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Resumen. Este trabajo muestra el comportamiento
de la levadura Saccharomyces cerevisiae cultivada en
biorreactor en los sistemas de cultivo lote y lote
alimentado en forma lineal. Se siguié la cinética de
fermentacion midiendo los parametros de operacion
(temperatura, pH, oxigeno disuelto y agitacion)
ademas de la biomasa y la produccion de etanol al
final del cultivo.
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1. Introduccion

Las investigaciones para la produccion de
bioetanol se han incrementado con las crisis
energética y ambiental que se presentan a nivel
mundial.  Anteriormente, el etanol como
combustible era obtenido por fermentacién de
glucosa de maiz en los EUA y de sacarosa de
azucar de cafia en Brasil. La produccion mundial de
bioetanol alcanzo en el 2006 alrededor de 51
billones de litros, 17 billones fueron producidos por
Brasil y 18 billones por EUA [1]. Actualmente se
desarrolla la tecnologia para obtener azucares
fermentables y producir bioetanol a partir de
residuos solidos organicos de origen urbano [2] o
agricola como los provenientes de frutas, soya,
arroz, tubérculos, mezquite [1,3,4,5,6,7]. También
se han tratado residuos celuldsicos integrando la
hidrdlisis o sacarificacion a la fermentacion
[8,9.10]. Los microorganismos que se han utilizado
para llevar a cabo la fermentacion alcohodlica son
principalmente levaduras como Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces
marxianus, bacterias como Zymomonas mobilis
[1,7,11,12] e incluso cultivos mixtos [3].

Sin embargo, para mejorar la produccion de
bioetanol (o de cualquier producto de interés) por
fermentacion no basta con controlar las variables de
operacion (pH, temperatura, etc.) u optimizar el
medio de cultivo, también depende del sistema de
cultivo utilizado o modo de operar el biorreactor.

Las fermentaciones clasicas que se han llevado a
cabo, tanto a nivel laboratorio como industrial, para
la producciéon de bioetanol son en sistema lote o
batch; este tipo de cultivo presenta una baja
productividad por la limitacion de sustrato
[1,3,7,13]. Se ha estudiado su produccion en cultivo
continuo pero a nivel industrial es escasamente
utilizado, debido a que los costos de inversion son
mayores, a pesar de presentar mayor productividad
[11,14]. EI cultivo lote alimentado o fed-batch es
una mejor alternativa que conjuga las ventajas de
los cultivos lote y continuo permitiendo el aumento
de la productividad del proceso y no requiere gran
inversion. En este sistema se alimentan
continuamente nutrientes hasta alcanzar un
determinado volumen, asi controlando la entrada de
sustrato se puede controlar la velocidad de
crecimiento y de produccion [15,16]. Pirt defiende
que ¢l fue el que introdujo el término “fed-batch”
en 1973, para referirse a un cultivo batch
alimentado continuamente con medio nutriente,
desarrolla la teoria y demuestra que este cultivo
tiene aplicaciones importantes en el control de las
fermentaciones [17].

En el estudio de las fermentaciones, se plantean
modelos matematicos en base a los resultados
experimentales, para simular y prever el
comportamiento  del  microorganismo  bajo
condiciones dadas; asi se evita el gasto excesivo de
material y se realizan los experimentos necesarios
para verificar los resultados. La simulacion de los
sistemas de cultivo se basa en los puntos siguientes:

e Ecuaciones de balance de masa para biomasa,
sustrato y producto

e Modelos de crecimiento, consumo de sustrato
y produccion

e Condiciones de operacion.

La Ecuacién General de Balance de Masa se
observa en la Ec. (1) y su ecuacion diferencial en la
Ec. (2), son validas para todos los sistemas de
cultivo (lote, continuo, alimentado) y dependiendo




de la variable (biomasa, sustrato y producto) seran
los términos de las ecuaciones diferenciales.

Acumulacion =
Entrada- Salida + Generacion - Consumo Ec. (1)
am
EZMB_MS"'RG_RC EC(2)

La Dbibliografia permite desarrollar las
ecuaciones para cada tipo de cultivo, revisar los
principios de modelado y obtener la solucion de las
ecuaciones diferenciales para realizar la simulacion
[13,14,16,18,19,20].

1.1 Cultivo lote

Es el modo de operacion mas simple y mas
utilizado en la industria por la baja inversion que
requiere al no necesitar dispositivos adicionales al
biorreactor normal. Es el menos productivo por la
limitacién de nutrientes con el tiempo al aumentar
el crecimiento y no se puede controlar la velocidad
de crecimiento. En la Figura 1 se muestra un
esquema general del cultivo y su comportamiento
cinético de las variables, visto como caja negra no
hay entradas ni salidas y el volumen permanece
constante.
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Figura 1 Representacion de cultivo lote, esquema general
y cinética del cultivo.

Las Ecs. (3-5) describen este modo de operacion
para biomasa (x), sustrato (s) y producto (p).

d
d—)tc = ux EC. (3)
ds ux
a qsx — E Ec. (4)
dp
E = (gpx EC. (5)

1.2 Cultivo alimentado

En este modo de operacion se adiciona uno o
varios nutrimentos limitantes a lo largo del cultivo
en vez de agregarlos todos al inicio. Las ventajas
principales del cultivo son que maximiza el
crecimiento celular obteniendo una alta densidad,
aumenta la produccion de metabolitos, evita la
inhibicion de nutrientes o productos toxicos y no

requiere alta inversion. Existen tres tipos de cultivos
fed batch de acuerdo al modo de alimentacion del
sustrato: exponencial, lineal e intermitente. Se han
empleado extensamente para la produccion de
biomasa, antibioticos, aminoacidos, enzimas,
polisacaridos y metabolitos como etanol o acidos
organicos; por supuesto empleando gran variedad
de microorganismos [15,17,21,22]. La Figura 2
muestra un esquema de tipo de cultivo y de su
comportamiento cinético.
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Figura 2 Representacion de cultivo lote alimentado,
esquema general y cinética del cultivo.

Las Ecs. (6-9) describen este modo de operacion
para biomasa (x), sustrato (s), producto (p) y

volumen (V).
dx F
— = -— Ec. (6
dt x(” V) ¢ (6)
ds F ux
E V(Se S) - E Ec. (7)
dp F
L —_ Ec.
it uxYp, Vp c. (8)
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— E . 9
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El objetivo de este trabajo es estudiar la cinética
de la levadura Saccahromyces cerevisiae en
cultivos lote y lote alimentado lineal para la
produccion de biomasa y bioetanol.

2. Materiales y métodos
2.1 Microorganismo

Se utilizé una cepa de la levadura Sacharomyces
cerevisiae. Se propagd en medio YPS en placas y
tubos inclinados adicionando 15 g L' de agar al
medio. Una vez esterilizados, se siembran y se
incuban a 30 °C durante 24 h. Se conservan en
refrigeracion resembrandose cada mes.

2.2 Medios de cultivo

En la Tabla 1 se muestra la composicion del
medio de cultivo empleado para realizar el pre-
indéculo en tubos, el indculo en matraz y el cultivo
en reactor de 4 litros.




Tabla 1 Medio sintético para produccion de etanol [4].

Compuesto Concentracion (g L)
Sacarosa 20
Extracto de levadura 5
Sulfato de amonio 1
Fosfato de potasio 1
Sulfato de magnesio 05
heptahidratado )

2.3 Proceso de fermentacion

El pre-inoculo se realizé en un tubo con 10 mL
de medio, se sembro la cepa y se incub6 24 h a 30
°C y 250 rpm. El in6culo se llevd a cabo en un
matraz de 250 ml con 150 ml de medio, se adiciond
el pre-inoculo y se incub6 48 h a 30 °C y 250 rpm.

El cultivo lote fue realizado en un reactor de 4 L
con volumen de operacion de 1.5 L, el medio fue
esterilizado en el reactor durante 30 min a 121 °C.
Se agrego el indculo y el cultivo se llevd a cabo a
30 °C. Se inicid con una aireacion de 1 vvm, pero la
agitacion y la aireacion fueron aumentadas
dependiendo de la demanda de oxigeno disuelto, de
tal manera que se evitd su disminucion por debajo
del 10 %.

El cultivo lote alimentado en forma lineal partio
del cultivo lote. La alimentacion lineal de una
solucion concentrada de sacarosa, s,=150 g L'l, se
realizO con una bomba peristaltica Masterflex
controlada a velocidad constante para dar un flujo
de F=0.1332 L h™', se us6 una tuberia de didmetro
adecuada para lograr el F. El volumen final fue de
2.5L.

2.4 Métodos analiticos

Se tomaron muestras a diferentes tiempos de la
fermentacion. Las determinaciones que se le
realizaron fueron azicares reductores, etanol y
proteina extracelular.

2.4.1 Determinacion de biomasa

El crecimiento de biomasa se siguié por medio
de la medicioén a 600 nm de la densidad optica (DO)
de la muestra, cuando fue necesario se realizaron
diluciones con agua destilada para medir DO con
valores menores de 1.

La determinacion de la concentracion de
biomasa se realizo por el método gravimétrico. La
muestra se centrifugd a 9000 rpm durante 5 min en
tubos Eppendorf, previamente puestos a peso
constante, se separd el paquete celular (biomasa)
del sobrenadante. Se hicieron dos lavados de la
biomasa y posteriormente se secd a 90 °C hasta
peso constante.

El sobrenadante se conservé para hacer la
determinacion de azlcares reductores, etanol y
proteina extracelular.

2.4.2 Determinacion de etanol

La determinacion de etanol se realizd en los
sobrenadantes mediante HPLC. Ademas se realizo
la destilacion del sobrenadante final en rotavapor, el
destilado se analizd por cromatografia de liquidos
en un equipo HPLC marca Shimatzu. Se utiliz6 una
columna H™ Aminex, usando como eluente agua
grado HPLC, flujo de 0.5 mLmin™ a 30 °C y un
detector de indice de refraccion (IR). Se realizé una
curva estandar de etanol.

2.4.3 Determinacion de azuicares

Los azucares reductores fueron determinados
por el método de DNS descrito por Bernfeld en
1951 [23]. Se leyeron las muestras a una
absorbancia de 540 nm, realizdndose una curva
estandar de glucosa con testigos de concentracion
conocida en el rango 0-2 g L™

2.4.4 Determinacion de proteina soluble

La concentracion de proteina soluble se
determind por el método de Biuret [24]. Las
muestras se leyeron a 560 nm, se realiz6 una curva
de calibracion con seroalbimina bovina (BSA)
entre0y3g L.

2.5 Detalle matematico

Los datos experimentales se ajustaron a las
ecuaciones cinéticas para produccion de biomasa y
consumo de sustrato. Se utilizaron los datos de
cultivo por lote. Para el crecimiento se utilizaron las
Ecuaciones de Monod y el Modelo Logistico, Ecs.
(10) y (11) respectivamente.

dx N

E = xﬂmaxm EC, (10)
dx X
o (1—xmax)x Ec. (11)

En el caso de consumo de sustrato se utilizo la
Ec. (12) empleando los resultados de la Ec. (11)
considerando Unicamente el crecimiento.

ds_ 1 dx
E—aa Ec. (12)

3. Resultados y discusiones

En la Fig. 3 se observa la evolucion de los
parametros de operacion del cultivo lote. El oxigeno
disuelto se mantuvo por encima del 10%
aumentando la agitacion y la aireacion. En la Figura
4 se observa una cinética de crecimiento tipica, sin
fase de latencia y presentandose de inmediato la
fase exponencial que permanece 12 h hasta la fase
estacionaria. El mayor consumo de sustrato
coincide con la fase exponencial agotandose a las
12 h. La mayor demanda de oxigeno coincide con la




fase exponencial. En la Tabla 3 se reportan los
parametros cinéticos obtenidos, destacando la
Umax=0.509 h', la maxima concentracién de
biomasa cercana a 8 g L™ y el rendimiento celular
fue de 0.3 g,/g,. Estos datos permitieron realizar las
simulaciones del crecimiento de la levadura con los
Modelos de Monod y Logistico. Un mejor ajuste de
los puntos se logra con el Modelo Logistico el cual
describe de manera adecuada el crecimiento desde
el inicio hasta el final del cultivo lote. E1 Modelo de
Monod solo puedo modelar el crecimiento en su
fase exponencial. En el caso del sustrato consumido
también la aproximacion solo fue adecuada en la
fase exponencial, Figura 4. Resultados similares de
un mejor ajuste con el Modelo Logistico se
encuentran en la fermentacion de otros metabolitos
[18]. La produccion de bioetanol en este cultivo fue
muy baja favoreciéndose el crecimiento celular.

120 1000

900

g0 % 1 L 800
E 80 0 e
g $ = L 600 E
f{ 60 % L 500 g

T . g & L 400
;: = 3 I 300 <

S 2 ) L 200

) 100

o ey 0

Tiempo (h)

—=—p02 =-B-pH =—#-T°C =S-Agitacion

Figura 3 Evolucion de los pardmetros de operacion en el
cultivo lote de Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 4 Cinética de fermentacion en cultivo lote de
Saccharomyces cerevisiae y simulacion con los Modelos
de Monod y Logistico.

Con respecto al cultivo alimentado linealmente,
la Figura 5 presenta la evolucion de los parametros
de operacion incluyendo el flujo (F) y el volumen
(V). El flujo permanecié constante cerca de 7 h
cuando se alcanz6 el volumen final establecido.

Tabla 3 Parametros cinéticos obtenidos del cultivo lote.

Parametro Valor
Hinax 0.509 h'!
K, 39gL!
Yy 0.4918 g, g
Xy 7.83 g, L!

El volumen aument6é en forma lineal al igual
que la biomasa total como puede observarse en la
Figura 6, la concentraciéon de biomasa permaneciod
constante con un valor alrededor de 9 g, L, la
proteina  extracelular alcanzd concentraciones
cercanas a 40 g L. Al final del cultivo los
maximos valores obtenidos fueron 23.5 g, de
biomasa total. La concentracion final de etanol
encontrada fue de 25 g, L™or 64 g de etanol total.
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Figura 5 Evolucion de los parametros de operacion en el
cultivo lote alimentado lineal de Saccharomyces

cerevisiae.
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Figura 6 Cinética de fermentacion en cultivo lote
alimentado lineal de Saccharomyces cerevisiae.

4. Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran que en
el cultivo lote el crecimiento celular es favorecido
no asi la produccion de etanol. Es en el cultivo lote
alimentado donde se produce etanol. La estrategia
de dividir la fermentacion en dos fases se puede
utilizar para mejorar la produccion de otros
metabolitos que se comporten de manera similar.




5. Nomenclatura

t
X
X0

rpm
vvm

tiempo, h

concentracion de biomasa, g, L™

concentracion de biomasa inicial, g L!

concentracion de biomasa maxima, g L'

biomasa total, g,

biomasa total maxima, gy

concentracion de sustrato, g, L

concentracion de sustrato para cultivo alimentado, g, L™
constante de saturacion, g L

rendimiento de biomasa con respecto a sustrato, g, g,
velocidad especifica de consumo de sustrato, g, g, h™!
velocidad especifica de produccioén, g, g, h

volumen, L

Flujo, L h™!

revoluciones por minuto, min™'

volumen de aire por volumen de medio minuto, L L™ min™'

Simbolos griegos

U Velocidad especifica de crecimiento, h™!
e Velocidad especifica de crecimiento méaxima, h!
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