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Resumen

La crisis energética hace necesaria la substitucién de combustibles fdsiles por biocombustibles. Por
ello, trabajar en el disefio de nuevas tecnologias es importante para el aprovechamiento de la
biomasa lignocelulosica, a fin de que los procesos de producciéon de biocombustibles sean mas
eficientes. El objetivo del presente trabajo consiste en desarrollar un proceso de inmovilizacion de
saccharomyces cerevisiae en un soporte lignoceluldsico (Aserrin de pino) en reactores de lecho
empacado, utilizando Sacarosa, Azlcar comercial y dextrosa monohidratada para su evaluacién.

Introduccién

Desde hace algiin tiempo ha aumentado el interés en la inmovilizacion celular para la produccion de
metabolitos de interés, debido principalmente a las numerosas ventajas que ofrece, entre las que
destacan: una mayor productividad de la fermentacion, el incremento en la viabilidad de las células
inmovilizadas, la posibilidad de realizar el procesamiento continuo y un incremento en la estabilidad
del sistema de produccién (1). En estos sistemas el disefio del biorreactor, la eleccidén del soporte y
los microorganismos que seran inmovilizados son los factores méas importantes para la aplicacion de
las tecnologias de inmovilizaciébn en la produccion de etanol. Un aspecto importante de la
fermentacion continua es la alta eficiencia volumétrica, que generalmente se obtiene por el aumento
de concentracion de células de levadura en el reactor en comparacién a los sistemas por lotes
tradicionales (2). Estos sistemas ofrecen importantes ventajas, tales como: mayores rendimientos
de conversion, tasas de fermentacién mas rapidas, un producto mejorado, pérdidas reducidas de
productos y ventajas ambientales (3).

Metodologia

Se evalub la capacidad de la cepa Saccharomyces cerevisiae 1TD00185 aislada del proceso de
produccién de mezcal para consumir distintas fuentes de carbono (Sacarosa, Mascabado y jarabe
de glucosa. La columna se empaco con aserrin de pino hasta un 80% de su volumen. Se utilizé un
medio mineral constituido por sulfato de amonio, fosfato acido de potasio, sulfato de magnesio
heptahidratado, cloruro de sodio, y extracto de levadura, adicionado con la fuente de carbono. Se
realizaron cinéticas de crecimiento, utilizando una concentracién inicial de la fuente de carbono de
40g/L. Las columnas se inocularon con una concentracion de levaduras de 1x108 cel/mL. Se tomaron
muestras cada 3 horas durante periodos de 36 a 48 horas y se hicieron conteos celulares por el
método de Neubauer. La concentracion de etanol se determiné en un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucién (HPLC), equipado con una columna Aminex HPX-87H con un flujo de 0.6 mL/min a
una temperatura de columna de 50°C.
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Resultados

En la figura 1 se muestra la cinética del consumo de sustrato respecto del crecimiento celular.
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Fig 1. Crecimiento celular Saccharomyces cerevisiae ITD00185

en sacarosa, mascabado y glucosa.

En esta se observa un mayor crecimiento con la glucosa comercial, por lo que, se decidio utilizarla
como sustrato para evaluar el funcionamiento del sistema de produccién. En la tabla 1 se muestran
los parametros utilizados en la fermentacion y en la figura 2 la cinética de fermentacién, la cual se
llevé a cabo durante un periodo de 36 horas empleando un rango de temperaturas que oscila entre
los 28 y 30°C.

Tabla 1. Pardmetros establecidos y valores resultantes en inmovilizacién celular.

Inmovilizacion 1 2 3 4
Tamafio de particula 2-4 mm 5-9 mm 2-4 mm 5-7 mm
Carga inicial: 1X108 1X108 1X108
Cel/mL 1X108 Cel/mL Cel/mL
Cel/mL
-Volumen de medio: 700 mL 750 mL 900 mL
800 mL
-Células totales: 7X10%° 7.5x10%° 9x1010
Cel/mL 8X1010 Cel/mL Cel/mL
Cel/mL




-Tiempo de reposo de 2 horas 2 horas 30 min 30 min
inoculo en columna:
Carga celular en el liquido 7.25X107 7x107 6.63x107 7.75x107
de drenado Cel/mL Cel/mL Cel/mL Cel/mL
-Volumen de liquido 335 mL 450 mL 600 mL 620 mL

drenado:

-NUmero de células en
liquido drenado:

2.43X10%° Cel

3.15x10%° Cel

3.98x10%° Cel

4.81X10%° Cel

NUmero de células 4.57X10% Cel | 4.85x101° Cel | 3.52x10%° Cel | 4.19X10%0 Cel
inmovilizadas en columna:
-Volumen de liquido 365 mL 350 mL 150 mL 180 mL
inmovilizado:
% células inmovilizadas 65.28%. 60.62% 46.93% 46.55%

Los datos obtenidos muestran que se logré un porcentaje de inmovilizacion mayor en aserrin de pino
de 5-9 mm de diametro de particulas que en aserrin de pino con un diametro de particula de 2 a 4
mm (65.28% de células inmovilizadas), con un tiempo de reposo de 2 horas.
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Fig 2. Fermentacién alcohdlica de saccharomyces cerevisiae con dextrosa, inmovilizada en
aserrin de pino

Una vez realizada la inmovilizacion se utilizé una concentracion de 40 g/L de glucosa para realizar
la fermentacion, utilizando un flujo continuo de 22.2 mL/h durante un periodo de 36 horas. Los
resultados muestran que se alcanzé el equilibrio en la produccién de etanol después de 18 h de
iniciada la fermentacion, también se aprecia un consumo casi total del sustrato, en tanto que la
concentracion celular se mantuvo constante a una concentracion de 5x107 Cel/mL. La produccién de
etanol se mantuvo en un rango entre 9y 12 g/Lh.



Conclusiones

El uso de soportes organicos para la inmovilizaciéon de células de levadura es una tecnologia que
permite realizar la fermentacion continua con una utilizacion eficiente del sustrato, manteniendo la
viabilidad celular de la cepa y una produccién constante de etanol. En la inmovilizacion de células de
Saccharomyces cerevisiae en aserrin de pino destacan dos factores: el tamafio de particula y el
tiempo de reposo de las células dentro del reactor, encontrandose como un 6ptimo el uso de un
tamafio de particula de 2-4 mm con un tiempo de reposo de 2 horas
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