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RESUMEN

En la presente investigacion se llevo a cabo la inmovilizacion de células de levadura
“Saccharomyces cerviciae” en cascara de cacao mediante el método de adsorcion.
Previamente se reprodujeron las células en cultivos y pre cultivos utilizando medios de
cultivo enriquecidos llegando a identificar 1,88x10° [cel. /ml]. La microcopia electrénica
de barrido (SEM) de los soportes de inmovilizacién (cascara de cacao) reveld adsorcion
de las células en sus poros, en donde se obtuvo una concentracion de 1,77 x10° [cel. /ml]
aproximadamente. Con las celulas inmovilizadas en la céascara de cacao se realizd
fermentaciones de tipo discontinuo con mucilago de cacao CCN-51 y también
fermentaciones con células libres, con el cual se comparé y se analiz6 la produccion de
etanol dejandonos ver que con el sistema de células inmovilizadas se mejora 2,4 veces el
rendimiento de etanol en relacion al sistema de células libres. Las fermentaciones se
realizaron en un biorreactor de tanque agitado en las mismas condiciones de operacion:
pH [4], Temperatura 35 °C y una concentracion inicial de azucar [250 g/l]. Durante el
proceso de fermentacion se consumid casi el 100% del azucar total generando 60 [g/1] de
etanol y 25 [g/L] para el sistema de células inmovilizadas y células libres,
respectivamente. Después la cuantificacion de biomasa se llevo a cabo mediante el
método de liofilizacion tanto para el sistema de células inmovilizadas como para el
sistema de células libres; la concentracion final de biomasa que se obtuvo fue de 16 [g/1]
después de 50 horas de fermentacion y 40 [g/1] después de 44 horas de fermentacion tanto

para el sistema de células inmovilizadas como para el de células libres, respectivamente.

Palabras clave: Medios de cultivo enriquecidos. Cascara de cacao. Inmovilizacion.
Adsorcién. Fermentacion por lotes. Etanol.
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ABSTRACT

In the present investigation, the immobilization of yeast cells “Saccharomyces cerviciae"
in cocoa shell was carried out by the adsorption method. Cells were previously
reproduced in cultures and pre-cultures using enriched culture media, identifying
1.88x109 [cells / ml]. The scanning electron microcopy (SEM) of the immobilization
supports (cocoa shell) revealed the adsorption of the cells in their pores where a
concentration of approximately 1.77 x109 cells / ml was obtained. With the cells
immobilized in the cocoa shell, discontinuous fermentations were carried out with CCN-
51 cocoa mucilage and also fermentations with free cells with which the production of
ethanol was compared and analyzed, letting us see that with the immobilized cell system
the ethanol yield is improved 2.4 times in relation to the free cell system. The
fermentations were carried out in a stirred tank bioreactor under the same operating
conditions: pH [4] and Temperature 35 ° C with an initial concentration of sugar [250 g /
[]; During the fermentation process, almost 100% of the total sugar was consumed,
generating 60 [g / ] of ethanol and 25 [g / L] for the immobilized cells and free cells,
respectively. Simultaneously, biomass quantification was carried out using the
lyophilization method for both the immobilized cell system and the free cell system; under
these conditions, a final biomass concentration of 16 [g / I] was obtained after 50 hours
of fermentation and 40 [g / 1] after 44 hours of fermentation in the immobilized cells and

free cells, respectively.

Keywords: Enriched culture media. cocoa shell. Immobilization. Adsorption. Batch

fermentation. Ethanol.
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1 INTRODUCCION
El sector energético a nivel del mundo segin Sevilla B., 2020 hasta la actualidad

transforma y comercializa los compuestos fésiles como lo es el petroleo 35 %, carbon 25
%, gas natural 21%. De acuerdo al informe de la asociacion para el estudio del cenit
petrolero (ASPO) en la actualidad se consume 4 veces petroleo de lo que se descubre y
las petroleras se encuentran en una situacion muy dificil para encontrar nuevos
yacimientos. Si no se contara con las reservas que segun Exxon Mavil es previsible
descubrir se deberia disminuir el consumo de petroleo a un orden de 4 a 6 % anual (Shell,
2016). Sin embargo, la demanda del consumo de energia sigue creciendo; por tal razén
las principales petroleras en todo el mundo se encuentran investigando e incrementando
sus inversiones en energias que son renovables, entre las energias alternativas que existen

son edlica, solar, eléctrica, biomasa, biocombustibles, entre otras.(Rogtheer, 2018)

El sector energético tiene un gran desafio en la actualidad y para las nuevas generaciones,
es hacer y proporcionar energia econémicamente viable. La bioenergia moderna es una
alternativa ya que esta puede brindar oportunidades para repotenciar el sector agricola y
fortalecer la economia. Para los paises que se encuentran en vias de desarrollo la
bioenergia consumida de forma sostenible lograria a que muchos sectores de la sociedad
Ileguen a tener acceso al beneficio energético. Paises latinoamericanos como Brasil,
Argentina, Chile, Costa rica, Colombia, Ecuador, México, Paraguay, Per(, Uruguay de
acuerdo a la Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la agricultura
(FAO) son paises en vias de desarrollo por ende aquellos que logarian adquirir gran
impacto econdémico Yy social gracias a las cadenas productivas de los biocombustibles.
(FAO, 2015)

En el afio 2005 la produccion en el mundo de biocombustibles liquidos adscrito al
transporte incremento a 16 mil millones de litros y para el 2015 ascendié a mas de 100
mil millones. Hasta la fecha presente alrededor del 10 por ciento en combustible mundial
deriva de los biocombustibles para el transporte, en paises como Brasil la escala de estos
es considerablemente mas eminente ya que alcanza hasta un 23%. Segun la agencia
internacional de energia estima que en 2050 hasta el 27 por ciento del total mundial del

combustible llegaria a derivar de los biocombustibles. Por otro lado, la misma agencia
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internacional de energia prevee que en relacion con los niveles de 2005, en el 2050 el
consumo de biocombustibles en el sector del transporte lograria alcanzar un cinco por
ciento en reduccion de las emisiones de CO2 gracias al aprovechamiento energético. El
efecto invernadero también se lograria minimizar si se consumiera la bioenergia, tales
como energia Eolica, Solar tanto en la industria como en la construccion, etc. (FAO,
2015).

En el Ecuador la posibilidad de producir biocombustibles ha sido bien vista tanto por el
sector publico y privado, desde la dptica de rentabilidad econdmica lo han visto como una
oportunidad que brindara importantes beneficios. En el Ecuador existen varias iniciativas
para el desarrollo de biocombustibles, entre las que se puede contar: bioetanol, biodiesel,
biomasa, entre los méas importantes. Para la produccién de bioetanol se puede usar como
principales fuentes de materia prima a varios productos agricolas cuyo rendimiento en
litros por hectarea alcanzaria: a) Cebada 1000; b) Trigo 2750; c) Maiz 3250; d)
Remolacha 5150; e) Cafia de Azlcar 6000. Sin embargo, a primera vista el nivel de
desarrollo es limitado ya que apenas una importante produccién en materia de bioetanol

es a base de cafia de azUcar y biodiesel a base de palma africana (Martinez H., 2008).

Desde el 2008 se ha venido anunciando ejecutar un plan piloto de bioetanol, en la ciudad
de Guayaquil en el afio 2010 hall6 la luz el estudio de Impacto Ambiental y Plan de
Manejo Ambiental del Plan Piloto de Formulacion y uso de Gasolina Extra con Etanol
Anhidro por parte de la subsecretaria de Proteccion Ambiental y Ministerio de Minas-
Petréleo (Juan & Morales, 2010). Con esto en el Ecuador una porcion de los cultivos de
cafia que se destina para producir azlcar son procesados para obtener alcohol etilico,
luego transformado por algunas empresas en alcohol anhidrido. Las empresas que tienen
tecnologia para producir alcohol anhidro son: Producargo, Soderal, Codana; aquellas
empresas muestran una capacidad de produccion entre 120000 — 150000 mil litros de
bioetanol diarios durante la época de zafra. Ademas de la cafia de azUcar, se puede obtener
alcohol del aprovechamiento de algunos subproductos derivados de la produccion
principal de azlcar y también de otros cultivos energéticos tales como la remolacha, el
maiz y todo lo que sea material lignocelulosico (mucilago de cacao) (Juan & Morales,
2010).

El proyecto busca mejorar la productividad del bioetanol y estandarizar una técnica

efectiva y viable de inmovilizacion de células en cascara de cacao como soportes, con el
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fin de lograr una mayor productividad y especificidad en la produccion de bioetanol a
base de mucilago de cacao. Para esto se plantea realizar la inmovilizacion de células de
levadura en la céscara de cacao empleando el método de adsorcion, ya que estos
materiales presentan como ventaja gran superficie especifica (altamente poroso), material

altamente fibroso y con buena capacidad de retencion.

1.1.  Objetivo General
Comparar el tiempo de fermentacion, rendimiento y productividad de etanol usando

células libres e inmovilizadas en un birreactor bajo las mismas condiciones de operacion

en la fermentacion de mucilago de cacao.

1.2.  Objetivos Especificos

e Determinar el tiempo de fermentacién y productividad del etanol usando células
libres.

e Inmovilizar células de Saccharomyces cereviciae en soportes solidos porosos
(cascara de cacao)

e Determinar el tiempo de fermentacién y productividad del etanol usando células
inmovilizadas.
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2 CONTENIDO TEORICO
2.1. EI CACAO

2.1.1. Generalidades
El cacao es una planta nativa, agricola tropical de América cultivado inicialmente por

pequefios productores “se da comunmente en los territorios de Colombia, Venezuela,
Brasil, Ecuador, Per(, Bolivia, México entre otros, su origen no es preciso ya que existe
una tesis de dispersion acerca de su génesis” (Rizzuto, 2015). Su utilizacion se remonta a
la época de los mayas, aztecas e incas; desde aquel tiempo se ha consumido para fines
medicinales y nutricionales. Como uso principal que se da es en la elaboracién de
chocolate, el cacao brinda aportes nutritivos como la vitamina A, vitamina B, el calcio, el
hierro o el cobre ( Sanchez L., 2018).

Generalmente un arbol empieza a producir frutos aproximadamente a los cuatro o cinco
afios de vida. El fruto del &rbol de cacao se llama “mazorca”, la cual es una baya grande
ovalada y carnosa con una coloracion que varia desde el amarillo al pdrpura y tiene una
medida de 30 cm de largo. Dentro de cada mazorca se encuentran incrustadas entre 30 y
40 semillas en una pulpa. El fruto al madurar llega a pesar unos 450 gramos; las cosechas
de cacao se dan por lo general dos veces al afio en climas tropicales sin estaciones, al final
de la época lluviosa hasta el inicio de sequia y otra al principio del siguiente periodo de

lluvias. Cada cosecha demora entre cinco a seis meses (CONAVIO, 2012).

2.1.2. Composicion quimica del cacao
La composicion quimica del cacao se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 1 Composicién quimica del cacao.

Parametros Humedad Proteina Cenizas Acidez
€) cruda (%) (%) (meq. De
muestra)
Granos 32.5+-0.42 14.42+-050 4.3+-0.04 1.72+-0.07 6.48+-0.09
frescos

Granos 46.32+-0.28 13.03+-0.12 3.46+-0.17 1.83+-0.06 5.3+-0.09
fermentados

Granos 6.68+-0.13  12.89+-0.14 3.02+-0.07 1.55+-0.04 5.04+-0.02
fermentados
y secados al

sol
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Granos 2.96+-0.01 12.53+-0.01 3.68+-0.01 1.30+-0.01 5.18+-0.01
fermentados,

secados al

soly

tostados

Fuente: (Lares, Pérez, Alvarez, Perozo, 2013)
2.1.2. Tipos de cacao
2.1.2.1.  El cacao a nivel mundial
De acuerdo a Merchan & Flores (2017) existen diferentes variedades de cacao a nivel del

mundo entre ellos tenemos: criollo, forastero, trinitario, fino de aroma (arriba) y con

ajustes genéticos.

llustracion 1 Tipos de cacao
Fuente (Merchan & Flores, 2017)

2.1.2.1.1. Criollo

Este cacao es el mas antiguo antes de la llegada de los espafioles ya brindaba frutos en
centro América. Son arboles pequefios, delgados, de forma redonda tanto sus ramas como
su follaje. Esta variedad de fruto es considerada “fino de aroma”; la mazorca es de
semillas redondeadas y corteza suave, son de color verdes rojizos cuando estan inmaduros
y amarillo tendientes a rojos al lograr el estado maduro. Se caracteriza por poseer el
contenido en taninos mas bajo (compuestos fendlicos), esta es la razén por la cual esta
variedad es muy producida para la elaboracion de productos a base de cacao. La siembra
se realiza en Paises de América Central y del Sur como: México, Ecuador, Colombia,
Brasil, el Caribe también en Indonesia, y Nueva Guinea. (Middleton, 2019; Tapia, 2019)
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2.1.2.1.2. Forastero amazénico

Este tipo de cacao es muy conocido como Amazonico por lo que se encuentra distribuido
en la Cuenca del Amazonas y en sus afluentes. Este tipo de cacao al madurar es de color
amarillo y al estar inmaduros son de color verde; forman un pequefio cuello de botella en
su base, esta especie tiene un color violeta 0 morado y su almendra es aplanada. De la
produccién mundial esta variedad ocupa el 80% e incluye el denominado Cacao Nacional
de Ecuador. Cabe mencionar que estos cultivos también se encuentran en Africa

occidental y al este de Asia. (Villagdmez Garcia & Argiello Moreta, 2013)

2.1.2.1.3. Trinitario

Esta variedad es heterogéneo y resulta del cruzamiento del criollo con el forastero siendo
de calidad intermedia, sin embargo, posee un mejor rendimiento que éstas. Se seleccion6
en Trinidad de ahi su nombre; sus frutos son rojos y verdes cuando estan inmaduros,
mientras que al madurar son anaranjados y amarillos. Las mazorcas de esta variedad
pueden contener mas de 30 semillas en su interior y almendras de un tono verde variable;

representan el 10-15% de la produccion mundial. (Oballe, 2016)

2.1.2.1.4. Variedades con ajustes genéticos

Los ajustes genéticos que se realiza al cacao son con la finalidad de incrementar el nivel
de ingresos de los productores, combatir ciertas enfermedades de forma econdémica
amigable con el medio ambiente y contribuir a su vez, con un suministro estable de cacao
para la industria; situacion que favorecera a familias productoras, fabricantes de
chocolates y a los ecosistemas (Niels Hidalgo, 2015).

A partir de experimentos y andlisis de campo llevados a cabo durante los Gltimos 15 afios,
el Programa de Mejoramiento Genético del Centro Agronémico Tropical de Investigacion
y Ensefianza (CATIE) desarroll6 y selecciond un grupo de “seis clones trinitarios en el
2007 de gran produccion y tolerancia a enfermedades como Moniliasis los cuales son:
CATIE-R1, CATIE-R4, CATIE-R6, CC-137, ICS-95 T1 y PMCT-58" (Phillips-mora,
Arciniegas-leal, Mata-quirés, Motamayor-arias, & Motamayor-arias, 2012). También en
Ecuador el agronomo Homero Castro Zurita desarrollo la variedad CCN-51 con las
siguientes caracteristicas: tolerante a las enfermedades, de alta producciéon y buena

calidad.
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2.1.2.2. El cacao en el ecuador
En el Ecuador de acuerdo a Miranda (2015) se produce y se comercializan dos tipos de
cacao: fino de aroma conocido como nacional y el CCN-51 el cual es una variedad con

ajuste genético.

Fino de aroma CCN-51

llustracion 2 Variedad de cacao en Ecuador
Fuente (Anecacao, 2015; Miranda, 2015)

2.1.2.2.1. Fino de aroma

El cacao fino de aroma es un producto emblematico del Ecuador el mismo que se
caracteriza por su aroma y sabor que son muy aceptados por los productores de chocolate
nacionales y extranjeros. EI Ecuador es uno de los mejores productores de cacao en este
caso el fino de aroma, produce el 63 % de la produccion mundial debido a las condiciones
geogréficas y recursos bioldgicos que posee. (Miranda, 2015)

Este tipo de cacao es proveniente de la variedad nacional que lo promueve Anecacao
destinado para el mercado internacional; con fines de produccion de chocolates muy
refinados. Este tipo de chocolate fino de Ecuador se caracteriza por su pureza, el sabor y
fragancia que el cacao tiene seguido de lejos por México, Panaméa y Venezuela. Ecuador
se posiciona como un pais que mas compite de América Latina en este sector aunque de
a poco se ha incrementado la participacion de los otros paises en el mercado mundial del

cacao fino en grano. (Miranda, 2015)

2.1.2.2.2. CCN-51

El cacao CCN-51 es una variedad de cacao que se produce en gran cantidad en Ecuador.
Se puede decir que esta variedad es un clon producido por el hombre con la finalidad de
mejorar la productividad y calidad y ademas que sea tolerante a enfermedades. Después
de su investigacion ha sido bautizado con letras y nameros como lo es CCN-51. En cuanto
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a los colores estos varian dependiendo si estan tiernas, tienen color rojizo-morado y si

estan maduras rojizo anaranjadas (Aguilar D., 2018).

2.1.3. Mucilago de cacao
El mucilago es un elemento viscoso que contiene el cacao. Es una materia organica de

origen vegetal, es desconocida su estructura molecular completa pero tienen un peso
molecular elevado > a 200000 g/mol. “Los mucilagos estan conformados por
polisacaridos celuldsicos que comprende el mismo ndmero de azUcares que las gomas y
pectinas, se pueden diferenciar solo con la propiedad fisica de las gomas y la pectina
ademas, generan coloides muy poco viscosos que presentan actividad ptica y pueden ser
hidrolizados y fermentados™ (Puerari C. et al., 2012). “El mucilago que acompafia a las
semillas de cacao contiene entre 82 y 87% de agua, es rico en azucares entre el 10 y 15%
de su peso conformada de la siguiente manera: 60% sacarosa, 39 % de una mezcla entre
glucosa y fructuosa, de 2 al 3% de pentosas, &cido citrico 1-3% y pectina de 1-1,5%.
Ademaés vitaminas entre la mas importante la vitamina C (25 mg/100 ml), aminoé&cido y
proteinas siendo un medio favorable para el crecimiento microbiano” (Puerari C. et al.,
2012).

Tabla 2 Composicion quimica del mucilago (theobroma cacao).

Parametro Cantidad

Total de solidos soluble (*Brix) 16.17+0.74
Azucares Reductores Totales (g/L) 235.3146.42
Humedad % 85+- 8.60
Glucosa (g/L) 214.24+6.42
Sacarosa (g/L) 21.31+21.31
pH 3.75+0.81
Acidez Titulable [meqg/I] 170+6.28
Acido citrico [mg/I] 9.14+0.64
Acido mélico [mg/1] 3.7+0.50
Acido acético [mg/1] 2.28+0.70
Acido oxalico [mg/l] 1.27+0.72
Acido lactico [mg/I] 1.23+0.01
Acido fumarico [mg/I] 0.02+0.01
Fosforo total [mg/1] 62.47+3.43
Calcio [mg/l] 171.5£34.01
Sodio [mg/l] 30.5+3.77
Potasio [mg/l] 950+16.32
Magnesio [mg/l] 82.5+0.81
Grasa % 3.54+0.2
Proteina total [g/l] 7.2+0.21

Fuente: (Anvoh, Zoro, & Gnakri, 2009)
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2.2.  LEVADURAS
2.2.1. Generalidades

“Las levaduras son microorganismos que producen sobre los medios de cultivo colonias
pastosas, en la mayor parte compuesto por células aisladas que varian en su forma desde
alargadas, ovoideas, elipsoides o esféricas” (Espinoza Ordofiez, 2015). “Las dimensiones
de las levaduras suelen oscilar de 1 a 9 um de ancho y 2 a més de 20 um de longitud
segun la especie, nutricién, edad y otros factores” (Carlile M. et. al., 2001). En el sector
industrial y biotecnoldgico las levaduras son de gran importancia ya que son esenciales
en la produccion de algunos alimentos y bebidas, tales como sidra, pan, cerveza, y vino.
Ademés suelen estar relacionados en la degradacion de algunos alimentos por
contaminacion en la cosecha y por procesos de fermentacion (Senses-Ergul, Agoston,
Belak, & Dedak, 2006).

2.2.2 Caracteristicas de las levaduras
Entre las caracteristicas importantes se puede nombrar lo siguiente.

1) Estos organismos constan de una célula, su estructura varia entre 3 a 30 micrones

de diametro los mismos que son ovaladas o redondas.

2) Forman colonias, esto sucede ya que son de reproduccion rapida, ademas son
organismos pequerios es decir que para poder verse a simple vista se debe esperar
tres dias, en donde sus colonias alcanzan un aproximado de siete milimetros con

una consistencia cremosa.

3) Es capaz de vivir con oxigeno o sin él; esto se debe a que son microorganismos

anaerobios facultativos.

4) Son capaces de desgastar alimentos &cidos o de baja humedad ya que en el proceso

usan algunas sustancias que son un tanto complejas tal como el almidon.

5) Su reproduccion es muy rapida. Aproximadamente dos horas se toman para

reproducirse y no son tan exigentes en cuanto a la nutricion.

6) Reproduccion sexual o asexual; debida a esto la levadura puede manifestarse en

dos estados, haploide y estado diploide.

7) Son organismos eucariotas, es decir que contienen su material genético dentro de

un nucleo.
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8) Se pueden transformar genéeticamente de manera frecuentemente, son usadas
como modelos bioldgicos en diferentes estudios de procesos metabdlicos
(Degrossi. C. & Wachsman. M., 2005).

2.2.2. Caracteristicas Esenciales de las Levaduras
2.2.2.1. Temperatura

Los valores de temperatura en que se desarrollan muchas de las levaduras comprenden
entre 5y 37 °C. La temperatura éptima esta entre los 28°C sin embargo, en algunos casos
el desarrollo se da cerca de 0°C o hasta por debajo pero con crecimiento lento. Cabe
mencionar que las levaduras no son microorganismos termofilos pero si requieren de un
poco méas de temperatura que la éptima cuando se encuentran en sus fases de crecimiento

ya sea en su fase exponencial o estacionaria (A. Uribe, Cortes, & Alexader, 2007).

2.222. pH
Las levaduras para su crecimiento necesitan de un pH 6ptimo el cual varia entre 4,5 a 6,5
sin embargo hay muchas especies que toleran grandes variaciones de pH; de 2,8 a 8,5. El
pH tiene gran incidencia en la susceptibilidad de una célula por ejemplo: la sensibilidad
a un &cido organico es dependiente del pH y también de la facultad de la levadura para
metabolizar o eliminar el 4cido si este penetra la célula. Cuando un &cido esta disociado
en forma de ion H* este no penetra la célula, por lo que tiene efecto inhibidor, y por el
contrario un &cido no disociado RCOOH si puede hacerlo. Por esta razon los acidos
sorbico, propionico son mas inhibidores que los acidos acéticos, citricos y lacticos (Uribe
et al., 2007).

2.2.2.3.  Oxigeno

Las levaduras por lo general son aerébicas, cuando el oxigeno esta presente y existen los
suficientes carbohidratos en el medio estas crecen para producir la biomasa y CO2. Sin
embargo, cuando esta disminuido el oxigeno o no hay en su totalidad, las levaduras se
transforman y realizan metabolismo anaerobio o fermentativo, esto genera produccion de

alcohol y transformacion de menor cantidad de biomasa ( Brock, 1997; Uribe et al., 2007).

2.2.2.4, Elementos de Nutricion de las levaduras

Las células de levadura para su desarrollo necesitan de fuentes de nitrdgeno mineral,
organico entre los cuales se puede usar urea, peptona entre otros derivados proteicos

solubles ademas carbono organico como fuente de energia (D-glucosa, la D-fructuosa y
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la D- manosa) que se lo puede suministrar a traves de azucares. Otras fuentes de nitrogeno
como ion amonio; el nitrato amonico, el cloruro aménico, el fosfato amonico también, el
sulfato amodnico, ya que es un compuesto de buena utilidad debido a que aporta al medio
azufre para la formacion de varios aminoécidos. (Manzanos, 2014)

Uno de los elementos importantes en la nutricion es el fosforo, el cual es un alimento
frecuentemente valioso en el desarrollo de las levaduras y es de gran importancia en la
generacion de etanol. Es materia prima en la generacion de fosfatos, hexosa y triosa; se
encuentra en los acidos nucleicos, también en la lecitina y en ciertos componentes de las
células de la levadura. (Uribe et al., 2007) ademas del fosforo se necesitan de minerales,
y un elemento cualitativamente importante es el Potasio ya que ejerce funciones
fisioldgicas interesantes en la levadura. Actia como Catién Regulador también, estimula
la fermentacion y la respiracion. Por otro lado el Potasio esta presente en algunas
vitaminas, el 60% esta incorporado en las proteinas y el 5% esta en forma de sulfato
inorganico libre y el resto en forma de aminoacidos sulfatados libres y enlace bisulfito.
(Uribe et al., 2007)

Para el buen funcionamiento de muchos microorganismos en el metabolismo es necesario
el magnesio; juega el papel de regulador de las ATPasas de las membranas, estimulador
en la sintesis de los acidos grasos y activador de las células glicoliticas, participa con el
potasio en la penetracion del fosfato y es incorporado a los medios de cultivo en forma
de cloruro de magnesio o de sulfato. (Uribe et al., 2007) un elemento que no es
indispensable es el calcio sin embargo, es utilizado durante la fase de crecimiento para
favorecer el mantenimiento de la integridad celular en entornos hostiles. Por ultimo otra
de las vitaminas importantes es el zinc el cual es un cofactor de células como la aldosa y
es fundamental en la glicolisis. Ademas se requiere este elemento en la sintesis de
vitaminas como la riboflavina y por otro lado estimula la accién del magnesio. ( Buoix,
2003)

2.2.3. Crecimiento celular
Las levaduras, para que se produzca su crecimiento celular deben cumplir con un
protocolo llamado ciclo de crecimiento, el cual consta de diferentes fases. Las mismas se

presentan en la siguiente ilustracion.
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Fase
estacionaria

A Fase de
declive

Fase de
/ muerte

Fase de
crecimiento

Fase de aceleracion

In (concentracion células viables)

Fase lag -

Tiempo

llustracion 3 Fases de crecimiento celular de las levaduras “Saccharomyces cerevisiae”

Fuente: (Shuler T., 2015)

2.2.3.1.  Fase de latencia (lag) (1)

Se la conoce como fase de adaptacion o fase lag, durante esta fase las levaduras adaptan
su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales, los nutrientes, pH, Temperatura,
etc.; para posteriormente iniciar la multiplicacion. (Viteri A. et al., 2017) En esta fase la

velocidad especifica de crecimiento es cero (u = 0) (Plata A., 2013).

2.2.3.2.  Fase de aceleracion (2)

La fase de aceleracidn es la parte en donde aumentan los compuestos estructurales como
el acido ribonucleico, proteinas y el peso individual y por Gltimo aumenta la
concentracion celular. La velocidad especifica de crecimiento incrementa pero aun es

menor a la velocidad méaxima de crecimiento (i < pmq) (Plata, 2013).

2.2.3.3.  Fase de crecimiento exponencial (3)

Esta fase es donde la velocidad de crecimiento es la maxima y permanece constante;
durante esta fase, las levaduras metabolizan los nutrientes a mayor velocidad y aumenta
la poblacion (Viteri et al., 2017). La velocidad especifica de crecimiento es
aproximadamente igual a la velocidad especifica maxima de crecimiento (4 = Umax)
(Plata, 2013).

2.2.3.4.  Fase de declive (4)
A esta fase se conoce como desaceleracion, por lo que el crecimiento celular empieza a

disminuir ya que disminuye la cantidad de nutrientes que regulan el crecimiento.
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Entonces la consecuencia es que el incremento de la poblacidn ya no es constante; pero
es la fase en donde se encuentra el maximo valor en concentracion celular. (Viteri A. et
al., 2017)

2.2.3.5.  Fase estacionaria (5)

En la fase estacionaria, no crece el nimero de levaduras; a esta fase las levaduras entran
debido a que existe insuficiencia de un cierto nutriente esencial (glucosa, sacarosa), y
porque se han creado durante la fase exponencial ciertos productos residuales que
provocan que el sistema se vuelva inhdspito o también porque estan presentes
competidores que no permiten su crecimiento (Viteri A. et al., 2017). La velocidad
especifica de crecimiento es menor a la velocidad maxima de crecimiento (4 < Umax)
(Plata A., 2013).

2.2.3.6.  Fase de muerte (6)

La fase de muerte, es aquella en donde se genera una reduccion del nimero de levaduras
viables del cultivo por la ausencia de nutrientes, ya que no hay azlcares y ademas porque
la concentracion de etanol es muy alto lo que conlleva a la muerte de las células. (Viteri
A. etal., 2017) La velocidad especifica de crecimiento es menor a cero (u < 0) (Plata A.,
2013).

2.2.4. LEVADURA “Saccharomyces cereviciae”

Estas especies son hongos unicelulares alargadas, esféricas o elipsoidales que pueden
encontrarse agrupadas de dos, en cortas cadenas, también en racimos o simplemente
solas. Son capaces de formar colonias que son muy diversas, pueden mostrar un color
crema o levemente café, de aspecto liso a rugoso, brillante u opacas. (Calzada A. & Bueno
A., 2000)

Es un microorganismo anaerdbico con la capacidad de metabolizar az(cares como:
glucosa, fructuosa, manosa presentes en un mosto, asimila galactosa, sacarosa, maltosa,
rafinosa, no metabolizan lactosa. Ademas los parametros 6ptimos de temperatura y pH
para el crecimiento de este microorganismo son entre 25 — 35 grados centigrados con pH
acidos, respectivamente, con la presencia de oxigeno tienen la capacidad de metabolizar

oxidativamente sustratos como etanol, glicerol y lactato. (Petrenko, 2005; Sanchez, 2011)
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llustracion 4. Saccharomyces cereviciae en microscopia electronica de barrido
Fuente: (Calzada A. & Bueno A., 2000)

2.2.4.1.  Composicion quimica

“La levadura Saccharomyces cerevisiae esta constituida aproximadamente un 75% de
agua y un 25% en materia seca, la composicidn de esta materia en seco se presenta en la
tabla 3” (Fajardo, 2007; Tapia, 2019).

Tabla 3 Composicion quimica de la levadura “saccharomyces cereviciae”

Componentes Porcentaje

Polisacaridos 34,1
Trehalosa 5
Acidos nucleicos y nucleétidos 10,8
Fosfolipidos 4,5
Triglicéridos 2,5
Esteroles 1
Ceniza 3,1
Proteina 39

Fuente: (Tapia, 2019)

2.2.4.2.  Requerimiento fisico —quimico

Los requerimientos para el desarrollo de una levadura es un pH adecuado, en donde
Estrada et al. (2015); Tapia, (2019) mencionan en sus trabajos de investigacion que el
desarrollo de la levadura se da a pH de 4.5 y 20°Brix. Ademas, Fajardo (2007) indica que
el crecimiento de “Saccharomyces cerevisiae” se da mejor con un pH entre valores de
4.0 a5.0. Sin embargo, se ha observado en un experimento que se logra mejor desarrollo
con un pH inicial en el medio de 4.0 debido a que se generan compuestos especialmente
acidos que afectan en el desarrollo celular, también en la utilizacién de la glucosa ya que
estas poseen una gran tolerancia frente a los diferentes cambios de pH (Fajardo, 2007).
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2.2.4.3.  Inhibidores de crecimiento

La viabilidad y el desarrollo de las células de levaduras se ven desfavorecidas por causa
del stress osmético o también por la presencia de ciertos inhibidores tales como; COg,
alcohol etilico, &cidos grasos saturados de varios atomos entre ellos (6-8-10 Carbono) y
ciertos pesticidas implicados en el cultivo agricola, los cuales inhiben la conduccion del
azucar. Otros inhibidores son el pantotenato de calcio, la tiamina el cual para que no
influyan en el crecimiento de la levadura debe estar a una concentracion méxima,
alrededor de 6,25 miligramos por litro y 5 miligramos por litro, respectivamente (Estrada
et al., 2015). Otro de los compuestos, es la biotina que se requiere maximo en una
concentracion de 1 miligramo por litro para que no afecte a las reacciones anabdlicas que
son: carboxilacion del piruvato, sintesis de las bases puricas y pirimidicas de los
nucleotidos y de los &cidos nucleicos. Ademas existen algunos elementos metalicos
inhibidores como: plata (Ag), arsénico (As), bario (Ba), litio (Li), niquel (Ni), osmio (Os),
plomo (Pb), selenio (Se) y telurio (Te) (Telles P. et. al., 2012).

2.2.4.4.  Tolerancia al etanol

La sintesis de alcohol a partir de azucares fermentables es el propdsito principal de la
fermentacion en la fabricacién de bebidas como la cerveza, el tequila, vino y la
produccion de compuestos particulares de sabor, que da la levadura Saccharomyces
cereviciae. Sin embargo, en la fermentacion es importante una poblacién viable y vital de
levadura. Como la fermentacion va progresando, la concentracion de etanol aumenta y
las células se exponen a niveles cada vez mas toxicos de etanol (de 8% (p/v) al 18% (p/v)),
afectando la viabilidad de la célula y su crecimiento, en la biosintesis de la macromolécula
y en la estructura de la membrana y su funcion (Gibson, Lawrence, Leclaire, Powell, &
Smart, 2007). Ejemplo en la produccion de vino mayoritariamente, las levaduras se
detienen cuando el alcohol alcanza una concentracion del 13 % ya que por encima de esta

concentracion las levaduras no sobreviven.

La identificacion y caracterizacion de cepas de levaduras ha causado gran interés debido
a que poseen alta tolerancia al etanol para esto se han modificado cepas de Saccharomyces
Cereviciae genéticamente con capacidad de tolerar etanol en medio &cido y a elevadas
temperaturas (39-41°C) para un potencial uso en la generacion de bioetanol (Lopez Vital,
2016) véase también (Benjaphokee et al., 2012).
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2.3. MEDIOS DE CULTIVO

Se denominan medios de cultivo a los caldos que poseen una mezcla de nutrientes que,
en concentraciones adecuadas y en Optimas condiciones fisicas, permiten el desarrollo
de los microorganismos. Estos medios son importantes en un laboratorio de
Microbiologia por lo que se debe tener mucha precaucion en su elaboracion, preparacion,
conservacion y utilizacion, esto asegura la confiabilidad, exactitud, y reproducibilidad de
los resultados que se desean obtener. ("andlisis Bioquimico™, 2019, capitulo 2; Orrego,
2008) Tipos de medios de cultivo

2.3.1. Tipos de medios de cultivo

2.3.1.1. De acuerdo a su consistencia fisica
Los medios de cultivo de acuerdo a su consistencia fisica se clasifican segun la tabla 4.

Tabla 4 Medios de cultivo de acuerdo a su consistencia fisica.

Liquidos Se consideran caldos y contienen los

nutrientes en solucién acuosa

Se logran afadiendo un agar a un cultivo
liquido (caldo) a razén de 15g/litro. El
agar es una sustancia inerte (polisacarido)
es decir hidrato de carbono que se extrae
de las algas. Esta sustancia no es digerida
por los microorganismos por lo que no

Soélidos constituye ningun elemento nutritivo. Este
conjunto se puede verter
convenientemente esterilizado en placas
Petri 0 tubos de ensayo y presentan la
posibilidad de aislar y diferenciar
microorganismaos.

Semisdlidos Contienen 7,5 g de agar /litro de caldo.
Se utilizan para determinar la motilidad
de las especies en estudio.

Fuente: (Lopez & Torres, 2007)

2.3.1.2. De acuerdo a su origen
Los medios de cultivo de acuerdo a su origen se encuentran clasificados segun la tabla
5.
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Tabla 5 Medios de cultivo de acuerdo a su origen.

Naturales: son medios preparados con compuestos naturales de origen vegetal o

animal por ejemplo: infusiones, extractos de tejidos de donde la composicion quimica

no es conocida.

Sintéticos: medios que contienen una composicion quimica definida cualitativamente

y cuantitativamente. Se utilizan para obtener resultados reproducibles.

Semisinteticos: son aquellos medios sintéticos que se les afiaden factores de
crecimiento bajo una forma de un extracto organico complejo, un ejemplo es el

extracto de levadura.

Fuente: (Lopez & Torres, 2007)

2.3.1.3. De acuerdo a su composicion
Los microorganismos en los caldos de cultivo tienen requerimientos quimicos, por lo
que a veces se requiere adicionar o eliminar componentes quimicos del medio de
cultivo. A estos medios de acuerdo a Lopez & Torres (2007); Unam (2019) se
denominan:

1. COMUNES: su composicion tiene como finalidad el crecimiento de gran parte de las
células poco existentes. Es un medio constantemente utilizado para sostener colonias

microbianas; ejemplo: el agar comdn, caldo comin

2. ENRIQUECIDOS: Son medios que estan compuestos por un medio base como
soporte para el desarrollo del mismo, se puede tener grandes cantidades en exceso de
nutrientes que trabajan como suplementos nutritivos, por ejemplo: liquido ascitico,
suero, sangre, etc. Este medio de cultivo se utiliza para el desarrollo microorganismos

que poseen exigencias nutricionales altas.

3. SELECTIVOS: Este tipo de medio s6lo da paso al crecimiento de un grupo de
microorganismos e inhibiendo el resto, en estos medios la selectividad se alcanza
modificando las condiciones fisicas (oxigeno, pH, CO2 temperatura) o sea eliminando
o0 agregando elementos quimicos especificos con la finalidad de inhibir el crecimiento
de las especies quimicas que no son de interés; los antisépticos y antibidticos son los
factores que inhiben el crecimiento de dichas especies. Se usa ocasionalmente para
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aislar y seleccionar microorganismos desde una poblacion mixta. Ejemplo: el agar

salado-manitol dicho medio permite el crecimiento de ciertos estafilococos.

4. DIFERENCIAL: medios de cultivos que permiten diferenciar entre varios géneros y
especies de microorganismos, facilmente con la diferencia en el color entre las
colonias que se encuentran aisladas. Este medio de cultivo es “el agar con azul de
metileno — eosina” el cual facilita identificar y separar E. coli, de las Enterobacter
aerogenes, a las primeras se les identifica como colonias opacas y con brillo de metal

y a las segundas en colonias rosadas de centro azul exentas de brillo.

DE ENRIQUECIMIENTO: la técnica de enriquecimiento es aquella que se emplea
en un medio selectivo liquido con cierta propiedad quimica o fisica, estos medios se
incuban bajo condiciones especiales que favorece al desarrollo de un microorganismo

en particular.

5. DE TRANSPORTE: con estos medios se asegura la viabilidad del microorganismo
generalmente se emplea para transportar desde un lugar a otro sin multiplicacién de

los microorganismos hasta el momento de su estudio.

2.3.2. Requerimientos de los medios de cultivo

Mateus (2010) refiere que el desarrollo normal de los microorganismos en los medios de
cultivo esta influenciado por una cierta cantidad de factores de gran importancia que
ademas muchas veces llegan a ser ajenos por completo del propio medio. Estos factores

son.

2.3.2.1.  Disponibilidad de nutrientes adecuados

Para la investigacion microbioldgica un medio de cultivo adecuado a de contener
macronutrientes y micronutrientes como fésforo, nitrogeno, carbono, azufre, sales
inorganicas, en ciertos casos para un buen desarrollo se requieren vitaminas y otras
sustancias inductoras (minerales). El suministro de las sustancias se realiza en forma de
extractos de carne, de levadura o infusiones de carne. El Unico inconveniente es que
provoca la pérdida de los factores nutritivos en la preparacion de las sustancias para su

aplicacion a los medios de cultivo. (Cerra et al., 2013)

En general siempre deben estar presentes las sustancias importantes para actuar como

donantes o captadores de electrones en las posteriores reacciones quimicas que ocurren.

FAUSTO ADOLFO CASTILLO AVILA



UNIVERSIDAD DE CUENCA

La forma mas efectiva en la actualidad para incorporar estas sustancias como fuentes de
carbono y nitrégeno es utilizando peptonas. Los microorganismos que no tienden a
utilizar de inmediato las proteinas naturales son capaces de atacar los aminoécidos y
ciertos compuestos de nitrogeno mas simples presentes en las peptonas. (Cerra et al.,
2013; Yu, Zhang, & Tan, 2007)

Algunos microorganismos tienen requerimientos nutritivos especificos entonces por
efecto se afiade a muchos caldos sustancias ricas en nutrientes como sangre, liquido
ascitico, suero, entre otros. De la misma manera se vuelve muy necesario disponer
sustancias promotoras del crecimiento (vitaminas) ademas, de sales minerales donde se
encuentre el calcio, potasio, magnesio, manganeso, sodio como el sulfato de Magnesio
heptahidratado MgSOs 7H.O o el Fosfato monopotasico K:HPOs y algunos
carbohidratos. Si se requiere inhibir microorganismos no deseables o sefialar actividades

metabolicas a menudo se incorporan a los caldos de cultivo colorantes con capacidades
de ejercer dichos requerimientos. (Campo, 2016; Cerra et al., 2013)

2.3.2.2.  Consistencia adecuada en el medio

Un medio de cultivo cuando necesita una cierta consistencia podemos modificarlo
partiendo desde un medio liquido, luego adicionando productos que los convierten en
medios de estado semisolido o sélido, entre estos productos estan: la albimina, gelatina
0 agar. Hay que tener en cuenta que existe el gran inconveniente al usar gelatina en los
medios. Los microorganismos no crecen adecuadamente en temperaturas que se
encentran por debajo del punto de fusién de dicho solidificante. En la actualidad los
medios solidos y semisélidos son de uso universal, debido a su versatilidad y comodidad,
pero en los laboratorios no se descarta los medios liquidos y también se utilizan en
grandes cantidades. (Yu et al., 2007)

2.3.2.3. Temperatura

La temperatura tiene gran influencia en las reacciones quimicas y la velocidad con que se
efectlan estas reacciones, esto quiere decir que la temperatura es determinante en la
rapidez a la que se desarrollan las células microbianas. Las especies microbianas poseen
Optimas temperaturas de desarrollo (Mateus, 2010). Las temperaturas de crecimiento se

clasifican en 3 tipos.

Tabla 6 Clasificacion de los microorganismos en funcion de la temperatura en que se desarrollan.

Psicrofilas Microorganismos con temperaturas de
crecimiento a 0° C. Su temperatura

optima fluctta por los 15° C.
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Mesdfilas Microorganismos con capacidad de
desarrollarse entre (25 -40)° C.

Termdfilas Microorganismos con capacidad de crecer
entre (45 — 60)° C.

Fuente (Mateus, 2010)

2.3.2.4.  Presencia (o ausencia) de oxigeno y otros gases
Una gran cantidad de microorganismos, pueden crecer en diferentes atmaosferas con o sin
presencia de oxigeno; dependiendo en qué ambiente se desarrollan se encuentran

clasificados.

Tabla 7 Tipos de microorganismos en funcién de los requerimientos de Oxigeno.

Microorganismos

Aerobios Microorganismos que se desarrollan en
presencia de oxigeno libre, algunos tienen
la capacidad obtener el oxigeno desde
variados sustratos.

Anaerobios estrictos Microorganismos que se desarrollan en
ausencia completa de Oxigeno.
Microarofilos Microorganismos que crecen en un punto

intermedio, se desarrollan mejor en
condiciones atmosféricas parcialmente
anaerobias.

Anaerobios facultativos Microorganismos  que  poseen  un
metabolismo que pueden adaptarse a
presencia como ausencia de oxigeno libre.

Fuente (Mateus, 2010)

2.3.25.  [pH]

Para un buen crecimiento de los microorganismos, es de suma importancia la
concentracion de los iones de hidrégeno. Algunos se desarrollan mejor en medios de pH
neutro, otros se desarrollan mucho mejor en medios méas o menos &cidos (Cerra et al.,
2013). Hay que tener en cuenta que pueden inhibir y hasta alterar procesos normales
metabolicos por la alteracion del pH debido al uso de los carbohidratos, lo cual genera
acidificacion o catabolismo de proteinas lo que genera alcalinizacién. Para corregir el pH
se hace un control mediante sistema tampon; llevando el medio a un pH de
aproximadamente 6,8. Los mas usados en microbiologia es la conjugacion de KH2PO4 y
K2HPO4 (Mateus, 2010).
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2.3.2.6. Condiciones adecuadas de humedad

Para el correcto desarrollo de los microorganismos, se requiere un nivel de humedad
minimo tanto en la atmdsfera como en el caldo de cultivo. En la estufa de un cultivo hay
que considerar temperaturas minimas entre 35-37°C, para conseguir mantener la

humedad suficiente y asi evitar que el medio se deseque (Cerra et al., 2013).

2.3.2.7. Luz ambiental
“Gran cantidad de microorganismos, no se desarrollan bien a la presencia de luz solar
sino mucho mejor en la oscuridad. Con la excepcion para el caso de los microorganismos

fotosintéticos” (Cerra et al., 2013).

2.3.2.8. Esterilidad del medio

Para un crecimiento normal de los microorganismos, deben estar perfectamente estériles
todos los medios de cultivo para lograr evitar la creacion de otras células que puedan
alterar, enmascarar las células inoculadas en los medios de cultivo. Un método clésico
para esterilizar medios de cultivo, es el autoclave que consumen vapor de agua a presion
que actia como agente esterilizante o también se puede emplear esterilizacion en seco a
temperaturas entre 160-170 °C (Cerra et al., 2013).

2.3.3. Conservacion de medios de cultivo

Rojas A., (2011) recomienda que cuando se tiene medios de cultivo deshidratados, la
mejor forma de conservar es en lugares secos y protegidos de la luz a una temperatura de
15y 30 °C teniendo en cuenta que sus envases estén bien cerrados. Un medio de cultivo
una vez preparado y esterilizado esta listo para su uso; por ende deben ser consumidos en
cortos tiempos alrededor de una semana y lo mas recomendable es conservarlos a una
temperatura baja méximo 4 °C. Los medios que contienen sustancias como tioglicolato,
se mantienen mejor a temperatura ambiente dentro de un tiempo de 4 dias maximo y en

ausencia de luz.

Cuando se preparan medios de cultivo es muy eficiente hacer pruebas de esterilidad, esto
se realiza tomando del lote varias muestras superior al 5 %, incubandose estas muestras
a 37 °C/24h. Para saber si presentan desarrollo microbiano se debe realizar una
observacion con el fin de descartar la contaminacion de lotes. Cuando tenemos medios
deshidratados se puede conservar sus cualidades con la conservacion adecuada durante el
tiempo indicado por el fabricante que viene indicado en el membrete del recipiente
(Rojas, 2011).
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2.3.4. Aislamiento

2.3.4.1.  Aislamiento Primario
Deteccién y aislamiento de microorganismos potencialmente (Utiles; para llevar a cabo un

aislamiento primario generalmente se parte de una poblacién mixta donde existe una gran
cantidad y variedad de microorganismos potencialmente Utiles que debemos seleccionar. Para
esto se utilizan los medios de cultivo selectivos en donde los parametros principales son las
fuentes de carbono, fuente de nitrégeno, aireacion, temperatura, pH; también se les pueden afadir

inhibidores que cumplen la funcion de eliminar los microorganismos que no interesa.

2.3.4.2.  Aislamiento secundario
Estudio de los microorganismos aislados en el aislamiento primario para separar los que tienen

interés real de los que tienen interés potencial y conseguir mejores cepas seleccionadas.

2.4.  INMOVILIZACION

La inmovilizacion se basa en atrapar o contener células vivas dentro o en un material
soporte estos pueden ser una red, membrana o malla que facilitan la difusividad de
sustratos y productos permitiendo el crecimiento de las células y reteniéndolas activas.
Con este sistema se consigue obtener altas densidades celulares y por efecto buena
productividad volumétrica (cantidad de etanol producido por unidad de volumen de
cultivo y por unidad de tiempo), disminuyendo los tiempos de residencia ademas,
volimenes de fermentacion (Nedovi¢, Manojlovi¢, Branko, & Willaert, 2011). Los
sistemas de inmovilizacion, estan clasificados de acuerdo a la estrategia empleada para

unir la célula al soporte y localizacion fisica de la misma (Nedovi¢ et al., 2011).

2.4.2. Meétodos basicos de inmovilizacion de células

2.4.2.1.  Inmovilizacion de células en un soporte sélido.

2.4.2.1.1. Adsorcion

“La adsorcion es un método fisico sin transformacion quimica en donde las célula se une
a un soporte sin funcionalidad de los puentes de hidrégeno, tampoco influyen las fuerzas
de Van der Waals y las interacciones idnicas tan solo en el proceso se da una combinacién
de interacciones hidrofobicas y salinas” (Arroyo, 1998). Este método es rapido de
preparacion sencilla, bajo costo, no cambia la especificidad de la célula, es de gran

aplicabilidad ya que permite cargar una elevada cantidad de células y da una buena
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estabilidad de la célula inmovilizada. La adsorcion simplemente se logra mezclando e
incubando algun tiempo los microorganismos con la matriz absorbente a determinados
factores (Norton & D’Amore, 1994).

En la adsorcion influyen los siguientes factores:

Tabla 8 Los principales factores que influyen en la adsorcion.

El pH del medio El diametro de La presencia de Lafuerzaiobnica

iones

Regula la Debe tener Actlan como Si la fuerza ionica
naturaleza y el aproximadamente  cofactores del se aumenta produce
numero de cargas el doble del tamafio microorganismo, desorcion del
que presenta la del eje mayor del estos pueden microorganismo,
superficie de la microorganismo. aumentar la carga debido a que los
proteina y  del enzimatica del iones inorganicos
solido. derivado. Se unen con mas

fuerza al soporte

que a la proteina

(Arroyo, 1998).

Fuente (Arroyo, 1998).

2.4.2.1.2. Unidn covalente

Esta es una técnica muy utilizada aungue es una muy cara, estos métodos son empleados
especificamente cuando se requiere que no existan microorganismos en el producto. La ventaja
estriba en que el enlace entre el material soporte y el microorganismo es fuerte y estable
por consiguiente no existe probabilidad de darse una desorcion de las células a la solucién.
Para lograr niveles altos de enlace la union se debe dar entre los grupos funcionales que
se encuentran en la superficie de la matriz o soporte y los grupos funcionales que son
parte de los residuos de amino&cidos del microorganismo (Hendrik, Heering, Wiertz, &
Cees, 2004).

Los grupos funcionales con los que se enlaza la célula a un soporte previamente activado
son grupos amino, Cis-tiol, Tir-hidroxil o His-imidazol o generalmente grupos de
funcionalidad organica (Tiolautoensambladas, Monocapas, CNBr-SepHarosa, etc.).
Normalmente los enlaces covalentes utilizan las cadenas laterales de diversos restos de
aminoéacidos ya que abundan en la superficie externa de las proteinas. Las desventajas en

este metodo radican en el sitio del enlace, debido a que puede cambiarse el sitio activo,
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ocurrir obstaculos o impedimentos estéricos que reduce la actividad. (R. Fajardo, Osuna,
Villa, Escalante, & Ibarra, 2011)

2.4.2.1.3. Enlace ionico

Esta inmovilizacion se basa en la unién ionica de las moléculas del microorganismo a
soportes sélidos que poseen restos cambiadores de iones. La principal diferencia entre
este método Yy la adsorcion fisica es que la fuerza de union entre el microorganismo y el
soporte es mucho mas alto, y el método de enlace idnico es menor que en el enlace
covalente (B. Dolores & Manuel, 2015). La preparacion de células inmovilizadas por
enlaces i6nicos es la misma que para la adsorcion fisica solo que en este método en
algunos casos se puede producirse liberacion de la célula cuando se utilizan
concentraciones elevadas de sustrato o cuando se producen variaciones en el pH (M.
Dolores et al., 2005).

2.4.2.2.  Atrapamiento en una matriz porosa

“El método de atrapamiento se basa en la inclusion de las células dentro de una red
polimérica que facilita al sustrato y a los productos pasar a través de ellos y retener las
células. Este sistema es muy diferente al método de acoplamiento covalente descritos
anteriormente porgue las células no estan enlazadas a la matriz o soporte. Los métodos
de atrapamiento de células son diversos tales como el gel, atrapamiento por fibras,

microencapsulado o por inclusion” (Bernfeld & Wan, 1963).

El método cominmente usado es la retencion de las células en geles o fibras es
particularmente Gtil en procesos que aplican sustrato y productos pequefios, dado a la
dificultad que tienen las moléculas de masa molecular elevada para difundir por el gel y
alcanzar los sitios cataliticos de las células atrapadas (M. Dolores et al., 2005).

2.4.2.3.  Floculacion celular (enlaces cruzados)

Este es el método en que los soportes no se requieren ya que la inmovilizacion se produce
entre células mediante un enlace directo mediado por un elemento de union.
Generalmente se realiza la agregacion de células para formar grandes cantidades seguido
de un agente de peso molecular bajo por ejemplo glutaraldehido, este compuesto une
covalentemente los grupos funcionales de las células para crear los agregados

(Kourkoutas, Bekatorou, Banat, Marchant, & Koutinas, 2004). La ventaja de este método
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es la facil aplicabilidad pero su desventaja se manifiesta en las modificaciones de pH y

temperatura en las condiciones de operacion.

2.4.2.4.  Células contenidas detras de una barrera

“Este método se puede llevar a cabo de tres formas distintas, mediante el uso de un
filtro de membrana micro porosa esto se basa en el confinamiento de la célula en un lado
de la membrana mientras que el sustrato y el producto formado estan presentes en el otro
lado. Este confinamiento, puede lograrse con distintos tipos de membranas comerciales
que presenta una elevada relacion superficie/volumen; también mediante el atrapamiento
de células en micro cépsulas o por la inmovilizacion celular en una superficie de

interaccion entre dos liquidos inmiscibles” (Kourkoutas et al., 2004).
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llustracion 5. Métodos bésicos inmovilizacion de células.
A) Inmovilizacion en la superficie de un vehiculo s6lido. AL: Adsorcion en la superficie. A2: Unién por las fuerzas
electrostaticas. A3: Unién por enlaces covalentes. B) Atrapamiento dentro de una matriz porosa. C) Floculacién
celulares (agregacion). C1: Floculacién natural. C2: Floculacién artificial de células. D) Contencidn mecanica detras
y barrera. D1: Microencapsulacion. D2: Microencapsulacion interfacial. D3: Contenidas entre

membranas microporosas.(Kourkoutas et al., 2004)
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2.4.3. Materiales de inmovilizacion
Para realizar inmovilizacion de células existen diferentes tipos de materiales dependiendo

el método que se va a emplear, entre los més especificos estan:

Tabla 9 Soportes solidos para adsorcion.

PARA METODOS DE UNION (COVALENTES, ADSORCION FISICA O

UNIONES BIOESPECIFICAS)

polisacaridos celulosa, dextrano vy
insolubles en agua derivados de la
agarosa) , proteinas
(gelatina y albumina)
polimeros sintéticos derivados del “Las células se adhieren a la

poliestireno, resinas de superficie del solido gracias a las

intercambio idnico y fuerzas electrostaticas o a la union

poliuretano covalente entre la membrana
materiales inorganicos arcilla, cristal, arena, celulary el soporte” (M. Dolores

ceramica y magnetita etal., 2005).

(minerales del grupo de

los silicatos)
Materiales ligno Madera, sorgo dulce,
celuldsicos virutas, céscara de

arroz, cascara de cacao
Fuente (M. Dolores et al., 2005)

Tabla 10 Soportes para métodos de atrapamiento

ATRAPAMIENTO EN UNA MATRIZ POROSA

Gel de Poliacrilamida

Carragenato de Potasio o Calcio) - Atrapan células un enrejado producido
Gel de Alginato (de potasio o Calcio) por una matriz porosa o se realiza
Resinas sintéticas, Quitosano encapsulacion en  micro  capsulas,
Matrices poliméricas de Colageno, liposomas del cultivo de células.

alcohol Polivinilico. - No libera células de levadura al medio

Mas usados en fermentacion de vinos
(Bernfeld & Wan, 1963)

Tabla 11 Materiales de floculacion.

FLOCULACION DE CELULAS (enlaces cruzados)
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Glutaraldehido Entrecruza grupos amino mediante
uniones base de Schiff.
Disocianato de tolueno El entrecruzamiento da lugar a redes
Diisocianato de hexametileno insolubles en agua.

(Kourkoutas et al., 2004)

Tabla 12 Material de membrana.

PARA CELULAS CONTENIDAS DETRAS DE UNA BARRERA

Filtro de membranas microporosas Método de micro encapsulacion de
“Millispark™
(Kourkoutas et al., 2004)

2.4.4. Aplicaciones de la inmovilizacion

La fijacion de células se ha venido investigando desde los afios 60 y luego, aplicando
industrialmente por lo que esto ha tenido una continuidad mayor; estas aplicaciones han
tenido éxito en produccion de vinagre, productos organicos, aminoacidos, en el

tratamiento de aguas residuales, medicina, ademas en la industria cervecera y del vino.

» Las aplicaciones de inmovilizacion en la industria cervecera se alcanzaron a
escala piloto a mitad de los 70s, siendo el primer reporte en una planta piloto
implementando el uso de cultivo de levaduras inmovilizadas en PVC
(Polivinilclorato) durante la fermentacion para dar efectos en las notas de sabores
de la cerveza (Norton & D’Amore, 1994).

» La técnica de las células inmovilizadas ha sido empleada en la etapa de
maduracion, este es el caso de la cerveceria Sinebrychoff la cual encapsulé S.
cerevisiae en DECAE (Dietilaminoetilcelulosa) y celulosa para hacer madurar la
cerveza dentro de un sistema continuo (Branyik, Vicente, Dostalek, & Teixeira,
2005; Nervi Faggiani, 2017).

La ventaja notable de estas técnicas de inmovilizacion es:

El material soporte protege la levadura de la accion de algunos inhibidores como
los metales pesados, acidos, fenoles y temperaturas extremas. También, estos
soportes solidos son sencillos de utilizar dan la facilidad de tener un mejor control
de la actividad catalitica (Galazzo & Bailey, 1990).

» Laincursién de los métodos de inmovilizacion en el area de vinos espumosos ha

sido especial y de mucho interés. La produccién de vinos espumosos es posible
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con el combinado de esta tecnologia con reactores de alta presion y reactores de
flujo continuo los mismos que contienen composiciones y propiedades sensoriales
parecidas a los que se fabrican tradicionalmente (Y okotsuka, Yajima, & Matsudo,
1997). El uso de membranas se ha usado en el campo de los vinos espumosos
acoplando al tapon de la botella en donde permiten el contacto entre las levaduras

y el vino durante su afiejamiento (Moreno, Martinez, Mauricio, & Moreno, 2018).

» Otro proceso en el que las células inmovilizadas son de interés y exhibe gran
potencial, es en la fermentacion malolactica. La transformacion de acido malo
lactico en acido lactico y anhidrido carbonico reduce la acidez y mejora la calidad
de los mostos por lo tanto este proceso es especial en la produccion de muchos
vinos (R. Fajardo et al., 2011).

La aplicacion de la tecnologia que involucra inmovilizacion ha sido y tiene gran utilidad
en la produccidn del vino. Pero no obstante, es de esperar que con un mejor entendimiento
sobre la fisiologia de los microorganismos inmdviles, existe la posibilidad de

implementar esta tecnologia a muchos procesos (R. Fajardo et al., 2011).

» La fermentacion del etanol se busca mejorar con una tecnologia de células
inmovilizadas que se ha sugerido como un medio eficaz para la fermentacion. La
inmovilizacion de las células conduce a mayores densidades celulares con los
consiguientes aumentos en las tasas de reaccion y la productividad de bioetanol
(Yuetal., 2007).

» También es importante en aplicaciones analiticas en donde es posible disefiar y
construir biosensores especificos de interactuar con la capacidad con cualquier
tipo de compuesto en un sistema bioldgico. Generalmente, un biosensor contiene
una molécula bioldgica inmovilizada esto puede ser células, anticuerpos o células
proximas a un traductor (Griffiths & Hall, 1993). De acuerdo a la gran utilidad los
biosensores son de buen interés ya que con estos se puede detectar patdgenos,
virus, farmacos, células, contaminacion microbiana ademés cuantificacion de

azUcar presente en bebidas (Arroyo, 1998).
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» En aplicaciones medicas se tiene la posibilidad de utilizar células inmovilizadas
para el tratamiento de “leucemias y canceres diseminados por ejemplo la enzima

L-asparaginasa” (Callegaro & Denti, 1983).

> Lautilizacion de células inmovilizadas en farmacéutica es una alternativa efectiva
en la sintesis bioquimica; especificamente en fases importantes en el cual no se
debe trabajar a temperaturas elevadas o quizd se requiera una elevada
especificidad de sustrato para la creacion de productos de gran pureza oOptica
(Arroyo, 1998).

2.5. BIOETANOL
2.5.2. Definicion

Se define al bioetanol como un biocombustible el cual se consigue al fermentar medios
azucarados hasta alcanzar un grado alcoholico, entre el 10%-15%, al que luego se
concentra por destilacion para obtener el denominado "alcohol hidratado™” (4-5% de
agua). Y por ultimo pasa por un proceso especifico de deshidratacion hasta alcanzar el
alcohol absoluto (99,4% min de riqueza). La Ultima calidad obtenida es el llamado
bioetanol el cual es el necesario para utilizar en combinacion con gasolina en todos los

vehiculos convencionales. (NUfiez & Trifianes, 2010)

2.5.3. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion se define, como un proceso de biotransformacion en el que se llevan a
cabo cambios quimicos en un sustrato organico por la accion de microorganismos que
poseen la capacidad de convertir los hidratos de carbono; los mismos que se desdoblan
hasta producir productos como el alcohol etilico, diéxido de carbono y moléculas de ATP
cuando las condiciones son anaerébicas (AgroWaste, CSIC, & LIFE, 2012). Los azucares
para transformarse en etanol deben pasar por un cierto nimero de etapas y la reaccion

(Gay — Lussac) es la que se presenta a continuacién. (Azcapotzalco & Dacosta, 2007)
Reaccion de fermentacion de la Glucosa
C¢H.,0¢ — 2C,H;0H + 2C0, + 2 ATP
Glucosa - Etanol + Gas Carbonico + Energia

(Azcapotzalco & Dacosta, 2007)

“Principalmente las levaduras son las responsables de la transformacion, estas son las

levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae, usada frecuentemente. A nivel
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estequiométrico pareciera una transformacion simple para degradar la glucosa hasta dos
moléculas de alcohol y dos moléculas de bioxido de carbono pero en realidad se da una
serie de trasformaciones por lo que es un proceso bastante complejo” (Azcapotzalco &
Dacosta, 2007).

En la siguiente ilustracion se muestra un gréfico en donde se puede ver la reaccion de la

produccion de etanol (fase anaerobia) (Zamora, Prado, Capataz, Barrera, & Pefia, 2014).

CHzOH
ucoen D ':'

Glucalisis 2 F'Iru-.mtnc

UH / \

2 NAD+ 2NADH + 2H

\ /.

H,C— -
CH;OH 2 .ﬂ-:ﬂtalduhlda
2 Etanal

'—IZ'.I

Iustracion 6 Proceso de conversién de glucosa a etanol.
(Zamora et al., 2014)

2.5.4. Fermentacion con células libres
“Tradicionalmente la fermentacién alcohélica se realiza mediante el uso de
células libres, método que se basa en inocular directamente la levadura con el
mosto. Este método de fermentacion presenta ciertos inconvenientes tales como
riesgos de contaminacion, pérdida de biomasa, dificultad de separacién de las
células al culminar el proceso, alto costo del reciclaje microbiano y una respuesta
adversa por la variacion ambiental” (Yu et al., 2007).

2.5.5. Fermentacion con células inmovilizadas
“Esta fermentacion consiste en inocular en el mosto células vivas atrapadas dentro
de un material soporte (de una red, malla o membrana), el mismo que permite la
difusién de sustratos y los productos haciendo posible que las células se conserven
activas. La técnica de inmovilizacion permite obtener altas densidades celulares y
por ende altas productividades volumétricas. Es decir cantidad de etanol
producido por unidad de volumen de cultivo y por unidad de tiempo disminuyendo
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los volimenes de fermentacion necesarios y los tiempos de residencia” (Staji¢ et
al., 2016; Nervi, 2018).
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3. METODOLOGIA
El presente proyecto es un estudio de caracter experimental-comparativo y se llevé a cabo

con la finalidad de encontrar mayor produccion de etanol. Principalmente se basa en la
fermentacidn anaerobia discontinua, usando como sustrato mucilago de cacao CCN — 51,
donde dicho sustrato se fermentd mediante un sistema de células inmovilizadas de
Saccharomyces cerevisiae en cascaras de cacao y mediante células libres. Este proceso
experimental se realiz6 en un reactor de 2 litros de capacidad (Biotron GX Single Vessel
tipo Batch); equipo que se encuentra en el laboratorio de Energia e Ingenieria de Reaccion
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca. El biorreactor puede
trabajar a diferentes valores de temperatura, pH y velocidad de agitacion; pero para este
estudio se trabajo en los respectivos experimentos bajo las mismas condiciones de
operacion (pH, temperatura) de acuerdo a la tabla 14. Para conocer cuanto mejora la
produccion de bioetanol con el sistema de células inmovilizadas, se toma como base de
comparacion la cantidad de etanol que se genera bajo el sistema de células libres. El
proceso experimental de este proyecto de titulacion se llevd a cabo bajo los protocolos

de esterilidad, higiene y bioseguridad que ameritan las circunstancias del COVID 19.

3.1. Materia prima

3.1.1. Mucilago de cacao
El mucilago de cacao, con el cual se hicieron los experimentos fue obtenido en el centro

de acopio de cacao del centro del canton la Troncal zona 6 del Ecuador; la variedad o tipo
de cacao que se produce en esta zona es una especie clonada de origen ecuatoriano al cual
se le conoce como “CCN-51". El producto de esta zona es tolerante a las enfermedades
(escoba de bruja), posee alta productividad y se encuentra ya caracterizado por proyectos
realizados anteriormente, uno de ellos es el realizado por Quizhpi X., 2016.
Caracterizacion del mucilago de cacao CCN — 51 mediante espectrofotometria UV-

visible y absorcion atémica.

3.1.2. Levadura
En este proyecto se utilizo levadura Saccharomyces Cereviciae “Safale US-05 en estado

liofilizado; este es un producto bioldgico y organico se puede encontrar fresca y a granel,
esta ultima es la utilizada en este estudio; el mismo se prepara y se mantiene en un medio
MY enriquecido para el desarrollo de los experimentos. Este es un cultivo que se le
denomina cultivo madre el cual esta preparado con 7 g de levadura liofilizada / L de
cultivo e incubado a 30 °C durante 24 horas, después almacenado en refrigeracion a4 °C

con un tiempo de vida util de 30 dias.
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3.1.3. Cascara de cacao
En este proyecto se requiere limitar la movilidad celular mediante el aislamiento dentro

de un vehiculo adaptable al medio de fermentacion. La c&scara de cacao es un material
ligno celuldsico y se usa en este proyecto como vehiculo de inmovilizacion de células de
Saccharomyces Cereviciae por ser un material poroso, resistente, de bajo costo, de alta
produccion y de facil obtencién. Los experimentos se hicieron con la cascara del mismo
tipo de cacao del cual se obtuvo el mucilago, este es la variedad de cacao “CCN-517;
producto que se produce en el canton la Troncal zona 6 del Ecuador.

3.2. Métodos
3.2.1. Método de preparacién de los soportes de inmovilizacion (cascara de cacao)

Tabla 13 Equipo para preparar los soportes de inmovilizacion

Secador GANDER MTN

Elaborado por Autor

3.2.1.1.  Procedimiento

Tomar la mazorca de cacao madura y se procede a realizar un lavado. Luego cortarla y
retirar el fruto de la mazorca. Almacenar en sacos limpios, sellar y transportar. En un
laboratorio cortar en 1dminas largas, quitar la corteza exterior (capa roja). Después llevar
al secador Gander MTN y secar a 60 °C. Por ultimo almacenar en fundas ziploc.

3.2.2. Método de inmovilizacion

3.2.2.1. FUNDAMENTO
El método de inmovilizacion que se aplica en este proyecto se basa en la adsorcion,

método fisico sin transformacion quimica, las célula se une a un soporte sin funcionalidad,
tan solo en el proceso se da una combinacion de interacciones hidrofdbicas y salinas. Este
método es rapido simple y de gran aplicabilidad que permite cargar una elevada cantidad
de células; la adsorcion simplemente se logra mezclando e incubando algun tiempo los
microorganismos con la matriz absorbente a determinados factores (pH, temperatura).
(Norton & D’Amore, 1994)
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3.2.2.2.  Procedimiento para la inmovilizacion

3.2.2.2.1. Preparacion de un banco de trabajo de levaduras “S. cereviciae “a partir de
un cultivo liofilizado
Esparcir en esterilidad la levadura seca en un volumen de medio YPD en (g/L);
glucosa (20); extracto de levadura (3); polipeptona (5); extracto de malta (3); agar
(20). El medio YPD se mantiene en 30 °C durante 24 h y después se almacena a 4 °
C. Verificar viabilidad del medio en el microscopio mediante tincion con azul de

metileno.

3.2.2.2.2. Preparacion de un pre-cultivo de levadura

Del cultivo YPD se toma un inoculo del 10 % (v/v). Luego afiadir en un medio que
contiene en (g/L): glucosa (15); sacarosa (15); extracto de levadura (3); poli peptona
(5); extracto de malta (3). Cultivar las células en un agitador de ambiente controlado
a 28 °C durante 20 h con la finalidad de obtener una alta densidad celular, Luego las
células se centrifugan y se re-suspenden de forma aséptica en un medio de pre-cultivo

nuevo para ser utilizado como indculo.

3.2.2.2.3. Preparacién de medios de cultivo enriquecidos

Preparar dos medios enriquecidos de diferente composicion:

e Medio (A) con composicion (g/L): glucosa (70); sacarosa (80); polipeptona
(50); MgS0O4 (10); de K2HPO4 (0,5)

e Medio (B) con composicion (g/L): glucosa (100); sacarosa (100); polipeptona
(80); MgSO04 (12); K2HPO4 (0.6)

Los medios se deben ajustar a pH 5,5 y luego tratar en autoclave a 116 °C durante

20 min antes de su uso.

3.2.2.2.4. Inmovilizacion

Procedimiento de inmovilizacion:

Agregar 50 g de soportes (piezas de cascara de cacao) preparadas anteriormente de
acuerdo a la figura 18 en un reactor habiendo sido esterilizado por 20 min. Luego se

mezcla con 100 ml de pre-cultivo fresco medio (el cual la concentracion celular es 6 x
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108 cel. /ml en matraz). Veinticuatro horas después, se combina con 100 ml de medio (A)
y se realiza una agitacion suave a temperatura ambiente. Veinticuatro horas después se
reemplaza por un nuevo lote de 100 ml de medio (B), Tomar muestras y determinar el
namero de células usando una cdmara neubauer. Por ultimo almacenar los soportes a 4

°C hasta su uso.

3.2.3. Método de fermentacidn para sistema de células libres e inmovilizadas

Este proceso se lleva a cabo en un reactor discontinuo tipo Batch dentro de un sistema
cerrado; este tipo de sistemas es muy utilizado en el sector de la industria. Para dar inicio
a la fermentacion se necesita inocular microorganismos en el medio que contiene los
nutrientes, bajo el sistema de células inmovilizadas inoculamos con soportes de cdscara
de cacao que contienen los microorganismos inmovilizados en su interior y bajo el
sistema de células libres inoculamos levadura libre (pesar una cierta cantidad de levadura
comercial fresca 3[g/L] y se inocula directamente). Ademas se establecen condiciones
Optimas de operacion de acuerdo a la tabla 14 que deben mantenerse a lo largo de la

fermentacion,

Tabla 14 Condiciones 6ptimas de operacion durante la fermentacion.

pH 4.0

Temperatura 35°C

DO 0
El pH del proceso debe ser controlado con &cido clorhidrico 1N o base (NaOH 1N) segun
se el requerimiento. Y por Gltimo el progreso de la fermentacion se controla con la medida
de la concentraciéon de sustrato el cual es un parametro que indica el proceso del

metabolismo celular y el mismo que marca el final de la fermentacion.

3.2.3.1.  Proceso para fermentacion discontinua

a) Preparacion de la materia prima

La conservacion de sus caracteristicas es muy importante para esto la materia prima se
almaceno a temperatura de congelacion. EI mosto con el cual se trabaja en este proyecto

es el mucilago de cacao CCN-51.

La botella que contiene la muestra se retira del equipo de congelacion previamente antes

de realizar el experimento y se descongela. De inmediato medir los °Brix, se trabaja entre
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15-17 °Brix (concentracion natural del mucilago de cacao). Ajustar la temperatura a la
que se va a trabajar (35°C) usando una cocineta y un recipiente de acero inoxidable.

Luego medir 2L de mucilago de cacao y adicionar en el reactor previamente esterilizado.
b) Acondicionamiento del reactor

Realizar el ensamble del reactor Batch, este consta de varios accesorios como tanque de
fermentacion al cual se ancla el motor que da movimiento a las aspas del reactor y a este
se conectan unan serie mangueras también, sensores de pH, temperatura y DO. Establecer
parametros de operacion en el tablero del reactor pH (4), temperatura (35), DO (0),
velocidad de agitacion para células inmovilizadas 100 rpm y para células libres 150 rpm.

¢) Inoculacion de las células inmovilizadas o células libres
Introducir los soportes con las células inmovilizadas y accionar el flujo de nitrégeno.
d) Toma de muestras

La toma de muestras se realiza una vez realizado la inoculacion (t (o)) luego cada cierto
tiempo (6 h). En cada toma de muestra se mide el pH y °Brix (este valor nos ayuda a
controlar el desarrollo de la fermentacion); luego se realiza una centrifugacion se toma el
sobrenadante y conserva en una atmosfera de nitrogeno liquido. Este proceso se lleva a
cabo hasta que los °Brix permanezcan constantes es decir no haya cambio en la toma de
2 0 3 muestras; esto se da cuando los °Brix se encuentran entre 6-7. Este valor nos indica
que hay insuficiencia de nutrientes y por lo tanto la fermentacién ha llegado a su fin en el

reactor.

3.2.4. Método para la determinacidn de contenido de etanol (micro difusién de Conway)
para el sistema de células libres e inmovilizadas.

Un método usado para determinar la concentracién de etanol que se produce en el
proceso fermentativo, se basa en la técnica y fundamento de micro difusion de Conway.
Para el desarrollo de este proceso se usan cajas bipetri en lugar de celdas de Conway; con
este proceso se determinara la concentracion de etanol que se produce con células

inmovilizadas y con células libres en funcion del tiempo.

Tabla 15 Equipos y reactivos para cuantificacion de etanol por el método de micro difusion de Conway.

Reactivos Equipos
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= Dicromato de Potasio = Centrifuga 80-3
K2Cr,07 (0,4N) en Acido = Balanza BOECO
Sulfarico H2SO4 (10N) [BWL 61]
= Carbonato de Potasio = Secador
K2COs3 0 Na2COz al 20% GANDER MTN
= Tiosulfato de Sodio
Naz2S203 (0.1N)
* Yoduro de Potasio KI
(3N)

= Solucion de Almiddn
Adaptado de (Tapia, 2019)
3.24.1. Fundamento
El método de micro difusién de Conway sirve para determinar sustancias susceptibles
de volatilizacion esto es compuestos como el etanol en muestras bioldgicas y otros
alcoholes, ademas andlisis de diferentes sustancias entre estas estdn analisis de

amoniaco, urea, nitrégeno no proteico, acido lactico entre otros (Fernandez J., 1950).

“La micro difusion se realiza en una camara de Conway, la cual posee dos
compartimientos, en el primero se coloca la muestra a analizar y el agente liberador
carbonato de potasio K2COzy en el otro compartimiento se coloca el agente atrapante
una disolucién sulfarica de dicromato de potasio (K,Cr,0,). En este caso, el etanol
presente en la muestra, es liberado y difunde en el seno de la celda de Conway, donde
se produce la captacion y la reaccién de 6xido reduccion entre el etanol y el dicromato,
forzéndose completamente la remocion del primer compuesto al cabo de una hora”
(Criminalistica, 2008).

La disolucion sulfarica de dicromato de potasio sera el encargado de convertir en
acido acético desde el alcohol de manera continua. Cuando la reaccion reduce el
dicromato a oxido Il en el compartimiento de la segunda camara, conduce a un
fendmeno fisico-quimico. Al momento que la reaccién esta equilibrada se observa la
desaparicion del color amarrillo formandose un color azul. Dicho fenémeno nos
indica la presencia del etanol en la muestra, para confirmar el resultado se utiliza una
técnica instrumental de Cromatografia de Gases o también se puede recurrir a otras

técnicas esto es; el dicromato de potasio que no reacciond deber ser determinado por
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espectrofotometria o por titulacién con tiosulfato de sodio (Na,S,03) y usando
almidon como indicador en la reaccion. (Criminalistica, 2008; Hernadez, Yepez,
Cevallos, & Fernando, 2018)

El exceso de (K,Cr,0,) que queda en el medio sin reaccionar se mide con yoduro de

potasio, de acuerdo a la siguiente reaccion (Hernandez et al., 2018).

Fuente (Hernandez et al., 2018)

3.2.4.2.  Procedimiento del método de micro difusion de Conway

Comunmente el contenido de etanol en una muestra es alto, entonces para aplicar este
método debemos realizar diluciones en el cual la concentracion de etanol se encuentre
entre 20 y 225 mg /I el mismo que nos permitira tener una correcta determinacién. Con
diluciones de 2:100 se puede conseguir resultados confiables. Para empezar debemos
tomar una muestra de 7ml del sustrato que se encuentra fermentando en tubos vacutainer
de plastico, luego esta muestra se debe centrifugar a 4000rpm durante 10 min. Una vez
terminada la centrifugacion se tomard el liquido sobrenadante que servird para hacer la
dilucion respectiva. Luego de la dilucion se debe seguir el método de micro difusion de

Conway con el proceso descrito a continuacién por (Middleton, 2019):

Afadir 2ml de la muestra diluida previamente en el compartimiento A de la caja bipetri.
A continuacion medir 2ml de carbonato de potasio y afiadir en el compartimiento A de la
caja bipetri, con agitacion moderada y mezclar las sustancias. Luego medir 1ml de
dicromato de potasio 0.4N preparado en acido sulfurico y agregarlo en el compartimiento
B de la caja bipetri. Ahora se cierra la caja bipetri herméticamente, para esto se utiliza
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cinta aislante, luego ingresar las cajas bipetri en el secador a una temperatura de 50°C o

125°F durante un tiempo de 2 horas.

Transcurrido este tiempo se quita el cierre hermético de las cajas bipetri, se afiade 1ml de
yoduro de potasio 3N y luego 3 gotas de indicador de almiddn en la camara B de la caja
bipetri. Mezclar suavemente los reactivos en la cdmara B de la caja bipetri, valorar la
solucidén con Tiosulfato de Sodio 0,1N manteniendo agitacion constante hasta que se dé
el viraje a color azul. Por ultimo registrar el volumen de tiosulfato de sodio consumido y

realizar el analisis de las muestras por triplicado para contrastar los resultados obtenidos.

Nota: Después de haber pasado 2 horas en el desecador, si el color de la camara B de la
caja bipetri es azul se debe descartar dicha muestra y luego tomar otra muestra y realizar
una dilucion mas. Si el reactivo presenta un color verde, verde amarillento u ocre se

procede a titular la muestra.

3.2.4.3.  Determinacién de la concentracion de etanol para el sistema de células libres
e inmovilizadas

La ecuacion que se presenta a continuacién nos permite calcular la concentracion de

etanol en la muestra problema teniendo en cuenta las diluciones que se realizd

previamente.
Ecuacion 4 Ecuacion para calculo de la concentracion de etanol.

_ NV —Vi)

11,51
Vi *

)
Etanol (T)
(Hernadez et al., 2018)
De donde:
N: Normalidad del tiosulfato de sodio
Vb: Volumen de NazS203 consumido en la titulacion del blanco (ml)

Vm: Volumen de Na2S203 consumido en la titulacion de la muestra problema (ml)

Vm: Volumen de muestra utilizada en la experimentacion (2ml)
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11,51: Se basa en la reaccion Redox, el valor viene del resultado de dividir el peso

molecular de etanol para 4.

Nota: Tomar en cuenta a la hora de realizar los calculos, el valor que se obtenga se

deberd multiplicar de acuerdo a las diluciones que se haya realizado.

3.2.5. Analisis por microscopia electronica de barrido

3.25.1. Fundamento

“El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la
visualizacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos, y

entrega informacion morfoldgica del material analizado” (Gonzéles, 2009; Meré, 2017).

“Se basa fundamentalmente en hacer interaccionar un haz primario de electrones sobre
un area del objeto que se desea estudiar. El haz debe ser intenso muy fino y estable porque
ejerce la funcién de explorar la superficie de una muestra en analisis, para luego dar
diversas sefiales que son captados por diferentes detectores de sefiales en donde estos
muestran la informacion micro analitica y morfoldgica estructural; dicha informacion esta

de acuerdo con el tipo de detector que se haya utilizado” (Hernandez, 2005).

Para ser observadas en un microscopio electronico de barrido las muestras deben estar
libres de humedad y también cubiertas por materiales conductores como el oro o el
carbén. La gran versatilidad es una de las importantes caracteristicas de la microscopia
electronica de barrido, se puede aplicar por ejemplo en el campo de la biotecnologia,
ciencias de materiales como en las ciencias biomédicas, bioingenieria entre otras.
(Hernandez, 2005)

Tabla 16 Materiales y reactivos para preparacion de las muestras para analisis MEB.

Materiales Reactivos \

= Vasos de vidrio = Glutaraldehido 3.5%
= Botellas o envases de plastico = Etanol (50%, 70%, 90%, 95%, 100%)
= Fundas para empacado al vacio
= Recipientes desechables de aluminio
= Desecador
= Maquina empacadora al vacio
Elaborado por autor
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3.2.5.2.  Proceso de preparacion de muestras para analisis por microscopia electronica
de barrido

La cascara de cacao portador de las células inmovilizadas se estudian con un microscopio
electronico de barrido, para ello:

1. Las muestras se empapan en 3,5% de glutaraldehido durante 6 h.

2. Luego se deshidrata por tratamiento con etanol al 50, 70, 90, 95 y 100%, 6 [h] con
cada uno.

3. Eliminar la humedad durante la noche reteniendo las muestras en un desecador.

4. Las muestras se empacan al vacio para su traslado al laboratorio de anélisis.

3.2.6. Método de Liofilizacion para el sistema de células libres e inmovilizadas

Es un proceso de secado a traves de sublimacion, que se ha creado con el fin de minimizar
las pérdidas de los componentes volatiles o termoestables. Es un proceso noble de
conservacion de productos bioldgicos como células, levaduras, virus, alimentos entre

otros. (Ramirez Navas J., 2006)

3.2.6.1. Fundamento

La liofilizacion se basa en el fendmeno fisico de sublimacién del agua o
de mezclas acuoso-organicas en estado sélido (congeladas); el disolvente congelado pasa
directamente a vapor sin pasar por el estado liquido (sublimacién). Con esta técnica los
productos no se ven alterados en sus propiedades y se logra la deshidratacion. (Orrego
Alzate E., 2008)
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llustracion 7 Diagrama de punto triple del agua.
(Salinas M., 2012)

El diagrama nos indica la fase del agua en donde la sublimacion del hielo puede ocurrir,
solo si la temperatura y presion de vapor estan debajo de 0,01°C y 0.006 atm,

respectivamente.

3.2.6.2. Etapas del proceso de liofilizacion.

Secado primario

Fase 1. “Llamada etapa conductiva. Inicialmente, por el calentamiento de la
muestra, la velocidad de sublimacion crece rapidamente hasta llegar a un maximo. El
tiempo para agotar esta fase es relativamente corto, entre un 10 y 15% del tiempo total
del proceso” (Nesmi, 2010; Orrego, 2008).

Fase 2: “Primera etapa difusiva. La velocidad de sublimacion desciende en gran
medida porque se crea una capa porosa de material seco que opone resistencia creciente
al flujo de calor y al vapor. A medida que procede el secado en estas dos fases se lleva a
cabo la eliminacion de la mayor parte de agua del producto (entre un 75-90 %) (Nesmi,
2010; Orrego, 2008).

Secado secundario

Fase 3: Segunda etapa difusiva. La velocidad de sublimacién continda
descendiendo de forma que se aproxima a cero. Esto debido a que el calor que se requiere
para retirar el agua ligada es més alto que el calor de sublimacion. Es posible en esta etapa
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aumentar la temperatura del producto y de la calefaccion hasta valores del orden de 50°C,

dependiendo del material que se trate (Nesmi, 2010; Orrego, 2008).

3.2.6.3.  Procedimiento para la liofilizacion

El proceso a seguir es el descrito por (Isabel & Ldopez, 2019; Nesmi, 2010)

Tomar 5 ml de la muestra desde el reactor y colocar en tubos vacutainer plasticos de
10ml previamente lavados y secados, luego centrifugar la muestra a 400 rpm durante 10
minutos, desechar el sobrenadante y almacenar en un tanque de nitrégeno liquido para su
conservacion. Después de terminada la fermentacion, descongelar las muestras y
paralelamente pesar vasos metalicos limpios y secos. Luego vaciar la muestra en los
recipientes desechando toda la muestra en su totalidad y en caso de quedar residuos de
muestra colocar agua destilada para su limpieza total. Ubicar los vasos metalicos en las
bandejas del liofilizador, luego poner dichas bandejas dentro del liofilizador y ajustar los
parametros de operacién; cuando el liofilizador se encuentre con una presién de vacio de
830 mbar y la temperatura de -40°C se abre la llave de vacio para que inicie el proceso
de liofilizacion de las muestras. Terminado el proceso quitar las muestras del liofilizador,
pesar y ejecutar los calculos de biomasa obtenida mediante la ecuacion descrita a

continuacion.

Ecuacion 5 expresion para el calculo de la concentracion de biomasa
» . P;—P;
Concentracién de biomasa = ———
Vin
Donde:
Pi: Peso de la muestra tomada al inicio de la fermentacion (to).

Ps: Peso de la muestra tomada en cada intervalo de tiempo (t;).

3.2.7. Método fenol-acido sulfarico (método de dubois) para el sistema de células
libres e inmovilizadas

3.2.7.1.  Fundamento

El ensayo colorimétrico méas confiable y conocido para carbohidratos es posiblemente el

ideado por Du Bois et al. (1956) utilizando fenol y H 2 SO 4 El método consiste en realizar

una mezcla entre carbohidratos y fenol en agua y luego agregar H.SOas. El calor de la

reaccion permite que se impulse la deshidratacion y por consiguiente los derivados de

furfural esto es; la adicion de acido sulfarico causa una deshidratacién de las pentosas a
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furfural y las hexosas a hidroximetil furfural. Estos productos derivados de la catalisis
acida de los azUcares se condensan con fenoles para dar paso a la formacién de complejos
de color amarillo anaranjado. “La intensidad de la coloracion es proporcional a la cantidad
total de carbohidratos presentes en la muestra, lo cual puede ser medido por

espectrofotometria a una longitud de onda de 492 nm”. (Le & Stuckey, 2016)

Reaccidn del fenol, acido sulfdrico concentrado y carbohidratos donde da lugar a un complejo amarillo-
naranja

FENOL + H2S04 + CARBOHIDRATOS — HMF (amarillo — naranja)
ator

Hexosas a = hidroximetil furfural

Pentosas a = furfural

3.2.7.2.  Diluciones para cuantificacion de azucares

Disolucion patrén: es un reactivo de concentracion exacta Yy conocida,
estas disoluciones ejercen una funcion importante en todos los métodos
volumétricos, su preparacion se puede hacer mediante métodos directos e indirectos.
El método directo se basa en tener una cantidad exacta pesada de un soluto (patrén
primario), que se disuelve en agua (solvente adecuado) luego se lleva a un volumen final

conocido en un balén de aforo (Capelo & Perez, 2011).

El método indirecto no dispone de patrones primarios para esto se realiza una solucion de
concentracion aproximada del valorante y después se determina su concentracion por
normalizacion. La solucidn patrén tiene que ser lo suficientemente estable para que solo
se requiera determinar una vez la composicién, debe reaccionar de inmediato con el
analito y también reaccionar de manera selectiva con dicho analito para que describa

una reaccion balanceada. (Capelo & Perez, 2011)
Procedimiento de las diluciones
1. Extraer las muestras del tanque de nitrdgeno y someter a descongelacion.

2. Tomar 1ml de muestra y diluir tomando en cuenta la concentracion de azucar de la

muestra.

3. Efectuar varias diluciones en funcion de la lectura que se vaya a realizar 1/25; 1/100;
1/500; 1/1000, 1/5000.
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3.2.7.3. Curva de calibracién

Para realizar la cuantificacion de carbohidratos por el método de espectrofotometria hay
que tener en cuenta que la concentracion de las especies absorbentes es proporcional a la
medida de absorbancia, entonces es necesario elaborar una curva patron realizadas con

glucosa como estandar (LOpez-legarda, Taramuel-gallardo, & Arboleda, 2017). Donde:

Ecuacion 6 Ecuacion lineal para la curva de calibracion.
A=Bx+C

A: absorbancia de las diluciones de la curva patron.

B: pendiente a partir de la ecuacion de la linealidad patron.

X: concentracion de carbohidratos.

C: interseccidn basada en la ecuacion de linealidad de la curva patron
(Lopez-legarda et al., 2017)

3.2.7.4.  Procedimiento para el método fenol-acido sulfurico
Para determinar el contenido de azucares se debe seguir el proceso descrito por Isabel A.

& Valdez E. (2019) que describe a continuacion:

Colocar 5 ml de muestra en tubo vacutainer (no se requiere que estén sellados al
vacio), después centrifugar la muestra de analisis a 4000 rpm durante 10 minutos. Luego
el sobrenadante con la ayuda de una jeringa introducir a un tubo vacutainer sellado al
vacio para conservar la muestra y guardar los tubos de muestras en un tanque de nitrégeno
liquido. Después de terminado el proceso de fermentacion se puede realizar la
determinacion de azucares para esto descongelamos las muestras y se empieza por
realizar las diluciones requeridas de las muestras para que puedan ser leidas por el
espectrofotdmetro UV-visible. Una vez hechas las diluciones afiadir 2 ml de la solucién
de azucares a cada tubo de ensayo, afiadir 1 ml de fenol al 5% a la solucion de azucares,
medir y adicionar 5ml de H2SO4 concentrado, mantener en reposo durante 10 minutos
luego agitar moderadamente los tubos durante 30 segundos, para lo cual se presentara una
reaccion exotérmica con lo cual se debe tener precaucion. Despues colocar los tubos de
muestras durante 20 minutos en bafio maria y por ultimo determinar la absorbancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 490nm. Cada ensayo se debe realizar por

triplicado para verificar los resultados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de reproduccion de celulas en medios de cultivo enriquecidos
Este proyecto de investigacion esta basado en la reproduccion de células de levadura

“Saccharomyces cereviciae ” por medios de cultivo enriquecidos, para el cual se utilizo
un cepa de levadura “Safale us-05” a una concentracion de 7 [g/l] posteriormente para su
reproduccion se realiz6 un subcultivo y se incubé en condiciones adecuadas de
temperatura 30 °C y agitacion moderada por 18 h en los cuales sus componentes
principales fueron: polipeptona, extracto de levadura, extracto de malta, glucosa y
sacarosa. Para la cosecha de las células cultivadas se utilizo la centrifugacion a 4000 rpm
por 10 minutos; y luego fueron resuspendidas en un fresco subcultivo para su utilizacién
en el proceso de inmovilizacion. En este estudio realizado se identificé 6,05x108 [cel./ml],
en estudios realizados por (Yu et al.,, 2007) y (Ariyajaroenwong, Laopaiboon, &
Salakkam, 2016) las cantidades identificadas son un poco menores, 2x10% y 5x10°

[cel./ml] respectivamente.

4.2.  Analisis de los datos obtenidos por inmovilizacion de células de levadura
en cascara de cacao
Los resultados que se obtuvieron por efecto de la inmovilizacion celular en la céscara de

cacao se presentan en la Tabla 17. Estos resultados se obtuvieron por reconteo de células
viables utilizando una camara NEUBAUER (improved) el cual nos facilita la
visualizacion de las levaduras con la ayuda de un microscopio, y por ende tener valores
aproximados del nimero de células que se encuentran en las colonias de un medio de

cultivo.

Tabla 17 Resultados del conteo de células presentes en el proceso de inmovilizacion.

0 121 6,05E+08

6 106 5,30E+08
12 376 1,88E+09
16 119 5,95E+08
24 137 6,85E+08
26 82 4,10E+08
34 55 2,75E+08
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40 46 2,30E+08
72 33 1,65E+08

Condiciones de Operacidn: temperatura ambiente, agitacion moderada

Los resultados que presentan la tabla anterior, son basados en la técnica descrita por (Jordi
S., 2017) donde menciona que el recuento se realiza dentro de una porcion de 5 cuadros
de la camara Neubauer tomados de forma diagonal. Para el recuento de cada uno de los 5
cuadros seleccionados se utilizé el criterio superior-izquierda, segun la ilustracion 8 es

decir se deben contabilizar todas las células que tocan

j las lineas izquierda y superior de un cuadro y no las que

tocan las lineas inferior- derecha para evitar un doble

conteo. Por ende para tener el numero total de células

se utilizd la ecuacion 7 determinada por (Jordi S.,

lustracion 8 Técnica de reconteo de  2017) donde el resultado que arroja esta ecuacion se

células de levadura o o, ..
multiplicaria por el factor de dilucion, ecuacion 8.

Ecuacion 7 Formula para reconteo total de células de levadura en una camara Neubauer

X levaduras # cuadros cAmara 1000 mm?

Y cuadros * vol.de la cAmara * 1ml = Millones de células/ml

Ecuacion 8 Formula para conocer el factor de dilucion

Vo, +7V
Fd:(m d)
Vm

V;n: Volumen de la muestra
V;: Volumen del disolvente

El recuento se realiz6 durante 3 fases de inmovilizacion de las células en los soportes;
fase 1 (adsorcion), fase 2 (alimentacion del sistema con un medio de cultivo enriquecido);
fase 3 (realimentacion con un medio de cultivo mucho mas enriquecido) que consta de
24 horas cada una. La tendencia que sigue el proceso de adsorcion se muestra en la

ilustracion 9 a continuacion.
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lHustracion 9 curva del proceso de inmovilizacion de células de levadura.

En esta ilustracion se puede observar que al inicio se produce una pequefia adsorcion y
luego un crecimiento de células en el cultivo alcanzando 1,88x10° [cel. /ml]. A partir de
las 12 horas del proceso de inmovilizacion, la cantidad de levaduras disminuyen en el
cultivo como se puede observar en la ilustracion 9 mientras se van incorporando a través
del tiempo en los poros del soporte (cascara de cacao).La finalidad que tiene los medios
de cultivo enriquecidos es robustecer, producir mas células y ademas que sean
predominantes con la capacidad de incrustarse en lo mas profundo de los poros del
soporte de inmovilizacion (Lopez & Torres, 2007). Durante el proceso de inmovilizacién
de 72 horas se logra incorporar alrededor de 1,7 x10° células de levadura. De acuerdo a
(PHukoetpHim, Salakkam, Laopaiboon, & Laopaiboon, 2017) describe en su estudio que
se necesita tener una cantidad suficiente de células para tener una inmovilizacion fuerte,
la misma que tiene como base una concentracion de 5x108 [cel./ml] en el cultivo. También
(Yu et al., 2007; Ariyajaroenwong, Laopaiboon, & Salakkam, 2016) en sus articulos
demuestran mediante modelos que es posible usar este sistema de inmovilizacion para

lograr una mejor produccion de bioetanol.

4.3. Analisis obtenido por resultados de microscopia electrénica de barrido
para verificacion de inmovilizacion.
En la ilustracion 10 se presentan micrografias de la cascara de cacao con ceélulas

inmovilizadas en sus poros en distintas densidades y tamarios de resolucién que fueron
realizadas en un microscopio electrénico de barrido de la Universidad politécnica del

ejército-Quito.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 10.33 mm | MIRA3 TESCAN]
View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 6.67 kx | Date(m/d/y): 02/18/21 CENCINAT

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.33 mm i | | MIRA3 TESC.
View field: 51.9 pm Det: SE 10 ym
SEM MAG: 13.3 kx  Date(m/d/y): 02/18/21 CENCINAT

- P -
SEM HV: 10.0 kV WD: 7.37 mm

View field: 51.9 ym Det: SE
SEM MAG: 13.3 kx  Date(m/dly): 02/18/21 CENCINAT

MIRA3 TESCAN

SEM HV: 10.0 kV. WD: 7.37 mm Ll | I MIRAS TESCAN|
View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 6.67 kx Date(m/dfy): 02/18/21 CENCINAT

\ ‘
SEM HV: 10.0 KV WD: 9.09 mm

View field: 51.9 pm Det: SE
SEM MAG: 13.3 kx  Date(m/d/y): 02/18/21 CENCINAT

g SEM HV: 10.0 kV WD: 9.09 mm
View field: 104 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 6.67 kx | Date(m/d/y): 02/18/21 CENCINAT

lustracion 10 Microscopia electronica de barrido de células inmovilizadas.
(1A) micrografia a 2000 aumentos de resolucién- ensayo 1; (1B) micrografia a 4000 aumentos de resolucion-

ensayo 1; (2A) micrografia a 2000 aumentos de resolucién-ensayo 3; (2B) micrografia a 4000 aumentos de
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resolucidn-ensayo 3; (3A) micrografia a 2000 aumentos de resolucién- ensayo 4; (3B) micrografia a 4000

aumentos de resolucion ensayo-4.

Los analisis se desarrollaron en un microscopio electrénico de barrido tipo MIRA3-
TESCAN bajo un detector de electrones secundarios en un sistema de vacio, potencia 10
KV en donde se obtuvieron varias microfotografias como se muestra en la ilustracién 10
a ciertas magnificaciones cada muestra. Las magnificaciones se realizaron en dos campos
de vision, para las micrografias de los literales A y B tenemos un campo de vision de:
104 um equivalentes a 2000 aumentos de resolucidn y un campo de vision de 51,9 um

equivalentes a 4000 aumentos de resolucion, respectivamente.

De las micrografias que se presentan en los literales 1A y 1B se observa la concentracion
aproximada de 1,28E+08 [cel./ml] en una distancia de trabajo en la muestra de 10,33 mm;
en los literales 2A y 2B se observa la concentracion de 6,30E+08 [cel./ml] en una
distancia de trabajo de 7,37 mm y en los literales 3A y 3B se observa la concentracion de
1,72E+09 [cel./ml] en una distancia de trabajo de 9,9 mm pudiéndose evidenciar que
tenemos una alta densidad celular (fuerte inmovilizacién) en las micrografias 2 y 3;
mientras que en la micrografia 1 tenemos baja densidad celular (débil inmovilizacion).
De acuerdo a (Ariyajaroenwong et al., 2016) la inmovilizacion se produce debido a la
fijacion de las células en los tejidos de la superficie porosa del material.

4.4.  Analisis de los resultados obtenidos por fermentacion con células inmovilizadas

En este proyecto se realizé fermentaciones de mucilago (cacao) con células inmovilizadas
en cascaras de cacao, en donde se busco determinar y analizar la produccion de etanol
usando este tipo de material y materia prima. En la tabla 18 se muestra los resultados que
se obtuvieron, en donde se puede evidenciar varias concentraciones de etanol cercanas
entre si; el primer experimento en su composicidn tiene menor concentracion con respecto
a los demas. En esto se puede evidenciar la calidad de la inmovilizacion el cual termina
influenyendo en la produccion de etanol. El primer experimento al tener menor
concentracion nos indica que hubo inmovilizacion parcial pero a medida que se prosiguio
con los experimentos tanto en el segundo, tercero y cuarto se logré mejorar la eficiencia
de inmovilizacién y por ende mejorar la concentracién de etanol. Segun (Yu et al., 2007)
mencionan que cuando la inmovilizacion es parcialmente fuerte, desde los soportes se

generan efectos de desorcion para lo cual la densidad celular disminuye y esto termina
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influyendo en la productividad del etanol. En la siguiente ilustracion se presenta el

resultado del experimento con mejor produccion de etanol 60 [g/1].

Tabla 18 Concentracién de etanol generado en varios experimentos.

Experimento 1 50,8358333
Experimento 2 55,6316667
Experimento 3 56,5908333
Experimento 4 60,4275

Condiciones de operacion: pH [4], T [35°C], agitacion [100 rpm]
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llustracion 11Produccién de etanol en sistema de células inmovilizadas.
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En la ilustracién 11 se muestra en el eje principal la produccién de etanol a través del
tiempo y en los ejes secundarios el ° Brix grafico (a) y consumo de azucar grafico (b)
respectivamente. El proceso de fermentacion estd enmarcado por el descenso del ° Brix;
se partio de 17 °Brix iniciales que va descendiendo durante la generacion de etanol hasta
alcanzar los grados finales (7 °Brix) que constituyen la materia organica mas solidos que
no se transforman esto indica que el proceso de fermentacion esta llegando a su fin. Como
se puede ver en la ilustracion 11 la produccién de etanol se genera a través del tiempo en
las primeras horas, alcanzando en este experimento 60 g/L en 36 horas de fermentacion.
Estos resultados son similares al estudio realizado por (Jin, Liu, & He, 2012) los cuales
reportan una produccion de etanol final de 58 [g/I] y otro estudio realizado por (Najafpour,
Younesi, Ku, & Ismail, 2004) describen una concentracion mas alta con un alcance de
produccidn que bordea los 90 [g/I] de etanol, con un sistema de células inmovilizadas en

bagazo de sorgo.

La méaxima cantidad de etanol que se logra producir en la fermentacidn se da cuando se
consume un alto porcentaje de nutrientes del medio en este caso del mucilago de cacao;
como se puede evidenciar el mosto inicial contiene aproximadamente 250 [g/1] de az(car
iniciales, para cuando se alcanza la maxima cantidad de etanol se consume gran parte de
los azucares quedando alrededor de 22 [g/l] presente en el mucilago. A partir de la
produccion méxima de etanol se tiene un declive, esto se debe a la formacion de
subproductos de diferente composicion; los subproductos que se generan son tales como
acidos acetico, lactico, succinico, tartarico, esteres y otros alcoholes de acuerdo a (Dias,
Schwan, Freire, & Dos Santos Serddio, 2007).

4.5. Analisis de los resultados obtenidos en la fermentacién de células libres

La generacion de etanol mediante el sistema de células libres se realizé con fines de comparacién
con respecto, a la produccién de etanol mediante el sistema de células inmovilizadas en cascara
de mazorca de cacao durante la fermentacion de mucilago de cacao. Los resultados que se
presentan a continuacion en la ilustracién 12 se muestran en el eje principal la produccion de
etanol a traves del tiempo y en los ejes secundarios los ° Brix y consumo de azUcar,

respectivamente en el grafico (a) y grafico (b).
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llustracion 12 Produccién de etanol en sistema de células libres.

El proceso de fermentacion estd enmarcado al igual que en el sistema de células
inmovilizadas por el descenso del ° Brix, por medio el cual se puede saber si el medio de
fermentacion dispone o no de nutrientes. En el grafico (a) podemos observar una
tendencia continua de descenso a través del tiempo hasta alcanzar 7 °Brix; a partir de esta
medida se considera que existe una insuficiencia de nutrientes. En la ilustracion 12 se
puede evidenciar que la produccién maxima de etanol se genera a las 24 horas de proceso

brindando una produccidn alrededor de 25 g/L de etanol; después de este tiempo hay un
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descenso en la produccion por efecto de la fase estacionaria en que entra el crecimiento
de las levaduras por factores de liberacion de productos residuales que hacen que se
genere un medio inhdspito para el crecimiento (Viteri et al., 2017). Este resultado tiene
concordancia con lo obtenido en la investigacion realizada por (Jin et al., 2012) en el cual
presenta modelos cinéticos con lo que obtienen una concentracion de 28 (g/l) de etanol;
esta misma concentracion reporta (Nieves & Castillo, 2018) por fermentacion de

mucilago de caco con 8 (g/l) de células de levadura libres.

En el grafico (b) se puede observar que el proceso de fermentacion inicia con 250 [g/l] de
azucar aproximadamente, las células consumen con una tendencia pronunciada este
sustrato hasta alcanzar la méxima cantidad de etanol en donde queda alrededor de 15 [g/I]
de azlcar presente en el mucilago de cacao. A partir de esto el azUcar se consume
lentamente dado a que las células se encuentran en el estado estacionario como es
mencionado anteriormente también se encuentra generando productos de diferente
composicion; llegando a consumirse al final del proceso de fermentacion 90 % del azlcar
total. Este comportamiento es similar al estudio realizado mediante modelos cinéticos por
(Jinetal., 2012) donde reportan el 95 % de azucares consumidos durante la fermentacion

partiendo de 200 (g/l) de azUcar.

4.6. Comparacion de la fermentacion Batch mediante el sistema de células
libres y sistema de celulas inmovilizadas

El objetivo de este proyecto busca mejorar la produccion de etanol en la fermentacion de
mucilago de cacao con células inmovilizadas en soportes, para saber cuanto mejora
comparamos con la produccion de etanol mediante el sistema de células libres. De
acuerdo a los resultados que se observaron anteriormente los sistemas con tecnologia de
células inmovilizadas poseen muchas ventajas frente a los sistemas convencionales bajo
las mismas condiciones de operacién y concentracion de nutrientes 248 g/l; uno de ellos
es el aumento en la productividad del proceso de fermentacién gracias a la posibilidad de
aumentar la densidad celular a través de los soportes.

Durante el proceso de fermentacion de mucilago de cacao el sistema de células
inmovilizadas tom6 36 horas en consumir el 91% del azdcar total y producir 60 g/L, la
productividad y el rendimiento fueron 1,667 [g/L h] y 0,27 g de etanol/ g de azucar
consumido, respectivamente. En contraste después de 24 horas, se consumié el 90 % del

total de azlcar bajo el sistema de células libres para producir 25 g/L. La productividad y

FAUSTO ADOLFO CASTILLO AVILA



UNIVERSIDAD DE CUENCA

rendimiento fueron 1,07 [g/L h] y 0,11 g de etanol/ g de azlcar consumido
respectivamente; esto indica que la aplicacion del sistema de células inmovilizadas

mejora 2.5 la produccion de etanol.

4.7.  Analisis de los resultados obtenidos por cuantificacion de biomasa
mediante el sistema de células inmovilizadas
Para la cuantificacion de la biomasa se aplico el método de liofilizacion el cual estd

basado por el fenébmeno fisico de sublimacion; a continuacion se muestran los resultados

de este proceso en la tabla 19.

Tabla 19 Concentracién de biomasa a partir del método de Liofilizacion.

Tiempo  Promedio peso Promedio Peso de
[h] muestra seca  peso muestra  Biomasa
[g/ml] seca [g/L]
blanco 0,00682 6,820 0,000
0 0,00682 6,820 0,000
6 0,00705 7,056 0,236
12 0,00778 7,786 0,966
18 0,00892 8,923 2,103
24 0,00912 9,121 2,301
30 0,01276 12,763 5,943
36 0,01650 16,501 9,681
42 0,02360 23,606 16,786
48 0,02263 22,633 15,813
49 0,02347 23,470 16,650
50 0,02375 23,751 16,931

Condiciones de operacion: T°C [35], pH [4], velocidad de agitacién [100 rpm].

El valor del blanco es aquella muestra que tomo sin soportes de células inmovilizadas.

En la Tabla 19 se presentan los resultados de promedios de pesos de muestras secas y
pesos de biomasa en [g/L]; ademas las condiciones de operacion a las cuales se llevaron
a cabo los experimentos y de manera grafica en la ilustracién 13 se representa la
concentracion de Biomasa [g/L] en funcién del tiempo [h], en donde se puede observar

el crecimiento de levaduras “Saccharomyces cereviciae ” durante el proceso.
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llustracion 13 Concentracién de biomasa en sistema de celulas inmovilizadas con las condiciones de
operacion pH (4), temperatura (35°C) y 100 rpm.

Durante el proceso de fermentacion las células que se encuentran adheridas débilmente
es decir no tenian fuerte incrustacion en los poros del soporte de inmovilizacion migran
y crecen en el medio que esta siendo fermentado. En la ilustracion 13 se puede evidenciar
el crecimiento de estas células que transcurre desde las 6 primeras horas para luego
reproducirse hasta llegar al estado estacionario a las 40 horas de trabajo con 16,7 [g/L] en
condiciones de operacion de 35°C, pH 4 y 100 rpm de agitacién. En los estudios de (Yu
etal., 2007 ) y (Ilvanova, Petrova, & Hristov, 2011) reportaron concentraciones similares
de células determinadas como libres en el medio de fermentacion que bordea entre 10 y
12 [g/L].

Las muestras que se tomaron para los analisis fueron desde el tiempo 0 hasta el tiempo
en que el consumo de sustrato medido en °Brix se mantienen constante 50 [h] lo que
indica que hay insuficiencia de nutrientes. De acuerdo con las fases de crecimiento de las
cé¢lulas de levadura “Saccharomyces cereviciae ” en esta grafica no se pueden identificar
fases que transcurren en un tiempo mas largo del proceso pero si fases como aceleracion,
exponencial, ralentizacion y estacionaria. De acuerdo a (Hidalgo J., 2010) la fase de
declive transcurren a las 500 horas de proceso o en un tiempo 3 0 4 veces mas largo que

la del crecimiento.
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4.8.  Andlisis de los resultados obtenidos por cuantificacion de biomasa
mediante el sistema de células libres
En la ilustracion 14 se presenta la cantidad de biomasa que se genera durante el proceso

de fermentacion del mucilago de cacao bajo el sistema de células libres.
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lustracion 14 Produccion de biomasa mediante sistema de células libres bajo las mismas condiciones de
operacion pH (4), temperatura (35°C) y 100 rpm.

En la ilustracion 14 observamos la concentracion de biomasa para cada tiempo de
muestreo obtenidos en el experimento. En esta ilustracion se puede evidenciar que la
reproduccion de las levaduras se da dentro del tiempo en que toma producir la maxima
cantidad de etanol. Este experimento terminé a las 44 horas, cabe destacar que no se
observa fase de adaptacion ya que esto se de en las primeras 2 horas de acuerdo a estudios
realizados y descritos por (Mora Y., 2014). El crecimiento exponencial de la biomasa se
observa mas pronunciado a partir de las 6 horas hasta las 24 horas, este es el tiempo en la cual se
produce la mayor cantidad de etanol, produciendo alrededor de 40 [g/L] de biomasa hasta
esta instancia del proceso de fermentacion en condiciones de operaciéon, pH 4,
temperatura 35 °C y 100 rpm de agitacion. (Leal, Tarantino, Hernandez, & Moran, 2014)
reportd en su estudio, el tiempo en que se estabilizo la fermentacion es decir cuando se
da el mayor consumo de sustrato fue de 32 horas aproximadamente en condiciones de
operacion, pH 4, temperatura 33 °C generando 90 [g/l] de biomasa. Otro valor similar
90,9 [g/1] determinan (Nieves & Castillo, 2018) en su estudio en condiciones de operacion
de pH 4, temperatura 35 °C y 3 [g/l] de levadura.
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5. CONCLUSIONES

En este proyecto, el sistema de células inmovilizadas aplicado a la fermentacion del
mucilago de cacao CCN-51, permitié mejorar el rendimiento y productividad del etanol;
ya que se consiguié una buena inmovilizacion a través de una alta densidad celular
conseguido mediante el proceso fisico de adsorcion de las células en cascaras de cacao.
No obstante, el factor que influye para el éxito de esta técnica es la fuerza con la que se
fijan las células por medio de interacciones hidrofébicas en los tejidos del material de
inmovilizacion (cascara de cacao); en el primer ensayo fue dificil conseguir este objetivo
con gran eficiencia pero a medida que se avanzo en los consecuentes ensayos se alcanzo

la fuerza necesaria de inmovilizacion.

La fermentacion en el reactor tipo BATCH bajo el sistema de células inmovilizadas se
logré consumir mas del 90 % del azucar después de 36 horas partiendo de una
concentracion inicial de 250 [g/l] de azlcar total dando una produccion de 60 g/L de
etanol, productividad y rendimiento de 1,667 [g/L h] y 0,27 g de etanol/ g de azucar
consumido, respectivamente. Mientras que bajo el sistema de células libres también se
consume mas del 90 % del total de azlcar pero la produccién de etanol es de 25 g/L,
productividad y rendimiento de 1,07 [g/L h] y 0,11 g de etanol/ g de azlcar consumido,

respectivamente.

Por lo tanto, el método de inmovilizacién es un método innovador ya que permite de
forma eficaz estabilizar los sistemas de fermentacion; en este método se destacan los
medios de cultivo enriquecidos ya que son los actores principales en la produccion y
viabilidad celular que se necesita para lograr una inmovilizacién firme de las células en
los soportes. La céascara de cacao al tener una gran porosidad posee un gran potencial
como portador de células, ademas, por ser un material de bajo costo y otras ventajas como:
la simplicidad para aplicar la técnica de inmovilizacion, su durabilidad y su resistencia

como portador.

De acuerdo a los resultados obtenidos y mencionados anteriormente se puede demostrar
que se consiguié mejorar el rendimiento y productividad del etanol aplicando el sistema
de células inmovilizadas, el cual nos Ilama a tener en cuenta y adaptarlo como un tema

de innovacion.
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6. RECOMENDACIONES

La cepa de células madre se deben renovar cada mes para tener una buena vitalidad de
las células ademas que se deben conservar a 4°C. Para lograr tener una mejor vitalidad de
las células se podria aumentar la concentracién de polipeptona, MgS204y KHPO4 en los
pre-cultivos que se prepare ya que estos reactivos son los encargados de enriquecer el
medio y brindar fortaleza a las levaduras.

Para lograr tener una fuerte inmovilizacion de células vivas y alta densidad celular en
soportes de cascara de cacao se debe considerar los siguientes aspectos: la técnica
menciona que en la tercera fase de inmovilizacion se remplaza el medio de cultivo (a) por
el medio de cultivo (b) al realizar este procedimiento las células se pueden contaminar
como sucedié en uno de los ensayos de este proyecto. Para el proposito de realizar
fermentaciones de mucilago de cacao a escala industrial se debe realizar un estudio
econémico mediante la determinacion de costos para conocer si el proyecto tiene
rentabilidad.
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8. ANEXQOS

8.1. Resultados obtenidos en la inmovilizacion de células

# de células inmovilizadas en
los soportes

Experimento 1 1,28E+08
Experimento 2 5,15E+08
Experimento 3 6,30E+08
Experimento 4 1,72E+09
Experimento 5 6,45E+08

8.2.Datos de la serie de diluciones realizadas para determinacion de azUcares

Numero de muestra Tiempo de Diluciones
fermentacion [h]

Muestra 1 0 1/5000
Muestra 2 6 1/5000
Muestra 3 12 1/5000
Muestra 4 18 1/5000
Muestra 5 24 1/5000
Muestra 6 30 1/5000
Muestra 7 36 1/1000
Muestra 8 42 1/1000
Muestra 9 48 1/500
Muestra 10 49 1/500
Muestra 11 50 1/500

10 ml

1/50 1/500 1/5000

llustracion 15 Serie de diluciones
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8.3.Resultados obtenidos en la fermentacion de todos los experimentos.

Tabla 20 Resultados del experimento 1, en condiciones de operacion de pH [4], T °C [35] y velocidad de
agitacién 100 rpm.

Concentracion
Muestra etanol [g/I
0 16 blanco 3,6 3,6 0

tiempo  °Brix Muestra Sub.

3,6
3,6

13

M1

3,3
3,3
3,3

3,3

8,6325

12

12

M2

3,1
3,2
3,1

3,13333333

13,4283333

18

10

M3

3
3
3

17,265

24

M4

2,5
2,4
2,5

2,46666667

32,6116667

30

M5

2,2
2,2
2,2

2,2

40,285

36

M6

1,8
1,9
1,8

1,83333333

50,8358333

42

M7

2,1
2,1
2,1

2,1

43,1625

48

M8

2,4
2,4
2,4

2,4

34,53

49

M9

2,7
2,7
2,7

2,7

25,8975

50

M10

2,8
2,8
2,8

2,8

23,02

Los valores de sub muestra corresponden al volumen de tiosulfato consumido
por titulacion.
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Tabla 21 Resultados obtenidos del experimento 2, en condiciones de operacion de pH [4], T°C [35] vy
velocidad de agitacion 100 rpm.

0 17 blanco 3,6 3,6 0

3,6

3,6

17

M1

3,3

3,2

3,3

3,26666667

9,59166667

12

16

M2

3,1

3,1

3

3,06666667

15,3466667

18

15

M3

2,9

2,9

2,9

2,9

20,1425

24

14

M4

2,8

2,8

2,8

2,8

23,02

30

12

M5

2,7

2,7

2,7

2,7

25,8975

36

11

M6

2,2

2,2

2,1

2,16666667

41,2441667

42

10

M7

1,9

1,9

1,9

1,9

48,9175

44

M8

1,8

1,9

1,8

1,83333333

50,8358333

48

M9

1,7

1,7

1,6

1,66666667

55,6316667

50

M10

2,1

2,1

2,1

2,1

43,1625

53

M11

2,3

2,2

2,2

2,23333333

39,3258333

Los valores de sub muestra corresponden al volumen de tiosulfato consumido
por titulacion.
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Tabla 22 Resultados obtenidos obtenido del experimento 3, en condiciones de operacion de pH [4], T°C
[35] y velocidad de agitacion 100 rpm.

3,6
3,6

0 17 blanco 3,6 3,6 0

15

M1

3,1
3,1
3,2

3,13333333

13,4283333

13

13

M2

2,6
2,6
2,7

2,63333333

27,8158333

18

10

M3

2,2
2,2
2,1

2,16666667

41,2441667

22

M4

1,9
1,9

1,85

1,88333333

49,3970833

23

M5

1,6
1,6
1,7

1,63333333

56,5908333

24

M6

1,7
1,7
1,7

1,7

54,6725

27

M7

2,1
2,2
2,1

2,13333333

42,2033333

30

M8

2,4
2,4
2,4

2,4

34,53

34

M9

2,4
2,5
2,4

2,43333333

33,5708333

por titulacion.

Los valores de sub muestra corresponden al volumen de tiosulfato consumido

FAUSTO ADOLFO CASTILLO AVILA




UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 23 Resultados del experimento 4, en condiciones de operacion de pH [4], T°C [35] y velocidad de

agitacion 100 rpm.

0 17

blanco

3,6

3,6

3,6

3,6

0

M1

3,3

3,3

3,3

3,3

8,6325

12 16

M2

3,1

3,1

3,15

3,11666667

13,9079167

18 15

M3

3

2,9

3

2,96666667

18,2241667

24 12

M4

2,5

2,5

2,5

2,5

31,6525

30 10

M5

2,1

2,2

2,1

2,13333333

42,2033333

36 9

M6

1,5

1,5

1,5

1,5

60,4275

42 8

M7

1,8

1,8

1,8

1,8

51,795

48 7

M8

1,9

1,9

1,9

1,9

48,9175

49 7

M9

2,1

2,1

2,1

2,1

43,1625

50 7

M10

2,4

2,4

2,4

2,4

34,53

por titulacion.

Los valores de sub muestra corresponden al volumen de tiosulfato consumido
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8.4. Registro de fotografias de cada etapa del proyecto realizado.

lHustracion 16 Cultivo de la cepa de levadura usado en el desarrollo de los experimentos

lustracion 17 Preparacion e incubacion de pre-cultivo.
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llustracion 19 Cosecha de células.
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lustracion 20 Visualizacion y reconteo de células en cdmara Neubauer.

FAUSTO ADOLFO CASTILLO AVILA m



UNIVERSIDAD DE CUENCA

RIESGO
El ECTRICO

lustracion 21 Secado de los soportes de inmovilizacion.

lHustracion 22 Adsorcion y fijacion de las células de levadura.
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lustracion 23 Retencion de humedad.
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lustracion 24 Medicién de parametros del mucilago de cacao
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lustracion 25 Adicion del mucilago de cacao en el reactor y ajuste parametros de fermentacion

llustracion 26 Proceso de fermentacion con células inmovilizadas
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llustracion 27 Preparacion de las muestras para analisis de etanol.

lustracion 28 Proceso de micro difusién del etanol.
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lustracion 29 Proceso de titulacién de muestras con tiosulfato de sodio.

lHustracion 30 Preparacion y andlisis de muestras para glucosa.
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lHustracion 31 Analisis de biomasa por Liofilizacion.
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