidos
obstruyen los poros de las perlas si éstos son muy pequefios, evitando asi el
proceso deseado.  Galazzo y Bailey (24) tambi¢én reportan que, a menor
concentracion de alginato de sodio usado en la fabricacion de las perlas, mayor
es el coeficiente de difusion.

3.2.- En los resultados de la tabla 3 y tabla 4, se puede notar que el primer dia de
fermentacion tiene un mayor porcentaje de etanol que en los dias subsiguientes.
Las primeras 24 horas fueron de fermentacion por tanda, por lo que es natural
que la produccién alli sea alta. La fermentacion a la cual le fué adicionada xylan
como suplemento, es la tUnica cuyo comportamiento varia de las demas,
notandose que el porcentaje mayor de etanol se alcanzé despues de un dia de
proceso continuo. Este comportamiento es el que segiin Barrientos (3) se debia
esperar en todas las fermentaciones, ya que el crecimiento de las levaduras se ve
propiciado debido a la entrada de medio fresco simultaneamente con la remocién
del mosto del fermentador (dilucién del etanol) la renovacién de nutrientes y, a
que limita la acumulacion de compuestos toxicos en el fermentador.

En las perlas, las capas interiores no participan en la reaccion de fermentacion,
porque, no hay difusion de nutrientes hacia esta parte; pues son consumides por
las células que estan en las capas mas cercanas a la superficie. (31) (33) Lo
anterior hace que la poblacion de levaduras, a pesar de obtener condiciénes del
medio, favorables para su reproduccién, vea limitado su espacio de crecimiento,
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puesto que las capas a las que llega el substrato, se llenan rapidamente con
células.

Aiba, et.al. (2) ya en 1,965 comprobaron que en las fermentaciones, la formacion
de producto no depende solamente de la concentracién de la masa celular, Sino
que, también, guarda una relacion lineal con la tasa de crecimiento de la masa
celular. Este comportamiento es descrito por el siguente modelo (23):

dP/dt = bX -+ a dX/dt donde P es la concentracion del producto
X es la concentracion de la masa celular
t es el tiempo |
ay b son constantes

Cuando la poblacién éptima de levaduras es sobrepasada, la tasa de mortalidad
celular aumenta, causando una disminucién gradual en el ciclo de fermentacion.
(23) Al adicionar suplementos nutricionales a las perlas, se promueve la
formacién de masa celular.(10)(47) Esto puede llevar a consecuencias no '
deseadas; al alcanzar la poblacién Optima, las células comienzan a morir. Estas
células muertas permaneceran dentro de las perlas, debido a gue el poro de la
perla no permite la salida de las levaduras. Queda, entonces, ocupado el espacio
necesario para el crecimiento de masa celular. Al terminar la vida util de las
levaduras, moriran y no habra otras que contintien la fermentacion. Aun cuando
las levaduras encerradas todavia son viables, l1a produccion decrece. Esto sucede
porque el 80% del rendimiento, se debe a la masa celular presente y el 20%, al
crecimiento de la misma. (23) Por falta de espacio, el crecimiento de la masa
celular se ve suspendido. Como la concentracién del producto es directamente
proporcional a la tasa de crecimiento de la masa celular, si esta altima disminuye,
la concentracion del producto, lo hace también.

Si las perlas no son suplementadas, ocurre lo mismo. La diferencia es que el
ciclo es mas largo. En la tabla 4, se puede apreciar este comportamiento. Las
dos fermentaciones sin adicion de nutrientes, tienen un decrecimiento més lento.

En la tabla 4 se nota que, segn pasa el tiempo, el porcentaje de etanol
producido, disminuye en todas las fermentaciones. Hay que notar, sin embargo,
que la disminucion en la produccién de etanol de la fermentacion que se llevo a
cabo sin esterilizar el medio y sin adicionar suplementos, fu¢ mucho menor que
el resto de las fermentaciones. El medio contenia células salvajes que poseen
enzimas cataliticas, pero, que no necesariamente producen etanol. En algunos
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procesos, estas enzimas pueden catalizar productos deseados y en otros,
productos no deseados. (28) La esterilizacion puede desactivar estas células
salvajes, sus enzimas o algunas de ellas. Si el medio no ha sido esterilizado,
seguramente estan presentes en el proceso, mejorando asi €l nivel de etariol de la
fermentacién que se llevé a cabo sin esterilizar el medio. Si bien esta no fu¢ la
mejor fermentacion Ilevada a cabo, si fué la mas estable.

Teéricamente, la fermentacién debe tender al equilibrio después de cerca de
cuatro cambios de volumen en el fermentador (aproximadamente 72 horas) y los
parametros deberian quedar mas o menos constantes. Estudios indican que
existe cierta fluctuacion en el llamado estado estable de las fermentaciones. (8)
En el presente trabajo, dicho estado estable, no se alcanzé. Algunos autores
suponen una acumulacién de nutrientes en la interfase, liquido - solido del
soporte. (33) En este caso, la acumulacion de nutrientes en esta posicion, puede
haber limitado la difusion a iravés de los poros de la perla, limitando el acceso
del substrato y/o la remocion de productos del microorganismo. Algunos de
estos productos pueden ser toxicos para las levaduras, si se acumulan. Esto lleva
a una disminucién de la poblacién que, en lugar de tender al equilibrio, se va
eliminando hasta acabar totalmente con el proceso.

Es interesante notar que, la fermentacién con medio estéril y sin adicion de
suplementos, fué la que mostr6 una mayor produccion de etanol , tanto en la
fermentacién por tandas, como a Jos dos dias de fermentacion continua; aungue
igualmente decrecié su produccién con el tiempo. Dombek e Ingram (20)
proponen que la disminucion de la actividad de las levaduras durante la
fermantacion, no se debe a la presencia de alcohol en el medio. La limitacién de
nutrientes es en la mayoria de los casos el factor responsable de esta disminucion
de actividad. Para quitar esta limitante se adicionaron suplementos
nutricionales, pero se obtuvieron las consecuencias anteriormente discutidas por
crecimiento acelerado de masa celular. Atn cuando la adicion de los suplementos
hubiera mostrado una mejora en las produccién de etanol, esta no podria ser
sostenida debido a que la suplementacién se efectud dentro de las perlas. De esta
manera las levaduras tienen acceso a los nutrientes proporcionados por el
suplemento, solamente por un tiempo limitado. Al terminarse la cantidad inicial,
las levaduras han de nutrirse Unicamente con la solucién de melaza que no fué
suplementada.

La fermentacién con melaza no clarificada como sustrato, no tuvo produccion
alguna de etanol. Esto fué debido seguramente, a que los poros de las perlas
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fueron obstruidos por las particulas solidas suspendidas contenidas en la melaza.
En los analisis de melaza presentados en el anexo, se puede ver que la
composicion de la melaza es muy variada. Altos contenidos de cenizas, ceras,
proteinas y otros componentes, pueden causar el taponamiento de los poros de las
perlas. Al no haber contacto de las levaduras con el medio, no hay fermentacion.
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CONCLUSIONES

. El método implementado para la inmovilizacion de levaduras Saccharomyces
cerevisiae en alginato de calcio, es practico para experimentos de laboratorio.

_El uso de perlas de alginato de calcio conteniendo atrapadas levaduras
Saccharomyces cerevisiae, en fermentacion de soluciones concentradas de
melaza para produccion de etanol, todavia requiere de mas experimentacion.

_La melaza contiene muchas particulas solidas que pueden obstruir los poros de
las perlas de alginato de calcio, imposibilitando el contacto entre
microorganismos y nutrientes. Entre més concentrada esta la solucion de
melaza, hay mas posibilidad de obstruccién y menos posibilidad de difusion
desde v hacia las perlas. :

. Bs indispensable la clarificacion de la melaza para ser utilizada como sustrato
en fermentaciones con levaduras atrapadas en perlas de alginato de calcio; la
eliminacion por precipitacion y centrifugacién de muchos solidos insolubles,
ceras, grasas y particulas coloidales, solo permite una difusion limitada a
través de la pared de la perla.

. La suplementacion en el interior de las perlas con los compuestos usados, no
mejora la eficiencia en la produccion de etanol y promueve un crecimiento de
masa celular acelerado, segin la literatura citada. Esto lleva a un decrecimiento
mas rapido de la fermentacion, ya que por falta de espacio, la tasa de
crecimiento celular tiende a cero.

La melaza como sustrato en fermentaciones con levaduras Saccharomyces
cerevisiae inmovilizadas en alginato de calcio, no tiene que ser esterilizada. El
proceso de clarificacion funciona como pasteurizacion del medio.

. Para que haya una mayor area de contacto, se deben hacer perlas del menor
tamafio que el sistema permita.

_Fl sistema de inmovilizacion desarrollado no parece tener aplicacion, como tal,
en fermentaciones industriales.
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RECOMENDACIONES

1. La inmovilizacién puede tener varias ventajas, pero, se recomienda no usar el

método de la inmovilizacién para microorganismos del tipo de las levaduras.
Este método puede ser muy efectivo utilizado con catalizadores, como por
ejemplo enzimas ya que su efectividad estd dada por su sola presencia; aqui la
formacion de producto no depende del crecimiento de una masa celular, ya
qgue no se da. Aun con el uso de enzimas, no debe eliminarse la clarificacion,
ya que el factor limitante en el rendimiento, seria la difusion.

. Ya que el 4rea de contacto entre el interior de las perlas y el medio de cultivo,

se ve afectado por el tamafio de las perlas, se propone disefiar un sistema por
medio del cual se obtengan perlas de menor didmetro, de preferencia
mecanizado y que pueda ser redimensionado para su uso en la industria.

.En el presente trabajo no se logr6 el rendimiento deseado. Para tratar de

alcanzarlo se propone llevar a cabo fermentaciones en las cuales las levaduras
sean retenidas por otro tipo de inmovilizaciéon. Estos podrian ser floculacion,
enlaces covalentes o union externa a portadores. Se propone trabajar con un
fermentador tipo torre empacada, en la cual las levaduras retenidas no se
mueven, sino solamente el medio que estara circulando a través de ellas. Esto
permitira usar soportes mas fragiles (menos compactos) sin que se rompan,
debido a la agitacion. '
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ANEXO 1

MELAZA

La melaza es el efluente final obtenido en la preparacion de azdcar por
cristalizaciones repetidas. Es el jarabe residual del cual ya no es cristalizable
azicar por los métodos convencionales.

La palabra proviene del latin “mel”, que significa miel, y la posible evolucién por
el espafiol: melaza, que quiere decir, substancia similar a la miel cruda.

Generalmente, es descrita como; no comestible, porque en algunos paises no es
usada para consumo humano a pesar de que puede ser comida sin riesgo alguno.

Debido a que la melaza en rica en azicares, es usada de materia prima como
nutriente de microorganismos para producir biomasa de ellos mismos o
compuestos organicos como subproducto de funciones. Tal es el caso del etanol,
acido acético, butanol, 4cido citrico, dcido glutamico, etc.

55




En la Figura 12, se muestran los usos de la melaza:

Figura 12
— uso exportacton
directo ferilizante

alimento de animales

Industria alcohol potable
— de alcohol industrial
destilacion alcohol como combustible

derivados del alcohol

MELAZA | otras acido acético
industrias acetona - butenol
de acido citrico
fermentacion acido lactico
glicerol
antibioticos
levaduras

acido acontinico
glutamato monosédico
-~ miscelancos dextran

l-lisina

acido itaconico

goma de xantan

La melaza no es solamente obtenida de Ia cafia de aztcar, sino también de la
remolacha azucarera y de citricos.
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COMPOSICION Y ANALISIS

Las melazas contienen la porcion mas grande de solidos del jugo del cual
derivan, por eso la composicién varia, de acuerdo a la veriedad de cafia y su
madurez, condiciones de suelo, clima, forma de cosechar y proceso de
clarificacién, junto con otros factores menores. Un analisis general no puede ser
formulado, pero, si una aproximacion.

El intervalo aproximado de las melazas al salir de las centrifugas esta entre los 85
y 92 °Brix, lo cual representa de 77 a 84 % de s6lidos al secarla. Cafia inmadura,
como es encontrada en paises subtropicales rinde melazas con menos sacarosa y -
mas aziicares reductores, que otras de paises tropicales completamente maduras.

(22)

La figura 13 muestra los intervalos y promedios de los constituyentes usuales de
la melaza de cafia de azicar. 22y
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Figura 13

Componente %en  peso
Intervalo Promcdio
Agua 17-25 21
Azicares
sacarosa 30-40 35
glucosa 4-9 7
fructosa 3-12 g
Otras substancias reductoras 1-4 3
Otros carbohidratos 2-5 4
omag, xylosa 0.72
arabinosa, almidon y I-inositol 0.20
d-manitol 0.50
cido urdnico 1.80
metoxil 0.60
Ceniza 7-15 12
K0 4.8
Ca0 1.2
Mz0 0.98
Nazo 0. 1 0
FeOs/AL 0.12
50; 1.8
Cl 1.8
P20s 0.6
5i0); ¢ insolubles 0.6
Acidos sin nitrégeno 2-8 5
acolinico 3.0
citrico, mesaconico, succinico
milico 2.0
Compuestos nitrogenados
proteina cruda 03-05 0.5
alanina 0.02
aminobutirico 0.007
4cido aspértico 0.12
cido glutitmico 0.01
glisina - 0.006
lensina 0.004
lisina 0.006
serina 2.06
treonina 0.05
valina 0.015
Acidos nucléicos
guanina, hipoxantina, 5-metilcistocina, xantina
Vitaminas
biotina () 1-3
colina {Byg) 880
acido folico (complejo B) 03-04
niacina (complcjo B) 17 - 30
acido paniolénico (complejo B) 20 - 60
rivoflaving (By) 2-3
piridoxina (Bs) 1-7
tiamina (By) 06-10
Ceras v esterolos (I-Iriacontanol, fitoesicroles)

Pigmentos (clorofita, faninos, antocianinas}
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ANEXO 2

TABLAS DE RESULTADOS
Para todas las fermentaciones: , V,ml 1200
Flujo continuo D, h™' 0.1
anaerdbico / clarificado
Tabla 5
sin esterilizar / sin suplemento
Tiempo.h pH T.,°C | Etanol, % v/v Azicar,g/ml
0 4.34 29.5 0 222.6
21 4.24 30.4 6.87 67.7 por lote
53 4.21 30.5 6.66 87.9 continvo
77 3.94 30.4 5.21 123.3
101 3.87 30.7 4.91 182.3
125 3.87 31.0 5.93 152.4
Figura 14
7 P - 250
4] \ /+ {200 _
3 e e
® 4 T 'E
%‘ 3 100 g
2T lsg <
1
0 ‘ 0
0 21 53 77 101 125
Tiempao, h ‘
—+-— Etanol, %viv ——0—— Azucar, g/ml

e
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Tabla 6
estéril / sin suplemento

Tiempo,h pH T,°C .Etanol, % viv Azicar,g/ml
0 4.54 31.3 0 250.1
18 4.50 32.1 8.54 95.9 por Tote
49 4.60 32.1 7.22 108.8 continuo
73 4.62 31.8 5.90 150.3
93 4.62 31.6 6.07 198.4
114 4.63 30.9 3.79 229.7
135 4.63 30.8 3.78 242.1
Figura 15
g9 T T 300
g: 1250
% 6] 4 200 %
- .
oo 1150
- "
By 1 &
o2l L 50 <
LI
o- + 0

18

49 73
Tiempo, h

93

114

135

Lm*“"—‘ Etanol%viy —0—— AzGcarg/ml
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Tabla 7
estéril / suplemento: leche descremada

Tiempo,h pH T,°C Etanol, % v/v Azucar,g/ml
0 4.770 28.3 0 240.1
24 4.61 32.0 7.89 51.9 por 1ote
57 4.63 29.8 5.40 129.8 continuo.
80 4.64 31.1 4.85 1411
101 4.65 31.7 2.86 181.3
121 4.66 31.4 2.73 200.8
Figura 16
8 + + 250
’ 1 200
£° £
N 5 { 150 .
- 4 g
i 2 lso %
i
0 A— . . ; ; o
0 24 57 80 101 121
Tiempo. h

——+— Etanol%vfv —0— Aziicarg/m!
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Tabla 8
estéril / suplemento: extracto de levadura

Tiempo,h | pH T,°C | Etanol, % v/v Azicar,g/ml
0 4.33 30.9 0 240.1
18 4.43 314 7.96 51.9 portote
48 4.44 31.4 2.26 152.1 continuo
72 4.51 31.5 2.21 175.2
98 4.53 32.0 1.79 195.7
121 4,51 31.5 1.65 204.8
Figural1?
8 N + 250
71
26 | _o———"° 1200 =
@51 1150 @
'g ; 1100 %
M 21 i B + is0 <
1 1
0 +—+ T T ¥ 0
. 0 18 48 72 08 121
Tiempo, h
——+—— Etanol%vlv —0— Azdcarg/ml
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Tabla 9 _
estéril / suplemento: harina de soya

Tiempo,h pH T,°C | Etanol, %(v/v) | Azicar,g/ml
0 4.56 31.8 0 241.7
24 4.55 32.8 6.36 74.2 porlote .
48 4.60 31.9 6.21 82.3 continuo
70 4.61 30.8 4.69 156.6
94 4.59 30.5 3.98 189.7
120 4.58 30.7 310 212.0
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Tabla 10

estéril / suplemento: xylan

Tiempo,h pH T,°C | Etanol, %(v/v) | Azicar,g/ml
0 4.45 32.1 0 229.9
24 4.43 31.6 3.70 178.2
48 4.43 30.9 5.74 102.4
76 4.48 31.7 5.48 116.3
103 4.51 29.7 3.36 188.0
114 4.52 31.8 2.11 220.0
Figura 19
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