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BRBHRAR

La actividad azucarera trae como consecuencia la generacién
de subproductos, que desde ci punto de vista ambiental, son alta-
mente dafiinos y sus consecuencias originan un deterioro ecoldgico
elevado.

El subproducto proveniente de las destilerias de al-ohol co-
nocido como vinaza, es el mds problemdtico de todos ellos, pues -
ademds de su carga orgdnica, que puede alcanzar los 25 gDO0O/1l, se
genera a razdén de 13 veces mds del alcohol producido con un pH de
4.5 en promedioc ¥y a4 una temperatura de alrededor de los 74°C. Di-
chas caracteristicas dan como consecuencia, alteraciones conside-
rables en los cuerpos receptores donde es vertido.

Trabajos realizados a nivel laboratorio en fermentaciones en
cultivo por lote, utilizando melazas como principal fuente de car
bono y utilizando una cepa de Saccharomyces cereviaiae, muestran-
que es factible utilizar las vinazas sustituyéndolas por el agua
de dilucién hasta en un 100% en el medio de fermentacidén, ya que
su contenido en minerales éuede cubrir los regquerimientos de &s--
tos durante la fermentacidn.

El présente trabajo tuvo como finalidad incrementar las pro-
ductividades para etanol, respecto a las obtenidas en cultivo por
lote, utilizando un sistema de fermentacién continuo.

La expet%mentacign previa, /proporciond un valor de = 0.46
Hr'l, valor que se tomdé como referencia para las cindticas en --

cultivo contfinuo. Las corridas en cultivoe por lote obtenidas en -

forma previa al cultivo continuo, presentaron un valor de 3.18 --



grETOH/1Hr para productividad, a un 333 de recirculacidén de vina
za, asi como un valor de 4,12 grETOH/lHr en cultivo continuc a -
una velocidad de dilucidn de 0.1 Hr-l, con la misma proporcion -
de recirculaciéna.

Desafortunadamente, el impacto ambiental de las vinazas no -
queda resuelto del todo, ya que durante las fermentaciones en cul
tivo continuo, se obtiene un consumw de sustrato tan solo del 33%,
lo que origina una carga orgdnica muy elevada para la corriente -
de salida del sistema. Esto hace nécesaria la consideracién de al
ternativas que hagan mas eficiente cl proceso utilizado, aungue se
confirme la idea de que las vinazas pueden cubrir las necesidades

de minerales requeridas por la levadura.
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La cada de azdcar representa en elemento muy importante den-
tro de la cconomia de nuestro pais,

Es una herbdcea que portencce al g}upo de las aqramineas que -
se caracterizan per presentar como parte de su constitucidn un ta-
110 recto, cilindrieco, nudoso y bastante firme quoe le proporciona
gran resistencia y flexibilidad. En acasiones, alcanza los cinco=--
metros de altura. Las hojas planas estdn insertas en cada uno de -
los nudas. (13).

La cana se ha cultivado por miles de afos y las primeras evi-
densins de su procesamiconto cerresponden 4 los persas en ¢l siqglo-
VIil. Los drabves extendicvron ¢! cultive o osecidente por ol Moediie--
rrianco. En Amdérica, o! cultivo de la cada comensd en 1493 cuando -~
Coldn traje la semlla con sembradores expertos, insciando les cul
tivos en Haiti. (17}).

Crece por 1o qgeneral en climas tropicales ¢ subtropicales y -

es producida aproximadamente en cien paises. Su valor principal
deriva de su alto contenido de sacareosa, la cual pucde alcanzar --
hasta un 11% en peso, aunque su compasicion estda en funcidn de las
condiciones del suclo que le did origen, asi como de la variedad -

de la cana.

Aspectos Econdmicos.-

El azdcar puede obtecnerse a partir de dos fuentes principales:



la cafa y la rérnolacha,- la primera se desarrolla en ¢limas Ltropi
cales y subtropicales y la seqgunda lo hace en climas templados. -
Esto origina que se produzca en gran nuamero de paises: en algunos
de ellos no se alcanza a cubrir la demanda interna y tienen gue -
recurrir a la importacidn de csta.

En cuanto al tipoe de preoducto existente en el mercado, se tie
ne el azicar blanca vy el azlcar cruda y ambos nroductos constitu-
yen partes lguales del mercado total. Sin enbarqgs, ol aztear blapn
ca ha presentado mayor dinamismo. Su participaecian en ol mercado-
total pasd de 19% en 1975, a casi 50% en 1985. (40)

Los principales paises consumidores son la Unidn Sovidtica,-
la Conwunidad Econdmica Europed, Estados Unidos, Brasil, India, --
Chira vy Moxico, los cuales, a su vez, estan entre los nueve prin-

cipdales paises productoros.

Los movimicitos de arxOcar i sivel internacional son tres: de

Centroamérica v el Caribe a Furopa Oriental; ¢! segundo cnnsiste-

en un mercado entre paises asidtic y por Ultimo ¢l que corres--

ponde a ventas de Buropa Ocoidental a Asia y Africa.

Varias son las causas por las gue ol precio internacional del
azucar ha tendido ligeramente a la baja, principalwente en los al
timos afos. Una de las razones e¢s que los paises productores no -
toman como referencia los precios internacinnales, sino unicamen-
te los precios y las necesidades de consumo interno. Esto implica
un incrementn en su produccidn y en consccuencia, en la capacidad
de exportacién que origina mayor oferta y por lo tanto, una dismi

nucién en el precio.
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Otro factor que ha tenido influencia en la disminucién de la
demanda de azicar ha sido la creciente utilizacidn de los sustitu
tos edulcorantes como el jarabe de maiz fructosado y el aspartamg,
principalmente en paises altamente importadores como Estados Uni-
dos, Japén y Canadé;-pues'algunas embotelladoras de refrescos han

sustituido el uso de aztcar en un 75 y 100%. ( 2 }
Proceso de Obtencidn de Azucar Cruda.-

En la figura 1 se muestra el diagrama general para la obten-
<idn de azicar en los ingenios,

Para esto, la caia llega del campo Yy se descarga con grias
radiales para que posteriormente sea molida con molinos de cuchi
llas tipo machete. Aqui, el jugo se separa de la parte insoluble
de la cana, conocida también como fibra, fundamentalmente consti--
tuida por bagazo, gque corresponde al 25% de la cafa con un 49% de
humedad.

Con objeto de elimina} los sdlidos suspendidos y las particu
Jas coloidales presentes en el jugo obtenido de la operacidén ante-
rior, éste.qﬂ sometidc a una clarificacidn adicionando sustancias
como cal, fosfatos solubles, didxido de azufre o de carbono, poli
electrolitos, etc., de acuerde al tipo de azicar que se desee ob-
tener. Inmediitamente; ; el jugo clarificado es evaporado con un sis
tema de triple efecto, en.donde en el primer evaporador, el jugo
pasa de 18 a 30° Bx; en el segundo alkcanza 80° Bx y por ultimo, -

llega a un evaporador de capa fina, en donde el jugo alcanza una-
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concentracién de 90° Bx.

La masa formada en la evaporacidn es una mezcla de azucar --
cristalizada y una solucidn de sacarosa sobresaturada, gue por -
medio & un descenso de temperatura, facilita la operacidn de ---
cristalizacién. Los cristales formados cuando la solucidn se ha -
sobresaturado, son separados por centrifugacidén. Los subproductos

formados en cada operacidn se muestran en la fig. 1.
Actividad Azucarera en México.-

La actividad azucarera resulta de gran importancia, ya que-
a consecuencia de ella, se genera una cantidad importante de sub
productos a5lidos como bagazo, cachaza y bagacillo y desechos 1li-
quidos como melaza, esta ultima de grén utilidad como materia pri
ms para la obtencidn de otros productos como etanol, levadura o -
también utilizada como alimento para ganado, principalmente en --
los paises industrializados.

En nuestro pais la industria azucarera resulta de particular
interds ya que representa una fuente de ingresos para cerca de--
297,000 personas, entre personal de campo y de fébrica, ademds --
de que produce un articulo de consumoc generalizado. ‘

Como caracteriza a una economia mixta, en nuestro pais la -
produccién azucarera se realiza mediante la participacién de 52 -
ingenios publicos, 16 privados y dos cooperativas. Ademas, cuenta
con una capacidad instalada de cuatro millones de toneladas de a-
zucar /ano.

Sin embargo, tanto en el campo como en la fdbrica, esta in--
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dustria estd inmersa en una problemidtica que no puede ignorarse.
.La fragmentacién del campo cafero,con limitaciones en la dispo-
nibilidad de agua para riego, el uso de variedades inadecuadas-
de cana y en fabrica, dificultades de conservacidén y manteni --
miento, asi como equipoc y maquiparia deterioradacn operacién -
deficiente, con esca;o aprovechamiento de sacarosa en caba, son
algunos aspectos que dan como resultado, rendimientos en fébri-
ca de un escaso 10%. ( 2 )

Sin embargo, a pesar de esta problematica, las estadisticas
muestran cifras elevadas tanto en la produccidn de azicar como-
de subproductos, como se muestra en la fig. 2.

Hasta 1984 se habia tendido a la importacidén del dulce, co-
rrespondiendo a un 8.6% de la produccidén para ese ano. Para 1985
se suprimen las importaciones logrando satisfacer la demanda in-

tetna y colocando el 1.74% de la produccidn nacional en el exte-

rior.
Subproductos.-

Los subproductos en la industria azucarera se pueden agru-
par de acuéxﬁdo a la forma en gque se obtienen:
a) Durante la cosecha de la cafia como cogollo, hojas, paja, etc.
b) Los que resultan del proceso industrial como cachaza, bagazo
y miel final.,

purante el proceso de obtencidn de azicar es posible obtener

de cada tonelada métrica de cafia, 120 Kg de azicar, 38 Kg de miel



-8~

[ Recepcién de cana |

[ Pesado _y Muestreo ]

[ Preparacidn |

1——————|‘Molienda _—+ Bagazo

Jugo Mezclado
i

[ ]
| Clarificacidén }— Lodos.

Filtrado Torta

Jugo Clarificado

Evaporacion

Jarabe

r
Cristalilzacion Melazas + Agua

Conglomerado

{ “Secado

Aztcar Crudo

|
g S,
r}
[ TCentrifugacidn “}—~+~ Melazas Finales
]
1
)

| _Refinacién

Azicar Blanco

Fig.l Diagrama de Blogues para la Obtencidn

de Azlcar.



<9

Miles .
de
Tons. -

3000 ' -
.

20009

1000 d

1982 1983 - 1984 198%

(3)

Piblico

Privado

Cooperativas

L

Fig.No.2 Produccién de Azlca:
por Sectores.Zafras
1982-1985




-10-

final, 36 Kg de cachaza, 250 Kg de bagazo humedo, 66 Kg de paja
¥ hojas y 100 Kg de cogollo.

La melaza que resulta de particular interds para este tra-
bajo, es un liquido denso y viscoso a partir del cual no puede-
extraerse mds azicar por métodos puramente fisicosy actualmente
resulta una fuente dé” ganancia para la industria azucarera.

El volimen de melazas producido actualmente es importante
pueste que representa casi la tercera parte del voldimen de azi
car.

La produccidén mundial de melazas es de aproximadamente 36.16
millones de toneladas para 1985, de las cuales México produjo -
el 3.94% para ese afio.

La Fig. 3 representa la produccién de miecles por continen-
tes para los ultimos anos registrados. Estas cifras no tienen -~
un valor estadistico y solo se mencionan para recalcar la impor
tancis '@l volumen en toneladas de produccién. { 2 )

La importancia de las melazas -estriba fundamentalmente en-
que pueden ser utilizadas como materia prima para la obtencién
de otros productos, é hien, eq forma directa como abono 6 alimento
para ganado. la Tabla 1 resume las alternativas para la utiliza-
cién de las melazas.

En términos generales es posible afirmar que el rango de--
38 Kg de miel por tonelada de cafla, aunado a los contenidos de
pureza de las. mieles &entrﬁ 33 y 36% de sacarosa), significa un
desaprovechamiento naciona} que disminuye la productividad en la

produccidén de azicar.
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Tabla 1

Alternativas para el uso de Melazas de Caja.

Utilizaciédn Directa

Fabricacidén Incluyendo un Proceso de

Farmentacidn.

Alipmento para Ganado

-Destileria para la Obtencidén de ron,a--

guardiente y alcohol de diversos grados

~-Levadura para Panificacién

-Levadura para Alimentacién Humana y Ani-
mal

~Acido Acético, Citrico y Glutamico

-Acetona y Butanol

-Acido Léctico

-Glicerina

-Dextrinas
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Por otro lado, la frecuencia de las paradas que provocan proble
;r\as en las operaciones de alcalinizacidn, calentamiento y cla
rificacién, el estado técnico de los dosificadores y filtros --
que ocasionan periedons prolongados de clarificacidén, asi como -
la centrifugacidn en periodos inadecuados y con frecuencia, de
masas con elevada ter;pcratura, debido al mal estade de los sis-
temas de enfriamiento de los cristalizadores, son algunos facto
res que dan como resultado, un alto indice de produccidn de miel
por tonclada de cana molida vy diferentes grados de pureza en -
la clase de miel producida.{ ? )

De acuerdo a estadisticas nacionales elaboradas por Az(car
S.A., el nivel de miel producida en los Gltimes afios, ha presen-
tado una tendencia alcista, obteniéndose para 1986, un equivalen
te del 40% de miel producida respecto al total de azucar obteni
da. La Fig.4 resume la produccidén anual nacional para este perio
do.

En nrstro pais, las melazas de cafia son utilizadas para -
diferentes propésitos, siendo la alimentacidén animal su princi
pal destino, ya que aproxi:nadamente el 75% de la produccién to
tal 2 destina a este propésito, empledndose directamente 6 com
binada con'una base celuldsica. En estos casos, se utiliza co~
mo alimento energético para reemplazar cereales, materias ami-

laceas o6 forraje. La Fig. 5 representa, en términos porcentua-

les, los principales .destdinos dé este subproducto.
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Composicién de Mieles.-

El inter€s de las melazas reside en la diversidad y valor
de sus componentes que esencialment.e son los mismos que los de
la cafna, con excepcidon de la celulosa en diferentes proporcio-
nes. La Tabla No.2 muestra un andlisis aproximado de melazas -
de cafia, aunque cabe mencionar que esta composicidén no es la -
general vy basicamente depende de la calidad de la cafa que le
dié origen, de losmodos de cultivo, del uso mds o menos inten-
sivo de abonos, asi como de la tecnologia empleada para reali--

zar la extraccidén mas completa posible.

Tabla No. 2

Composicién Aproximada de Melazas de Cana

Componente Gr/100 mi
AziGcares totales 47.85
Azucares Reductores 28.10
Nitrégeno como N 0,591
Fésforo como P 0.0795
Calcio 0.744
Magnesio 0.138
Canizas 8.25
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Esta composicidn convierte a las melazas en un medio com-
plejo e interesante, que le da un considerable valor industrial,
ya que utilizdndolas como materia prima, origina nuevos produc

tos, mediante procesos de fermentacidn, principalmente.
Obtencién de Alcohol a Partir de Melazas de Cafa, -

El material mis comunmente usado para la fabricacidén de -
este producte mediante el proceso de fermentacidédn es la miel -
ineristalizable, esta dltima, como se ha mencionado, es un sub
producto de la fabricacién de azicar,

En su contenido se encuentran alrecdedor de 50% de azlcares
totales en peso, de los cuales del 35 al 40% e¢s sacarosa y del
10 al 15% son azucares invertidos {glucosa y fructosa).

Las mieles una vez pesadas o medidas en voldmen, son car-
gadas en un tangue de mezclado donde son diluidas con agua ca--
liente hasta alcanzar una concentracién de sélidos entre 20 y
22° Bx. Posteriormente se adade Acido sulftrico para ajustar -
el pH entre 4.5 y 5.5 y qu;dar la mezcla entre 16 y 18° Bx. A
esta mezcla se le denomina mosto fresco, gue 5¢ distribuye en
las tinas cie: fermentaciones donde se mezcla con la levadura--
preparada y propagada para iniciar el proceso.

Una vez terminada la fermentacidn que transcurre en un pm
medio de 48 horas, sesobtiene el mosto muerto que es mandado--
a las operaciones de destilacidn. La Fig. No. 6 esquematiza las

operaciones anteriores.
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_ Oferta y Demanda de Alcchol.-

El alcohol etilico, segiin la norma de calidad vigente se¢ -
clasifica en un solo tipo con seis grados de calidad:
Grado 1: Anhidro Puro
Grado 2: Anhidro éomﬁn
Grade 3: Espiritu Neutro
Grado 41 Alcohol de Calidad
'Grado 5: Alcohol Comun
Grado 6: Alcohol Estandar
Sin embargo, los grados de calidad que pueden elaborarse en
la industria azucarem mexicana con la tecnologia disponible son:
el alcohol espiritu neutro y los alcoholes de calidad, comn y -
estdndar. En la Tabla 3, se muestran los niveles de impurezas per
mitidos para cada uno de ellos. ( 2 )

Tabla No. 3

Contenido Miximo de Imgurezas'en los Alcoholes Producidos

en México.

Tipo de Alcchol Grados Gay-Lussac Mdx.de Impurezas.
(ppm)

Espiritu Neutro 46° Minimo 75 Maximo

Alcohol de Calidad o

Superior 96~ Mipimo 125 Mdximo

Alcchol Esténdar 94° Minimo 300 Maximo
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También en el proceso de elaboracién de alcohol se obtie -
nen como residuos cabezas y mlas, que pucden ser redestilables 6
vendidas directamente como subproductos a la industria de solven
tes.

Para 1985 la produccidn de alcohol gue correspondidé a 120 -
millones de litros, el 42.5% se canalizé al sistema comercial na
cional. El resto se destind a la industria, alcanzando un 57.4%
del total producido. La tabla No. 4 muestra las wventas de alcohol
por destino.

Las melazas de cafia, entre otros productos comoc la cafia de
azucar, los cereales, etc., son una materia prima renovable cada
aftlo, a partir de la cual se puede producir alcohol de diferentes
tipos: alcohol de uso industrial, alcohol destinado al hombre, -
( alcohol farmacéutico, de perfumeria, cosmetoldgico), alcohol in-
dustrial utilizado sin transformacién como disolvente & diluyen
te.

Ademds el petréleo, escaso y caro, justifica la fabrica --
cidn de etileno a partir de alcohol obtenido por bioconversidén -
de materiales de origen vegetal.

Por otro lado, y debido a las crecientes necesidades de com
bustibles, principalmente en las grandés ciudades que presentan
problemas de contaminacién por plomo, hacen de consideracion la
utilizacién de alcohol etilico como antidetonante, por su eleva-
do findice de octanos, y su pegueio calor de combustidn. ( 23 )
Ademds, su calor especifico ( 0.548 cal/gOC) y su presidén de va-
por ( 44 mmHg a ZOOC), resultan favorables para esta aplicacidn.

Los mejores resultades se consiguen mezcldndolo con gasolinas -~
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Tabla No. 4

Ventas de Alcohol Etilico

por Destino.
(1984 ~ 1985)

Destino 1984(%) 1985(%)
TOTAL* 107,756% 120,595*
COMERCIO 45.90 42.50
Almacenistas Foréneos 34.53 32.96
Almacenistas en el D.F. 9.36 7.88
Particulares 0.98 0.90
Dependencias Oficiales ¢.63 0.63
Ingenios 0.25

Farmacias 0.089

Hospitales Generales 0.023

otros 0.114
INDUSTRIA 54.1 57.49
Fabricantes de Bebidas 21.39 20.57
Envasadores de Recipientes 15.44 16.23
Fabricantes de Productos Quim. - 4.90 6.26
Fabricantes de Perfumes 4.77 4.60
Laboratorios 1.5 1.42
Fabricantes de Vinagre 2.6 2,04
Fabricantes de Pinturas’ 1.2 3.12
Fabricantes de Eter N 0.9 0.82
Fabricantes de Prod. Varios 0.68 0.79
Fabricantes de Cigarros 0.31 0.29
Fabricafntes de Prod.Alimenticios 0.30 0.22
*Miles de Litros (3)
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de diversa procedencia y obtencién en la proporcién del 10 al =~
25%.( 20); aunque segin Murtagh (29 ), una adicién de etanol su
perior al 20% ¥a lmplica, necesariamente, modificacicnes en los -
motores de combustidn interna.

El etancl presenta un indice de octano superior al de la ga
solina y mezclado con ésta, reduwe la adicién de tetraetilo de plo
mo.

Estudios econdmicos realizados en Brasil a consecuencia del
Programa de Alcohol implementado hace algunos anos, demuestran -
que el precio de gasolina-alcohol hidratado en proporcidén de ~-
80-20% respectivamente, es del B03% del valor de un litro de naf-
ta ( 23 }, asf como de un 85% para una mezcla de gasolina-alcohol
anhidro, en la misma proporcidn.

Algunas caracteristicas de diferentes mezclas de alcohol-ga

solina, se presentan en la Tabla No. 5.

Tabla No.5
Principales Caracteristicas de Al-

gunas Mezclas de Etanol-Gasolina.

Propiedad Unidades Composicién de la Mezcla
0-100 10-90 20-80 30-70 100-0
E-G E~-G E-G E-G E-G
Densidad Kg/1 0.733 0.737 0.744 0.751 0.744
Indice de 95.0 96.7 98.3 100 106
Octano

Consumo aprox.
& Combustible 1/100Km 9.0 8.9 9.2 10.3 12.3

(32)
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Lo anterior pone de manifiesto la necesidad e importancia -
de la industria azucarera y alcoholera como punto de partida pa-
ra la existencia de otras industrias.

Desgraciadamente, el impacto ecolégico causado por estas in
dustrias es una consecuencia que no puege pasarse por alto.

Estudios realii;dos por la Secretaria de Agricultura y Re--
cursos Hidraulicos, demuestran que la mayor parte de la contami-
nacidén orgadnica de las cuencas mds deterioradas del pais, es cau
sada por la industria azucarera. Esta situacién ha derivado de -
la gran cantidad de desechos contaminantes que resultan del pro-
ceso de elaboracion, entre los que destacan, materia orgénica -
que acompafa a la cafa, la alta temperatura y la falta de oxige-
no disuelto, los enjuagues de desecho, la cachaza, asi como los-
humos y polvos originados de la combustidn del bagazo y petréleo,

Pero uno de los subproductos con mayor impacto ecolédgico es
la vinaza, obtenida durante la fabricacidn de alcohol, como des-
carga de la columna destiladora, 1o que puede observarse en la -
Fig. 6.

Su elevada carga orgéhica, que en algunos casos alcanza los
25,000 mg PQO/1l, asi como la temperatura a la cual se descarga,-
hacen de éﬁta un grave problema de contaminacidén ambiental.

La composicién quimica de la vinaza no es constante, pues -
varia de ‘acuerde al mosto de fermentacién gque le dié origen. Sin
embargo,  una composiGidén aproximada puede representarse en la Ta
bla No. 6.

Las consecuencias ambientales de la produccidn de vinaza, -

resultan adn mas impactantes si se considera que se produce a -
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razén de 11 a 13 veces mis que el alcohol producide, por lo que
los volumenes finales son bastante clevados. La Fig.7 muestra -
la relacién de alcohol y vinaza producidos en México, para los -
tltimos afnos registrados.

Estudios realizados en Brasil, cuya produccién alcoholera
ha, sdlo realmente importante, principalmente por la utilizacién
de alcohol como combustible, demuestran que las actividades al-
coholera y azucarera generan subproductos cuya carga contaminante
es equivalente a los desechos domésticos que generarfan 51 millo
nes de personas en términos de Demanda Bioquimica de Oxigeno -
(DBOS) { 28).

En México, si se compara la produccidn de vinaza con equi
valente poblacional, en términos de desechos orgdnicos, resulta-
particularmente interesante si se considera que la vinaza es tan
s6lo uno de los muchos elementos contaminantes en el pais. La ta
bla nimero 7, mdcstra con mayer claridad lo anterior.

Por otro lado, existen diversas alternativas para el apro
vechamiento de la vinaza, debido a que, pese a su elevado conte
nido de materia orgdnica, su composicién mineral la hace atrac-
tiva para ser utilizada como fertilizante cn campos cafieros. Tec
nologias mids sofisticadas la concentran obteniendo fertilizantes
en polvo, pero los problemas de corrosidn e incrustacidn en el
equipo, asi como el elevado costo del mismo, las hacen poco atrac

tivas para ser utilizadas en nuestro pais.



_'I‘abl/a No. 6.
Composicidn Aproximada de Vinazas en Destilerias de
Alcohol Etilico..

Origen

Pardmetro Meclazas Jugo de Cana

g/l g/l
Sdélidos Totales 81.0 23.7
S6lidos Voldtiles 60.0 20.0
Sélidos Fijos 21.0 3.7
Carbén (como C)* 18.2 6.1
Sustancias Reductoras 9.5 7.9
Proteina Cruda** 7.5 1.9
Potasio (KZO) 7.8 1.20
Sul fatos (SOJ) 6.4 o.6
Calcio {CaO) 3.6 0.7
Clorurous (NaCl) 3.0 1.0
Nitrégeno (N) 1.2 0.3
Magnesio (MgO) 1.0 0.2
Fésforo (P,0) 6.2 0.01
DBOg 25,3 16.4
Acidez*** 4.5 4.5

*Contenido de Carbono= Contenide de S6lidos Orgdnicos~ 33
**Contenido de Proteina Cruda= Contenido de Nitrdgeno x 6.25
***Expresado ‘en Unidages de pH.
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Fig. 7 Produccidén de Vinaza en

Relacidn al Alcohol.
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Tabla No. 7
Impacto Ambiental de la Vinaza Producida en México
Carga Orgénica Referida al Equivalente Poblacional

en México.

Afc  Alcohol Producide Vinaza Generada* Poblacidn Equi
{litros) (litros) valente.No.de
Habitantes.**

1980 87,724,000 109,050,000 82,952
1981 106,887,000 1,336,087,000 933,095
1982 83,390J000 1,042,375,000 793,283
1983 110,918,000 1,386,475,000 1,095,156
1984 113,680,000 1,421,000,000 1,081,430
1985 112,854,000 1,410,670,000 1,081,436

* yoldmen calculado considerando 12.5 veces el alcohol produ-
cido en ese afio.

** Valores obtenidos en base a los datos reportados por Mon --
teiro ( 28)




Teoria del Cultivo Batch.-

El presente trabajo se realizd utilizando un sistema de
fermentacidén continuo, sin eﬁbargo, resulta conveniente aclarar
algunos conceptos acerca del cultivo por lote, considerando a
éste, como un anteccdente tedrigo y préético del primero y a -
su vez, poder comparar las ventajas de uno sobre otro, de acuer
do a los resultados obtenidos.

Un cultivo por lote consiste en colocar en un recipiente
el medio de cultivo con la composicidn adecuada y al microorga
nismo en proporcidén necesaria para que el crecimiento sca evi-
dente, bajo condiciones ambientales favorables. Conforme va -
transcurriendo el tiempo, el consumo de sustrato se incrementa
y el microorganismo va presentando diferentes ctapas de creci-
miento que dependen principalmente de la disponibilidad de la
fuente de carbono que disminuye conforme transcurre el tiem -
po. Bisicamente son seis etapas que pueden representarse grd
ficamente en la Fig. 8.( 36 ) en donde:
1.~ Corresponde a la Fase Fag o de Adaptacién y la velocidad de
crecimiento es igual a cero. Las células rcalizan fuertes feng
menos de induccidén y produccidén enzimitica.

I1.- Fase de Aceleracidn en donde la velocidad de crecimiento
es positiva.

I1I.- Fase Logaritmic? é %xponcpcial en donde la velocidad de
crecimiento aaquiern su miximo valer. .

IV.- Fase de Retardamiento en donde la velocidad de crecimiento
disminuye y se manifiesta por inhibicién del crecimiento y -

falta de sustrato.



GrCél|
1

tiempo

t2= Tiempo de la Fase Lag

t3= Tiempo de la Fase de Aceleracidn

tlog=tiempo logaritmico

to= Tiempo de la Fase de Declinacidn

ty= Tiempo Requerido para preparar un lote nuevo

. ‘ = ;
Fig.No.8 Distribucién de Tiempos en
un Cultivo por Lote.
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V.- Fase Estacionaria en donde el crecimiento es nulo,
VI.- Fase de Muerte en donde la velocidad de crecimiento e¢s negati
va.

Las fermentaciones realizadas en este trabajo corresponden a
las de Tipo I gque segun Gaden, son aquellas en las gue la forma--
cién de producto estd relacionado directamente con la utilizacidn
de carbohidratos.( 36)

El etanol producido, principal producto de fermentacidn, se -
considera como un metabolito asociado al crecimiento, aunque no se
pasa por alto la formacidn de otros compuestos como glicerol, suc
cinato, acetaldehido y aceite de fusel, como menciona OQura (3l).
De acuerdo a lo anterxrior,resulta conveniente analizar la cindtica
de crecimiento en la fase logaritmica.

$i se define la velocidad de crecimiento celular como:

v - {1}

Al

y esta velocidad es directamente proporcional a la cantidad de cé

lulas:

ax o X
It (2)

eliminando la constante de proporcionalidad:

9% - px (3)

en donde P se conoce como Velocidad Especifica de Crecimiento. Se

parando variables e integrando la expresidn de xo a X y de tg a t:



X t
dx
=13 =| dt
o X r to (4)
Ln X )
% ° r(t-}o) (5) .
sacando antilogaritmos a la expresién anterior:
x . ,Ple-tg) (6
Xg - l- !
despejando a x y considerando qﬁe ty=0:
x = x @t (7)

ecuacidén que permite conocer el numero de otllas presentes en
el sistema, conociendo la cantidad inicial de dstas y la velo-
cidad especifica de crecimiento P .

En la fase logaritmica, cuando la poblacién inicial se ha
duplicado y por lo tanto, x = 2xo, sustituyendo en la ecuacién
7, el tiempo "t" corresponderd al tiempo de duplicacién o ty.

por lo gue:

L 2EL 2 P () (8)
Ln2 = peorg (9}
tg = Ln 2 (10)

expresidén que indica el tiempo que tarda la poblacidén en dupli
car su masa celular.
S§i consideramos que existe una relacién entre el creci

miento celular y el consumo de sustrato, (1) se tiene que:

d
5% = ~Yyxysds
dt (13)

I ' !

y sustituyendo diferenciales por incrementos y despejando Yx/s
que se define como constante de rendimiento celular en base a

sustrato, tenemos que:
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= X [x2xg)
Y/ = 5 % {s57sg) (13}

que es una medida de la eficiencia con que el sustrato es consu
mido.

Para evaluar la rentabilidad de un proceso, es conveniente
analizar la productividad del mismo. En este trabajo se analiza
rdn las productividades obtenidas, en cultivo por lote y en sis
tema continuo.

Por lo pronto, la productividad para células en un cultivo

por lote se define como:

Praduccidn Celular (14}
Tiempo Total

Productividad = P

Una de las variables que hace menos eficiente el cultivo -
por lote, son los tiempos muertos gque incrementan el tiempo to-
tal invertido para lograr una produccién celular determinada.

De acuerdo a la Fig. 8, el tiempo total en un cultivo batch
estaria definido- como:

Tiempo Total = tiempo requerido en la fase lag (to) + tiem
po requerido en la fase de aceleracién (t}) + tiempo logaritmi--
co {tlog) + tiempo requerido en la fase de desaceleracién {(tj3) +
tiempo requerido para preparar un lote nuevo (tp).

Partiendo de la expresién 5 en donde t serfa el tiempo loga

ritmico 6 tiempo requerido para duplicar la concentracién, se --

tiene:
X
Ln g = P tiag
tiog = Ln (x/xa) /" (15)

Por lo tanto, la expresidén 14 equivale a:
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P = x - S Yx/s
tiempo tiempo
- ¥x/s (So - §) (16}

Ln (x1/xg)/p-+ T
endonde'x‘=to+t1+t2+té+tm
que es la expresién final para calcular la productividad celular

en un cultivo por loté.
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Teoria del Cultivo Continuo.-

Como se ha mencionado, las fermentaciones realizadas en este
trabajo, se efectuaron utilizando un sistema comtinuo de fermenta
cidén que permite mantener a las célﬁlas creciendo en forma logarit
mica, evitando que se manifiesten las fases de desaceleracidén y -~
muerte caracteristicas del cultivo batch, por medio de la adicién
de medio fresce en forma continua y a una velocidad de flujo de~
finida previamente.

Todos los sistemas de este tipo consisten en alguna forma de
reactor dentro del cual los reactantes fluyen a una velocidad [i
ja, e igualmente emergen productos.{18)

El modelo de fermentador & reactor utilizado para este propd
sito se conoce como "reactor tipo tanque agitado”, considerado co
mo el mas adecuado para reacciones § sistemas autocataliticos, cu
ya velocidad de reaccidn se incrementa conforme transcurre el tiem
po. El fermentador consiste en un vaso para cultivo, en el cual -~
las células pueden crecer bajo condiciones favorables. El medio -
de cultivo se alimenta en forma estéril a una velocidad de flujo-
"f", saliendo también caldo de fermentacidn a la misma velocidad.
El nivel del fermentador se mantiene constante introduciendo un -
tubo ajustado exactamente al volimen de operacién deseado, de tal
manera que si se rebasa este nivel, el medio sale instantdneamen-
te, El sistema se mantiene lo suficientemente agitado, para ajus-
tarse al.mxelo de reactor perfectamente agitado, que permite que -
el medio que se alimenta, se mezcle y disperse homogeneamente.

El diagrama general para cultivo continuo puede represen -




tarse en la Fig. 10.

F F
S0 X
r
Xo S 5
o>
v,s.x |

Fig.No.10.Esquema General para un Cultivo
Continuo.

en donde:

F = Velocidad de Alimentacidén del Medio Estéril.
1 / Hr

So = Concentracién de Sustrato en la Alimentacidén.

g/l

X0 = Concentracidén de células en la  alimentacidn

V = Volumen de operacién del fermentador. 1
l § = Concentracion de sustrato en el Fermentador l
g/l
X = Concentracidén de células en el fermentador
g/1

El balance celular en el fermentador queda como sigue:
Acumulacién = Entrada - Salida + Crecimiento - Muerte (17)

expresando matemdticamente la ecuacidn 17, se tiene:
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V dX = FXg - FX «V‘xv -y XV (18)
dt

en donde o{es la velocidad especifica de muerte de las células.
Asumiendo que la velocidad especifica de crecimiento'*es mucho

mayor que la velocidad especifica de muerte = :

vdX = FXo - FX + f*x (19)
dt

dividiendo entre el volumen:
gizs'xn-g*y'x (20)
dt v v

considerando que el
tanto, la concentrac
a cero, se tiene:

ax
dt

medio de alimentacidn es estéril y por lo

ién de células en la alimentacidn es igual

= -FX +[X (21)
x + |

Alcanzando el estadoc estacionario, no existe cambio de ninguna

variable respecto al tiempo, por lo gque:

dx = 0 (22)
dt
entonces:
FX = rx (23)
v

Un pardmetro importante dentro de los sistemas continuos
es aquél que define el tiempo de residencia de las particulas
presentes, también conocido como espacio-tiempo, que es inver-
samente proporcicnal al flujo manejado y represcnta el tiempo
gue las particulas permanecen en el fermentador, expresado cg
mo s

QH = V/F (24)
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en donde:
th Tiempo de Residencia Hidrdulico (Hr)
V = Volumen del fermentador 1
F = Flujo de alimentacidn et
El inverso de @H conocido como espacio-velocidad ¢ velo
cidad de dilucidn D._ representa la fraccion de volumen del =--
reactor que en el sistema‘continuo se cambia por unidad de -
tiempo. Sustituyendo la expresidn 24 en la expresion 23, se tie

ne que:

D=r“ {25}

ecuacidn que en cultivo continuc representa la regulacidn de un
parametro biolégico (P) a traves de uno hidrdulico como es el
flujo de alimentacidén al sistema.

De la misma manera, puede plantearse un balance global pa
ra sustrato dentro del fermentador que conducird a la expre-
sidén general para calcular la produccidn celularen el sistema,

de tal manera que:

Acumulacién = Entrada - Salida - Consumo (26)
de Sustrato

dsvy = FSg - FS - r'XV
dt Yx/s (27)

en donde:
Sg = Concentragidn:de Sustrato en la Alimentacidn gl‘l
S = Concentracicdn.de sustrato en el fermentador gl']'
F = Flujo de alimentacién y de salida 1Hr~!

Velocidad especifica de crecimiento celular Hr-l

-~



V = Volumen del fermentador 1
Yx/s = Rendimiento celular en base a sustrato g/g
En el estado estacionario, cuando no hay variacién del sus

trato respecto al tiempo se tienes’

ds = 0 (28)
dt
por lo gque:
0 = F(Sp - 8} ~ tXV
Yx/s
KXV = F(So-S)
Yx/s
BX = E(Sn -5)
Yx/s v
%%Ys = D{Sg- 8)
si fh = D, entonces:
X = {89 ~ 8)Y¥x/s {29)

ecuacidén que permitc calcular la cantidad de células produci-
das, una vez alcanzado el cstado estacionario.
La productividad en un cultivo continuo, queda definida
comos:
Productividad = P

Produccidén Celular
Tiempo de Residencia

= ¥x/s (Sg-S)
O

_Yx/s (Sp-5)
) 1
D

= ’ (30)




Balance de Sustrato para un Fermentador Continuo Completamente
Agitado.-

De acuerdo a la expresidn 26, definida para sustrato, se

tiene:
2 -Fsg - Fs - xvp - B {31)
Yx/s Yn/s

en donde:
F = Flujo Volumétrico 1l/Hr
So = Concentracidn Inicial de Sustrato g/l

Concentracidén Final de Sustrato g/l

Ll

Velocidad Especifica de Crecimiento Celular Hr—l

= Concentracién Celular gq/1

< x T own
]

= Volimen de Operacién 1

Yx/s = Renqimiento Celular en base a Sustrato gcél/gsustrato
P = Velocidad Especifica de Produccidn de Alcohol
P = Produccidén de Alcohol g/1

Yp/s = Rendimiento de Producto en base a Sustrato grEtoOH
gr sust.

dividiendo entre el volumen;

ds_ _Fsg _Fs _ x}  _ _pf
v

datv T Vv ¥x/s Yp/s

de acuerdo al inverso de la expresidén 24 se tiene:

ds__DSo - bS -~ _xf~ _ _pB

L13% Yx/s Yp/s
en el estado estacionario :
ds _ o
at = 9

por lo que:



Yx/s Yp/s
D(sp -5) = x_+8p_
¥x/s Yp/s (32)
o(so-s)- P _Be
¥x/s Yp/s
¥p/s | o(so-sy-H#x_ {_ e (33)
ﬁ Yx/s

Ecuacidén que permite conocer la concentracién de producto du-

rante un cultivo continuo,
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Levaduras.-

Las levaduras son hongos unicelulares, de forma oval, que -
se reproducen por gemacidén, formando gemas gque producen células-
hijas que se separan de la madre y prodgcen nuevas hijas.

Se presenta diQisién celular por la formacién de una pared
que divide a ambas células: La gemacidn puede ser unilateral, que
es caracteristica de Saccharonyces cerevisiqge, Su tamafio oscila
entre S y 10 /.

Se les denomina organismos facultativos por su capacidad de
fermentar la glucesa en presencia de oxigeno & en ausencia de é1,
obteniendo diferentes productos finales sequn el caso. En ambos -
existe una degradacién comin de glucosa hasta la formacién de pi-
ruvato (Ruta Embden-Meyerhof), y de acuerde a las condiciones oxig
tentes, puede presentarse la formacian de alcohol y CO; mediante
la ruta fermentativa, ¢ la formacién de COp y agua mediante la ru
ta Embden-Meyerhof y el ciclo dc los dcidos tricartoxilicos.

La amplia diversidad de las levaduras comprends alrededor de
39 géneros y cerca de 350 ;species. Las evidencias por las cuales
se distinguen Yas especies son bdsicaacnie per su fisiclogia y en
menor grade por su morfolegia (41).

Como células independientes, tienen una velocidad metabdlica
mucho mds alta que los micelios u hongos mas organizados, muy pro
bablemente por presentar mayor drea superficial.

Los reguerimientos nutricionales mas frecuentes en levadu --
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=5 incluyen una fuente de carbono, otra de nitrégeno orgdnico e
inorgdnico, varios minecrales (incluyendo compuestos conteniendo
elementos traza) y al menos, una fuente de vitaminas.

En general, las levaduras no son afectadas por cambios en
el pH y por lo general, todas ellas pueden crecer en un amplio-
rango, considerandc como adecuado un intervalo de 4.5 a 6.5.

La temperatura dptima de crecimiento depende de la especie
en particular. Se puede decir que temperaturas entre 20 y 309 -
son adecuadas para la gran mayoria de ecllas.

Se ha encontrado que algunas especies son altamente osmofi-
licas, esto es, gue pwden crecer on e¢levadas concentraciones de-~
aziicares, llegando a requerir hasta un 40% en peso en algunos --
casos.

Por otro lado, algunas especies del génere lVebaryomyces, --
pueden crecer lentamente en medios con clevada concentracién de
cloruro de sodio. Tales levaduras se les denomina osmodiricas.

Puede decirse que ningOn otro tipo de microorganismos ha eg
tado tan intimamente relacionado con el progreso del hombre, =---
principalmente por los productos obtenidos de los procesos fer--
mentativos, ademas del esclarecimicnto de la bioguimica y de los

procesos metabdlicos en los microorganismos. ( 41)

Bioquimica de la Generacién de Energia.-

La célula puede utilizar fermentacion é respiracidn para la
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biodegradacién de sustrato. En este caso, requiere oxigeno asi -
como un sistema de transporte de electrones. En ausencia de oxi
geno, muchos organismos pueden oxidar algunos compuestos orgdni
cos con la liberacién de enérgia. Parte de la fuente de energia
es transformada en CO, y el resto es utilizada para la formacidn
de un producto que &s liberado por la éélula. La sustancia excre
tada 6 producto de fermentacidén puede ser un dcido 6 un alcohol
y la via mas comin es la glicdlisis {(5) que se presenta en la ~
figura 11.

En la primera etapa llamada fosforilacidén, una molécula de
ATP ocupa la posicién 6 de la D-Glucosa, formando la glucosa-6-
fosfato por accidén de la enzima hexoquinasa. Posteriocmente, la
glucosa~fosfato isomerasa cataliza la isomerizacidn para la for-
macién de la D~Fructosa-6-fosfato. A continuacidn se efectia una
segunda fosforilacién para la obtencidn de la D-Frutosa-1,6-di~--
fosfato, catalizada por la 6-fosfofructoquinasa. El1 D-Gliceralde
hido -3-fosfato resulta de la condensacién aldélica de la D-Fruc
tosa-1,6~difosfato por accién de la enzima fructosa difosfato al
dolasa, originando dos fo?fatos de triosa diferentes, siendo uno
de ellos el D-gliceraldehido-3-fosfato, gque continua degradéndo-
se directamente en las reacciones subsecuentes de la glicdlisis.

En la segunda etapa se llevan a cabo, reacciones de dxido-
reduccién y fosforilacién. En esta reaccién, el grupo aldehido-~
del gliceraldehido-};fosfato sg oxida & un grupo carboxile, gue
con 4cido fo;féricu, da }ugar a la formacidn del 3-difosfoglice
rato. Bl NAD en su forma oxidada actla como aceptor electrdnico

del grupo aldehido. Posteriormente se efectia la transferencia -
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de un grupo fosfatd.del 3-difosfoglicerato al ADP, catalizada --
por la fosfoglicerato quinasa formando el 3~fosfoglicerato. El-
grupo fosfato se transfiere a la posicidén 2 de la 3 del dcido ~
. glicérico por la enzima fosfo-glicero quinasa y a continuacién
sucede la conversién del 2-fosfoglicerato a fosfoenol piruvato -
con la deshidratacidén del primero, produciéndose un fosfato de -
alto contenido energético. La reaccidén es catalizada por la eno
lasa. A continuacién, la transferencia del grupc fosfato desde -
el fosfoenol piruvato hasta ATP, produce piruvato libre cataliza
da por la piruvato-quinasa. Este piruvato se descarboxila hasta
acetaldehido y COp por la piruvato descarboxilasa.
En la etapa final de la fermentacidén alcohdlica, el acetal-
dhido se reduce a etanol,el NADH + H, aporta el potencial reduc-
tor, catalizado por la alcohol-deshidrogenasa, produciendo eta-

nol y COj3.

En el caso de la respiracidén 6 ruta oxidativa, el sustrato
como glucosa, es metabolizado hasta piruvato y posteriormente -
es degradado aerdébicamente por las reacciones enzimidticas invo-
lucradas en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos (Fig.12), en
donde el grupo acetilo del Acetil CoA actéa como combustible, -
degraddndose hasta COp y dtomos de Hidrégeno. Estos Gltimos son
conducidos a traves de una secuencia de proteinas transportado-
ras de electrones hasta el oxigeno molecular que se reduce para
formar agua.

En primer lugar, el piruvato se oxida con pérdida de COp -
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a acetil CoA, que reacciona después, enzimAticamente con el oxa
loacetato para formar citrato. La oxidacidén del piruvato es ca-
talizada por el complejo piruvato-deshidrogenasa.

El 4cido citrico se forma por accién de la citrato-sinteta
sa. E1 paso siguiente que corresponde a la conversién del citra
to en isocitrato, es Ttatalizado por la a.conitasa,formando el in
termediario cis-aconitato,unido a la enzima. A continuacidn se
manifiesta la oxidacidén del isocitrato a« ~oxoglutarato por la-
accidn de la isocitrato-deshidrogenasa, dependiente del NAD co-
mo aceptor electrdnico; posteriormente 2l « ~oxoglutarato se --
oxida a succinil CoA y es efectuada por el complejo de la o< -o-
xoglutarato deshidrogenasa. Dicha reaccidn es andloga a la oxi-~
dacién del piruvato a Acetil CoA, participando como coenzimas -
el pirofosfato de Tiamina, el dcido lipoico, el CoA, el FAD y -
el NAD. Posteriormente, el succinil CoA experimenta la pérdida
del grupo CoA en una reaccidn de conservacidén de energia con el
difosfato de guanosina (GDP) ¥ el fosfato, catalizando la reac-
cién la enzima succinil-CoA-sintetasa formando succinato, gque-
a su vez es oxidado a fumar:ato por una flaveproteina, la succi
nato-deshidrogenasa que contiene FAD unido covalentemente. A -
continuacién se efectua la hidratacién reversible del fumarato
a l-malato por la fumarato-hidratasa. Finalmente, la Gltima reac
cidn &l ciclo, corresponde a la oxidacidén del l-malato a oxalace-
tato en presencia de la l-malato,deshidrogenasa, dependiente del

NAD.
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Glucosa
TP
Dp
Glucosa 6-P
Fructosa 6-P
TP
DP
Fructosa 1,6-P
Gliceraldehido
Pi {2 ,NAD
Z(NADH

2 ATP — 2ADP

Difosfoglicerato 3-p

ZCI\DP
2 ATP

rosfoglicerato 3-p
Fosfoglicerato 2-P

H0

Fosfoenol Piruvato

20 RDP
Z(ATP

piruvato

Acetaldehido + 2CO,

2(NADH
2 ¥NAD
Etanol

2 ADP =2 ATP

2 ADP—-2 ATP

Fig.1ll Ruta Glicolitica para la Formacién de

BEtanol.
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Piruvatoe (3C)

CoA
COy
NADH + H
Acetil CoA (2C)
“—ee. CoA-SH °

- —
NADH+H Oxalacetato
(4ac)
Citrato (6C)
NAD \"“20

Cis-Aconitato (6C)
Malate (4C)

Hz0
H20
Isocitratao {6C)
Fumarato (4C) NAD
FADH+H
NADH+H
FAD

Succinato (4C) Oxalosuccinato (6C)

CoA-S co,
& -0Oxoglutarico (5C}
GTP
CoA-SH
GDP+Pi NADH+H

Succinil CoA (4C) 'con

Fig.12 Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos.




OBJETIVOS :

En base a la informacién anterior que muestra la necesidad
de reutilizar las eflurentes de la industria azucarera, asi co-

mo de las destilerias, se proponen los siquientes objetivos:

I.- Establecer la influencia que tiene la Velocidad de Dilucién,
la Velocidad de Agitacién y la Concentracidédn de Sustrato en un -

Sistema Continuo de Fermentacién.

II.- De acuerdo al objetivo anterior, establecer las condiciones
mas adecuadas para la Recirculacién de Vinazas dentro de la fer-

mentacidén alcohélica.

IIXl.- Evaluar la posibilidad de la Recirculacién de Vinaza, ana-

lizando los efectos ambientales que este proceso ocasiona.



BB

ARHARL!

Disefio del Medio de Cultivo.-

De acuerdo con los resultados obtenidos por Rodrigwez y Gar
ecia, ( 39) raspecto a la concentracisn mas adecuada de sales en
funcién de la concentracidén de sustrato, y en base a la compo
sicién elemental de las levaduras,propuesta por Aiba (1 } vy
presentada en la Tabla 8, se disefd el medio de cultivo, sumi=-
nistrando las sales necesarias en base a un 2% de sustrato, pa
ra las diferentes cinéticas desarrolladas.

Tomande como base un rendimiento celular aerobio Yx/s 1 -

gual a 0.5 gr células/gr de sustrato consumido, se tiene:

a)Nitrégeno.- Suministrado como (NHq)pSO4 con P.M. = 132.14 --
gr/grmol:

80 mg N 0.5 gr célula - 40 mg N

gr cel Qr sustrato gr sustrato

40 mg N 132.14 mg (NH4)5804 _ 188.73 ma (MNHa)3504

g sust. 28 mg N gr sustrato
b) Fdsforo.- Suministrade como Fosfate Ridcidu de Potasio,---

KH;PO4. P.M.= 136.09 g/gmol

26 mg ‘P % 136.09 mg KH2POy; _ 57.07 mg KH2PO,
gr cél 31 mg P gr sustrato

c) Azufre.- Suministrado como Sulfato de Amonio. P.M.=132.14

gr/gr mol
» ’ t ‘
2.5 mg § x c.5 gr cél = 1.25 mg §
gr cél gr sustrato gr sustrato

1.25myr § x 132.14 mg (NH4),504 5.16 mg |

gr sust 32 mg Azufre gr suscrato
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d) Potasio.~ Suministrado como Fosfato Didcido de Potasio -~
KHpPO4. P.M. = 136.09 g/grmol

10 mg X 0.5 gr ¢él _ 5 mg K
gr cél gr sustrate gr sust,

5 mg K « 236.09gr KHpPO, _ 17.55 gr KHpPO4
gr sust 39 mg K gr sustrato

e) Magnesio.- Suministrado como Sulfato de Magnesio Heptahi -
dratade. Mg504 °~ 7H30 P.M. = 246,48 gr/ grmwol

S _mg Mg 0.9 gr cél _ 2.5 mg Mg

gr cél gr sustrato gr sustrato
2.5 mg Mg 246.48 gr MgS04.7H,0 -
ar sustratox 213 g Mg 25.35 mg_ Mg504.7H»0

gr sustrato
f£) Calcio.- Suministrado como Clururo de Calcio Dihidratado -

CaCl.2Hz0 P.M. = 147.2 gr/grmol

3 mg Ca 0.5 gr cél _ 1.5 mg Ca
% =
gr cél gr sustrato gr sustrato
1.5 mg Ca 147.2 mg CaCl2.210  5.52 mg CaClp.2H50
gr sustrato 10 mg Ca aqr sustrato

Los experimentos realizados por Rodrigquez y Garcia { 39)
demgstraron que la célula no presentaba inhibicidn por presiodn
osmética, si las sales minerales se adicionaban en base a una
concentracidn de sustrato de 2%. De acuerdo a este hecho, la
cémposicién del medio de cultivo fué la siguiente:
~ Nitrdgeno:

188.73 mg (NH4)2S04 20 dr Sustrato _ 37974.6 m ‘
x - = .6 _mgiNHg )250,
gr Sustrato litro 1itro dio

~ Fésforo

87.07 mg KHyPO, 20 gr Sustrato 1141.9 mg KHpPOg4q
gr sustrato litro medio litro medio

~ Azufre:

De acuerdo a los cdlculos,las necesidades de azufre que-
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_dan cublertas por la cantidad necesaria para satisfacer los -
requerimientos de nitrdgeno.
- Potasio:
Como en el inciso anterior, los requerimientos de potasio
quedan cubiertos por la cantidad adicignada de fosfato didcido

de potasio necesaria para satisfacer la demanda de fdsforo.

~- Magnesio:
2.5 mg MgS04 , 20 gr Sustrato _ 50 mg MgS0,
gr sustrato litro medio litro medio
- Calcio:
5.52 mg CaCl,.2H 0 20 gr sustrato _ 110.4 mg CaClz.2H0

X =

gr sustraté litro medio litro medio



Tabla 8

Composicidén Elemental de Levaduras

Elemento % Base Seca
c 47-50
N 7.5-8.0
P 0.8-2.6
s 0.1-0.2%
o] 30
K 1.0
Mg 0.1-0.5
Na 0.01- 0.1
Ca 0.1-0.3
Cu 0.002-0.01
Mn 0.0005-0.007

Mo 0.0001-0.0002
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Determinacidn de Azilcares.-

La determinacidn de azicares totales prescntes, sc llevd a -
cabo utilizando el método del fenol-sulfGcico, basado en la gene-
racidn de una coleoracidn anaranjada que es proporcicnal al conte-

nido de azlcares presentes en la muestra  (39).

Se construyd una curva tipo que relacionara concentracidn y-

absorbancia, de tal manera que en ol tauscurse de las fermentacio

nes, la conontrac1én do sustrato se pur extrapolacién
en la curva obtonida.

Lo curva tipo se construyd partiendo de una solucidn de dex-~
trosa al 103%. Fué necesario dirluir esta solucidn 1000 veces para-
obtener una solucidn cuya concentracidn de azlicares properciona-
ra una lectura de absorbancia que cayera dentre de 1o Gaina del es
pectrototdéretro utilizade. Para elle, se prepard una svrie de tu-
bos colocando en cada uno de ellos 9.2, G.4, 0.6, 0.8 y | ml de -
la solucidn diluida, completando a un mililitro con agua destila-
da en los casos necesarios. Se prepard un blanco con agua destila
da. Inmediatamente se adiciond a cada tubce, 1 ml de solucidn de -
fanol al St, posteriormente 5 ml de &cido sulfurico concentrado,-
cuidando de gque la mczcla no se¢ proyectara. Se agitd en cl Vortrex
{Super Mixer Lab-Line Instruments). Se colocaron los tubos e¢n un-
bano de hielo, hasta que alcanzaran temperatura ambiente. Se leye
ron las absorbancias en el espectrofotdmetro (Spectronic 20, Baush
and Lomb) & una longitud de onda de 490 nm. Todas las muestras se

hicieron por triplicado.
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Conteo Celular.-

El nGmero de células en un cultivo puede medirse por cuen-
ta directa al microscopio. El hematocitémetro, conocido también
como camara de Neubauer para conteo de células sanguineas, se u-
tiliza para este propdésito cuando se ticnen células con un tama-
i superor a 3 f*m de diametro. Esta cémara consiste en un porta-
objetos on cuyo centro se iocalirzan dos wuadriculas trazadas su-

perficialaente con cuadros de drca conocida. Esta cuadricula es-

t4 dividida en nueve cuadros priwarics de 1 de drea cada uno,
que son los mas utilizados para ¢l contec de leucocitos. Estos -
cuadros estdn subdivididos en en 25 cuadros secundarios de 6.2 --

mm? de drea. E1 portachintos presenta uns hendidur

v de exactamen
te 0.01 mm de profundidad. Los cuasdros secundarios estdn dividi-
dos en 16 cuadros mas pequenos de 0,095 am? de superficie Figs.
12 vy 13. Al etfectuar el conteo, se tiene una relacion  de nime-
ro de células por unidad de volidmen.

Para llevar a cabo la cuenta celular en el transcurso de ~--
las fermentaciones, se tomd 1 ml de la muestra extralida del fer-
mentador, diluydndose d¢sta diez veces y agitdndela con el Vor --
trex. De esta solucién se colocd upa gota en cada una de las cua
dr{culas de la cémara de conteo, localizando en el campo del mi-
croscopio, el cuadro primario central y efectuando el conteo en
cinco de los veinticinco cuadros secundarios. La observacidn se
llevé a cabo utilizando el objetivo 40X del microscopio (Zuiho

No. 67223). Fig. 13-p



Las células por unidad de volumen se obtienen de acuerdo a -
la relacioéngs

No.Cél _ Células en

7 R
1 S cuadros X 3 x 107 x Dilucidn

3 a litros

en donde 107 corresponde al factor de conversién de mm
y el factor de dilucidén es igual a 10. La Fig. 13-b representa es
quemdticamente la camara de conteo y los cuadros secundarios loca

lizados para la cuenta de Eélulas.

r——\JﬁT—‘%—R’/‘—“‘I

Fig. 12 Corte Longitudinal de Seccién
Transversal de la Camara de Con-
teoc con cubroobietos en la Super-
ficie.

Fig. 13 a) Seccidén Transversal que Muestra
la Profundidad de la Camara.
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b) Cuadrante de la Cédmara de Neu-
bauer para realizar el Conteo
Celular.




~56-

Para obtener resulados en unidades de peso seco por li-
tro, se elabord una curva que relacionara cantidad de célu--
las con su equivalente en gramos, de tal manera que se facili
taran los cdlculos posteriores para rendimiento celular y pro
ductividades.

La determinacidn anterior se obtuvo preparando 14 matra
ces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 50 ml de medic de cul-
tivo liquido (Medio Dextrosa-Saburoud), esterilizados en autg
clave a 1.1 Kg/cm2 durante 20 minutos.

Se tomaron 2 tubos mantenidos a-40C conteniendo al micro
organismo en cuestidn en medio sdlido. Se cfectud una suspen
5ién celular con agu destilada estéril en cada uno de ellos,
tomdndose 5 ml de ésta para sembrar los matraces conteniendo
medio liquido, incubdndose durante 24 horas a 289C y con agi
tacidén a 50 RPM en la incubadora {Mocdelo Lab-Line).

Concluida la propagacidén, se scmbraron los doce matraces
restantes, conteniendo medio liquido y utilizando en inéculo
en proporcién de 10%. Se incubaron a 28°C y 50 RPM.

El muestreo se realizdé a intervalos de dos horas y con
ayuda de un equipo Millipore de filtracidn, se llevd a cabo
la separacién celular , utilizando tres ml de muestra y membra
nas Millipore mantenidas en el desecador, previamente scadas

en la estufa (Thelco Modelo 28) y pesadas cuidadosamente en
balanza analitica {Mettler H-20}.

Cada filtracidén se llevé a cabo por duplicado secando nue

vamente las membranas a 800C.

Simultineamente a la filtracidén, se llevé a cabo el con-
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teo celular, de acuerdo al método descrito anteriormente.
Detecrminacidon de Alcochol.-

La determinacidn de alcohol durante el transcurso de las
fermentaciones, se Tleva a caboe utilizando el mdétodo del --
dicromato de potasio quue consiste en hacer reaccionar el alco
hol con una solucion de dicromate de petasio de concentracicn
conocida, cuantificande cl dicromato residual por medio de ti

tulacidn con sulfate ferrose amoniacal on medio dcido, de a--

cuerdo a las siguioentes reacciones:
2 €r,0,7% + 3 CUH,CH,OH » LifiTem——s 4C0 2 4 2CH,COOH + 11H,0
277 R A Y3 2
. 3. .
Cr 0, % 4 eFe't ¢ pant ——r ope’? zer'? o om0 (391
2 d 2

7

Para lo anterior se htomaron 25 ml de la mnestra extrai-
da del fermentador y so colocaron en un equipo de detilacion,
consistente en un matraz haldn de 250 ml, una columna y un re
frigerante. Se destild la muestra y vl destilado se aford a -
25 ml con el objcto de garantizar que la concentracién de al-
cohol vn el destilado fuero la misma gque en la muestira origi -
nal.

Simultaneamente y por duplicado, se prepararon matraces
Erlenmeycr de 250 ml, conteniendo 5 ml de solucidn de dicro-
mato de potasio 0. 4 N. Se ayregavon 30 wl de ayua destilada
y se colocaron en un bafio de hiclo hasta que alcanzaran una

temperatura de 40C aproximadamente. Se adicionaron 30 ml de -
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dcido sulfarico concentrado, procurando que la solucién no --
se proyectara demasiado.

Cuando la mezcla alcanzd los 250C, se agrgd | ml del des
tilado para las muestras que no contuvieran demasiado alcohol
y 0.5m Srenos para aquéllas que presentaran un contenido de
etanol superior al 5%. EBstas soluciones se titularon con Sul=~
fato Ferroso Amontacal 0.1 N, utilizando 1-10 fenantrolina co
mo indicador. Para cada detverminacidén se prepard un blanco, -
sustituyendo la muestra de destilado por un ml de agua desti-
lada.

La relacién que proporciona los gramos de etanol por li-

tro es la siguicnte:

Gr ETON _ (MSFAR - MSFAMI(47000)(NSFA)
1 h (VA D) (1000)

en donde:

Gr ETOH - gramos de ctanol /litro

MSFAB = ml de Sulfato Ferroso Amoniacal gastados en el
blanco
MSFAM = ml de Sulfate rerroso Amoniacal gastados en

la muestra
NSFA = Normalidad del Sulfato Ferroso Amoniacal

VMD = Volumen de mustra
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Consexrvacién del Microorganismwo.-~

La cepa de levadura Suacﬁaramyoea cerevisiae utilizada para-
este trabaijo, fué anteriormente aislada de un agave tequilero y -
proporcionada por el Departamento de Biotecnologia y Biocingenie--
rfa del CINVESTAV. -

Para evitar las resiembras frecuentes a lo largo del trabajo
que podrian causar mutaciones en el microorganisme, se prepararon
desde el inicio, una cantidad abundante de tubos de cnsaye con me
dio de cultivo en la forma de agar inglinado, conteniendo al mi--
croorganismo en la siembra conocida como estriado. El medio se --
preparé al 5% de azicares, utilizando melazs como fuente de carbo
no, adicionando las sales de acuerdo al medio previamente diseda-
do. La siembra se llevd a cabo con asa de Cromo-Niquel enm la campa
na de flujo laminar y en condiciones estériles. Los tubos sembra-
dos se incubaron a 28°C en incubadora durante 48 horas.

Una vez presentado el crecimiento, se observaron diez tubos-
al azar, para asegurar la ausencia de contaminacidn. Finalmente
se sellaron con papel parafllm para evitar evaporacidén del gel, -~

manteniéndose en refrigeracidn a 4°C.
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) .-

La determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), =~

es una medida equivalente de una porcidén de materia orgdnica en -



una muestra que es susceptible de oxidarse por un agente al-
tamente oxidante.En general, toda }la materia orgdnica se des
truye por una mezcla de 4cido sulfurico y dicromato. La mues-
tra se refluja con cantidades conocidas de dicromato y &cido
sulfirico. El exceso de dicromato es titulado con una solucién
de sulfato ferrroso amoniacal. La cantidad de materia orgénica
oxidable, es proporcional a la cantidad de dicromato consumi-
do. (43}

Para llevar a cabo la deterﬁinacién, se prepararon 8 ma-
taces baldn de 250 ml con perlas de vidrio y una pequepa can-
tidad de sulfato mercirico wutilizado como catalizador. Se co
locaron 10 ml de Dicromato de Potasio 0.25N y 30 ml de dcido-
sulfirico concentrado. Se adicionaron por duplicado 0.5. 1.0
¥y 1.5 ml de muestra previamente diluida a 100 veces, comple -
tando a 10 ml con agua destilada segun el caso, corriendc un
blanco con 10 ml de agua destilada para cada determinacién, -
también por duplicado.

Las muestras se sometieron a digestidén a 145°C en parri=
lia de calentamiento durante dos horas, contadas a partir del
inicio de la ebullicidén. Se utilizaron refrigerantes Frieddch
como condensadores de los vapores producidos durante la diges
tidn.

Terminada la digestidén y ya frias las muestras, se titu-
16 el Dicromato de Potasio remanente con Sulfato Ferroso Amo
niacal 0.1 N, utilizando una solucién de 1-10 fenantrolina -
come indicador. Los cdlculos se efectuaron de acuerdo a la

relacién:
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mg DOO _ {a-b), N (8000})(Dln.)
1 muestra

en donde:
DQO = Demanda Bioquimica de Oxigeno
a = ml de Sulfato Ferroso Amoniacal gastados en

eI blanco

o
"

ml de Sylfato Ferroso Amoniacal gastados en
la muestra
N = Normalidad del Sulfato Ferroso Amoniacal

8000 = Miliequivalentes de Oxigeno.
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)y ,-

La Demanda Bioquimica de Oxigeno, es una medida de la can
tidad de oxigeno requerido por una determinada poblacién de mi
croorganismos, para degradar la materia orgdnica existente en
una muestra determinada.

La degradacién de la materia orgdnica llavada a cabo por
los micrecorganismos prese@tes en la muestra, en condiciones -
aerobias, es llevada hasta una oxidacidn completa, produciendo
diéxido de carbono, agua y amoniaco.

Esta determinacidn se basa en la cuantificacién de oxige
no disuelto en diferentes intervalos de tiempo, con la adicidn
de una solucidn diva{cntelde mapganeso. El oxigeno presente, o
xida una cangidad equivalgnte de hidréxido de manganeso, obte
niéndose hidréxidos con niveles de valencias mayores, formando

un precipitado café. En presencia de iones yoduro,y seguide de
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una acidificacién, el manganeso oxidado vuelve a su estado dai
valente, liberando iodo,con una cantidad equivalente al conte
nido original de oxigeno disuelto en la muestra. El iodo se ti
tula ¢&bn tiosulfato de sodio. '

Para efectuar la prueba, fué necesario preparar el agua -
de dilucién adicionando 1 ml/l de las soluciones de Sulfato de
Magnesio, Cloruro de Calcio, Cloruro Férrico y solucién regula
dora de fosfatos, de acuerdo a las concentraciones que el méto
do especifica. (43 ) ’

Dicha agua de dilucidn se conservd a 20°C durante 24 ho--
ras, con el propdésito de que se saturara de oxigeno a la tempe
ratura a la que se efectuaria la prueba.

Haciendo una dilucidén 1:100 para la muestra en cuestién,~
se colocaron 0.5, 1.0 y 1.5 ml de ésta solucién en las bote--
llas de diluciQ? especialmente utilizadas para ésta prueba. -
Cada prueba se realizé por triplicado, preparando dos blancos
a la entrada, con el fin de determinar la cantidd de oxigeno -
disuelto inicial, asi como dos blancos de salida, para compro-
bar gue no hubiese variacién en el contenido de oxigeno duran
te el experimento.

Se llenaron las botellas con el agua de dilucidén por medioc
de sifdn, con el objeto de evitar la entrada de oxigeno a tra-
ves de burbujeo. Se taparon calocando, ademaé del tapdn esmeri
lado, un tapén pldstico a manera de sello hidraulico, con el -
fin de evitar la entrada de aire.

Se determind el oxigeno inicial a las botellas del blanco

Yy el resto se incubaron a 20%c durante cinco dias. .
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El oxigeno remanente se determind por el método de Win -
kler modificado, adicionando 2 ml de salucidn de adlcali-yodu-
ro azida, 2 ml de solucidn de sulfato manganeso y 2 ml de dci
do sulfurico concentrade una vez fijado el oxigeno, con una -

solucidén de Tiosulfato de Sodie 0.1 N, utilizando almiddn como

indicador. { 43).
Calculos:
mg O.D. _ {ml T.S.){N T.S5.)(Equiv.0,)(1000)
1 ml muestra
¥
mg/l DBO§ _ (0.Di} - (0.D. al 5% dia)

% Dilucidn cn Decimales
en donde:
0.D. = Oxigeno Disuelto
T.S5. = Tiosulfato de Sodio gastado en la titula-
cidn
N.T.S. = Normalidad del Tiosulfato de Sodio
0.Di. = Oxigenc Disueito inicial

S6lidos en Todas sus Formas.-

Los s6&lidos se refieren a la totalidad de la materia que
quéda cn un rchipiénte tarado, después de la evaporacison de una
muestra determinada y del secado subsecuente a una temperatura
definida.

El residuo remanente representa s6lo aquellos materiales
presentes en la muestra que tienen presiodn de vapor insignifi

cante a :05°c.
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Los sOlidos volatiles son una medida de la cantidad de ma
teria orgdnica presente. Esta prueba consiste en un procedi =--
miento de combustidn, en el cual, la materio orgdnica es con -
vertida en CO, y agua. La temperatufa se controla para preve-
nir la corrosion y velatilizacidn de las sustancias inorgdnicas.
La pérdida de peso se intepreta en términos de materia orgdni
ca.

El réted consiste en calcinar la muestra a 5%0 oC. A esta
temperatura, la mayoria de las sales inorgdnicas son estables,
a excepcidn del carbonato de magnesio. {43)

Para la determinacidén de sé6lidos totales, fué necesario
tarar las cdpsulas de porcelana y una vez determinado el peso
constante, se adicionaron 10 ml de muestra, colocdndose en
la estufa (Thelco Modcloza)a‘losoc durante un dia. Una vez =~
secas las muestras, se colocaron en el desecador y posteriormen
te se pesaron en balanza analitica (Mettler H-20). Por diferen
cia de pesos y dividiendo entre el volumen de muestra, se cal-
culé la cantidad de s6lidos totales presente.

Los Sélidos voldtiles Totales (SVT) se dnerminaron cal
cinando los Sélidos Totales a una temperatura de 550°C durante
una hora en la mufla {Caisa 434 D.L.) . De ésta forma se¢ garan
tiza que toda la materia orgdnica presente ha sido eliminada.

La diferencia dr pesos centre la cdpsula después de la cal-
cinacidn y el peso de la misma después de secar a 105°¢C, divi-
dido entre el volumen de muestra, proporcionan los sélidos vold
tiles existentes. La suma de los Sélidos Voldtiles "Totales (que

representan la materia orgdnica presente) y los sdlidos tota-



}es fijos (que corresponden a la materia inorgdnica existente),
proporcionan los S5dlidos Totales presentes.

La determinacidn de los sélidos en todas sus formas, son-
de gran impotancia para el disefio de sistemas de tratamiento -
primario de efluenteﬁ.

Para la determinacién de Sdlidos Yolatiles Totales (SVT) -
fué necesario preparar una'serie de crisoles Gooch con una ca-
ma de asbesto, con el fin de obtener un lecho para retener cl
material suspendido en la muestra. Se determindé el peso cons-
tante, y se colocaron 5 & 10 ml de muestra, dependiendo de la
facilidad del crisol para retener & dejar pasar la muestra con
la ayuda de vacio. Filtrada la muestra, se secaron los crisoles
a 105°¢ por una hora y se pecsaron una vez frios. La diferen--
cia entre éste y el obtenido a peso constante, dividido cntire
el volumen de muestra, proporciona los Sdlidvs Suspendidos To
tales.

Los Sdlidos Suspendidos Volatiles (S5V), se obtuvieron cal
cinando los Sdlidos Totalc§ a 550% por una hora y por dife--
rencia entre el peso despuds de secar a 105°%¢ y el peso después
de calcina; a 550°C, dividiendo ésta diferencia entre el volu-
men de muestra, se obtuvieron los S8lidos Suspendidos Volati--

les.
Montaje de las Fermentacidnes.-~

Las fermentaciones correspondientes para o realizacidn de

este trabajo, se llevaron a cabo en el Fermentador Virtis HMode
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io 43-100 del Laboratorioc 16 del Departamento de Biotecnologia
yRBioingenieria del CINVESTAV.

£l medio de crecimiento para la cepa de Saccharomyees ce-
revisiae utilizada,se prepard con helazas de cafa proporciona
das por la Planta Pilotc de Rrtmentaciones del mismo Departa--
mento.

Fué necesario llevar a cabo la clarificacién de la miel
con el propodsite de eliminar las sales de calcio y Magnesio -
existentes en la melaza cruda.

La clarificacién consistid en hacer una dilucién 1:1 en
volumen de la melaza cruda y posteriormente acidularla con &ci
do sulfirico concentrade hasta alcanzar un pH de 3.5. Se some-
tié a ebullicidn por 5 minutos y se mantuvo en refrigeracién -
con objeto de lograr la precipitacidn de las sales presentes y
(39 ) se determipé el contenido de azicares totales presentes
por el método del Fenol-Sulfurim,descrito anteriormente.

En base a este contenido de azucares se prepard cl medio-
de fermentacidn a la concentracién de sustrato deseada, adicio
napdo ademds, las sales de Calcio, HMagnesio, Nitrdgeno y Pota-
sio, requeridas por la levadura y de acuerdo al medio previa-

mente diseilado.
Propagacidn. -
Antes de inocular el fermentador, se efectud la propaga--

cidn, partiendo de uno de los tubos mantenidos en refrigeracidn

conteniendo a la cepa de levadura.
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Con el objeto de arrastrar las células crecidas en la su
;erficie del agar en el tubo inclinado, se hizo una suspensién
con agua destilada estéril, Eoméndose 5 ml de dicha suspensidn
para sembrar un matraz conteniendoe 50 ml del medio de fermen-
tacién.

A las 24 horas, se resembraron dos matraces Erlenmeyer de
250 ml, conteniendo 50 ml de medio estéril con 5 ml del inéculo
propagado en el primer matraz. A las 24 horas siguientes, se -
sembraron dos matraces Erlenmeyer de 1 litro, conteniendo 200
ml del medio de fermentacidn, adicionando a cada uno de ellos,
20 ml de indéculo propagado el dia anterior.

Los matraces con el medio sembrado se incubaron a 28°C --
con una velocidad de agitacidn de 100 RPM, con el propésito de
favorecer la aireacidén y en consecuencia, el crecimiento celu-
lar.

A las 24 horas siguientes se inoculé el fermentador con -
los matraces sembrados el dia anterior.

Las propadaciones y la inoculacién del fermentador se rea
lizaron en la campana de fiujo laminar en condiciones estéri -
les.

Una ve;.inoculado, el fermentador se acopldé a la parte com
plementaria del equipo, haciendo las conexiones necesarias para
mantener temperatura, velocidad de agitacién y aireacién cons
tantes. La figura 14 uwn diagramd con las partes fundamentales
del equipo.

Las muestras tomadas para el seguimiento de las fermenta-

ciones, se sxaron - a intervalos de 2 6 3 horas, segin la con--
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centracién de sustrato inicial.

Una vez concluido el cultivo por lote, se conectaron las
mangueras de alimentacidn de medio fresco y de salida de mosto,
controlando los flujos deseados con bombas peristélticas (Mas-
terflex). El fermantador se operé a 4 litros de capacidad, con
trolando el volumen con un tubo a nivel.

Las condiciones de trabajo para las cinéticas realizadas

se presentan en la Tabla 9.

Tabla No. 9
Condiciones de Trabajo para las Cinéticas

Desarrolladas en Cultivo Continuo.

Cinética S T pH Agitacidn Dilucign

g/l we RPM Hr

1 50 0 3.5-4.0 50 A

2 50 30 3.5-4.0 100 .1

3 50 30 3.5-4.0 250 .1,.2,.3

4 150 30 3.5-4.0 100 v 1

S 100 30 3.5-4.0 300 W1

& 100 30 3.5-4.0 150 2

7 100 30 3.5-4.0 150 .3

8 150 30 3.5-4.0 150 .1

9 150 30 3.5-4.0 150 .2

10 150 30 3.5-4.0 150 .3
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Fig. M. 14 Diagrama_del Fepeaabr Virtis,




en donde:
1.~ valero Magnético
2.~ Arreglo Magnético Exterior
3.- Agltador ’
4.- Circuitode Control de TFmperatura
5.~ Tom; de Muestra
6.~ Difusor da Aire
7.~ Control de Nivel
8.~ Entrada para Inoculacidén
9.~ Alimentacidn de Medio Fresco
10.- Salida de Mosto
1l.- Rotametro
12.< Indicador ‘d¢ Velocidad de Agitacidn
13.- Indicador de Temperatura
14.~ Selector de Velocidad de Agitacidén
15.- Switch de Agitacidn
16.- Switch de Bomba de Agua
17.- Switch del Calentador
18.- Switch del Gralicador
19.- Switch del sistema de Refrigeracién
-20.— Graficador de Temperatura
2l,~ Mandmetro de Aire

22.- valvula de Entrada de Aire
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REBHEH UN G mi AT

La experimentacién realizada, puede dividirse en las siguien
tes etapas:
a) Experimentacidn Previa
b) Experimentacidén en Cultivo por Lote
c) Experimentacidén en Cultivo Continuo

d) Experimentacidén en Cultive Continuo con Reciclado de Vinaza.
a}) Experimentacidn Previa.-

En ¢sta etapa se realizaron cindticas de fermentacidn en ma-
traces, con objeto de conocer los rangos de velocidad de crecimien
to gque proporcionaba la cepa de Saceharomyces cereviciae, bajo d£
ferentes medios y condiciones. Los medios de cultivo utilizados -
para este proposito fueron medio en base a sacarosa a una concen-
tracién de 4% para sustrato, medio de infusidn papa-dextrosa y me
dio melaza al 4%, adicionando las micronutrientes en forma de sﬂ:
les, de acuerdo al medio disenado previamente y considerando los-
resultados de Rodriguez y Garcia (39), gque establecen una propor-
cién de sales en base a un 2% de azbGcares como la mids adecuada pa
ra esta levadura.

Por tratarse de un microorganismo facultativo, 1a cepa de --
Saccharomyces cercvisiac utilizada, puede desarrollarse en con-
diciones de aereacién o en ausencia de ella. En el primer caso,--

su metabolismo es orientado a la produccidn de CO;, agua y big
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masa.En el segundo caso, los productos del metabolismo son al-
cohol y COp; con una manifestacién menos intensa de crecimiento
que la obtenida bajo condiciones aerobias. En consecuencia, los

valores de velocidad de crecimiento serdn diferentes en ambos

casos y se presentan en la tabla 10.

Tabla No. 10
Velocidades de Crecimiento Obtenidas para Diferentes

Medios de Cultive para la Cepa Utilizada.

Medio de Cultivo vVelocidad de Condicidn
Crecimiento
(Hr=1)
Papa-Dextrosa 0.30 Aerébica
Papa-Dextrosa 0.33 Anaerébica
Sacaross 4% 0.46 Aerdbica
Sacarosa 4% 0.33 Anaerdbica
Melaza 4% 0.34 I\eréblca_
Melaza 4% 0.30 Anaerdbica

De acﬁe_rdo a los valores de la Tabla 10, se tiene un va-
lor mdximo de velocidad de crecimiento de 0.46 Hr‘l, por lo que
este valor-sirvi como referencia para establecer los nivelss
variacidn en’la velogidad, de diducién en los experimentos en -~

cultivo continuc.
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b) Experimentos en Cultivo por Lote.-

Con el propésito de establecer las mejores condiciones de o-
peracién del cultivo continuo y estudiar el efecto que cada varia
ble involucrada en un sistema de este tipo tiene sobre los pardme
tros establecidos previamente, se desarrclld una serie de fermen-
taciones cuyos resultados se presentan en la Tabla 12.

Generalmente, a cada fermentacidén en cultivo continuo, le pre
cedia una en cultivo por lote. Por ello, la Tabla 11 presenta los
resultados de las cinéticas en cultivo por lote, previas al conti
nuo. De acuerdo a esta tabla, los valores de sustrato residual al-
termino de la fermentacién, se incrementan conforme aumenta la con
centracién de sustrato inicial.

La productividad celular tiende a aumentar a medida que aumen
ta la concentracidn de azucares, alcanzando un valor midximo de 0.6
grcél/lHr a una.-concentraciOn de azucares del 15%, cuando se alcan
za en el sistema una concentracién de alcohol de 86.16 grET/1, con
firmando los resultados de Rodriguez y Garcia (39), quienes presen
tan inhibicién de la levadura a concentracién de alcohol del 8% ma
nejando, inclusive, una concentracidn de sustrato menor, correspon
diente al 12%. '

Respecto a los valores de rendimiento celular, estos disminu-
yen conforme aumenta la concentracién de sustrato, lo que se explica por el E-
fecto Crabtree en donde, a concentraciones altas de sustrato, se favorece el me
tabolismo fermentativo, suprimiéndose el desarrollo de las mitocomndrias, organe

1o celular donde se lleva a cabo el proceso de respiracidn (36).



Tabla No. 11

. Resultado de las Fermentaciones en Cultivo por Lote

so -8 X5 X Po P R P P'p Yx/s Yp/s - B
aa’l @l g1l gl gl gt met! grihr g/lnr geél fgust o GUgnst. gOVl
T

50 6.95 0.79 6.90 + 6.37 37.4 0.24 0.511 1.44 0.149 ~ 0.710 0.67L

]

s
100 29.85 1.03 9.07 9'04, 67.9 0.25 0.503 2.72 0.123 0.835 0.452 '
150 68.46 1.43 9.92 11.57 86.16 0.28 0.62 3.82 0.104 .0.914 1.14
Sp= Concentracidn Inicial de Sustrato P'c= Productividad de Células
S = Concentracién Final de Sustrato P'p= Productividad de Alcohol
Xo= Concentracién Inicial de Células Yx/s= Rendimiento Celular en base a Sustrateo
Po= Concentracidn Inicial de Producto Yp/s= Rendimiento de Producto en base a Sustrato
P = Concentracidén Final de Producto f# = velocidad Especifica de Produccién de ETOH
f* = Velocidad Especifica de Crecimiento
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Con los valores obtenidos en la Tabla 11, es posible cono-
cer la relacién existente entre la concentracién de sustrato y -
la velocidad de crecimiento de acuerdo a la Ec. de Monod, descri
ta por Aiba (1) y Quintero (36). be acuerdo a esta expresién y-
a concentraciones bajas de sustrato, la velocidad especifica de
crecimientof“, aumenta linealmente conforme se incrementa la con
centracién de sustrato. Sin embargo, existe un punto dentro del-
rango de concentracidén de sustrato en el cual, la velocidad de -
crecimiento alcanza su valor maximo que no cambia mas, a pesar -
de que la concentracién de sustrato se incremente.

Linearizando la ecuacidn de Monod, utilizéndo el método pro
puesto por Lineweaver-Burk se tiene lo siguiente:

L Ks 1
[ max
y con los valores promedio, obtenidos en las cinéticas en culti-

(32)

vo por lote:

-1

s g1l Hr 1/5 1/gr 1/ Hr

50 0.24 0.02 4.16
100 0.25 0.01 4.0

150 0.28 0.0066 3.57

es posible construir la grafica 1/S8 V.S. 1/ Fig. 15, en donde
la pendiente representa la relacion Ks/f-mdx y la ordenada al 9
rigen, corresponde al inverso de la velocidad mdxima de crecimiep
to [-‘Lmax.

De la misma Fig. 15 se tiene que:
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m = 38.15 gr AzHr/l
b = 3.44
de tal manera que, de acuerdo a la Ec. de Monod:
b = 1/ f* mix ,
3.44 = 1/ f~ mdx

Bomax - 0729 wet

Ks
Ks = ( fméx)(m)
= (0.29 Hro')(38.15 gr AzHr/1)
Ks = 11.06 grAz/l

Esto significa que para el intervalo de concentracién de sus
trato manejado, se esperaria una velocidad mdxima de crecimiento-
de 0.29 Hr t.

El valor de Ks 6 constante de saturacidn, da una idea de la-
concentracién de sustrato bajo la cual, se tendria la mitad de la
velocidad mdxima de crecimiento.

Por otro lado, un promedio de las velocidades de crecimiento
obtenidas para una misma concentracidn de azlcarews, muestra que
la velocidad de crecimiento se incrementa conforme aumenta So, --

conirmando el comportamiento esperado en la Ec. de Monod.
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l/rn

1 M ks = m o

9

0.0 - 0. 0.3 0.0t 00 0.0 s
Vg
Fig. No.15 Lirriscion & la Boecion &
Mood poe el Miob de Line-Wor-
ver-Purk.
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Ademds, conforme se aumenta la concentracidn inicial de sus-
trato, y este no es totalmente agotado, la diferencia entre la --
concentracidén inicial y la concentracidn final, que aparece en -
la expresién para rendimiento (Ec. 13), se hace mas grande, por -
lo gue el valor de rendimiento obtenido es menor, de acuerdo a es
ta expresidn.

Por otro lado y de acuerdo a la estequiometria de la degrada

cidén de glucosa en la glicédlisis, se observa que:

C6H12 s T 2 C02 + 2 CHJCHZOH + 2 ATP

180 g Glucosa —— 92 g Etanol

lo que quiere decir que por cada grame de glucosa degradada por -
esta ruta, se tienen aproximadamente 0.51 g de Etanol.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 11, se -
tiene gue las producciones para etanol alcanzan un valor superior
al tedérico esperado, obteniendo una produccidén médxima de 86.16 --
g ETOH/1 que da como resultado, un valor de 3.82 g ETOH/lHr de ~--
productividad.

Si se considera que la melaza es un medio complejo, cuya com
posicidn es rica en censtituyentes orgdnicos, (Tabla 6), se pue -
den explicar los valores ligeramente superiores a los esperados -

para produccién de aleohol y productividad del mismo obtenidos.



Experimentos en Cultivo Continuo.-

La Tabla 12 muestra los resultados de las fermentaciones rea
lizadas en cultivo continuo.

Los resuitados m\:estran un efecto decreciente tanto de produc
cidn de biomasa como de pr;)ducciSn de alcohol .al iticrementarse la
velocidad de dilucién, en forma contraria a lo que tedricamente -
se esperaria, ya que se tendrfa una produccidn celular casi cons-
tante, ain manejando diferentes velocidades de dilucién, siempre-
y cuando no se excediese el valor de dilucidn critica, ya que de-
serasi, los valores de células y alcohol se volverian nulos.

Unicamente a concentracién de sustrato del 15% las células -
alcanzan a mantenerse en 4 gr/l en un intervalo de dilucién de --

0.08 a 0.22 nr~l

, disminuyendo drdsticamente a un valor de 1.47 -
gr cél/1l, para un valor de velocidad de dilucién de 0.295 Hr‘l, -
lo cual se observa en la Fig. 18,

A bajas concentraciones de ‘sus‘trato, los valores de azicares
consumidos son mayores, lo que no sucede a concentraciones de sus
trato del 15%. Lo anterior puede explicarse si se considera un po
sible cfectq inphibitorio por sustrato, al incrementarse la presién
osmética en las células por la elevada concentracién de azicares, -
lo q;.le origina una disminucién el la actividad fermentativa. (39)

Ain cuando la produccidén de alcohol tiende a disminuir en el
sistema a cons.ecucncia’del‘incrér‘rento en la velocidad de dilucidén,

la productividad del mismo 'se incrementa, si se considera gque uno

de los términos del producto PD aumenta también, como se muestra -

ESTR TESIS Mg BERE
SALIR DE 14 BibrigTECA



Resulado de

Tabla No.12

las Fermentaciones en Cultivo Continuo.

‘Oﬁj_

{So-S) (So) (S} D X P'x POH P'oy %Azicares Yx/s: Yp/s
Consumidos

@/1 g/t g/l  Hc™'  g/1  g/lhr g/l g/ihr g/l gEt/gs
39.86 50 10.14 0.097 6.42 0.62 37.93 3.67 79.72 0.161 0.95
40.87 50 9.13 0.087 5.0 0.43 32.19 2.80 81.74 0.122 0.787
35.3 50 14.70 0.197 4.59 0.90 24.63 4.67 70.6 0.130 0.697
27.83 50 22.17 0.297 3.21 0.95 20.09 5.96 55.66 0.115 0.72
34.53 100 65.47 0.091 4.70 0.427 44.57 4.05 34.53 O.IJé 1,29
57.91 100 42.09 0.106 4.67 0.467 46.88 4.68 57.91 0.080 0.80
34.31 100 65.69 0.176 3.24 0.57 20.92 3,68 34.31 0.094 0.60
14.18 100 85.82 0.275 2.24 0.61 11.88 3.26 14.18 0.157 0.83
70.86 15¢ 74.14 0.080 4.18 0.33 53.54 4.32 47.24 0.058 0.75
53.79 150 96.21 0.221 4.07 0.89 27.38 6.05 35.86 0.075 0.509
31.5 150 118,5 0.295 1.47 0.43 12.73 3.75 21.0 0.046 0.404
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en las figuras 16, 17 y 18.
B El efecto de la velocidad de dilucidn sobre los valores de -
rendimiente celular y rendim%ento para producto, se aprecian en -
las figuras 19 y 20, respectivamente.

No es un comportamiento constante, ni para biomasa ni para -
produccion de alcoholucomo seria de esperarse de acuerdo a la teo
ria.

Sin embargo, a concentraciones de sustrato bajas, los valores
de ¥Yx/s y Yp/s tienden a ser mas constantes gue aquellos obtenidos
a concentraciones de sustrato de 10 y 107,

Si se considera que para ciertos organismos, concentraciones
de glucosa superiores al 5% inhiben la sintesis de enzimas respi-
ratorias y la formacién de mitocondrias, (36) y tomando en cuenta
quc a altas concentraciones de azucar y a elevadas velocidades de
dilucidn, la levadura estd sometida en forma constante a condicio
nes mas dificiles para su desarrollo, pueden explicarse estas --
disminuciones en los valores de rendimiento, ya que el sustrato -
se estd aprovechando en forma menos eficiente.

Las productividades ta;to de células como de alcohel, se in-
crementan conforme se incrementa la velocidad e dilucidn. Unica--
mente a cunéentracién de sustrato de 15% y una velocidad de dilu-

cidén de 0.295 Hr-1, el valor de P'x y P'op, disminuye en un 50% -

respecto al valer anterior obtenido.
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Las oscilaciones violentas caracteristicas generalmente ---
al inicio del cultivo continuo, son mds frecuentes a concentra
ciones de azdcares bajas. El mecanismo de estas oscilaciones -
a0 ha sido totalmente definido. Sin embargo, de acuerdo a los--
resultados presentados por Parulekar y eol. (32 }, la tendencia

oscilante en sus experimentos con Suecharomyces

cereviitae, €coin
cide a concentraciones bajas de sustrato, y pucde sar inducida -
6 eliminada variando la velocidad de Jilucidn, velocidad de agi-
tacidgn y concentracién de oxigeno con cl medio.

Por otro lado y con el propéaito de evitar la formacién de-
sedimento celular en ¢l fermentador, que representaba una can---
tidad considerable de levaduras inactivas, se decidid estudigr -
el efecto de la velocidad de agitacidn en el sistema para lo --
cual se varid esta de acuerdc a las condiciones prescntadas em-
la Tabla 9.

En forma ﬁ;mejante a los resultados presentados por Kdépe-—-
11i y col. ( 1%}, a velocidades de agitacién altas, en este ca--=
so de 250 RPM, disminuyen los agregadeos que tienden a precipi-—-
tarse, dando como copnsecuencia una disminucidn en la produccidm
celular, ya oue se¢ favorece la salida de células del fernenta--=-
dox, come se aprecia en la Tabla 12, para les dos primeros va =
lores de produccién celular. De igual manera, la concentracionm -
de alcohol se ve disminuida en su valor de 37.93 gETOH/Y a 32---
qr ETOH/L.

Ademds, a una velocidad de agitacidn de 250 RPM, 9 qifi--
culta la identificacién de un estado estacionario , por lo que -~
las fermentaciones posteriores se trabajaron a una velocidad ~—-

intermedia de 150 RPM, impidiendo por un lado, la sedimenta -
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cién .celular y por otro,w disturbio excesivo en el sistema.
Energia de Mantenimiento.-

En cultivos bi::léglc05 la energia, consumida no solo se uti
liza para la produccién de células 6 biomasa sino también, pa
ra mantener las estructuras basicas .de las células. Esta ener-
gia se conoce como Energia .de Mantenimiento., A esto se debe ~--
que los valores de rendimiénto .no sean constantes en un culti-~
vo contfnuo.(2l )

La energia de mantenimiento se calcula a partir de un ba-
iance para sustrato, en forma semejante al tratamiento presenta
do por Lépez Mercado, ( 2 ) como sigues.

ds _(ds/dt), + (dS/dt)g {33)
dat

en donde:
g% = Velocidad Global de utilizacidn de Sustrato
(.g_ts.)mc Velocidad de utilizacidn de sustrato para -

mantenimiento

(%ts')ﬁ Velocihad de utilizacidén de sustrato para --
v crecimiento

Por definicidn:

rc 1 dx ()
® X at

s 35
as | X @3
dt ¥

(36)

as
()
a8y fx
(a:)g N (37)



=89~

Sustituyendo las ecuaciones 34,35,36 y 37 en la expresidn 33, se

tiene ques

P o mX o+ DX
Y Yg (38)

en donde:
Yg = Coeficiente de rendimiento verdadero en base
a Sustrato.
Simplificando la ec. 38,y dividiendc entre px, se tiene:

i.m, 1
Y | Yg - (39)

que se define como Ecuacién de Pirt, para el cdlculo de la Ener-
gia de Mantenimiento.
Graficando la Ec. de Pirt, para l/pP V.5. 1/Y como se mues--
tra en la Fig. 21 se obtiene una recta cuya pendiente representa
a'm'é coeficiente de mantenimiento, que es igual a la cantidad de
sustrato utilizado por célula por unidad de tiempo, para propdsi
tos de mantenimi'e'nto. La ordenada al origen represanta el rendi-
miento celular corregido para consumo de sustrato, durante el me
tabolismo de mantenimiento.{ 21 ) y { 2 ).
Los valores para el coeficiente de mantenimiento, as{ como
para el rendimiento real, presentado en la Fig.21, muestra lo si
guiente:
Para la concentracién de sustrato inicial de 10%, se tienes
m = 0.989 gr sustrato/gr cél Hr
Yg = 0.275 gr célula/ gr sustrato

Para concentracién de az(cares del 15% se tiene:
m = 0.489 gr sustrato/ gr célula Hr

Yg = 0.090 gr sustrato / gr célula Hr
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Los valares obtenidos para concentracidn de sustrato de -
5% carecen de ldgica al obtenerse un valor negativo para el va
lor de coeficiente de mantenimiento.

El rendimiento celular corregido es en los casos reporta-
dos, mayor gue los obtenidos para conc;ntracién de azucar de 10
y 15%, de acuerdo é-la Tabla 12.

Los coeficientes de mantenimiento proporcionan la cantidad
de sustrato que la célula consume para cuestiones de manteni--

miento, exclusivamente.

De acuerdo a las fermentaciones realizadas en cultivo con
tinvo y de acuerdo a los rcsultados presentados en la Tabla 12,
se tiene una mayor productividad para productou, a una concentra
cidn de azlcares de 15% y una velocidad de dilucién de 0.2 Hr™l.

Sin embargo, las fermentaciones realizadas, muestran que
se obtiene un estado estacionario en forma mds evidente a velo
cidades de dilucidn bajas. Rrello, sc decidid ecstablecer como
condiciones mas adecuadas de fermentacidén para los experimon--
tos con vinaza, una conce}ltracic‘m inicial de sustrato Jde 150--
g/l a una velocidad de dilucidn de 0.1 Hr"I, aunque, bajo es--

tas condiciones, la productividad de alcohol, fué de 4.32 grEt/lir,
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Experimentos con Vinaza.-

Establecidas las condiciones de operacidn en cultive con--
tinuo bajo las cuales se llevé a cabo la recirculacién de vina--
za, se decidié preparar el medio de crecimiento sustituyendo el-
agua de dilucién por vinaza, en proporciones de 33, 66 y 1008%,

La adicidn de sales inorgénicas fué suprimida totalmente, -
al considerar que los requerimientos de minerales utilizados por
la levadura, serian cubiertos por la vinaza presente, ya que su -
contenido en materia tanto orgdnica como mineral, {(8) la hacen --
particularmente atractiva para estos propdsitos.

Los resultados en cultivo por lote para cada una de las pro-
porciones manejadas, se presentan en las figuras 22, 24 y 26. Las
fermentaciones en cultivo continuo a velocidad de dilucidn de 0.1
Hr-t y concentracién de azicares de 15%, se presentan en las figu
ras 23, 25 y 27.A

Respecto a leos valores obtenidos para biomasa en cultivo batch,
no existe diferencia significaliva en leot tres nxperimentos proba-
dos, ya que se obtienen valores muy semcjantes eon las producciones
celulareg, come se muestra en la Tabla 13

De igual forma, las velocidades de crecimiento no se ven afec
tadas mayormente por la cantidad de vinaza utilizada. Sin embargo,
estos valores de 0.133 Hr-l, comparados con 0.045 y 0.106 ur-1 ob
tenidos por Rodriguez y Garcia (39) para concentraciones de vinaza

de 33 y 66% respectivamente, resultan ligeramente mayores.
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Los valores para produccién de alcohol no se ven disminuidos
“considerablemente si se comparan estos con las fermentaciones sin
vinaza, Estos valores se presentan en forma resumida en la Tabla-
13. Respecto a las corridas ;in vinaza, la produccidn celular se
ve disminuida casi en un 50% y para alcohol, la diferencia es tan
solo del 4% raspecto al valor ohtenido ;in recirculacién.

De acuerdo a la teoriay, los pardmetros que influyen directa--
nnnte'en la velocidad de crecimiento son la concentracién de sus--
trato, la tempeatura, el pH y la concentracién de indculo. Si se -
toma en cuenta que tanto la concentracién de azlicares, correspon =
diente al 15%, as{ como las proporciones de vinaza y la cepa de --
Saccharomyces cerevistae, son las mismas que las utilizadas en el
trabajo de Rodriguaz y Garcia (39), la popible explicacién para -
las diferencias en las velocidades de crecimiento, pueden atribuir
se a que la composicidn, tanto de las mieles como de las vinazas,-
presentan diferencias de zafra a zafra e incluso de ingenio a inge
nio, ya que la cafa utilizada no tiene una composicién uniforme -
como para considerarla como un pardmetro fijo.

El valor de rendimien{o celular para la fermentacidn sin vina
za a 15% de az(Gcares, corregspondid a 0.104 gr cél/gr sustrato, co-
mo me aprecl{’en la Tabla 11 y en forma comparativa en la Tabla --
13. ‘Si este valor se compara con aquellos obtenidos en las fermen-
taciones con recirculacién de vinaza, presentados en la Tabla 13,
se puede apre?iar una disminucidn hasta de diez veces, respecto al

obtenido sin recirculacidn.
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En los valores que corresponden a rendimiento para producto,
en esta misma tabla, se presentan resultados por arriba de lo ted-
rico esperado. Tomando en consideracidén que la melaza es un medio
complejo, cuya composicién no se reduce exclusivamente a azlcares
como fuente de carbono, sino que se incluyen en ella algunas vita-
minas y aminodcidos, que proporcionan un aporte de nitrégeno (Ta--
bla No. 2), es probable que la levadura utilice este tipo de com-
puestos siguiendo una ruta metabélica alterna y generar otros pro-
ductos que favorezcan los incrementos anteriores, ya que, de acuer
do a lo que menciona Phaff (35), las levaduras pueden convertir a-
minocdcidos a alcoholes mayores, por la eliminacidén de amoniaco y -
€0z, formando un alcohol con un dtomo de carbono menos que el ami-
nodcido que lc contenia. Ejemplos de lo anterior son la conversidn
de leucina a alcchol iscamilico e isoleucina a alcohol amilico ac
tivo.

Ootxo factor.que en un momento dado podria favorecer los incre
mgntos en rendimiento obtenidos, es que el método de determinacidn
de alcohol, probablemente esté detectando, ademés del etanol pre--
sente, otro tipo de compuestos producto de la misma fermentacidn,’

que contienen dentro de su estructura al grupo hidroxilo, ya que -

de acuerdo a la teoria, en un método semejante para la determina
cidén de alcohol, se considera a este radical como interferencia -
en la determinacidn de etanol. (24)

Por otro lado, y tomando en cuenta los resultados obtenidos -
por Garcia (39) en fermentaciones semejantes en cultivo por lote,

con 66% de recirculacién de vinaza y 15% de concentracién de sus-
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trato inicial, se alcanzan valores mayorcs para velocidad de cre-
cimiento, produccién de alcohol vy productividad del mismo, corres-
pondiendo a valores de 0.28 Hr'l, 83.97 gr ETOH/1 y 2.99 grETOH/1lh
respectivamente, {(ver Tabla 13), a diferencia de un valor de 2.18
gr ETOH/1Hr en productividad de alcohol, para la misma proporcién
de vinaza recirculadat Lo anterior puede explicarse si s¢ conside-
ra, que tanto las mieles cohlo las vinazas utilizadas cn este traba
jo, tienen un origen diferente a las utilizadas en el trabajo antg
rior y en consecuencia, la composicién del medio de cultivu puede -
presentar algunas diferencias.

Los resultados en cultivo continuo, muestran pors su parte, un
efecto decreciente sobre la productividad de alecohol y células al
recircular la vinaza en el medio, como puede observarse en la Ta-
bla i4 y en la Fig. 28,

Los resultados obtenidos en las fermentaciones sin recircula-
cidén a 15% de concentracidn inicial de azlcares y 0.1 Hr'I para --
velocidad de dilucidén, proporcionan un valor de productividad de -
4.32 gr/lHr para etanol. Si se compara este valor con las produc=-
tividades obtenidas utiliz%;dn la vinaza nn ol medic, se observa -
una disminucién del 4, 20 y 30%, para 23, 66 y 1002 de recircula-
cidn, respectivamente.

Respecto a la influencia de la vinaza sobre la produccisén ce-
lular, se tiene un efecto negative para las tres fermentaciones --
con rccirculaéién, lo/que puede vbservarse en la Tabla 4. Desafor
tunadamente y de acuerdo a la Figura 28 conforme aumenta la concen

tracién de vina=za, disminuye la productividad tanto de alcohol co-

mo de células, originando, enconsecuencia, un aumento en la concen
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tracidén de azicares residuales.

Al existir un efecto inhibitorio que estaria dado, funda--
mentalmente por el exceso en la concentracidén de sélidos y en --
consecuencia, en un cambioc en la presién osmética del medio, ha-
ciendo que este se incremente, esto origina una alteracidn en la
cantidad de biomasa y por lo tanto, en la cantidad de etanol pro
ducido, si se toma en cuenta que el metanol es un metabolito aso
ciado al crecimiento, su concentracidén se ve alterada al presen-
tarse una disminucidn en la concentracidn celular, de tal manera
gue al no existir una elevada concentracién de ésta, el producto
de fermentacidn no se incrementa y en consecuencia, no existe un
adecuado consumo de sustrato, incrementandese por lo tanto, la -
concentracién de azicares residuales. Ademds, tomando en cuenta
las condiciones bajo las cuales. se tiene sometido el sistema, -
esto es, que en forma continua se estd alimentando medio estéril
con una concentfacién elevada de azdcares, proporcionada por la-
melaza como fuente de carbono, el microorganismo estd expuesto a
condiciones de elevada presidén osmdtica, a diferencia de lo que-
sucederia en el cultivo por lote, en el cual, la concentracién -
de sustrate e¢s consumida en una forma paulatina, conforme va --
transcurriendo el tiempo de fermentacidn,

Sin embargo, las corridas realizadas con vinaza, muestran -
gue este efluente puede cubrir las necesidades de minerales re--
queridas por la levadura y presentadas por Aiba (1),tomando en -
cuenta que en las fermentaciones en cultivo por lote previas al

continuo, es evidente el crecimiento del microorganismo, lo que-



-97-~

puede apreciarse en las Figuras 22, 24 y 26, en las diferentes -
cinéticas con recirculacién de vinaza.

Si se comparan los resultados de las corridas en cultiveo --
continuo sip xecirculacién ( Tabla 12}, con aqucllos donde se adi
ciond vinaza al mrdia, (tabla 14), se pueden observar en estas -
Gltimas, disminucior‘;os en las producciones de células y alcohal-
hasta del 50%, respecto a das corridas sin recirculacidn,

Por otro lado, trabajos realizados por Tajima y Yoshisum ~--
(45), muestran quo concentraciones clevadas de sales en mieles -
de purga, inhiben la fermentacidn alcohdlica, disminuydéndose el
etanol y aumentando productos anormales de foermentacidn como --
glicerol, acetaldehido y acidos volédtiles, de acuerdo a diferen-
tes rutas metabélicas.

Uno de los objetivos de este trabajo consistié en evaluar
la posibilidad de recircular la vinaza, utilizando un sistema --
continuo de fermentacidn que favoreciera la productividad de al-
cohol, ademds de que atenuara o de ser posible, eliminara el im-
pacto ambiental de las vinazas, al evitarse su descarga directa
a lcs cuerpos raceptores. .

Por cllo se considerd necesario realizar la caracterizacidn
de la vina.za proporcionada por ¢l Ingenio Azucarero Casasano ubi
cado en el estado de Morelos, asi como de la vinaza obtenida en
el laboratorio, después de efectuar la separacidn de alcohol de
las muestras, una vey alcanzado' el estade estacionaric en las --
fermentaciones con recirculacidn,

Los resultados de la caracterizacién de la vinaza de inge--
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nio, asi como los de las obtenidas en el laboratorio, se muestran
en la Tabla 15 . Estos resultades son mucho mis elevados y en con
secuencia alarmantes, que aquéllos presentados por Monteiro (28)-
6 Ribero y Castello (8), guienes réportan un valor para Demanda -
Quimica de Oxigeno (DQO) de 27000 y 25000 mgDOQQ/Y1, respectivamen-
te.

Para la fermentacidn en donde la vinaza es recirculada en un
33%, los valores tanto de DQO como de Demanda Bioquimica de Oxige
no {DBOs) y sdélidos, resultan muy semejantes a los obtenidos en -
la vinaza de ingenrio y los incrementos considarables en estos pa-
rédmetros para las proporciones de recirculacién de 66 y 100%, se
pueden deber fundamentalmente, a que bajo estas proporciones, la
fuente de carbono {melaza a una concentracién inicial de sustrato
de 150 g/l), fud consumida tan solo en un 32 y 33%, obteniéndose
una concentracign promedio de sustrato residual de 110 y 102 ---
grAz/1l, para las proporciones de 66 y 1002 de recirculacién.

Esto trae como consecuencia, una elevacidén considerable en
la carga orxrgdnica de la corriente de salida de¢l medio de fermen--
tacidén, lo que puede observarse en la Tabla 15.

Por otre lado, resulta importante considerar que si el apor-
te de azucares en la vinaza de ingenio es de un escaso 1% deter-
minado experimentalmente, la elevacidn de la concentracidén de -
ésta en la corricnte de salida del fermentador se debe exclusiva-
mente 2l bajo consumo de sustrato durante la fermentacidn y no -
por un aporte adicional por la vinaza durante la preparacidn del

medio.



Tabla ‘No. 13

Cinéticas en Cultivo por Lote con Dife-
rentes Proporciones de Recirculacién de
Vinaza.

Vinaza s X P B P'c PoR Yx/s Yp/s

1

% g/l g/l g/l Hc g/lhr g/lhr gc/gs get/gs

0 68.46 9.92 86.1 0.28 0.62 3.82 0.104 0.914
33 60.01 4.55 60.4 0,133 0.239 3.18 G.019 0.485
66 49.69 4.94 83.9 0.28 0.352 2.99 0.040 0.655

100 37.12 4.52 83.3 0.133 0.164 2.77 0.028 0.542
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Tabla No. 14
Cinéticas en Cultivo Continuo con
Diferentes Proporciones de Recir-
culacién de Vinaza.

Vinaza

Se § D X  Poy P'x

g/l g/1 Hr~l g/1 g/1 g/1Hr

P'on ¥ x/s -¥ pys

g/lHr gc/gs ge/gs

33

66

100

150 74.14 0.10 4.18 53.54 0,33

4.32

167.%5 109.6 0102 2.2 40.4%1 0.277 4.12

163.C 110.8 0.05 1.95 36.34 0.185 3.45

162.6 102.8 0.1056 1.64 27.86 0.174 2.95

0.058 0.73

'0.046 0.69

0.037 0.69

0.027 0.46
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Tabla No. 15

Caracterizacién de la Vinaza Ob-
tenida dei Ingenio Casasano y de
Agquellas Obtenidas en el Laborato
rio.

DQO DBO5 Sol. Bt. Sél.valé_ SALSEp. Sl.SEp.
Fijos tiles Tot. Ttales VolAtiles

mg/l  mg/l g/1 g/l g/l g/1

Vinaza del Inge
nio Casasam Es 87,400 55,000 85.67 67.61 15.60 13.16
‘tado de Morelos.

Vinaza del Mos-—

to Agotado con 85,600 48,627 110.78 79.92 13.516 7.4
33% de Recircu- R

1aridan,

Vinaza del Mos-

to Agotado con 179,800 125,700 233.84 168.81 175.65 137.5
66% de Recircu

lacién. -

Vinaza del Mos-

to Agotado con 342,000 176,800 367.98 280.45 278.11 241.41
100% &e Recir-

culacién. :
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it T T AR RN e T 0 RO

De acuerdo a la experimentacién previa,cuyos resultados se -
muestran en la Tabla 10, se obtiene ‘un valor para *mdx de 0.46 -

Hrl

. Sin embargo, durante las fermentaciones en cultivo continuo,
se tienen indicics de lavado a una velocidad de dilucidn de 0.29
He"l,

Por otro lado, con los resultados obtenidos en cultivo por -
lote, y de acuerdo al tratamiento de Linewecaver-Burk, se obtiene
una f* méx de 0.29 Hr‘l, valor muy semejante al obtenido en forma
experimental, ademds de ser mas cercano a las condiciones reales
de cultivo.

En los experimentos en cultivo por lote, previos al cultive
continuo, se alcanza una productividad m&xima de alcohol a una--
concentracién de 150 gr/l, obteniéndose un valor de 3.82 grET/lHr,
que resulta basta;te mayor que la obtenida por Rodriguez y Garcia-
(39 ) cuyo valor reportado es de 2.53 grETOH/lHr.

La diferencia en la concentracidn de indculo & probablemente,
en_las mieles utilizadas (ya que de zafra a zafra ¢ inclusive, de -
ingenio a ingenio, se pueden presentar variaclones), pueden ser --
algunas de las razaones que justifiquen las diferencias anteriores.

En lo que al cultivo continuo se refiere, las desviaciones -~
presentadas en los valores para produccidén, tanto para células como
para producto, mostrados en las figuras 19, 20 y 21, de acuerdo al
comportamiento tedrico, en el cual, estos pardmetros pefmanecerian

constantes al variar la velocidad de dilucidn, pueden tener alguna
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relacidn con un cxceso en la concentracidn de sdlidos en el medio,
;a que, a pesar de que se procura la precipitacidn de sales y go-
mas presentes en la melaza con el proceso de clarificacidn, aln
pueden quedar algunos residuos gue tiencn influencia osmética so
bre las cédlulas, trayendo una disminucidn considerable en éstas vy
en el producto a coné;ntracién do aztcares de 1%%, de acucrdo a -
lo mostrado en las Figuras 20 y 21.

Por otro lade, respecto a la agitacidn en el sistema, se ---
pretendid trabajar con un reactor continue de tangue agitado,----
(CSTR)} el cual requeria tener una velocidad de agitacidn cstable-
cida previamente y que permitiera mantener una concentracidn home
genea y constante en cualquier punto del mismo.

Se determind que una velocidad intermedia de 150 RPM impe---
dia una sedimentacidédn celular y en ¢onsecuencia, la inactividad -
celular, prevaleciendo las condiciones de anserobiosis requeridas
para la obtencidén de alcohol.

Por su parte, las fermentaciones realizadas en cultivo por -
lote muestran valores mayores en productividad de alcohol y velo-
cidades de crecimiento quetlos obtenidos por Rodriguez y Garcia -
{3Y) en fermentaciones semejantes, obteniendo una productividad -
de 2.18 grﬁTOH/lHr a una proporcién de 66% de vinaza en ¢l medio.

No parece tener influencia significativa la concentracidn de
vinaza sobre la velocidad de crecimiento, sin embargo, altas con
centraciones de la misma, afectan la preoductividad de células -

y alcohol, lo cual se muecstra en la Tabla 13.

A diferencia de los resultados presentados por Gareia, (39)
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en donde se reporta una inhibicién celular en presencia de vinaza
pero una estimulacion el la produccidn de alcohol, los resultados
presentados en este trabajo, muestran una inhibicidn on los dos -
pardmetros, come pucde observarse <.n la Figura 28 y en la Tabla-
13.

5i se considera que el etanol es un metabolito ascciado al -
crecimiento y si ademds se estd teniendo una disminucidn en las -
productividades celulares por la presencia de vinaza en ¢l medio,
se explica de csta manera la disminucidn en las produccicnes de e
tanol, tomando en consideracion que la concentracign de producto,
estd en funcidn de la cantidad de biomasa presente en cl sistema.

En lo que respecta a los resultados en cultivo continuo, la
disminucién en la productividad de alcohol, presenta un 30% si se
compara con la obtenida en la cinética sin recirculacidn, lo cual
se presenta en la Figura 28 y en la Tabla 14.

i

Por otyro lado, el andlisis presentado en la Tabla 15, para la
vinaza de ingenio y aquella obtenida en el laberatorio, muestran -
cargas orgédnicas altas. Unicamente los resultades de la fermenta--
cién 33% de recirculacién, son casi semejantes a aquellos obteni--
dos de la vinaza proveniente del lngenio Casasdno.

Desafortunadamente, estos valores elevados en carga orgdnica
se deben a que, el desarrollo de las fermentaciones sin recircula.
cién se llevé a un escaso  30% de consuma de azicares dando como-
cansecucncia, un incremsnto en los azUcarcs residuales, alcanzan
do valores del orden de 110 graAz/l (Tabla 14}, leo que trajo como -

consecuencia, el incremento tan drastico en los valores para DQO.
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Por otro lado y considerando que las condiciones ambientales
de temperatura (T=30°C), velocidad de agitacién (150 RPM) y pH --
(3.5-4.0), bajo las cuales trabajé la c¢epa de Saccharomycea Cere-
visiae utilizada, eran las adecuadas, la posible razén que origi
nd la baja conversidén de sustrato a proQucto, fué que la variedad
de la cepa no fué loq;uficientenente resistente como para sopor--
tar lgs condiciones prevalecientes a lo largo de un cultivo conti
nuo, en lo que se refiere a cuaicentracidn de sustrato y producto,-
trayendo como consecuencia, una elevacién de az@cares residuales y
productividades para etanol no del todo satisfactorias.

Por ello se hace necesaria la investigacidn de alternativas -
que mejoren las producciones, tanto de células come de etanol, prin
cipalmente, haciendo mas atractivo el proceso descrito.

Finalmente, tomando en consideracidn que existen diferentes --
compuestos, producto de la misma fermentacidn, como los alcoholes -
de fusel por ejemplo, seria conveniente, en caso de futuras inves
tigaciones sobre esta linea, utilizar un método altérnativo para --
la determinacién de alcohol, ya que los valores de rendimiento para
producto obtenidos, son algos respecto al tedrico esperado, tomando
en cuenta ademds, gque este método puede presentar interferencias --

por grupos-hidroxilo.
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Los resultados obtenidos en las fermentaciones en cultivo
continuo, muestran productividades' para alcohol que segun Quin
tero (36 ), estdn por debajo de un valor que econdmicamente se-
ria rentable, esto es, manejar productividades alrededor de -~
10 g/lbr de producto.

Por ello, resulta importante plantear algunas alternati-~
vas que, en un momento dado, pudiéran incrementar los valores
obtenidos de productividad, tanto de células como de producto,
asi como aumentar también, los valores de azlcares consumidos-
en la fermentacidn.

Una opcidn es que, en base a la ecuacidn de Monod, en la
cual, la velocidad especifica de crecimiento aumenta al aumen
tar la concentracidén de sustrato, se manejen concentraciones-
altas de éste, con el fin de gue la velocidad especifica de =~
crecimiento elevada, favorezca el crecimiento celular, dando
como resultado, mayer concentracién de biomasa, para que --
con ello, favoreciendo el metabolismo fermentativo de la leva
dura, la concentracién final de alcohol sea mayor, originando
también, el consumo general de sustrato.

Por otra parte, se ha reportado que en un cultive continuo
que opera en un rango cercano a la velocidad de @ilucidn criti
ca {Dc), presenta mayores rendimientos y productividades para
células y producto, segin el caso . (15),(18),¢(1 },(24 }.

Si se reduce el rango de variacién para la velocidad de -
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dilucion a valores que no excedan de 0.29 Hr’l. se podrian tencr resultados

interesantes.

Recirculacidén de Células.-

Con el propésitgide que la cantidad de sustrato residual sea
menor, es decit, que la mayor cantidad de este sea consumido du--
rante la fermentacidn, existe la posibilidad de uwtilizar un siste
ma de recirculacidon de células, ya quea la salida del reactor, en
un sistema continuo como el utilizado en e¢ste trabajo, se tiene -
una ¢levada concentracién celular. (25)

51 cl sistema traaja e acuerdeo al modelo de reactor completa
mente agitado {CSTR)Y, la cantidad de ¢flulas a la salida debera
ser igual a la concentracidn que existe dentro del fermentador.
Un sistema de este tipo se puede representar cn la siguiente for-
mas

F - rax - FeX

- FexXx

wEXx

Aplicando un Balance felular en‘el Tangue agitado y en el separa-
dor:
F + WF = Fa (40)

{1 ¢+ w)FF = F
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el Separador:
F = Fe + Fex {41)

considerando el balance general en el reactor se tiene:

Entra - Sale + Produce = Acumula
FX_ + WFX_ - FaX + dX . _ dXx ’
° x at vV T a Vv t42)
Si se alimenta medio estéril:
FX, =0
wFX, ~ Fax + vfdx)_ o0 (43)
dt X
crcun
En el Estade Estacionario:
dx =
at ” ¢
Utilizando la Ec. 40 en la expresién 43:
wEX, ~ (1+w)FX (gg}v o
dt /) cooim
wFX_ ~ FX - wFX + v(dx),
X )= 0.
dt J crecim
dividiendo entre el Volumen V:
wRXy _ EX _ wFx _ vfax} ,
v v v dt J crocim
wDXy - DX - wDX + dX V-0
dat
vdxX _ DXT+ wDX - wDXx
dat -~ .
v 1 dax _ 5 -wDXx
Xt g T wD
_ D+ wD - wDhXx
b - X
rh = D}l + w - wXx
X
(44)

%
il
o
—
—
.
z
—
3
|3
x
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Efectuando un Balance Celular en el Separador:

Fax p———rFeXe

FexXx
wFX

FaX = FeXe + FexXx + wFXx
Fa = FeXe + FexXx + wFXx
X X

X
Fa = FeXe + Xx|FeX + wF
X X

Xx = Fa _~ Fe(Xe/X) _ Fa - Fe (Xe/X)
X Fex + WwF Fa -~ Fe

De las ecuacicones 40 y 41:

Xx _ (1+w)F - Fe(Xe/X)
X {(1+w)F -Fe

multiplicando el numerador y el denominador per el inverso de F:

Xx _ 1+ w_-FeXe/FX
3 T+w -Fe/F (453
Sustituyendo la Ec. 45 en“44:
r'= D{ 1+w |1 - fliw - FeXe/FX
1+w -Fe /F (46)

Si Xe/X es muy cercano a cero entonces la Ec. 46 s€ reduce a:
F.= 14w {1 - "(1+w)/1+w-(Fe/F-)\ (47)
La Ec. 45 explica porqué un sistema con recirculacidn es mids-
productivo éue un cultivé cont{nuo tradicional.
El factor asociado 2 la velocidad de dilucidn D,obliga a

que éste sea mayor que la velocidad de crecimiento P-, lo que -~
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implica que el sistema tiene la capacidad de trabajar a mayo-
res velocidades de dilucién sin que esto traiga consigo un la-
vado de células, ya que, a pesar de que la velocidad de creci=~
miento P-es la misma, la cantidad de blomasa es mayor debido a
que estd presente un flujo de alta concentracién celular, con

la capacidad de operar mayores volamenes de alimentacién,
Variedad de la Cepa.-

Otro factor importante & considerar en cuanto al mejoramien
to del procesc utilizado, es el microorganismo empleado, ya --
que en el cultive continuo, es importante gue lu cepa utiliza-
da tolere concentraciones elevadas y constantes de alcohol, ya
que el sistema asi lo requiere.

Existen diferentes microorganismos productores de etanol,
peroc su eleceiéﬂ depende del sustrato utilizado.{ 7 )

Generalmente, las levaduras del género Saccharomyces han -
sido las mds utilizadas en la fermentacién etandlica.

Por otra parte, sc estd intentando obtener etanol de una
forma directa, a partir de celulosa mediante el uso de la bac~
teria anaerébica termofflica ¢lostridium Thermocellum; también
por la accidén combinada: de levaduras Saccharomyces Uvarum vy
Pachigolen Tannophilus , sobre sustrato de celuleosa y hemice-
lulosa hidrolizadas; empleando hongos del género Aspergillusy
la levadura Saccharomyccs (Cerevisiae , sobre materiales amila
ceos; la fermentacién de carbohidratos por medio de bacterias

anaerobias del género Zimemonas ; empleando levaduras del géne
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ro Kluyveromyees Marrianus para fermentar inulina {( 7 ) y final
“mente el uso de levaduras del género Sacchuromyces saké que en
los Gltimos anos ha sido de gran cstudio por presentar una to-
lerancia de alcohol hasta dé un L5% v/v (46 ).

Procesos Utilizados.-

Con el propdsito de climinar la inhibicioén por etanol du
rante la fermentacidn, se pucde utilizar un sistema de fermen-
tacion al vacio, pues se pueden tener ahorrus hasta del 798 de
la energia requerida para la destilacidn e¢n forma tradicional.

Ramalingham y col. ( 37) reportan como nhecesaria, una pre
sidén reducida de 32 mmMlg a 30% para no causar nuerte a las le
vaduras.

La utilizacidn de enzimos imovilizadas puedse ser otra alter-
nativa que mejore la obtencién de alcohol. Sin embargo,el pro-
blema no es fdcil, pues necesaric inmovilizar una gran cantidad
de enzimas, 6 en su defecto, células completas , con los consi-
guientes problemas difusiénalcs.( 7

Por otro lade, la aplicacion del Rotorfermentrador en la
fermentacion aledholica, puede ser otra alternativa due mejore
la produccién de alcohol.

Este modelo de reacgtor consiste en una membrana microporo
sa giratoria que ostd colgcada dentro de un reactor cerrado. -
Los productos metdbolicos en ol medio se remucven continuamen-

te por filtracion a traves de la membrana porosa, mientras que
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las células pueden retenerse en el fermentador.

Esta doble funcidn tanto de crecimiento y concentracidn -
celular, con la simultdnea remocidn de cualquier producto meta
bdlico, e¢s la principal funcién de este tipo de recactor.

Los detalles en cuanto a la descripcidn y funciconamiento-
del reactor, se presentan mds a fondo en los trabajos de Marga
ritis ¢ Wilke { 26}, yuienhey reportan en wires trabajoes, { 27 )
productividades para ctanol , hasta de 10 veces mdis, que aquo=-
1las obtenidas en un reactor continuo de tangue agitado {CSTR)Y.

Un Roterfermentador, pucde inclusive, ser mas atractive -
en cuanto a praductividad de producto, que un reactor continuo
con reciclado (26).

Un diagrama general de un Rotorfermentador, se muestra en

la Figura siguiente:

Fr L
1 b
Sa’ . X1=0
Xr
Vr

B

Ar

Aplicando un balance celular, sc tiene s
Bntra ~ Salc + Produce = Acumula

0 - BXr - LX1 + pKr Vr = VrdXr (48)
dar
en donde:

B = Corriente Celular &n el Estado Estacionario lﬁr”l
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Velocidad de Flujo de Filtrado 1/Hr
V = Volumen del Rotorfermentador 1
Xr = Concencracién‘Celular dentro del Rotorfermenta-
dor g/l
X1 = Concentracién Celular en el Filtrado g/1
B - Veloézdad Especifica de Crecimiento Hr 1
De igual manera un balance’'para producto, estd dado por:
Entra - Sale + Produce = Acumula

0 - BPr - LPr + Bxrvr - gprve (49}
at

en donde:

Pr = Conc. de Producto g/l

@ = Velocidad Especifica de Producto grEt/grcélHr
definiendo velocidades de Dilucidn y una Velocidad de dilu --
cién global, en base a la velocidad de alimentacién Fr, se tie
ne:

DO = Fxr _ B L

X2 =

Vr vr tve (50)
D en base a la corriente celular B
Dy =B
Vr {51)
D en base a la velocidad de filtrado:
D, = L
2 VL (52)
lo que quiere decir que:

D, =D

Do = Dy + D3 (53)

. ’ ¢ !
en el estado estacionario y considerando que X1 = 0,la Ec.48
se expresa:

~BXr + PRrVr =0 (54)
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'.L;_B_ =D1 {55}
Vr
La Ec. 49 expresada para producto bajo las mismas condiciones:
~BPr ~ LPr + XrVr = 0 (56}
PXevr = Pr(B+L) = Prfr

£- proo
5 (371

Los rendimientos tanto para células como para producto se ex~
presan como:

Yx/s _ AX _ BXr .
aAS Fr§a' - {LSr + BS3i)

. BXr {581}
Fr{So' =« Sr)

¥p/s = AP _ LPr + BPr

&S  Fri{So' - Sr)
Yp/s = Pr{So' - S§r) (59}

en donde:
Fr = Velocidad de Flujo de Medio Fresco al fermen
tador 1/hr
So' = Concentracidn de Sustrato en la Alimentacidn
g/l
Sr = Conc. de Sustrato en el Fermentador g/l
Pr = Conc. del Producto dentro del fermentador
aq/1
Si se compara la productividad obtenida en el rotorfermen
tador con aquella obtenida en un reactor continuo de tangque-.-
agitado {CSTR) se tiene:

P! ;E::-=Dx (60)

en donde:
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= Productividad para células en un (CSTR) g/lhr

P

F Flujo Volumétrico l/hr

V = Volumen del Re’actor 1

D = Velocidad de Dilucién Hr '

Para un Rotorfermentador la productividad celular se define-

como 1

Qr = BXr (61)

en donde:
Qr = Productividad en 81 Rotorfermentador gcél/lhr
B = Corriente celular en el estado estacionario l/hr
Vr = VoluUmen Neto del Rotorfermentador 1
Xr = concentracién Celular g/l
La proporcidén en productividad celular del Rotorfermentador y
el CSTR, Rx, estd dada como:
Rx = (BV/VrFHXz/X} (62)
En el estado Estacionario la velocidad especifica f. en cada -
sistema estd dada como: ‘
o = F/V = B/vr (63)
Si se asume gue el rotorfermentador opera a la misma velocidad
de c'recimien‘to‘rp que en el CSTR, la ec. 62, se reduce a:
Rx "= Xr/X (64)
La Ec-. para la concer;tracién -celular en CSTR, se define como -
lo expresa la Ec. 29.
X ="‘-Yx/s (so - s
y para el Rotorfermentador:’
Xr = ¥x/s (So' - Sr) (65)

Si los dos fermentadores operan a la misma concentracidn de susg



=-123~

trato,cumpliendo la expresién de la Ec.64 y asumiendo los mis
mos valores de rendimiento, pueden combinarse las expresiones
29 y 65, obteniéndose:

Xr_ Fr 1 +
AL L o

X B (66)

Rx= 1 +

T wiee

(67)

Las ecuaciones 65 y 66 muestran que pueden alcanzarse eleg
vadas proporciones de productividad, empleando el Rotorfermen-
tador, empleandc una relacién alta de velocidad de alimenta --
cidn y de velocidad de corriente celular.

De ahi, por medio de una adecuada seleccién de velocidades
de flujo, el rotorfermentador puede cubrir las funciones de un
fermentador tradicional y un separador de células.

Con respecto al producto, se puede obtener la misma propor
cidén de productividad, de acuerdo a las expresiones para ésta,

en CSTR y rotorfermentador como sigue:

(Fr/Vr)pr B/Vr +{(L/Vr)Pr

Rp= - (68)
(F/V}) P (F/V) P
Considerando gue;
p=8 _E
vr v
la Ec., 68 se reduce a:
Rp = 1 + {Dy/Dy )(Pr/P} (69)

en donde Rp es la proporcidén de productividades psm producto en
CSTR y en el rotorfermentador.

"En la Ec. 69, si PrY P y D27 D1, entonces la proporcidén
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Rp es mayor a 1. De agui que la adecuada selecccidn en las con-
dicones de uvperacidén pava que Dy 7D y ademds sea mawxima, mien-
tras que prdp, es posible alcanzar elevadas productividades
para producto.

Algunas ventajas ¢n el uso de un rotorfermentador y otros
sistemas como reciclado, se presentan ¢l los trabajos de Marga

ritis y Wilke { 27).
Inmovilizacién de Cé¢lulas.-

Actualmente, el uso de cdélulas inmovilizadas en procesos
industriales, ha tenido considerable atencién en los dltimos -
anos.

Algunos de los sistemas inmovilizados para células se es
tdn utilizando ahora para la produccidn de jarabes fructosa-
dos y amino&cidos estereoespecificos, ademds de la intensa --
investigacién realizada por paises desarrollados, para la ob-
tencién de combustibles y derivados del petrdleo.

Para efectuar la inm&vilizacién, las células pueden adhe
rirse a sustancias de intercambio i6nlco lnsulubles en agua, -
por enlacés cruzados de célula a célula o entre células y un-
acarreador con un reactivo bifuncional, o atrapindolas a un -
polimero donde permanccen fisicamente retenidas.

Las ventajas de,utilizar un sistema do este tipe, rvadican
en gue pueden alcanzarse cantidades mayores do células por va
Idmen de fermentador, gue en un sistema por lote,continuo & con
reciclado, dando en consecuencia, una mayor produccion de al-

cohol. Ademds, no es necesaria la remocidon 6 reciclado de cély
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las, lo que hace mids eficiente la obtencidn de producto. Por
dltimo, el mantener una velocidad de crecimiento, no es un fac
tor limitante para manejar una determinada velocidad de dilu-
cidén, por lo gque las velocidades dc flujo pueden optimizarse -
para un mejor funcionamiento en el sistema, ademds de que se
minimizan las posibilidades de contaminacidén, por las eleva--
das velocidades de dilucidén y por las altas densidades celula-
res.

Williams y Munneke ( 46 ) reportan productividades para al
cohol en Saccharomycea cerevisiae, utilizando alginato y c¢loru
ro de calcio, hasta de 53.8 gETOH/lHr, a una velocidad de dilu

cién & 4.6 Hr_]', para concentracién de glucosa de 100 g/1.
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