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RESUMEN

El presente trabajo constituye el estudio de produccion continua de etanol en un
biorreactor de lecho fijo usando un sistema de células inmovilizadas de Saccharomyces

cerevisiae en alginato de calcio.

La experimentacion se realizo de acuerdo al disefio factorial 23, fue realizado en un reactor
de lecho fijo con los parametros cinéticos de: 72 ml/h, tiempo de residencia hidraulica

(TRH) de 8,33 h y una cinética de fermentacion de So = 147,9 ¢ 02244

_Se obtuvo la mayor concentracion de etanol de 14,4 g/l a una concentracién de sacarosa de

100 g/1, a un pH de 4,6 y a una temperatura de 25 °C. El modelo matematico que

representa la produccion de etanol en g/l fue de: 69.4- 0.17A - 5.675B — 1.5C + 8.25x10”AB

+3.25x10°AC +0.11BC

De acuerdo al analisis estadistico se observa que el rendimiento de la produccion de etanol
es a través del modelo de superficie de respuesta y que la variable respuesta esta

relacionada en gran medida con las variables de concentracion del sustrato y temperatura,



I. INTRODUCCION

La produccion de etanol que se realiza por un proceso metabolico, en el
cual se utiliza un conjunto de enzimas que transforman el azucar en etanol usando

la via glicolitica de Embdem-Meyerhof.

LLa industna del etanol, utiliza el método de proceso discontinuo, el cual
se lleva a cabo en las siguientes 4 etapas: carga, fermentacion, descarga vy
limpieza. En la primera fase del proceso, se realiza la produccion de biomasa
(semillamiento) por un proceso cstrictamente aerobico, donde las levaduras
consumen parte del sustrato para su mantenimiento y multiplicacion. En una

segunda fase de fermentacion, sin aireacion, se produce el alcohol.

La fermentacion continua utiliza un sistema de reactores completamente
agitados colocados en cascada o reactores tubulares de lecho fijo. Este tipo de
fermentacion elimina la etapa de carga del sustrato y descarga del producto del

fermentador, aumentado los rendimientos y productividades del proceso.

A través del proceso de inmovilizacion, las células atrapadas o capturadas

dentro de un soporte de material inerte (manteniendo su actividad) mejoran la



produccion y los productos pueden ser rapidamente separados del biocatalizador.
Utilizando levaduras inmovilizadas de Saccharomyces cerevisiae en alginato de
calcio en un reactor tubular de lecho fijo se produce etanol continuamente. En este
tipo de fermentacion se carga una sola vez las levaduras inmovilizadas al reactor

del lecho fijo. Constantemente se alimenta el sustrato al fermentador y

continuamente se produce etanol

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General:

- Obtener etanol en fermentacion continua utilizando levaduras de
Saccharomyces cerevisiae inmovilizadas en gel de alginato de calcio
1.1.2 Objetivos Especificos:
- Establecer los parametros cinéticos de la fermentacion con que se
realiza en el reactor continuo de lecho fijo.

-  Establecer la mejor produccion de etanol en la fermentacion continua

mediante un disefio experimental.

1.2 HIPOTESIS:

IZs posible obtener ctanol por fermentacion continua con levaduras

S. cerevisclae inmovilizadas en alginato de calcio.



II. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 ETANOL

El etanol o alcohol etilico cuya formula es C;HsOH, es un liquido
incoloro muy fluido de agradable olor, se mezcla con el agua en todas
proporciones desprendiendo color y disminucion de volumen proximo al 4%, arde
con llama azulada, con fnnna;ciﬁn de agua y anhidrido carbonico a 20°C, tiene un

peso especifico de 0,7894, hierve a 78.37 °C y se congela a -114 °C. Cuando esta

sin diluir, el alcohol tiene un olor ardiente. (Vogt y col., 1984).

2.2  OBTENCION DE ETANOL

El etanol se puede producir por dos vias: sintesis quimica y biologica. La
primera se realiza por una reaccion de adicion del eteno (etileno), esta reaccion
también llamada hidratacion, utiliza un acido mineral como el acido sulfurico
como catalizador, que rompe una de las ligaduras del doble enlace, permitiendo
que cada uno de estos atomos de carbono formen un enlace con los dtomos del
agua (Bums, 1996). La segunda es biolégica por medio de la fermentacion de
mostos azucarados en la que interviene un complejo enzimdtico (que poseen

ciertos microorganismos especificamente levaduras) que transforman el azicar en

etanol.



2.3 USOS DEL ETANOL

El alcohol etilico es uno de los compuestos mas usados, tanto en la
industria licorera de diferente naturaleza, laboratorios y en el hogar. Ha adquirido
gran importancia comercial puesto que se utiliza como combustible, disolvente,
agente extractivo, anticoagulante y producto intermedio de la sintesis de
innumerables productos quimicos. Es empleado en la industria de perfumes,

barnices, lacas, pinturas, jabones, productos medicinales, peliculas fotograficas,

cosmeticos, etc. (Monick, 1987)

24 FERMENTACION DEL ETANOL
La fermentacion del etanol realizada por levaduras, utiliza un ciclo de

reacciones bioquimicas para transformar el sustrato (sacarosa) en etanol. Este
ciclo se divide en dos etapas: de oxidacion y de reduccion. La primera se lleva a
cabo catalizando el sustrato hasta piruvato, e¢n presencia de oxigeno. Y la segunda
que transforma el piruvato hasta etanol, que es una reaccion netamente

anaerobica. Ambas clapas sc detallan a continuacion:

e El sustralo (sacarosa) que se encuentra en el medio de fermentacion es
hidrolizado por la levadura en sus dos unidades monosacéridos (glucosa y
fructosa). Esta reaccion es realizado por enzimas invertasas o sacarasas

producidas por la levadura.



En presencia de iones de magnesio, por la accidn del enzima hexoquinasa
y con la colaboracién del coenzima ATP (adenosintrifosfato), que contiene
fosfato orgdnico ligado, la glucosa sc transforma en cl éster-dcido
fosforico o glucosa-6-fosfato (fosforilacién). La fructosa se fosforiliza en
fructosa.6.losfato siguicndo ¢l mismo mecanismo de reaccidn,

El enzima glucosa fosfato isomerasa transforma a glucosa-6-fosfato en
fructuosa-6-fosfato (isomerizacién),

La fructuosa-6-fosfato, bajo la accion del enzima fosfofructo-quinasa y de
una segunda molécula de ATP como coenzima, en presencia de iones de
Magnesio, se fosforiliza en el atomo C,; para convertirse en fructuosa-1,6-
difosfato.

La fructuosa-l,6-difosfato se desdobla bajo la accion del enzima aldolasa y,
sin la participacion de ninguna coenzima, en dos triosafosfatos:
gliceraldchido-3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato se forma GAP
en un 4%,

Por la accion del enzima triosafosfatoisomerasa se genera a partir del
dihidroxiacctona-fosfato la gliceraldehido-3-losfato (GAP) hasta que se
instaura un cquilibrio entre ambos (riosn-losfatos., En estn etapa no

participa ninguna coenzima,



El gliceraldchido-3-(osfato, en presencia de la cocnzima NAD se oxida
hasta acido-1,3-difosfoglicerico bajo la accidn del enzima gliceraldehido—
fosfato-dchidrogenasa y mediante la captacidn de fésforo inorgénico.

El enzima dcido fosfoglicérico-fosfo-kinasa traslada el resto fosfatado del
acrdo 1,3-difosfoglicérico a la coenzima ADP, originando écido3-
fosfoglicénco. Aquf se forman por mol de hexosa 2 mol de ATP y 2 mol
de acido fosfoglicérico. Se recuperan asi las moléculas de ATP utilizadas
en las etapas | y 3.

Por la accion del enzima éacido fosfoglicérico-mutasa se transforma el
acido 3—fosfoglicérico en acido 2—fosfoglicérico.

En presencia de 1ones de magnesio, ¢l enzima enolasa desprende agua
del acido 2-fosfoglicérico. Se origina asl el enol del acido
fosfopirtivico. Esta reaccion es marcadamente exotérmica, por cada mol de
hexosa se desprende 67.2 kj (16 Kcal.), Dc aqui 29.4 kj (7 Kcal.) por mol
se fijan en forma de ATP,

Por efecto del enzima piruvato-quinasa se traslada el resto de fosfato al
ADP. La energia liberada resultante es aprovechada por la levadura pam
otros procesos biogquimicos como producto de desdoblamiento se forma
acido pirbvico.

Il acido pirGvico se¢ desdobla en acetaldehido y didxido de carbono por ln

accion del enzima piruvato-descarboxilasa.



e El enzima alcohol-dchidrogenasa ocasiona la reduccion del acetaldehido a
alcohol ectilico. Como coenzima vuelve a actuar ¢l NAD y el hidrogeno

transferido procede de la etapa 6.

2.5 LEVADURAS

El término “levadura” es un término general sin significado taxonémico, se
aplica a hongos unicelulares que se reproducen por gemacion o fusion. Las
levaduras son de extraordinario interés economico. Algunas especies se emplean
en todas las partes del mundo para la elaboracion del pan, bebidas alcohélicas y

como biomasa en la produccion de proteina unicelular.

Las levaduras son seres eucariontes, que presentan alternancia de
generaciones. En la fase haploide la cantidad de cromosomas por célula se llama
n, y en la fase diploide 2n. Asi en la levadura una célula haploide de S. cerevisiae

contiene 17 cromosomas y las diploides 34 cromosomas.



251 TAXONOMIA DE Saccharomyces cerevisiae

Sub-division: EUMYCETES
Clase: ASCOMICETES
Subclase: HEMIASCOMICETIDAS
Orden: ENDOMICETALES
Familia: SACAROMICETACEAS
Género: SACCHAROMYCES
Especie: Saccharomyces cerevisiae

252 MORFOLOGIA DE LEVADURAS

La levadura que crece en medios solidos presenta un aspecto caracteristico.
Las colonias jovenes son siempre hiimedas y algo viscosas. En general son
blanquecinas de color crema o rosadas. Al envejecer algunas de estas colonias
czmbian poco, pero otras se tornan secas y rugosas. Casi todas las especies crecen
en forma de agregados sueltos de células aisladas que pueden ser globosas,
ovoides mis o menos piriformes o alargadas y casi cilindricas, Cuando crecen
vigorosamente en cultivos, en portaobjetos, forman a menudo cadenas de células
alargadas, por los que se les llama pseudomicelio. En casi todas las especies de

interés industrial ¢l modo habitual de reproduccion vegetativa es por gemacion.



2.53 GENERO Saccharomyces (gr. Sakchar, azicar;, hongo del azacar).

Estas células presentan células redondas ovales o alargadas, a menudo
formando pscudomicelio; se reproducen por gemacion multipolar, conjugacion
1sogamica o heterogamica que puede o no estar precedida de formacion del asca;
contiencn de 1 a 4 esporas por asca, por lo regular redondas u ovales, raras veces
de otras formas; las esporas pueden conjugarse antes de iniciar el crecimiento,

realizan intensa fermentacion de la glucosa y otros azucares, no utiliza los nitritos.

2.5.4 Saccharomyces cerevisiae (Lat. cerevisia, cerveza, hongo de la cerveza)
Las colonias de estas c¢lulas en agar mosto son blandas y humedas, de
color crema,; células redondas ovales o algo piriformes en cultivos jovenes que

miden dec 4 a 14 um por 3-7 um, con una proporcion (largo:ancho) entre 1:1 y 2:1.

2.5.5 HISTORIA DE LAS LEVADURAS

Desde la antiguedad tanto en las culturas de oriente como en occidente los
microorganismos han sido utilizados para transformar o producir alimentos. La
fermentacion ha sido realizada como un arte durante muchos siglos; por ejemplo,
la elaboracion del vino se cree que se practicaba ya al menos 10 000 a.C. mientras
que los histonadores creen que los egipcios producian cerveza en los afos 5 000-6
000 a.C. dejando germinar la cebada en vasijas de barro y después estrujandola,

amasandola, y finalmente remojéndola con agua para obtener la bebida. Hacia el
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anio 4 000 a.C. los cgipcios utilizaron las levaduras de la cerveza para la
produccion de didxido de carbono para la hinchazén de la masa del pan. El
vinagre probablemente se conoce desde el momento en que se obtuvo vino,
aunque los datos mas tempranos referidos a este compuesto se hallan en cl

Antiguo y Nuevo Testamento. Las primeras referencias para destilar alcohol y

bebidas datan del afio 10 000 a.C. en China.

La produccion de alimentos y bebidas modificadas mediante procesos de
fermentacion es operativa desde aproximadamente 10 000 afos antes de que se
reconociera la existencia de los microorganismos, es cvidente que estas
tecnologias tradicionales han ido mejorando gradualmente. El examen
microscopico de los sedimentos de las vasijas de cerveza excavadas que datan del
3 400 al 1 440 a.C. demuestra claramente que la mayoria de las veces contienen

levaduras, observandose también, en los sedimentos, que su pureza es mayor.

2.5.6 FISIOLOGIA DE LEVADURAS

Los microorganismos pueden dividirse, de acuerdo a sus necesidades
ambientales, en tres grupos: acrobios estrictos, anaerobios estrictos y organismos
facultativos a este Gltimo pertenccen las levaduras, que pueden cambiar su
metabolismo de aerdbico (respiracion) a anaerdbico (fermentacion), en (uncion

del ambiente donde se encuentren,
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El  metabolismo aerobio, capacita a las levaduras para oxidar
completamente una cierta fraccion del sustrato y extraer asi la maxima energia par
convertir el resto del sustrato en masa celular. Si el objetivo de la fermentacién
industrial es aumentar la biomasa, resulta una ventaja obvia tener un crecimiento
aerobico con utilizacion completa del sustrato por respiracion, este metabolismo

utiliza tres via bioquimicas: glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena respiratoria.

En el metabolismo anacrobio no interviene la cadena respiratoria. En la
industria, sin embargo, se suele denominar fermentacion. Las fermentaciones son
propias de los microorganismos como ciertas bacterias y levaduras;, y es un
proceso catabolico en el cual tanto el dador como el aceptor final de electrones
son compuestos organicos. Generalmente estos dos compuestos son metabolitos
de un unico sustrato que durante el proceso se escinden, uno que actia como
dador de hidrégeno (se oxida) y otro que actua como aceptor final de hidrogenos

(se reduce). Por ejemplo en la fermentacion alcohdlica de la glucosa:

CeH 206 » 2 (CH;—CH,;0H) + 2C0,

glucosa 2 etanol 2 dioxido de carbono

Se ve que la glucosa, sin reaccionar con ninguna otra molécula, se ha
escindido en una sustancia sin hidrégenos (CO;), la sustancia oxidada, y en otra

con tres hidrogenos por carbono (CH;—CH,;OH), la sustancia reducida.
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Los enzimas de la fermentacion son constitutivos y los enzimas de la
respiracion son inducibles. Los enzimas que intervienen en la fermentacion se
encuentran en el citoplasma de la célula; los enzimas de la respiracion estan en

unos organelas denominados mitocondrias.

2.6 INMOVILIZACION DE CELULAS
2.6.1 DEFINICION DE INMOVILIZACION

La inmovilizacion se define como el proceso por el cual se restringe total o

parcialmente el movimiento de las enzimas, células, organulos, etc., dando lugar a

una forma de particula insoluble en agua denominandose biocatalizador.

El método de inmovilizacion debe ser permanente, seguro, barato, simple,
versatil y facil de escalar, y los reactivos no deben ser toxicos. Las particulas
deben ser pequeiias, para minimizar restricciones difusionales internas, de tamano
uniforme. También deben ser fuertes mecanicamente para que resistan la

compactacion de las columnas y la abrasion en los reactores con agitacion.

2.6.2 IMPORTANCIA DE LA INMOVILIZACION
En la industria se usan frecuentemente enzimas o células inmovilizadas

porque cstos biocatalizadores se pueden usar en procesos continuos. los cuales son
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especialmente importantes para mantencr un medio de fermentacién con flujo
constante a través del biocatalizador inmovilizado, factor determinante en la

estabilidad del enzima y evitandose la contaminacion del producto por lo enzimas

o celulas.

Las células o enzimas libres son muy dificiles de volver a utilizar o
emplearse en continuo, puesto que ambos son demasiado pequefios para ser
filtrados, y su recuperacion mediante centrifugacion es muy cara. Se pueden

obtener células o enzimas inmovilizados uniendo a polimeros solubles.

Los procesos con enzimas o células inmovilizadas son mas faciles de
automatizar y permiten explotar las diversas ventajas que ofrece la configuracion

de un reactor, entre las que se incluyen el control rapido de pH y temperatura.

Frecuentemente la estabilidad de los enzimas o de las células aumenta por
inmovilizacion y/o la concentracion del enzima se eleva de forma que hay que
emplear un reactor mucho mas pequeiio para conseguir la misma productividad
cuando se usan biocatalizadores inmovilizadas en vez de libres. La inmovilizacion
hace que el enzima o la célula se distribuyan uniformemente por todo el reactor,

asegurando asi mismo el suministro de sustrato para cada enzima o célula.
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Por ultimo, una ventaja importante a la hora de usar células y enzimas
inmovilizadas en ves de que ambos estan libres por el soporte frente a los cambios
de pH, temperatura, fuerza ionica, etc. en el seno del solvente; lo que se manifiesta
en el aumento de estabilidad. Comparativamente, las células son mas faciles de
manejar, menos susceptibles a las contaminaciones microbianas y a la vez mas
faciles de separar del producto; mejorando el rendimiento y la calidad del
producto. Ademas las células inmovilizadas no se dividen y solo requieren energia
de mantenimiento. Los rendimientos del producto son mayores que en los

métodos de fermentacion con células libres. (Wiseman, 1978)

El uso de células inmovilizadas facilita el lograr las condiciones para que
crezcan las células y se optimice la formacion del producto ya que en estas etapas
se llevan a cabo separadamente, mientras que las fermentaciones se producen
simultaneamente o al menos se realizan en el mismo reactor de forma que las
condiciones de operacion son un compromiso entre los dos requerimientos.

(Wiseman, 1991)

En una comparacion econémica entre la produccion del agente saborizante
por fermentacion discontinua y por ¢l uso continuo de enzimas inmovilizados en
colageno, se encontré que la inversion de capital total y los costos de operacion

fueron mas bajos en la planta que trabajaba con células inmovilizadas. Este
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meétodo da como resultado un retorno del 50% del capital invertido frente al 36%

obtenido en los procesos de fermentacion (Ven Katasubramanian, et al 1978).

2.6.3 METODOS GENERALES DE INMOVILIZACION
Las células pueden inmovilizarse de la misma forma que los enzimas,
aunque muchos de los metodos empleados con aquellos deben ser modificados y

adaptados a la naturaleza de las células.

2.6.3.1 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO
Este método se basa en la localizacion de una célula o un enzima dentro
de la red espacial de una matriz polimérica o de una membrana de forma que se

evite la liberacion de la célula sin impedir la penetracion de substrato ni la salida

de producto (Wiseman, 1985).

El atrapamiento de la célula dentro de los espacios intersticiales de una
matriz polimérica es uno de los principales métodos empleados. Entre los
polimeros empleados se incluyen poliacrilamida (D’souza y Nadkarni, 1980),
alginato (Paul y Vignais, 1980), (Larreta Garde et al., 1979) gel de silice (Rouxhet

etal., 1981) y la gelatina (Park ct al., 1980). Las formas de atropamiento son:



16

a) Atrapamiento en geles

Beinfeld y Wan (1963) lo usaron por vez primera. Este método se basa en
la localizacién de células dentro de los espacios intersticiales de geles poliméricos

entrecruzados e insolubles en agua.

b) Atrapamiento en fibras

Este consiste en atrapar dentro de cavidades microscopicas de fibras
sintéticas, de forma que las células pudieran quedarse atrapados, estas soportan
medios dcidos y basicos débiles; fuerzas 10nicas altas y algunos solventes

Organicos.

¢) Atrapamiento en cipsulas (Microencapsulado)

Consiste en atrapar en membranas poliméricas semipermeables esféricas
cuyos diametros oscilan entre 1 y 100 um de forma que estén contenidos
fisicamente dentro de la membrana y las moléculas del substrato y producto deben

difundir ibremente.

2.6.3.2 INMOVILIZACION POR ADSORCION

Este es un método antiguo y comun de inmovilizacion y fue descubierto a
comienzos del siglo XIX. La estabilidad operacional es muy alta. Aunque su uso

es reducido a mvel comercial por problemas de costo.
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a) Adsorcion fisica

En estado natural, todas las células microbianas se encuentran absorbidas
a los suelos, a los sedimentos de los rios, a la piel, etc. y tienen pues la propiedad
de que se pueden unir a cualquier superficie con la que estén en contacto y, a la
vez, hacer que esta superficie se active biologicamente. La adhesion de cicrtos
tipos de microorganismos puede atribuirse a la formacion de “pies”, que se unen a
la superficie en tanto que otros tipos de células tienen en las paredes capas
delgadas de materiales adhesivos que son las que producen la adsorcion. Para la
inmovilizacion de células se usan materiales como 1ntercambiadores de iones.
(Hatton1 y Furusaka, 1961); (Gainer et al, 1981), cloruro de polivinilo (Hollo et al,
1980) y astillas de madera (Mod-Young et al., 1979), carbén (Ngian y Martin,
1980) polipropileno (Hollo et al., 1979), y compuestos inorganicos como vidrio
(Rouxhet el al., 1981), cerimica (Messing et al., 1979), tierra de diatomeas

(Grindbergs ct al., 1977) y acero inoxidable (Atkinson et al., 1979)

b) Uni6n con metales o quelacion

Algunas células se pueden inmovilizar mediante oxohidroxido de titanio
(IV) (Kennedy et al., 1980) e hidroxido de Zirconio (Kennedy et al., 1976) o
celulosa activada con oxido de titanio (Kennedy et al., 1980) que se han utilizado

en fermentadores a escala de planta piloto. El método es suficiente suave para no
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causar disrupcion celular, y ademas se han demostrado que las células se unen

firmemente.

b) Enlace covalente

Aunque este método es el mas usado en la inmovilizacion de enzimas
debido a que se obtienen maternales con estabilidades operacionales altas, no se
utiliza mucho para la inmovilizacion de células por la toxicidad de los reactivos
empleados, que en algunos casos pueden destruir tanto la actividad enzimatica
como la viabilidad de las células (Chipley, 1974) . En los casos en los que se
obtengan cclulas inmovilizadas activas viables el producto no experimenta
ninguna limitacion por problemas de difusion y el rezumado de células durante

periodos largos de uso es minimo.

2.6.3.3 INMOVILIZACION POR ENTRECRUZAMIENTO

Este método, aunque relativamente suave, tiene el inconveniente de que
la toxicidad de los reactivos bifuncionales utilizados para la inmovilizacion de
enzimas ¢s tal que la viabilidad de este método queda limitada severamente. El
procedimiento se ha aplicado a células que catalizan una sola reaccion. (Chivata et
al., 1974) y el empleo de glutaraldehido, diaminas dioazotizadas y diisocianato de
tolueno que reaccionan con los grupos amino libres de los peptidoglicanos de las

paredes celulares. Las formas de entrecruzamiento son:
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a) Entrecruzamiento puro

Este método es mas suave y menos toxico basado en el entrecruzado
fisico por floculacion, que da lugar a una concentracion elevada de células por
unidad de volumen, empleando para ello varios agentes de floculacion, entre los
que se incluyen polielectrolitos cationicos. como poliaminas, polietilenimina vy
poliacrilamidas polielectrolitos anionicos como poliacrilaminas carboxil-
substituidas, sulfonatos de poliestireno y acidos policarboxilicos y sales metalicas

como los oxidos, hidroxidos, sulfatas y fosfatos de Mg(II), Ca(Il), y Fe (II).

b) Entrecruzamiento combinado

Es mas frecuente su empleo al combinarse con otras técnicas de
inmovilizacion, en el cual se logra un aumento sustancial en la estabilidad del
catalizador. Por ejemplo el entrecruzado y atrapamiento se han utilizado en forma
combinada para inmovilizar células mediante glutaraldehido y alginato o

poliacrilamida.

2.7 BIORREACTORES

Un biorreactor, es basicamente, el recipiente en donde se Heva a cabo una
reaccion catalizada por enzimas o células libres o inmovilizadas. El papel que

cumple el reactor es el de obtener un producto especifico a una velocidad dada a
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partir dc unos reactantes concretos y con un costo minimo. Los biorreactores se
diterencian de los reactores quimicos, en que trabajan a temperaturas y presiones
bajas y comparativamente consumen 0 generan poca energia durante la reaccion.

(Wiseman, 1991).

Los biorreactores se clasifican en homogéneos, con una sola fase o
heterogéneos si coexisten varias fases que frecuentemente hay un substrato liquido
continuo y otro solido inmovilizado que es la fase catalitica. También se clasifican
segun sea la reaccion, en forma continua o discontinua y como reactores abiertos o
cerrados. La clasificacion mas importante es la de mezcla alcanzada dentro del
reactor, y asi se¢ habla de reactores de mezcla completa o de flujo piston. En los
reactores de mezcla completa las moléculas de reactante es la misma en cualquier
punto del reactor, en cambio en los reactores de flujo piston los elementos del
fluido se mueven a través del reactor como si fueran un émbolo, sin mezclarse con
los elementos del fluido previos, es decir, que la concentracion de los elementos

reactantes es diferente en cualquier punto del reactor. (Wiseman, 1991)

2.7.1  TIPOS DE BIORREACTORES
2.7.1.1 REACTORES DISCONTINUOS
Estos son llamados también reactores “por cargas”, son los mis versatiles

y tradicionales; resultan Gtiles cuando se emplean enzimas o células hibres o
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cuando se necesita poca cantidad de producto o bien de manera intermitente. Sin
embargo, presenta algunos inconvenientes como que las condiciones tienden a
vanar durante toda la reaccion dentro del reactor imposibilitando de volver a usar
el enzima o microorganismo debido a echarse a perder parte de los mismos o
correr el riesgo de contaminacion en cada ciclo. (Wiseman, 1986). Los reactores
discontinuos ticnen las siguientes caracteristicas;
* Presentan el agotamiento de un nutriente esencial o disminucion de la
concentracion del sustrato.
e Desarrollan un pH desfavorable (en ausencia de una solucién tampon)
debido a que el microorganismo realiza todo su ciclo de vida.
* Acumulan un producto final de metabolismo, por presentar una reaccion

cerrada.

2.7.1.2 REACTORES CONTINUOS

LLos reactores continuos se caraclerizan porque se le suministra sustrato a
la misma velocidad con que se evacua el contenido del reactor, es decir, no hay

acumulacion del producto dentro del reactor.

a) Reactores continuos del tipo tanque con agitacion
Estos tipos de reactores son versatiles y baratos, y son particularmente

usados en las reacciones de fase liquida. El volumen contenido dentro del reactor
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esta tan bien mezclada que la concentracion de los reactantes es uniforme en todo

el recipiente de modo que el flujo de salida del reactor tiene la misma

concentracion que la mezcla que permanece en el tanque agitado.

Los reactores de tanque agitado se mantienen homogéneos mediante
agitacion mecanica que provoca una rapida dispersion y mezclado de los
materniales inyectados, consiguiéndose una rapida transferencia de calor para
mantener la temperatura, asi como una rapida disolucion de los gases burbujeados
tales como el oxigeno. La eficiencia de tales procesos depende de la cantidad de
energia que se transmite en ¢l medio, y el agitador es en esencia el mecanismo que

lo realiza. (Wiseman, 1986).

La conversion mdxima obtenida en los reactores continuos del tipo
tanque agitado es siempre inferior que los reactores discontinuos equivalente para
un tiempo de residencia dado. La reaccion es menos selectiva en un reactor
agitado que en un reactor con flujo piston debido a la buena mezcla. La
suspension celular es menos selectiva y mas susceptible a la inhibicion por el
producto en el reactor con agitacion y es mas dificil obtener grados de conversion
altos, sin embargo, al tener buen mezclado las reacciones de inhibicion por
sustrato son menores que en un reactor de flujo piston. (Lilly y Sharp, 1968). Se

puede conseguir un flujo semejante al flujo piston con una mezcla 6ptima usando
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un cierto numero de reactores tipo tanque con agitacion conectados en serie,
aunque comparativamente mas complicado y caro, debido a esto no se utiliza a

gran escala (Garley—Sinith y Lilly, 1979).

b) Reactores en columna de flujo piston

Estos reactores consisten en columnas rellenas con particulas de
biocatalizador inmovilizado, y son mas eficaces cinéticamente que los reactores
con agitacion cuando se comparan tomando como base la actividad volumétrica y
ademas son simples y faciles de manejar y automatizar. Su mejor aplicacion es
para uso continuo y a gran escala, lo que reduce la mano de obra y facilitan el

control y obtencion de productos de calidad mas estable que los obtenidos en los

procesos discontinuos tradicionales.

Las moléculas de producto o de inhibidores producidas durante la
reaccion van saliendo continuamente del reactor de forma que la concentracion
del producto sea minima con lo que la inhibicion es baja; sin embargo, estan mas
expuestos a la inhibicion por sustrato que los reactores continuos tipo tanque con

agitacion (Adachi et al., 1981)

Las operaciones con flujo ascendente tienen la ventaja de que el contacto

de la particula con el fluido es bueno y la caida de presion es minima, mientras
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que en el caso del flujo descendente la operacion se realiza bajo presion
atmosférica, controlandose facilmente el flujo de fluido a través de una llave
hidraulica situada encima del reactor. Cuando se utilizan células o enzimas
inmovilizados como relleno de lechos se debe llegar a un compromiso entre el uso
de particulas pequeifias particulas mas grandes, con mayores restricciones

difusionales y menores comprensibilidades. (Wiseman, 1991)

En los reactores de flujo piston el sustrato pasa a través del lecho de células
inmovilizadas y el producto se obtiene a la salida. El grado de conversion se
controla regulando el tiempo de permanencia en el reactor, que a su vez viene

dado por la velocidad del flujo del substrato y el volumen del reactor.

2.8 Cinética de fermentaciones
El crecimiento de una poblacién bacteriana puede ser representado por:
dX / dt = ux (1)
Donde X (g/L) es la concentracion celular y p(h') es velocidad
especifica de crecimiento siendo constante durante la fase de crecimiento
exponencial (corresponde a la pendiente de la fase exponencial). El valor de p
depende del microorganismo y de los parametros ambientales del cultivo. Entre

¢stos cabe mencionar la composicion del medio de cultivo, la temperatura, pH,

etc.
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2.8.1 Cinética de fermentacion discontinua

El efecto de la composicion del medio de cultivo es cualitativo y
cuantitativo. El efecto cuantitativo de la fuente de carbono y energia fue estudiado
por (Monod, 1949) quien observo experimentalmente y propuso la siguiente
ecuacion:
U = Umax. S/Kg+S (2)

La ecuacion (2) describe adecuadamente la cinética de fermentacion en
condiciones ambientales bajas de inhibicion. Cuando existen altas concentraciones

de un inhibidor (que puede ser el mismo sustrato o el producto), se tiene que

utilizar otros modelos de crecimiento. En el caso de la fermentacion alcoholica, la
concentracion de sustrato § y la concentracion del producto P (etanol) son
inhibidoras. La velocidad especifica de crecimiento se puede representar:

U=U, [1- P/Pmax ]° (3)

U =Uol [1- X/Xm ]" (4)

Donde Pmax es la concentracion del producto donde el crecimiento
celular podria parar y Xm es la concentracion maxima celular bajo condiciones
ideales de crecimiento. La ccuacion final de crecimiento celular usada en
fermentacion alcoholica resulta de la combinacion de las ecuaciones (1), (2), (3) v
(4)

Dx = Uo [1- X/Xm ]™ [1- P/Pm ]". $.X/ (Ks. S) (5)
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Teniendo en cuenta los coeficientes de rendimiento (Yys ¥ Ywp), S€ puede

determinar, la velocidad de consumo de sustrato y la velocidad de formacion del

producto.
dS/dt =- 1/Y, . dX/dt (6)
dP/dt = 1/Yy, - dX/dt (7)

2.8.2 Cinética de fermentacion continua

Haciendo un balance a cualquier régimen en un reactor tipo tanque
completamente agitado (CSTR), se obtiene:

Acumulacion = Flujo de entrada - flujo de salida + generacion

Balance de células

V(dX)/dt=FoXo-FX+ U X V (8)
Balance del sustrato

Vd(S)/dt =F,S,-F.S-U.X. V/ Yy (9)
Balance del producto

VA(P)/dt=F,P,-FP+U X V/Y,, (10)

Donde V (l) es el volumen del fermentador, F es el caudal (I'h), y X, Sy

P son la concentracion de células, sustrato y el producto respectivamente.
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Cuando el reactor trabaja en estado estacionario y considerando que (7/V)

es igual a la velocidad de dilucion, D (h™), las ecuaciones (07), (08) y (09) se

transforman:

U=D (11)
X=Yy.(Se—9) (12)
P=Yys.(S—S) (13)

La ecuacion (11) significa que el estado fisioldgico de las levaduras se
puede determinar por medio de la velocidad de dilucion (D), en otras palabras por
el caudal de alimentacion del sustrato. La ecuacion (12) y (13) permite calcular la

concentracion celular y la concentracion del producto respectivamente.

De la ecuacion (1) y (11) se puede obtener la velocidad de dilucion como

una funcion de la concentracion celular, la concentracion del sustrato y la

concentracion del producto:

D = Uméx. [1- P/Pm]". [1-X/Xm]™. $.X] / (X-X,)(Ks+S) (14)

2.8.3. Fermentacion continua usando células inmovilizadas

Para Chibata (1978), los reactores de lecho flumidizados son los mas
usados para enzimas o células inmovilizadas, pudiendo ser de flujo ascendente o

descendente. Una manera préctica de combinar las facilidades de construccion de
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un biorrecactor tubular con las ventajas operacionales de un reactor de mezcla
completa, consiste en un reactor tubular con reciclo o exl_ernn, operando a altas
tasas de reciclo, de esta forma, ¢l reactor tubular se comporta como un reactor de
mezcla completa, manteniendo condiciones de concentracion practicamente
iguales en todas las secciones del reactor y también tiende a eliminar el gradiente
de concentracion externo al soporte conteniendo el catalizador inmovilizado. La

velocidad de reaccion en este tipo de reactores puede ser descrita como:

robs = Q . (So - Sf) (15)

Vs

Donde:

rebs = Velocidad de reaccion con células inmovilizadas

Vs = Volumen de soporte

Q = (Caudal de alimentacion del sustrato

So = Concentracion dc sustrato en la entrada

Sf = Concentracion de sustrato en la salida del reactor.

2.8.4 Cinética del fermentador continuo de flujo piston.
El rendimiento de un fermentador puede predecirse al conocerse las
caracteristicas cinéticas de los componentes reaccionantes y sus restricciones

externas por la configuracion del fermentador.
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El disefio del fermentador hace uso de la ecuacion que expresan balances

de materia, desde el punto de partida de la ley de conservacion de materia.

Balance global de la materia:

Si el espacio considerado es el volumen completo del fermentador
entonces se trata de un balance global de matena que es estado estacionario

conduce a una ecuacion:

Diferencia entre la velocidad Velocidad de pérdida de
De flujo del reactante a la = reactante como resultado
Entrada y salida del fermentador de la reaccion.

FSi - FSo = V. AVR (16)

Balance diferencial de materia:

El fermentador tubular de flujo pistén se caracteriza porque todos los
elementos del fluido tienen la misma velocidad y un gradiente de concentracion

solo en la direccién del flujo que es representado por la ecuacion:

Suma algebraica de las : .
; E . Velocidad de pérdida de
Diferencias en la velocidad =
reactante como resultado de la

De flujo del reqclanle a traves reaccion dentro del elemento de
De las superficies de un :

: fluido.
elemento de fluido

FSijlz- FSolz + AZ = V.AV'R (17)
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El balance en el que se igualan el flujo por conveccion del componente

reactivo y la velocidad de eliminacion por la reaccion, conduce a:

So

“ds) = _Z_
[ Rv] (19)
S1

Donde Si y So son concentraciones de sustrato a la entrada y salida, Z es
la longitud del fermentador y Rv esta relacionada linealmente con S con una

reaccion de primer orden como (Rv = KS).

Al final la ecuacion (19) puede presentarse como:
So=Sie ¥ = gje ™ (20)

Donde T = Z/F es el tiempo de resistencia en el fermentador de flujo. La

concentracién So se interpreta como la concentracion en cualquer punto Z del

fermentador (Illanes, 1994), (Atkinson, 1986).
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Balance diferencial de materia aplicado a un fermentador de

Flujo piston.



I1l. MATERIAL Y METODOS

3.1 Aislamiento e Identificacion de levaduras
3.1.1 Aislamiento de levaduras

Se realizo un aislamiento a partir de una muestra comercial de levadura de
panificacion “Fleishman” que fue sembrada por estrias en agar Sabouraud, y se
llevo a incubacion a 30°C durante 24 horas. Las colonias tipicas de levadura que
se desarrollaron luego de la incubacion, se replicaron nuevamente en una placa
Petr1 con agar Sabouraud, después de esto, las colonias se incubaron y guardaron

en tubos de ensayo con tapa rosca a 4°C para su identificacion.

3.1.2 Identificacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae,

El proceso de identificacion se realizo estudiando el aspecto de coloma, de
célula y bioquimico. El estudio de las colonias en agar Sabouraud se realizo
analizando sus caracteristicas de desarrollo luego de incubado a una temperatura
de 30°C; estudiando el tamafio, la forma, ¢l borde, la superlicie, la elevacion /a
consistencia y el color de las colonias. El estudio celular se lmzo por observacion
en fresco de las colonmas almacenadas en los viales. Este proceso de realizo

retirando una asada de la colonia que se colocd despucs entre lamina y laminilla
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con una gota dc agua destilada. La observacion se realizd en un microscopio

compucsto a 400 aumentos con ¢l cual se estudié la forma celular de la levadura.

En cuanto al estudio bioquimico de las levaduras, se utilizé el método de
fermentacion de carbohidratos, el cual consistio en sembrar las colonias de
levaduras en cuatro tubos de ensayo conteniendo un medio de solucidn
fermentadora, y luego se fermentaron los azucares de lactosa, maltosa, sacarosa y

glucosa. La evaluacion se realizo luego de 24 horas de incubacién a 30°C.

3.2 Determinacion del crecimiento de levaduras.

El crecimiento de levaduras Saccharomyces cerevisiae en la forma libre e
inmovilizada en alginato de calcio se realizé en un reactor discontinuo con adicidn

de oxigeno y agitacion constante.

3.2.1 Crecimiento de levaduras libres

Se realizd activando el inoculo de levaduras Saccharomyces cerevisiae en
un medio liquido caldo sacarosa. Luego de activado el indculo se procedid a
depositarlo en el reactor discontinuo, conteniendo el medio de propagacion de
caldo sacarosado (sacarosa 60g/l, urea 3 g/l, infusién de papa 4 g/l, preparado a
partir de 200 g de papa en un litro de agua destilada en ebullicién y todo esto con

un pH de 4,6). El reactor cargado con células de levadura y sustrato se le incub6 a
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30°C con una agitacion y aircacidn constanic por medio de un agitador magnctico
y una bomba pernistiltica de oxigeno respectivamente. La toma de muestra se

rcalizd cada dos horas, evaluandose con el método del conteo directo (nimero de

levaduras/ml) con ¢l uso de una camara de Neubauer.

3.2.2 Crecimicnto de levaduras inmovilizadas

Se evaluo el crecimiento de las levaduras inmovilizadas en alginato de
calcio. Se colocaron 250 ml de células inmovilizadas en el reactor discontinuo con
un (medio de propagacion) de 500 ml. Luego se incubd a 30°C con agitacion y
aireacion constante. El crecimiento se evalud cada 24 horas utilizando el método
del conteo directo previa disolucidon de las esferas en una solucién de citrato de
sodio al 1%. Las levaduras de las esferas disueltas se llevaron a la camara

Neubauer para su conteo y determinacion del N° de levaduras/ml.

3.3 Producciéon de biomasa de levaduras

I.a produccién de levaduras se hizo a través de un reactor discontinuo,
utilizando como medio de propagacién el caldo sacarosado al 6%, previo a la
inoculacion de la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae se sembrd en un
matraz conteniendo 100 ml de medio de cultivo a 30°C por 24 hotas, para luego
trasvasarlo al biorreactor discontinuo de 1 litro de capacidad con aireacion y

agitacion constante. Se cosecharon las levaduras cuando la fermentacidn estuvo en
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su crecimiento exponencial maximo, para después llevarlo a centrifugar a 4000
rpm durante 10 minutos, desechando el sobrenadante, lavando el sedimento tres
veces con una solucion de NaCl al 0,9% los cuales se centrifugaron nuevamente y
las levaduras obtenidas se almacenaron a 4°C en buffer acetato al 0.1 M con un

pH de 4,5 para su conservacion.

3.4  Inmovilizacion celular

El proceso de inmovilizacién de células de levaduras se realizo utihzando
el método de atrapado en gel usando como soporte el alginato de sodio, en donde
las células quedaron inmersos en la matriz del soporte. La inmovilizacion se
realizo disolviendo 7,5% de alginato de sodio, en un vaso de precipitado con 200
mL de agua destilada en ebullicion y luego de homogenizado el alginato se dejo

enfriar hasta una temperatura de 40°C.

En un beaker se disolvio 9% de levaduras, en 100 de agua destilada, al
cual se llevé a baiio maria hasta una temperatura de 40°C. Se mezclaron ambas
soluciones, vertiendo la solucion de levaduras en el vaso de precipitacion que
contiene la solucion de alginato de sodio y con una bagueta se homogenizo las
soluciones, manteniendo a una temperatura de 40°C en bailo mariﬂ: durante todo el
proceso. Con una jeringa de vidrio de 25 ml de capacidad y una aguja N” 21 (al

cual se le acorto el largo de la aguja) se hizo gotear la solucion levaduras-alginato
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sobre una solucion fria 300 mL de CaCl, al 1,5% en constante agitacién. Las
esferas producidas se almacenaron a 4°C con la solucion de CaCl; al 1.5 %
durante dos horas para darle mayor consistencia a las esferas lucgo se lavd con

agua destilada y se almaceno a 4°C en buffer acetato con un pH de 4,5.

3.4.1 Determinacién de células viables y no viables

Esta determinacion se realizo haciendo gotear cinco esferas de solucion
levaduras-alginato ¢n un tubo de cnsayo contenicndo 10 ml de solucion citrato de
sodio. Se tapo y agité el tubo de ensayo durante 10 minutos para disolver las
esferas. El conteo de las células se hizo en camara de Neubauer a través de un
microscopio compuesto a 400 aumentos, agregandose el colorante azul de
metileno, en la que se observo células viables no coloreadas y no viables

coloreadas de azul de metileno.

3.4.2 Determinacion del volumen y didametro de esfera

Se tomd una muestra de esferas de biocatalizador y se agrego a una
probeta, de 10 ml de capacidad, con 5 mL de agua destilada, el cual hizo desplazar
un volumen de 5ml. Luego se retiré y conto el total de esferas. Realizando los

calculos se obtuvo el volumen promedio de cada uno. Y con este volumen se

determind el diametro de esfera, haciendo uso de la ecuacion de volumen de

4 ¥ [ ' . g
esfera V = 5—;:' r ' seglin el anexo de “determinacion del volumen y



37

diametro”. Este volumen y diametro de esfera se determiné en trabajos

preliminares con diferentes diametros de aguja.

3.5 Determinacion de la curva patrén de levaduras de relacion peso:
densidad optica y peso: N° células.

Se tomo 15 ml de solucién de levaduras almacenadas a 40°C y se
agrego en un tubo de ensayo. Luego se centrifugo a 1200 rpm durante 10 minutos,
se desecho el sobrenadante realizando tres lavados posteriores con agua destilada,
resuspendiendo, centrifugado y eliminando el sobrenadante; las células obtenidas
se trasvasaron a un recipiente de papel aluminio seco y pesado. Esta masa se llevo
a secar en un horno a 100°C durante 8 horas hasta obtener un peso constante. Para
elaborar la curva de patron se procedié de dos maneras. La primera por
concentracion celular midiendo la densidad optica y la segunda por el método del

recuento celular en camara Neubauer.

3.5.1 Determinacion de la concentracion celular por medicion de Ia

densidad oOptica.

Con las levaduras secas se prepard patrones de concentracion celular,

pesando las levaduras y preparando diluciones de tal manera que las lecturas de

absorbancia estén entre un rango de 0.1 a 0.7. Luego los tubos con las diluciones

de levaduras se llevaron al espectrofotémetro y se realizaron las lecturas a 650 nm
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evitando problemas de decantacién. Con los datos obtenidos de concentracion
celular y absorbancia se elaboro la curva de calibracion:

Absorbancia = a + b*levadura (g/L)

3.5.2 Determinacion de la concentracion de levaduras por el método del

recuento celular.

Paralelamente a las lecturas de absorbancia, de los tubos de ensayo y se
retiraron muestras con una pipeta Pasteur para depositarla en una camara
Neubauer. Las observaciones se realizaron en un microscopio compuesto a 400
aumentos. Con las lecturas del recuento celular y los datos de absorbancia se

realizo la curva de calibracion.

Absorbancia = a + b*levadura (lev/ml)

3.6  Determinacion de la curva patrén de glucosa (AR)

Se prepar6 una solucion patron de glucosa al 1% vy a partir de ésta, se hizo
diluciones (0.2 , 0.4, 0.6 y 0.8 g/l). Se tom6 1 ml de las diluciones, al cual se le
agregé 1 ml de reactivo 3,5-dinitrosalicilato (DNS). Se tapo los tubos, agito y
llevo la mezcla a ebullicion durante 5 minutos, luego se enfrio rapidamente en
baiio de hielo y se agrego 10 ml de agua destilada. Paralelamente a este proceso se
preparé un blanco que contiene | ml de agua destilada y 1 ml de DNS y se siguio
el mismo proceso. Se dejaron en reposo 20 minutos y se hizo las lecturas de

absorbancia a 540 nm, tomando como referencia el blanco. Se relaciono la
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concentracion de azicar en funcion de la absorbancia para obtener la ecuacion:

Absorbancia = a + b*glucosa (g/1.)

3.7. Determinacion de la curva patron de azicares reductores (ART)

Para determinar ART primero se realizo la inversion de la sacarosa c¢n
azucares reductores por hidrolisis acida. Se mezclo en un tubo con tapa rosca | ml
de las diluciones (0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 g/l de sacarosa) a partir de una solucién
patron de sacarosa al 3%, con | ml de HC1 2N, y se llevo a ebullicion durante 5
minutos, al término de esto se enfTio en bafio de hielo, al cual se anadio 1 ml de
NaOH 2N para neutralizar el acido. Del tubo neutralizado se cogio 1 ml de
muestra en un tubo con tapa rosca y se agrego 1 ml de DNS por las paredes del
tubo, se tapo, agito y calenté a temperatura de ebullicion durante 5 minutos al cual
se le enfrid en bafio de hielo y se agrego 10 ml de agua destilada. Paralelo a este

proceso se preparo un tubo de ensayo (blanco) conteniendo 1 ml de agua destilada

y se siguid el mismo tratamiento.

Se realizo las lecturas de absorbancia al cabo de 20 minutos en un
espectrofotometro a 540 nm, tomando como referencia el blanco. Se relaciono la

concentracion del azucar en funcion de la absorbancia para obtenerla ecuacion.

Absorbancia = a + b* Azucares reductores (g/l)
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3.8 Proceso de produccion de ctanol
3.8.1 Esterilizaci6n del reactor y del medio de fermentacion

Para cada proceso de fermentacion de etanol se realizo una esterilizacion
del reactor con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% con posteriores lavados
con agua destilada. El medio de fermentacidn (Sacarosa, MgS04.7H,0 y KH,P0y)

se esterilizé en autoclave durante 15 minutos a una temperatura de 121°C.

3.8.2 Fermentacion discontinua

Para 1niciar la fermentacion primero se cargd el reactor con 300 ml del
medio de fermentacion y luego se adiciond por la parte superior 300 ml de esferas
del biocatalizador (esferas de alginato de calcio conteniendo levaduras) retenidas
por un filtro (perlas de vidrio) ubicado en el extremo inferior del reactor. La
fermentacion discontinua se iniclo a los pocos minutos con gran desprendimiento
de CO,. En este momento se dio por terminado el tiempo de induccion o

activacion, para posteriormente pasar a la fermentacion continua.

3.8.3 Fermentacidn contindia
Se inici6é la alimentacion continua del medio de fermentacién en forma
descendente. La salida del producto se realizé por rebose en forma continua,

transformandose de esta manera la fermentacidn discontinua en fermentacion

conlinua. Cuando la concentracién del producto o la concentracion de la sacarosa
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remanente permanecen constantes se llega al estado estacionario v en este

momento se tomod una muestra para determinar la concentracion de etanol por el

método del picndémetro.

3.8.4 Control de la temperatura

El control de la temperatura en el reactor durante el proceso de
fermentacién se realizé por recirculacion de un flujo de 5 litros de agua

caliente/por minuto a través de la chaqueta del reactor proveniente del

ultratermostato.

385 Control de pH

Se regulé el pH del medio de fermentacion antes de ingresar al reactor
con una solucién de buffer acetato. Esta solucion buffer mantiene invanable el pH

durante todo el proceso de produccion continua de etanol.

3.8.6 Produccion de etanol

La produccion de etanol por fermentacién continua con celulas
inmovilizadas, se realizé haciendo circular un flujo de medio de fermentacion a
través de un lecho del biocatalizador (esferas con levaduras inmovilizadas). En el
cual, el sustrato tuvo que difundirse hacia el interior del las esferas y de las

levaduras, produciéndose la transformacion del azicar en etanol, que luego tiene
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se¢ difundié hacia el medio de fermentacion. La produccion de etanol se realizo
variando la concentracion de sacarosa (S), la temperatura (T) y el pH mediante un
disenio experimental, manteniendo constante el tiempo de residencia hidraulico de

8.33 horas y ¢l volumen de 300 mL de levaduras inmovilizadas al 3%..

3.9, Determinacion de la concentracion de etanol

Se tomo una muestra de 30 ml de la commente de salida del reactor en

cada experimento del disefio experimental y se determino la concentracion del

producto por el método del picnometro.

3.9.1 Meétodo del picnémetro

Se llend el picnometro de 25 ml de capacidad con la muestra (producto
de la fermentacion continua) y luego se agrego a un balon de destilacion de 100
ml. de capacidad. Se realizo tres lavados del picnometro con un total de 12.5 ml
de agua destilada y se agregé al balon hasta hacer un total de 37.5. Este balon se
llevo a destilar hasta obtener unos 22.5 ml en el picnémetro y se completo con
agua destilada mezclandolos, y se llevé a bafio maria a una temperatura de 20°C
durante 30 minutos, al término de esto se seco y peso en una balanza con cuatro

F

decimales. Obteniendo el peso en gramos (m1), éste valor se lleva a la ecuacion

ml—m ) 5 =
de: d= , donde m es picnémetro vacio, ml es picnometro con el

m2—m

destilado y m2 es picnémetro con agua,
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Y a partir de este resultado como densidad, se determino la concentracion

de etanol en gramos por litro, segun ¢l anexo de “determinacion del contenido de

etanol”.

3.10. Diseiio experimental y analisis estadistico

Para la produccién continua de etanol con células inmovilizadas, se
realizé un planeamiento factorial de 2’ con 8 experimentos y tres puntos
centrales, estudiando 3 variables: Concentracion de sacarosa (X;), pH (X3) vy
Temperatura (X3) con el objetivo de Obtener etanol (Y) en fermentacion
continua, utilizando levaduras de Saccharomyces cerevisiae inmovilizadas en gel

de alginato de calcio. Las variables se estudiaron a dos niveles codificadas como -

by+l.

Cuadro 1. Variables y niveles de variacion del planeamiento experimental

Variables Codificada Real Nivel (-) | Nivel (+)
[Sacarosa] (g/] ) X, S 100 T
P Az ph 3.6 5.6
Temperatura (°C) X; T 95 35 |

- |

Se tuvo como niveles centrales de concentracion de sustrato, pH vy

temperatura a los valores de 150 g/l, 4,6 y 30°C respectivamente. Los parametros
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maximos y minimos de cada variable independiente sc escogieron dentro de las

posibilidades operacionales del proceso.

3.11 Diseiio del reactor de lecho fijo
Para el presente trabajo se disefid0 y construy0 un reactor de vidrio

borosilicatado con los siguientes caracteristicas.

Cuadro 2: Caracteristicas del reactor continuo de lecho fijo tipo columna.

Caracteristicas | Diametro (cm) | Altura (cm) | Area (cm®) | Volumen (cm’)

Reactor 3 120 7,854 043

Chaqueta 5 120 11,78 1414

Este reactor esta provisto con una chaqueta por el cual puede circular
agua caliente o fria con un caudal de 5,7 I/min y que tuvo por finalidad mantener

el medio de fermentacion a la temperatura deseada.



3.12  Determinacion de los pardmetros cinéticoy de la fermentacion en el
rcactor continuo.

a) Tiempo de residencia hidraulica: Este pardmctro indica ¢l ticmpo
requerido por c¢l sustrato, para transformarse en producto (por las celular
inmovilizadas) antes de abandonar ¢l reactor. Este ticmpo se determino cn basc al
flujo de alimentacién y al volumen del reactor de 600 ml.

b) Cinética de la fermentacién: Para determinar la cinéticas, se tomo ¢n
cucnia principalmente el sustrato reactante tiene una misma velocidad y un
gradiente de concentracidn solo en direcciéon del flujo descendente a través de la
longitud del reactor contenicndo las células inmovilizadas, Se tomo como dato de
concentracion de sustrato inicial y final a través del método del DNS en el proceso
de fermentacion de etanol, tomando en cuenta el tiempo de residencia hidraulica
se elaboro la ecuacién de sustrato en funcién del tiempo en el reactor continun de

lecho fijo.

3.13  Establecimiento de ]la mejor produccion de etanol

Tomando como referencia los datos de produccidon de etanol, obtenidos
segin el disefio experimental y lucgo a través de anélisis de variables y sus
interacciones mas imporiantes: mediante el diagrama de Parc:t;, diagrama de

cfecto de variables y el analisis de superficic de respuesta se determino el modelo

de la mejor produccién de ctanol.



IV. RESULTADOS

A continuacidn se presentan los resultados de: Concentraciéon como producto de la
fermentacion de etanol a través del disefio experimental, parametros cinéticos de

la fermentacidén y el establecimiento del mejor rendimiento con el uso de un

analisis estadistico.

4.1 Concentracion de etanol.

El siguiente cuadro presenta los resultados del proceso de fermentacion
continua establecido segun el disefio experimental, teniendo como valores
maximos de concentracion de etanol de 14.40 g/l. y 10.10 g/L. cuando se trabajo

con variables de 100 g/l. de sacarosa, 25 °C de temperatura y con pH de 3,6 y 5,6

respectivamente,
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Cuadro 3. Produccién de ctanol a diferentes concentraciones de sustrato, pH

y temperatura por fermentacion continua de S. cereviciae inmovilizado en gel

de alginato de calcio.

Experimento | Sustrato (g/1) [ pH | Temperatura (°C) Etanol (g/1)
l 100 3.6 25 14.40
2 200 3.6 25 3.50
3 100 5.6 25 10.10
4 200 5.6 25 5.80
5 100 3.6 35 6.40
6 200 3.6 35 3.70
7 100 5.0 35 4.20
8 200 5.6 IS 3.20
9 150 4.6 30 8.80
10 150 4.6 30 9.30
|1 150 4.6 30 8.30

4.2 Parimetros cinéticos de la fermentacion en el reactor continuo.

El tiempo dc residencia en la produccién de ctanol con células
inmovilizadas usando un reactor continuo s¢ obtuvo cn base al flujo de sustrato de
72 ml/h, y al volumen del reactor de 600 ml el cual fue 8,33 horas el tiempo de

residencia hidriaulica.

La cinética de la fermentacion continua, realizado en el fermentador de

forma tubular, obtenido a través de un balance diferencial de matena

(concentracion de sacarosa) se muestraen la figura 1 donde la ecuacion

-0.02244t

So=1479¢ representa la concentracion de sustrato reactante puntual en

el fermentador dependiendo del tiempo de residencia requerido.
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Figura 2: Cinética de fermentacion del sustrato.

4.3 Produccion de etanol.

El efecto de las variables y sus interacciones que influyeron en el proceso
de fermentacion continua de etanol asi como la mejor produccion de etanol

estadisticamente bajo un modelo matematico en analisis computacional se tiene

el las figuras 2-5 y cuadro 4.

4.3.1 Efecto de las variables estudiadas segin el grafico estandarizado de

pareto.

La importancia relativa de cada uno dc las variables se puede observar
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mediante el diagrama de Pareto, el cual representa graficamente los efectos
estandarizados de las variables y sus interacciones. Segun este diagrama nos
muestra los efectos principales sobre la produccion de etanol en forma grafica,
indicandonos que el mayor efecto lo tiene la temperatura seguido de la
concentracion de sustrato y luego del pH vy sus interacciones. En cuanto a la linea
vertical nos indica que los efectos de temperatura y concentracion de sustrato son

significativos estadisticamente.

GRAFICO ESTANDARIZADO DE PARETO PARA EL ETANOL

P ——— - - = — s - 1 - e . ]
]

{

|
:-

C! temperatura

A Sustrato

B: pll

AC

BC

AB

Figura 3: Efectos de las variables y su interaccion en la produccion
de etanol.
432 Efecto de las variables estudiadas en la produccion de etanol segun el
grafico de lineas:

En la figura 4 se presentan graficamente lineas con pendientes negativas
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de los factores de sustrato, pH y temperatura, es decir los tres factores presentan
efectos en el proceso, sin embargo estos efectos son negativos e la produccion de
etanol. En cuanto a la presencia de lineas paralelas indican la ausencia de la

interaccion de las variables.

(a) 10.8
9.8
8.8
7.8
6.8
5.8

Etanol

 RTRTEITNTE TRENI FRTRI AT ETI AN |

'Ill'l'l'l!lI!IIIIIITIIII'I'III:III

4.8

100 200 36 5.6 25 35

13.9
(b) i
11.9 -

9.9

79

Etanol

3.9

llll'l'l'"['il-
lllllll.ll:lll.l_‘lllllll

+\ n
F }

+

\+ \-*_

100 200 100 200 36 56
AB AC BC

3.9

Figura 4: Efectos: (a) de las variables; (b) interaccion de las mismas para la

produccion de etanol.
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4.3.3 Efecto de las variables estudiadas segin el andlisis de superficie de
respuesta:
El grafico de la figura 5, muestra el efecto de las vanables de sustrato, pH
y temperatura sobre la concentracion de etanol en forma cubica (en superficie de

respuesta) y en forma cuadratica (en lineas de contorno).

T=30.0

109
a
(@) 9.9

8.9
19
6.9

59
4.9 — A"
100 120 140 160 180 200 3> pH

Etanol

Etanol
— 4.9
o &
6.1
6.7
713
79
83
9.1
9.7
10.3
10.9

| |

(b)

RERR

100 léﬂ lib 1;0 léﬂ 160
S
Figura 5: Graficos de: (a) Superficie de respuesta y (b) Lingas de contorno de

las variables estudiadas para la produccion de etanol.
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4.3.4 Modeclo matemitico que representa a la  experimentacion  de
fermentacibn continua.,
En basec a los anilisis cstadisticos rcalizados se determind el modcelo
matcmdtico de la mejor produccion de ctanol que representa la fermentacion
continua en ¢l experimento, realizado computacionalmente (Statgraphics)

[etanol] g/l = 69.4- 0.17A - 5.6758 — 1.5C + 8.25x10°AB + 3.25x10°AC + 0.11BC

4.3.5., Produccién mixima de ctanol
En base a la aplicacion del modelo matematico encontrado para la

experimentacion se obtuvo la maxima produccion de etanol.

Cuadro 4: Produccion maxima de etanol aplicando el modelo matemético que

representa la fermentacion continua de etanol

Variables Independientes Variable Dependicente

Sustrato (g/l) pH Temperatura (0C) Etanol (g/1)

100 3.6 25 14.8932




V. DISCUSION

En los resultados de concentracién de etanol, obtenidos en el cuadro 3
segun el disefio experimental, se observa que las mayores concentraciones de
ctanol fueron de 14,40 g/l y 10,10 g/l en las cuales se utiliz6 las variables de
concentracion de sacarosa de 100 gl, pH,; 3,6 y pH 5,6 y menores se obtuvieron
3,70 g/l y 3,20 g/, estos al usar variables con valores de concentracidn de sacarosa
de 200 g/l, pHg de 3,6 v pHg de 5,6 y con una temperatura de 35°C. Evaluando
estos resultados con el analisis de varianza (ver anexo), se determind que existe
influencia de las variables de concentracién de sacarosa y de temperatura. A
concentraciones de 200 g/l de sacarosa y 35°C de temperatura, el biocatalizador

tiende a disminuir la produccion del contenido alcohdlico en el producto.

La inhibicién por sustrato es muy frecuente en este tipo de biorreactores
como es el reactor tubular de flujo piston, ¢l cual al ingresar no se distrnibuye
homogéneamente en todo el biorreactor sino que se difunde lentamente y los
biocatalizadores inmovilizados que reaccionan primero sufren a través de un

gradiente de concentracién descendente estas concentraciones clevadas de sustrato

y no asi las Gltimas que reaccionan con una concentracidn de sustrato disminuido

(Atkinson, 1986).
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A temperatunas clevadas las célulns de levaduras inmovilizadas ticnden a
inactivarse, esta inactivacion aumenta cuando también sc cleva la temperatura
(Wisecman, 1991). La fermentacion continua a pH que sc establecié por un buffer

con un rango de 3,6 y 5,6 no causd mayor variacion.

Al evaluar el andlisis de varianza (ver anexo) sc observo que existc
diferencias significativas en los tratamiento con sustrato (sacarosa) y temperatura,
tenicndo como F. Exp. 13,27 y 31,16 respectivamente que son valores mayores a
la F. tabular de 7,71 con un 95% de confianza, asi mismo esto no sucedid con cl
pH el cual presento una F. experimental de 6,46 que es menor a la F. tabular
indicando asi que no existe diferencia significativa utilizando esta variable con un
95% de confianza, es decir que no hay mayor efecto usando pH mayor o menor.
Esta afirmacion se puede corroborar con el grafico estandarizado de Parcto que
indica que el proceso es afectado mayormente por la variable temperatura seguida
por la variable sustrato sicndo el pH y las interacciones de las variables no
significativas, Y asi como también en la figura 3 de efcctos de las variables en la
produccién de etanol, en ¢l grafico de lineas indica que las variables presentan un
efecto negativo, ¢s decir que a valores ¢levados la produccion de ctanol de etanol

disminuye.



55

El cmplco del reactor continuo de lecho [ijo para la fermentacion de etanol
¢l cual presentd pardmetros de control durante todo el proceso con un flujo de 72
ml/h, el cual al recorrer un volumen de 600 ml, con un tiempo de residencia de
8,33 horas, En este fermentador para el presente trabajo, con las condiciones de
variables establecidas obtuvo una disminucion en la produccion esperada por
diferentes causa como ser las restricciones disfuncionales externas e internas, la
concentracion de levaduras inmovilizadas, el tiempo de residencia empleado y los

requerimientos de sustrato como medio de mantenimiento.

Las R.D. externas en las reacciones con fase heterogénea como en el
presente trabajo comprendio los pasos de transporte del sustrato desde el seno del
liquido a la superficie del biocatalizador, estas R.D. externas son consideradas por
estas en un medio en constante movimiento hacia una direccion descendente y las
R.D. internas en este caso son importantes debido a que el sustrato que esta en la
superficie del biocatalizador se dirige al interior del soporte y de alli a las células
de levaduras, donde se produce la reaccion bioquimica para transformar el

sustrato (sacarosa) en etanol y CO,.

Esta produccion de etanol también puede variar segin el tiempo de

residencia es decir que a menor tiempo de residencia la difusién del sustrato a
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través del biocatalizador es deficiente. Sin embargo si el TRH fuera mayor, el

contacto y reaccion del sustrato con las células dentro del biocatalizador también

seria mayor dando como resultado una mayor concentracion del producto etanol.

La concentracion de levaduras inmovilizadas fue muy importante en la
produccion de etanol, a mayores concentraciones de levaduras se eleva la
concentraciéon de etanol, sin embargo en el presente trabajo se observa que la

concentracion del 3% de levaduras inmovilizadas en gel de alginato de calcio, se

obtuvo una concentracion de 14.40 g/l de etanol. Este valor se puede mejorar
analizando el adecuado requerimiento de sustrato que contenga nitrégeno como
medio de mantenimiento, para que asi las levaduras inmovilizadas tengan una
optima produccién o en su dl;.thClﬂ por la falta del medio de mantenimiento, las
levaduras sufririan un estrés disminuyendo asi la produccion de etanol. Otra forma
en que se puede disminuir ¢s por problemas de arrastre de las células

inmovilizadas, que se ubicaron en la superficie del soporte esférico del

biocatalizador.

Segin el andlisis de superficic de respuesta que se presenta en la figura 4
el cual muestra que hay efecto de las variables en la produccion de etanol, también

se observa que sc alcanzara una maxima produccién usando valores de
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concentracion de sustrato de 100 g/l, pH de 3.6 y a una temperatura de 30 °C. Esto
debido a que su cfecto es altamente significativo, el cual se corrobora con el
grafico de linecas de la figura 3 que indica que a valores minimos del rango de las
vanables se incrementa la produccion de etanol, sin embargo para la variable pH
no es significativo, y se puede utilizar el pH de 4.6 propuesto, segin el analisis de

vananza, por no ser significativo sobre la variable dependiente.

En la produccion maxima de etanol que se determino con el uso del
modelo matematico obtenido por el paquete estadistico Statgraphics, el cual indica

que usando valores de rango minimo se obtiene 14.8932 g/l de etanol como

variable dependiente.



1.
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VI. CONCLUSIONES

La produccion de etanol, en un reactor de lecho fijo usando células de
levaduras inmovilizadas fue de 14,40 g/l bajo las condiciones de sustrato

(sacarosa) 100 g/I; pH y temperatura de 25 °C.

Los parametros cinéticos del reactor de lecho fijo en la fermentacion de etanol
fue de: tiempo de residencia hidraulica de 8,33 horas y una cinética de
fermentacion de sustrato (S) Vs. Tiempo (t), cuya ecuacion es:

SD - 14? ge-ﬂ.ﬂﬂ1244t

En la produccion de etanol segun el disefio experimental se establecid que las
variables con mayor efecto en la fermentacion fueron: la concentracion de
sacarosa Yy la temperatura segun el analisis de varianza con un 95 % de
confianza.

El modelo matematico que representa la produccion de etanol en g/l, como
producto (P) usando varniables de sustrato g/l, (A), pH (B) }r‘temperatura, °C,
(C) fue de:

P=694-017A-5.675B-1.5C + 8.25x10°AB + 3.25x10°AC + 0.1 1BC.



VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar cstudios dc fermentacion tanto en reactores
continuos de flujo piston como los de tipo tanque completamente agitado
para evaluar en que medida influye la inhibicién por sustrato asi como de
productos en el reactor de flujo pistéon y a la vez como la fermentacion es

afectado por la propiedad de difusién tanto de sustratos como de productos.

Investigar los requerimientos apropiados de medios de mantenimiento de
las levaduras durante la fermentacion de etanol a diferentes concentraciones

de levaduras inmovilizadas, es decir, el sustrato que utilizan como energia

para realizar su metabolismo en la produccion de etanol.

Realizar estudios de fermentacion alcohdlica con mayores tiempos de
residencia hidraulica de los biocatalizadores en el reactor de flujo piston asi

como de tiempos de vida atil de los mismos para tener una mejor

produccidn de etanol.
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ANEXO 1

Colonias de levaduras de Saccharomyces cerevisiae en agar Sabouraud



ANEXO 2

Células de Saccharomyces cerevisiae



ANEXO 3

O
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[ .\.'ll
|

1.- Fitro de H2xO
2.- Fiiltvo de Algodon
3.- Bioreactor Continuo
4.- Agitador Mognético
5.- Produccion de Levaduras e
6.- Trampa de HzO

L

PROPAGACION DE LEVADURAS EN UN BIOREACTOR DISCONTINUO
CON AGITACION.



ANEXO 4

CELULA

células - 6

I )

SOPORTIE - \

POLIMIERO

1. Adsorcion 2. Atrapamiento

LEVADURAS

3. Entrecruzamiento LEVADURAS 4. Adsorcion y entrecruzamiento

)(I_)( O €3 £ €2 .

S. Union covalente 6. Intercambio lonico
ENZIMAS
ENZIMAS —— @ v )
MEMBRANA POLIMERO
7. Microencapsulacion 7. Copolimerizacion

Métodos de inmovilizacién, 1 al § para células y del 1 al 8 para enzimas y células.



ANEXO 5

INMOVILIZACION DE LEVADURAS

SUSPENSION DE LEVADURAS
PROVENIENTES DE FASE LOGARITMICA
AL 3% (m/v) A 40°C

SOLUCION DE ALGINATO DE
SODIO AL 2,5% (m/v)
ESTERIL A 40°C

HACER GOTEAR EN SOUCION
DE CITRATO AL 1% PARA
CONTEO CELULAR

HACER GOTEAR EN SOLUCION
FRIA DE CaCl; AL 1,5 % (m/v)

l

LEVADURAS INMOVILIZADAS
POR ATRAPAMIENTO EN ALGINATO
DE CALCIO




ANEXO 6

!'Fr"l.
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1.- Jetinga de Vidrio
2.- Esteras de Ceélulas inrmnovilizadas.

3.- Solucion de CI2Ca
4.- Agua de hielo

5.- Agitador Magnéfico

Inmovilizacién de levaduras



ANEXO 7

Células de levaduras inmovilizadas



ANEXO 8

DETERMINACION DEL VOLUMEN Y DIAMETRO DE ESFERAS

—
) o 8 / 5 ml
OO H,0O 0
O 8 2 00
. {_]O OC OOO;
Yolumen de esfera (Ve)
Volumen desplazado
V0 = cocccncncsccccscsssnsscssncs = coassacsscasss
Numero de esferas 898 esferas

Ve =0,0056 ml

Diimetro de esfera (De)

3 x 0,0056 mi| 10’ mm’
1 ml

-

Tg = =emmemeommomcmcm e

47

r. = 1. 3369 mm3

r= 1.1 mm

De=2r,
De=2x1.1 mm

De =2,2 mm

|

O 0
- O
B3

898 esferas

désplazaron 5 ml
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ANEXO 9

i

—~_

i

Principales tipos reactores: a) Reactor discontinuo. b) Reactor continuo tipo

tanque agitado ¢) Reactor contintio de flujo pistén y lecho fijo.



ANEXO 10

T ¥ 1.- Presidn Atmosténca

O - 2.- Medio de femmentacion

PRODUCCION DE ETANOL EN UN BIOREACTOR DE LECHO FIJO
USANDO CELULAS DE S. cerevisiae INMOVILIZADAS
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SACAROSA
[nvertasa
|. ETAPA Rxs y GLUCOSA + FRUCTOSA C ATP
PREPARATORIAS g+ [ Hexoquinass -
GLUCOSA-6-P
GP-isomerasa
FRUCTUOSA-G-P
ATP
Mg+ Fosfofructoquinasa C
ADP

P-FRUCTQOSA-1.6-P
Triosaloslalo

aldolasa
Isamarasa

GLICERALDEHIDOQ-3-P + DIHIDROXIACETONA FOSFATO
ll. ETAPA

OXIDACION
Glic-3-p-deshidrégoenasa NADH

Pi—s. > Electrones ——» ]

NAD+
P-1.3-DIFOSFOGLICERATO-P

I Ac. fosfogliceroquinasa

C ADP
3-FOSFOGLICERATO-P ATP

Ac. fosfoglicerio mutasa

2-FOSFQOGLICERATO

Mg+ I Enclasa 2 H2O

FOSFOENOLPIRUVATO-P

ADP
Piruato quinasa C
ATP

l1l. ETAPA PIRUVATO
REDUCCION

Piruvato descarboxilasa

ACETALDEHIDO+COQO2
. ADH
Alcohol deshidrogenasa 1
NAD+
ETANOL

Diagrama de la fermentacion del etanol.



ANEXO 12

Determinacion de la concentracion de ETANOL por el método del picnémetro a

partir de una muestra de fermentado.

Muestra

!

25 ml
(capacidad del PICNOMETRO)

1

Balén de 100 ml

Con 25 ml de muestra

e

12,5 ml de H,0

de lavado del picnémetro

|

Destilar

1

Recoger el destilado

|

Llevar a bafio maria
Por 30 minutos y completar

hasta el aforo

| ,

Pesar y determinar la densidad

y el contenido alcohdlico
d=(ml -m)/(m2 -m)



ANEXO 13

Determinacion del contenido de etanol (gramos por litro) a partir de la
densidad del destilado a 20°C, referido a agua a 20°C

Densidad 4° decimal de la densidad del destilado

del 9 bt 7 6 5 4 3 2 I 0

destilado Gramos por litro

- 0.999 .50 1.10 1.60 210 270 320 370 420 480 530
0.998 5.80 6.40  06.90 740 800 850 9200 950 10.10 10.60
0.997 ]1.20 11.70 12,30 12.80 13.30 13.90 [|4.40 1500 1550 16.10
0.996 16.60 17.20 17.70 18.20 ]8.80 [19.30 1990 20.50 21.00 21.60
0.995 22,10 22.70 23.30 23.80 24.40 2500 2550 26.10 26.60 27.20
0.994 27.80 2830 28.90 29.40 30.00 3060 31.20 31.80 3240 32.90
(),993 33.50 34.10 34.70 35.30 3580 3040 37.00 37.60 3820 38.80
0.992 29.40 39.90 40.50 41.10 41.70 42.30 42.90 43.50 44.10 44.70
0.991] 45.30 4590 46.50 47.10 47.70 48.30 4890 49.50 50.10 50.70
(.990 51,30 51.90 5250 53.20 53.80 5440 5500 5560 56.20 56.80
0.989 57,40 5810 358.70 59.30 5990 06050 6].20 61.80 6250 63.]0
(.988 63.70 064.30 6500 65.60 66.30 66.90 67.50 06820 06880 069.40
(0.987 70,00 70.70 71.30 7200 7260 7330 7390 7460 7520 7590
0.986 76.50 77.20 77.80 7850 79.10 7980 80.50 81.10 81.80 8250
0.985 83.10 8380 84.50 B85.50 8580 8650 87.20 &87.80 8850 §89.20
(.984 89.90 90.60 91.20 91.90 92.60 9330 94.00 94.70 9530 96.00
0.983 96.70 97.40 98.10 98.80 99.50 100.20 [00.90 10].60 102.20 102.90
0.982 103.60 104.30 105.00 107.70 106.40 107.10 107.80 [08.50 109.20 109.90
0.981 110.70 111.40 [12.10 112.80 [13.50 [14.20 114.90 11570 116.40 117.10
(.980 117.80 [18.50 119.30 120.00 [20.70 121.50 [22.20 ]22.90 [23.60 ]24.40

Fuente: Bundesanzeiger 1960 n° 86, pag. 17
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Cuadro 5, Kvaluacion de earncteristicas colonial y celular de In levadura

Aspecto Levaduras Caracteristicas
Tamafio [(,5a2,5mm
Forma Circular
Bordcs Definidos
Colonial Superficie Lisa
Elevacion Convexa

Consistencia | Himeda

Color Blanco-cremoso
Forma Ovalada

Celular '
Borde Definido
Gemacion Polar y multipolar

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 6. Evaluacidn de la fermentacion de carbohidratos por S. cerevisiae.

CARBOHIDRATOS PRODUCCION DE CO,
LACTOSA -
MALTOSA :
SACAROSA ...
GLUCOSA T

Fuente: Elaboracion propia,

(- ) No existe produccion de gas; (+) Si hay produccion de gas.
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Levaduras (x 10°/ml)

500
450

400

350
300

250 -

200
150
100

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (horas)

= e

Figura 6. Crecimiento de levaduras libres
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240 +—
200 i e
c /
":g 160 e
E 120 ¢ AR
- . 1
== / u=10.017h
S 80 : /
D
— .
40 / o
0 == | |
0 1 2 3 4
Tiempo (dias)

Figura 7. Crecimiento de levaduras inmovilizadas
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Cuadro 7. Caracteristicas de levaduras inmovilizadas en alginato de calcio

Células inmovilizadas

Caracteristicas

Células viables por esfera
Diametro de cada esfera
Volumen de esferas
Volumen total de esferas
Numero total de esferas

Peso por esfera

2x10° levaduras
2.2 mm
5.6x10™ ml

300 ml

53,571
1.68x107 ¢
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Absorbancia 650 nm

o
N

0 T 1 T | . |
0 010203040506 070809 1 1.1

Levaduras (g/L)

Figura 8. Curva patrén de levaduras por densidad optica (Abs.)
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|
I
|

_ 100
= lev(N°/mi)= -0.143+91.286(lev. g/1)
e 80
(=]

-

X 60
7
S w0
T
S 20
5 ::-:z':bt'a:emi

T Y

o

0 02 04 06 08 1
Levaduras (g/L)

Figura 9. Curva patrén de levaduras por conteo directo de células
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0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Abs=-0.0122+1.114(glucosa g/l)

Absorbancia 540 nm

0O 01 02 03 04 05 06 0.7 0.8 09
Glucosa (g/L)

Figura 10. Curva patron de glucosa
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i e———
E 08 —m—aa e l el

-
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D o4 e |
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E |

< Abs =-1.4x107+1.23 (Sacarosa g/l)

02 +—

I

0 S

© 01 02 03 04 05 06 07 08 09 |

Sacarosa (g/L) |

Figura 11. Curva patrén de azicares reductores totales (Sacarosa)
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Cuadro 8. Concentracién de etanol por el método del picnémetro

Experimento Densidad Etanol (g/l)
] 0.9973 14.40
2 0.9884 3.50
3 0.9976 10.10
4 0.9889 5.80
5 0.9888 6.40
6 0.9993 3.70
7 0.9992 4.20
8 0.9994 3.20
9 0.9976 12.80

10 0.9975 13.30
11 0.9977 12,30

Cuadro 9: Efectos estimados en la produccion de etanol

Promedio 7.51818 +/- 0.407
A: Sustrato -3.475 +/- 0.954
B: pH -2.425 +/- 0.954 B
C: Temperatura -5.325 +/- 0.954
AB 0.825 +/- 0,954
AC 1.625 +/- 0.954
BC 1.075 +/- 0.954




ANEXO 23

Cuadro 10. Aniilisis de varianza para la produccion de etanol con células
inmovilizadas

Fuente SC GL |CM F.exp. |F.exp. |
A sustrato 24.1512 1 24.1512 13.27  [7.71

B pH 11.7613 I 11.7613 6.46 7.71

C Temperatura 56.7113 ] 56.7113 31.16 |7.71

AB 1.36125 ] 1.36125 0.75 7.71

AC 5.28125 ] 5.28125 2.90 7.71

BC 2.31125 I 2.31125 1.27 7.71

Total error 7.27886 4 1.81972

Total correlativo 108.856 10 I
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