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Objetivo
El objetivo de esta tesis es crear una base de datos con los microorganismos mas
comunes que nos permiten, con base a su metabolismo, la produccion de etanol,
elegir a los 3 mejores y posteriormente modelar un reactor de fermentacion para
produccion de este alcohol y comparar los resultados de los modelos de crecimiento
utilizados.

Alcance
Analizar distintos microorganismos productores de etanol, de los cuales se elegira
la mejor opcion de acuerdo con las condiciones ambientales, disponibilidad,
eficiencias y produccion.
Disefiar un biorreactor tipo batch para Unicamente analizar la importancia de elegir
el modelo de crecimiento correcto para nuestro proceso.

Justificacion
Aun cuando hoy en dia contamos con diferentes alternativas de combustibles para
producir energia, el que tiene mayor uso sigue siendo el petroleo, pese a que es
uno de los primeros combustibles en usar para este fin y que tardaria miles de afios
para que pudiera volver a producirse, pues es producto de la biomasa de hace
millones de afios por lo que es un recurso que se va a agotar y no podremos
disponer de él. Por esta razon, los ultimos afios ha sido de mucho interés buscar
otras alternativas que convengan para reemplazar al petréleo, pues, aunque cada
vez es mas escaso sigue siendo mas barato, eficiente o sencillo en su proceso de
obtencion.
En esta tesis se pretende contribuir con informacion acerca del etanol como
biocombustible, ya que es una de las opciones que se han explorado, pero aun tiene
muchas deficiencias o desventajas frente a otros combustibles.
Uno de los retos es encontrar una mejor opcién para llevar a cabo el proceso de
obtencién de etanol, ya que aun esta tecnologia no es suficiente, pero cualquier
aportacion es un paso adelante para encontrar al combustible que en un futuro nos
hara dejar de preocuparnos por la escasez del petrdleo y ojala, todas las
contribuciones futuras, como esta, sean pensadas en que el medio ambiente se
dafe cada vez menos.
El etanol como combustible es un compuesto que nos promete reducir las emisiones
de gases de efecto invernadero en mayor o menor medida, dependiendo de la
genética de la bacteria al hacer los procesos fisicoquimicos de su metabolismo y
como se utilice, por lo que muchos no hemos descartado la posibilidad de que sea
uno de los biocombustibles del futuro.
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Metodologia de investigacion
Busqueda bibliografica de todos los microorganismos capaces de producir
etanol via fermentacion
Generar los parametros cinéticos a partir de datos experimentales reportados
en la literatura
Comparar los microorganismos a partir de sus parametros cinéticos
Emitir una serie de recomendaciones sobre los microorganismos mas
idéneos para la produccion de etanol biocombustible
Seleccionar los tres mejores microorganismos de acuerdo con las
recomendaciones emitidas anteriormente y sus condiciones ambientales de
crecimiento.
Disefiar un biorreactor para comparar los modelos de crecimiento de los
microorganismos elegidos.



CAPITULO |I.
INTRODUCCION

Generalidades:

El etanol (C2HsO), también conocido como “alcohol etilico” o H H H
“alcohol de cafia” es un compuesto quimico organico | /
perteneciente al grupo de los alcoholes por su grupo H—C—C—O0O
hidroxilo (-OH) de cadena lineal, el cual en condiciones [ ]
normales de temperatura y presion se presenta como un H H

liguido incoloro e inflamable ya que reacciona

exotérmicamente con el oxigeno del aire para producir 6xidos de carbono (CO y
CO2), con olor caracteristico, es mas volatil que el agua debido a la presencia de la
cadena de carbonos en su molécula y es también un excelente disolvente y
desinfectante.

Gracias a sus propiedades fisicas y quimicas el etanol es usado en muchas
industrias como la industria farmacéutica, industria cosmética, industria quimica,
industria alimenticia (en bebidas alcohdlicas, vinagres y conservas), aunque
normalmente se suelen dividir en 3 usos principales a nivel mundial, como se
muestra en la figura 1. Con el paso del tiempo se fueron estudiando y comprobando
todos estos usos, actualmente uno de los mas importantes y el que analizaremos
en la presente tesis es su uso como un combustible renovable.

2%

m Solventes industriales

= Combustible y

combustibles aditivos

= Bebidas

Desinfectante

= Cuidado personal

= Otros

Figura 1. Distribucién global del uso de etanol en el mundo.!

L https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/ethanol-market



Formula CH3CH20H

Peso molecular 46.07 (g/mol)

C 52.24%

Composicién H 13.13%

o] 34.73%
Punto de ebullicion 78.3 °C
Punto de fusion -130 °C

Densidad a 20°C 0.7893 g/cm3
Temperatura de ignicién 363 °C

Punto de inflamacion (Flash point)

al 100% 12 c

Temperatura de autoignicion 793 °C
Calor especifico a 20°C 2.42 J/ig°C

Viscosidad a 20°C 1.17 cP

Tabla 1. Datos generales del etanol

Etanol como combustible

Se le conoce como biocombustible a un combustible de origen biolégico obtenido
de materia renovable a partir de restos organicos como plantas y animales, estos
son quemados para liberar su energia almacenada en forma quimica, usandolos
mayoritariamente para suplir parcial o totalmente a los combustibles fésiles. Bajo
esta definicion la primer fuente de combustible que conocié a humanidad también
fue de origen biologico puesto que fue el petréleo y éste proviene de restos fosiles
de seres vivos acumulados de hace millones de afios, el problema es que asi como
se fueron acumulando por millones de afios nosotros los hemos ido explotando en
tan solo unas pocas decenas de afos, aproximadamente el 90% de la energia
consumida en el mundo proviene de esta fuente, el petrdleo no es un combustible
renovable y por lo tanto, llegara el momento en que dejara de producirse energia
por este medio por falta de fuentes para extraerlo. Es importante sefalar que hoy
en dia el 70% de las reservas de petrdleo en el mundo se encuentran en el medio
oriente, hecho que hace inestable los precios del petréleo sean inestables debido a
los riesgos geopoliticos y las guerras.



Los biocombustibles existen desde la invencion de los automoviles. En 1895 el Dr.
Rudolf Diesel desarrollo el primer motor con diésel, cuyo prototipo ya estaba previsto
que funcionara con aceites vegetales, a principios del siglo XX, Henry Ford
considerd esta tecnologia para arrancar sus célebres Modelos T, los primeros
motores diésel, incluso llegaron a funcionar con aceite de mani, pero el
descubrimiento de inmensos depositos de petrdleo mantuvo la gasolina y el diésel
a precios muy bajos durante décadas sin mencionar que se percato que la gasolina
tiene un 43.8% mas contenido energético por unidad de volumen que el etanol. Los
depositos de petréleo se conocen como fésiles porque estdn hechos de plantas y
animales que se quedaron enterrados durante millones de afios.

Con el paso del tiempo se fue consolidando mas el mercado de los biocombustibles
y con ello su clasificacion, existen diferentes tipos divididas en generaciones, pero
utilizaremos la que se basa en su materia prima o el insumo utilizado para su
produccion y la tecnologia empleada.

Generacidn Insumo Biocombustible Tecnologia
Agricola (partes Etanol, metanol,
alimenticias de las | n- butanol

plantas con alto

Fermentacion

Primera : Biodiésel Transesterificacion
contenido de
almidon, azlcares ., . ., .
y aceites) biogas digestion anaerobia
Residuos agricolas Sacarificacion-
y forestales Etanol F_erme,ntamon
simultanea

Segunda | compuestos

principalmente por | Etanol, metanol y Proceso Fischer-

Tropsch (GTL) o

celulosa gas de sintesis (BTL)

Desechos

organicos, no . »

orgénicos Ingenieria genetica,
g y los procesos de

productos

produccion se

vegetales no .
encuentran a nivel

comestibles de

Tercera . . Biodiesel y etanol | de planta piloto, y se
crecimiento rapido . X
: siguen  estudiando
y alta densidad .
- los insumos para
energética, se les .
. mejorar el desarrollo
denomina como .
s L3 de la tecnologia
cultivos
energéticos”
Generacion
. completamente
Bacterias L
fo: tedrica, no ha
Cuarta genéticamente Etanol o
o llegado ni siquiera a
modificadas

planta piloto,
solamente se




conoce la sintesis
de etanol a partir de
anhidrido carbonico,
sin embargo, todo
depende de la
genética de la
bacteria y puede
tener desventajas
termodinamicas
importantes.

Tabla 2. “Insumo, biocombustibles y tecnologias de la clasificacion de los

biocombustibles”

Generacion Ventajas Desventajas
Se considera un impacto
Amplia exploracion de esta | negativo el destinar como
generacion, considerada materia prima productos
energia renovable (si se agricolas que se podrian
considera que el ciclo de aprovechar como alimento
. plantacion y cosecha se para personas, ademas los
Primera , .
puede repetir procesos anteriormente
indefinidamente teniendo en | mencionados implican un
cuenta un campo de cultivo | consumo elevado de agua
Optimo y que no se agoten dulce, agroquimicos y la
los suelos) deforestacién, asi como
también los costos sociales.
La ventaja principal es que
No es necesario recurrir a
productos alimenticios, .
. : Estos procesos tienen un
ademas hay mayor variedad | _. ..
. ) nivel de complejidad y
de materias primas y no es .
. ’ costos mas alto que los de
necesaria la plantacion de . o .
: . primera generacion, ademas
insumos, incluso nuestra o
Segunda o . . no disminuyen tanto los
materia prima podria servir :
gases de efecto invernadero
para recuperar terrenos
. . como en los
erosionados y fijar CO2 a ) i .
. . biocombustibles de primera
través de su sistema de -
. generacion
raices y, por supuesto no
requieren el uso masivo de
agroguimicos
Las ventajas de esta Las desventajas incluyen la
generacion son muy posibilidad de
Tercera prometedoras en cuanto el desertificacion en las tierras

ahorro de las emisiones de
GEl, pues se ha obtenido un
balance positivo, también es

debido al alto nivel
energético por unidad de
area y los nutrientes que
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posible que se puedan necesitan algunos de los
utilizar aguas residuales y Insumos, ya que suelen ser
tierras marginales muy perjudiciales para el
medio ambiente y por
supuesto el costo de
inversién y mantenimiento
de estos cultivos aun es
elevado

Se tiene gran fe en la
modificacion genética ya que
los beneficios son muchos,
su objetivo principal son la
captacion y almacenamiento
de carbono.

La investigacion es muy
cara y requiere de mucho
tiempo

Cuarta

Tabla 3. Wentajas y desventajas de la clasificacion los biocombustibles”

Existen diferentes métodos para obtener biocombustibles, estos dependen de la
naturaleza de la biomasa, su uso energético y el uso que se le dara al combustible,
tales métodos son:

e Mecanicos: Este es quiza el mas comun, sus técnicas son el astillado, la
trituracion y la compactacion, para ello se usan productos como lefia, astillas,
briquetas o aserrin (sélidos) y cominmente el combustible obtenido de ello
se aprovecha para calefaccion o electricidad.

e Termoquimicos: Usan método de pirdlisis y gasificacion con carbon, aceites
y gasogeno generalmente después de su transformacién se usa en la
calefaccion, electricidad, transporte y la industria quimica.

e Biotecnoldgicos: Las técnicas usadas son la fermentacion, digestion y
anaeroébica con etanol o biogas para transformar en combustibles para el
transporte, la industria quimica, calefaccion y electricidad.

e Extractivos: Técnica de extraccion y fisicoquimicas donde se usan aceites,
ésteres e hidrocarburos para transformar y usar en la industria quimica y el
transporte.

Varios paises del mundo estan invirtiendo en desarrollar tecnologia que haga a los
biocombustibles como el etanol y su derivado el 2-etoxi-2-metilpropano o 5-etil-ter-
butil-eter (ETBE) una fuente de energia como alternativa mas productiva rentable y
de grandes volumenes, reducir la importacién de hidrocarburos y la emision de
gases de efecto invernadero, pero la historia con los combustibles en cada pais es
diferente y no tienen el mismo desarrollo ni escasez del petroleo.

Actualmente el etanol se emplea con gasolina convencional en mayores 0 menores
proporciones, pero casi no se sustituye completamente debido a que la mezcla con
gasolina le da estabilidad y resta volatilidad (las mezclas pueden ser E5, E10, E20
y hasta E95, refiriéndose al porcentaje de etanol en la mezcla 5%, 10%, 20% y hasta
95%) con este tipo de combustible se producen 91% menos emisiones de gas
invernadero, que con el uso de gasolina pura.

En la tabla 2 se muestran las principales caracteristicas y diferencias del etanol y
una gasolina tipica:

11



Parimetro Unidad Gasolina Etanol
ki/kg 43.500 28.225

Poder calorifico inferior

k)fitro 32180 22.350
Densidade kg/litro 0,72 -0,78 0,792
Octanaje RON (Research Octane Number) - 90-100 102 -130
Octanaje MON (Motor Octane Number) - 80 -92 89 -96
Calor latente de vaporizacion ki/kg 330 -400 842 -930
Relacion aire/combustible estequiométrica 14,5 9.0
Presion de vapor kPa 40 -65 15-17
Temperatura de ignicion eC 220 420
Solubilidad en agua % en volumen ~0 100

Tabla 4. Propiedades de la gasolina y el etanol.2

2 API1 (1998) y Goldemberg y Macedo (1994)



CAPITULO 1I.
HISTORIA DE LOS COMBUSTIBLES EN EL MUNDO

Brasil

La situacion en Brasil con respecto al combustible es muy importante ya que este
pais ha sido pionero en la implementacion de esta tecnologia y uno de los
productores mas importantes de etanol a base de cafla de azucar tal como se
muestra el proceso en el esquema 2, junto con EE.UU (aunque estados unidos basa
su produccion de etanol en maiz), ambos tienen experiencias de éxito gracias a las
politicas gubernamentales que legislan a favor de una “combustion limpia”
fomentando el consumo del etanol anhidro e invirtiendo fuertemente en tecnologia
para su desarrollo.

Plﬂ‘g’a }'J.gua

Levadlirg
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l L I »
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Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de produccién de etanol a partir de cafa
de aztcar®

En Brasil el desarrollo de la tecnologia de produccion hasta el uso final de éste tiene
un origen de 1905 — 1925 donde el gobierno establecié que se debia mezclar 5%
de etanol en la nafta importada hasta alcanzar niveles de mezclado con gasolina de
50% en 1943. Después de algunos afos de estabilidad en la compra de la gasolina
debido al decremento del costo a causa de la segunda guerra mundial en 1975 se
creo el “Programa Nacional de Etanol” (Programa Nacional do Alcool — Proalcool)
como medida compensatoria de la pérdida brutal de la cuota de mercado que
estaban pasando los productores de azucar en Brasil. Su principal objetivo fue
volver a impulsar el uso del etanol anhidro (100% etanol) y el etanol hidratado (96%

3

https://www.researchgate.net/profile/Julian_Quintero/publication/26496690/figure/fig2/AS:34074980049305
6@1458252491009/Figura-2-Esquema-del-proceso-de-obtencion-de-etanol-a-partir-de-maiz.png
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etanol, 4% agua) en los motores y asi introducir nuevamente al mercado brasilefio
una mezcla de combustible con alcohol ademéas de que se siguieran desarrollando
las tecnologias para la produccion de este compuesto.
Asi en 1979, fueron lanzados al mercado interno los dos tipos de etanol:
¢ Anhidro: También conocida como gasolina oxigenada, debe contener menos
del 0.6% de agua, se usa para mezclar junto con la gasolina en proporciones
de 20 a 25% en volumen de etanol (segun las normas de cada pais el etanol
se puede mezclar con 5% hasta 25% en volumen de agua segun las normas
de cada pais). El uso de esta mezcla se considera necesaria y beneficiosa
para el medio ambiente ya que mejora la combustién de los motores de
explosion interna y reduce las emisiones de gases contaminantes.
e Hidratado: Para uso directo en motores de ciclo Otto en automoviles
modificados ya que han sido debidamente adaptados para este combustible.
Este etanol proviene directamente de la torre de destilacion y a partir de este
se puede también pasar a etanol anhidro mediante un proceso adicional que

remueve la mayoria del agua del combustible.
*Los porcentajes de etanol/agua que se expresan deben ser medidos a 20°C

De 1975 a 2000 Brasil logro evitar la emision de 110 millones de toneladas de CO2
en la atmosfera, esto con la produccion de aproximadamente 5.6 millones de
vehiculos con motores a prueba de etanol, ademas de la aprobacion gubernamental
de la mezcla de gasolina con etanol en un 25% por cada litro de gasolina.

Para 2003, durante el gobierno de Lulo da Silva, Brasil tuvo que contemplar otra
opcion para el combustible de sus vehiculos, pues en este afio la invasion de Irak
por el gobierno de Bush (EE. UU) restablecié una nueva ola de alza en los precios
del petroleo asi que comenzaron a fabricar vehiculos “Flex-fuel”, estos vehiculos,
como su nombre lo indica tienen la flexibilidad de funcionar con varios tipos de
combustible. Los Flex-fuel tienen componentes modificados especialmente para ser
compatibles con las propiedades quimicas del etanol, estas modificaciones
garantizan un funcionamiento uniforme y larga vida.

A partir de este momento varias industrias automotrices comenzaron a lanzar al
mercado sus vehiculos Flex-fuel como lo son; Volkswagen, Chevrolet, Fiar, Ford,
Peugeot, Renault, Toyota, Honda, Mitsubishi y Citroen, la competencia ayudé a
hacer mas accesible la obtencién de esta tecnologia y permitié a las clases media
y baja obtener este tipo de vehiculos.

Después del 2005, con la intensificacién de la gravedad del calentamiento global a
causa de los gases de efecto invernadero (GEI), varios paises comenzaron a darle
una oportunidad a esta nueva tecnologia y verla con mejores ojos para integrarla a
Su matriz energética haciendo a Brasil su productor de Etanol.

En la figura 3 se puede observar el crecimiento en Brasil de las ventas de vehiculos
Flex-fuel en el mercado interno y las exportaciones de azlcar en el mercado externo
del afio 2000 a 2010.
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Figura 3. Crecimiento de venta de vehiculos Flex-fuel en Brasil del 2000-20104

A partir del 2010 la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA)
clasifico oficialmente el Etanol de Brasil como un “biocombustible avanzado” capaz
de reducir los (GEI) un 90% comparado con la gasolina.

La produccion de alcohol alcanz6 sus niveles maximos en 2010, tal como se puede
ver en la figura 4, donde se hace una comparacion entre el Préalcool (proyecto
aprobado entre 1976 y 1986 para la produccion de etanol) y Total Flex-Fuel que si
logré tener un buen impacto de aceptaciéon en el mercado gracias al plan y las
circunstancias presentadas en esos afnos.

30

24 -
Total Flex

18 Fuel

12 Proalcool

Fase ll

Fase |

1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1935 2000 2005 2010

En Mil Millones de litros (MMM/!)

Figura 4. Comparacion entre Proalcool y total Flex-fuel de 1960 a 2010.5

Los ultimos datos de Brasil, en el 2020-2021 arrojaron que los costos el etanol
producido oscilan entre los 0.55 y los 0.60 USD por litro, tal como se muestra en la
figura 5.

4 Datos: FAOSTAT 2010; ALICE-Web/SECEX 2011 y ANFAVEA 2011.
5 Fuente: modificado de MAPA 2010
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Figura 5. Precios de etanol en Brasil por litro (USD)®

Para Brasil, la actividad cafiera es casi tan antigua como el mismo pais, Sao Paulo
se convirtid en su principal ciudad productora de etanol, desde 1930 hasta la
actualidad produciendo mas de 8,500ML de etanol hidratado. Petrobras (Petréleo
Brasileiro S.A) es una empresa semi publica de capital abierto, es el principal
comprador y distribuidor de etanol en Brasil, fue creada en 1953 siendo la mayor
empresa de Brasil, opera en Albacora-Leste con un 90% del campo y el 10%
restante lo posee Repsol. Brasil comercializa gasolinas A (sin etanol) y C (mezcla
E20, E23 o0 E25), en sus variantes Comum (con octanaje de 87) y Premium (con
octanaje de 91), sus operaciones principales son cuencas, refinerias, terminales y
oleoductos, central térmica, gasoductos y plantas fertilizantes, es la tercera
compainiia industrial mas grande de Latinoamérica con ingresos cercanos a US$100
mil millones.

Al concluir el 2020, Petrobras alcanzé una produccién promedio de 2,7 millones de
barriles diarios de petréleo y gas natural pese a las condiciones que enfrentaron por
los contagios del virus del SARS-CoV-2, lo que ocasiondé que el consumo de
gasolina cayera un 65%, un 50% el de diesel y un 50% el de queroseno de aviacion,
ya que algunas plataformas se paralizaron y redujo la demanda del producto.

Pese a las dificultades del afio Petrobras pudo sostenerse con una buena
produccion y segun las metas de Petrobras, proponen elevar su produccion de
petréleo y gas natural hasta 3,5 millones de barriles diarios para 2024.

También en 2017 Brasil lanz6 “Renovabio”, una politica nacional de biocombustible
para desarrollar una mejor y mas grande produccion de bioetanol y reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI). El objetivo de esta politica es ir
escalando en la produccion de etanol hasta 26.700 millones de hL a 37.700 MhL en
2028 y con ello reducir un 20% las GEI. La parte mas ambiciosa de este proyecto
es en la década de 2030-40 usar el etanol como fuente de hidrégeno en futuras
celdas de combustible destinadas a los motores evitando las baterias de litio.

® https://www.globalpetrolprices.com/data_download.php
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Estados Unidos
Estados Unidos, se introdujo en el mercado de etanol como combustible con una
estrategia en la década de 1980, Brasil por su parte ya tenia una amplia experiencia
y un mercado mas consolidado, pero a partir del afio 2000 invirtié6 alin mas en su
tecnologia y el proceso para disminuir la emisién de gases de efecto invernadero y
su dependencia del resto del mundo en cuanto a los combustibles, lo cual le permitié
posicionarse hoy en dia en el pais que mas produce etanol del mundo.
A comparacion de Brasil con la producciéon de etanol a base de cafia de azucar,
Estados Unidos apostd por el maiz, al principio optd por dos procesos, el de
molienda seca y molienda hiumeda, que después de la experiencia con ambos se
descarto el de molienda humeda ya que tenia una menor eficiencia. Esta inversiéon
trajo otros beneficios para estados unidos como; mayor produccion de insumos
(maiz), subsidios agricolas para asegurar la materia prima y otro de 0.5 ddlares por
galdn para los procesadores de etanol, ademas pusieron cuotas arancelarias para
los importadores de etanol de Brasil para disminuir la competencia favoreciendo su
producto con precios mas bajos o mayores ganancias que la contraparte.
El plan de estados unidos con este combustible es que, asi como cada vez buscan
producir mas también se busca utilizar mas, las cifras de su crecimiento se pueden
apreciar en la tabla 5.

Concepto 2009 2018 TCPA (%)

Produccion 39, 557 63, 143 5.4

Consumo 40, 794 70, 897 6.4
Importaciones 1, 237 7,754 22.6

Tabla 5. Crecimiento de la industria del Etanol en E.U (millones de litros)

El crecimiento de la produccion y el consumo del etanol aun asi ha tenido que seguir
planes (exentando al etanol del 10% del impuesto de 4 centavos de dolar de la
gasolina) y aprovechado oportunidades como los periodos de escasez de petrdleo,
pues frente a este combustible es dificil el crecimiento de la tecnologia del etanol.

Estados Unidos ha promovido la produccién y el uso de etanol como combustibles
tratando de cumplir dos propdésitos:

- Disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero que provienen de los
motores de combustidén interna usando la combinacién de gasolina con
etanol.

- Aumentar el octanaje de la gasolina.
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El octanaje es una caracteristica que distingue la calidad y la capacidad
antidetonante de un combustible como la gasolina o el etanol al comprimirse la
mezcla dentro el cilindro de un motor, esta capacidad nos dice que tanto se pueden
evitar las detonaciones y explosiones en las maquinas de combustién interna para
gue se libere o produzca la maxima cantidad de energia Uutil.

Esto no significa que entre mas octanaje mejor aprovechada sera la energia, sino
gue debe tener un tiempo exacto dependiendo del motor, cuanto mas pueda subir
el pistdén del coche sin que la gasolina explote, mas se puede aprovechar la energia
generada, por eso es por lo que depende el motor.

Ademas, uno de los principales componentes de la gasolina es el metil terbutil éter
(MTBE) usado para su oxigenacion y mejor combustién, este componente es
altamente contaminante y se puede sustituir por el etanol, Estados Unidos ha
logrado sustituir enormemente este contaminante gracias las politicas e inversiones
anteriormente ya mencionadas, tal como se muestra en la figura 7.

A pesar de los esfuerzos de estados unidos por sustituir este compuesto, este pais
no ha dejado de lado la venta de MTBE, pues exporta grandes cantidades a paises
latinoamericanos y asiaticos, principalmente México y China, esto debido a que es
un compuesto fésil que se obtiene como derivado del petr6leo ademas de que es
mas econdmico que el etanol, pero como se plante6 anteriormente estados unidos
esta luchando por depender lo menos posible de los combustibles fosiles e invertir
en la tecnologia del etanol esperando pronto sea mucho mas rentable.

El precio del MTBE en 2020 oscilo entre los 7.70cent/galon hasta 135cent/galon
FOB (Free on board) que se refiere al precio con costos y riesgos del envio.

" https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Esquema-del-proceso-de-obtencion-de-
etanol-a-partir-de-maiz_fig2_ 26496690
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Las desventajas del etanol frente al MTBE son que, al no ser fésil, absorbe la
humedad del ambiente, generando problemas en las infraestructuras de las
estaciones de servicio, ya que en la mayoria de los paises estas estaciones no estan
construidas para evitar esto, pues son necesarios aditivos inhibidores de corrosion.
Ademas, la gasolina debe ser mezclada con etanol hasta la terminal, ya que, si la
mezcla se transporta por los ductos o algun otro medio de transporte esta absorbe
la humedad de los contenedores de traslado generando aumentos de costos
enormes para adecuar el transporte, ademas no se puede almacenar por tiempos
prolongados ya que también generan humedad, y de ser asi se genera oxido en los

tanques y este contaminante terminaria en los vehiculos generando fallas.
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Figura 7. Demanda de oxigenantes de gasolinas en EE. UU. (galones de gasolina
equivalente.®

El crecimiento de la produccién y la demanda de etanol en Estados Unidos en la
Gltima década ha abierto el debate sobre la tecnologia preguntandose a cerca de
estudios especificos sobre el perfil quimico, biotecnolégico, y el impacto ambiental,
econdémico y social, estos primeros estudios arrojan los verdaderos rendimientos,
costos y rentabilidad, siendo que, en el caso de etanol aun no es muy rentable.

El objetivo de Estados Unidos, como se menciond anteriormente es hacer mas
rentable el uso de etanol en base a su costo y beneficio, desde el 2000 el volumen
de etanol producido en este pais ha tenido crecimientos significativos y acelerados,
las dltimas cifras de 2020-2021 muestran que incluso en promedio es mas barato
gue el etanol de Brasil, pues oscila el precio entre 0.51 y 0.56 USD como se muestra
en la figura 8.

8 http://www.scielo.org.mx/img/revistas/regsoc/v24n53/html/a7{6.htm



http://www.scielo.org.mx/img/revistas/regsoc/v24n53/html/a7f6.htm

0.56

: I I I | | |
cﬂ} R\

49 40
o {\0\,-'1'01'\0\1 ’LQF:U\"'"LQ?O* Q(\O '1616 3610@,10’1'6 0,6\‘“1&;,(0 X9 Qj;,@"bn‘;o ge®”
16 ™ A A VA P A 0&,95‘ f},é‘ o ls,eﬁ oY

Figura 8. Precios de etanol en Estados Unidos por litro (USD).°

La variacion de precios no es muy grande actualmente, pero hay que tomar en
cuenta que Brasil lleva muchos afios mas invirtiendo en esta tecnologia a
comparacién de Estados Unidos.

Etanol en el mundo

Aproximadamente el 80% del etanol producido que se consume en el mundo es
utilizado como combustible, la produccion de etanol estd fuertemente ligada al
sector de materias primas, ya que en general este es producido a base de maiz y
cafia de azUcar, y al petroleo (como se muestra en la grafica 10 con respecto a los
precios de cada uno de estos factores), aunque algunos investigadores consideran
que también depende del cambio climatico y el medio ambiente, pues influyen en
gue mas paises busquen alternativas sobre como disminuir la contaminacion y
otorgan incentivos para la investigacion y produccion del etanol.
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Figura 9. Precios del etanol, gasolina y maiz en Estados Unidos (DLS).10
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Como ya analizamos EE. UU. y Brasil dominan la produccion de este compuesto y
su consumo mundial pero los paises que siguen en esta lista de productores son;
China, India, Canadéy la Union Europea.

En la grafica 11. Se muestra el consumo mundial de etanol, del cual en 2019 se
produjeron 131 287 millones de litros, de los cuales Estados Unidos aporto 47% y
Brasil el 26%
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Figura 10. Consumo mundial de etanol (miles de millones de litros).11

Total
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No soélo debe analizarse el consumo, sino también la produccién, uso y
comercializacibn de este producto en cada pais para observar la verdadera
importancia de este combustible.

En la tabla 6 podemos observar la oferta y demanda del etanol en diferentes paises
en 2019.

Produccién Consumo **Comercio
Pais Total Combustible Pais Total Combustible Pais Importaciones | Exportaciones
Estados Unidos 61,552.0 59,690.9 Estados Unidos 57,105.4 54,361.6 Japén 1,531.2 0.2
Brasil 33,875.2 30,552.8 Brasil 33,290.7 31,125.9 Brasil 1,344.8 1,929.3
China 11,049.4 4,311.0 China 11,130.8 4,411.0 || Estados Unidos 1,344.8 5,791.5
*Unidn Europea 8,294.1 5,533.9 || *Unidn Europea 9,063.1 6,025.1 Canada 1,268.9 81.3
India 3,089.3 2,000.0 India 3,689.3 2,000.0 ||*Unién Europea 1,230.0 250.0
Canadd 2,113.8 1,900.0 Canadd 3,301.3 3,120.0 India 675.0 55.0

Tabla 6. Oferta y demanda del etanol en varios paises (millones de litros).12

Algunas de las ventajas de que mas paises se comiencen a interesar y con ello a
invertir en esta tecnologia es que se abaratan los costos de materia prima para la
produccion gracias a las grandes cantidades de cosecha de maiz y cafia de azlcar,
ademas de que al invertir mas en tecnologia se espera que este proceso sea mas
eficiente e incluso se encuentren alternativas de produccién a base de materias
primas de segunda y cuarta generacion, asi como desechos organicos.

Una de las desventajas son los conflictos comerciales, pues estos hacen que se
cobren aranceles por la importacion ya sea de la materia prima como del etanol,

11
12
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como es el caso de China con Estados Unidos que aplico un costo extra a las
importaciones de maiz de origen estadounidense como respuesta al impuesto del
acero y el aluminio que importan de China.

Los precios actuales del etanol en el mundo se muestran en la grafica 12. Para
2021, donde se puede ver que Estados Unidos ha rebasado a Brasil en conseguir
la produccién de un etanol barato.

Precios del etanol, 01-feb-2021
(litro, U.S. Dollar)

Estados Unidos* 0.562
Brasil* 0.596
Tailandia® 0.650
Francia® 0.843
Suecia® 1324
Espafia” 1.768

0

0.4 0.9 13 1.97
Figura 11. Precios del etanol 2021.13

Ya que el precio del petréleo y la gasolina inevitablemente siguen al alza (por ser
un recurso no renovable) es recomendable seguir invirtiendo en el etanol como
combustible, sobre todo para aquellos paises que carecen ya de petréleo si no
quieren depender aun mas de las importaciones crecientes del combustible en la
proxima década.

Matriz energética mundial

El consumo energético practicamente comenzo con el uso del fuego, desde que el
hombre aprendié a usarlo busco maneras de generarlo y mantenerlo vivo con
combustibles y estos se fueron innovando a medida que se aprendia como obtener
trabajo a partir de la combustion, en este proceso se comenzaron a usar materiales
como la madera, el carbdn, el petréleo y este ultimo ha sido la fuente de energia
mas usada por el mundo.

El petréleo se usa desde la antigliedad, desde las primeras civilizaciones, se sabe
gue los pueblos de Mesopotamia hacian comercio con lo que llamaban betin o
asfalto, los griegos lo usaban como un arma, el llamado “fuego griego” que
basicamente era derramar petroleo en el mar y prenderle fuego cuando las flotas
enemigas se acercaban, en Iran ya habia pozos de petrdleo hace aproximadamente
500 afios aC y los chinos buscaban el petréleo bajo tierra para uso doméstico y
alumbrado. También los indigenas de la época precolombina en América lo
conocian y lo usaban como impermeabilizante para las embarcaciones.

Como podemos leer no este recurso se ha explotado desde hace miles de afios, y
como ya se menciond en el primer capitulo la primera vez que se intentd sustituir el
petréleo por otro combustible se descarto gracias a la llegada de la Segunda Guerra
Mundial y al abaratarse su costo, sin embargo la escasez de este recurso junto con
la contaminacion del medio ambiente por las emisiones de gases de efecto
invernadero hoy en dia nos orilla a invertir conocimiento y tecnologia para sustituir
este combustible por uno mas eficiente y que no tenga un impacto ambiental tan
grande, ademas de que sea renovable en mucho menos tiempo.

13
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A continuacion, presentaremos las estadisticas de la energia usada mundialmente
y cual es el porcentaje que ocupa cada combustible para abastecernos de este
recurso tan indispensable.

Ao | carbon | Gas natural | Nuclear | Hidroeléctrica =5, SRR Biocomt_austiblesy Petrédleo
etc. residuos
1990|25.33% | 18.96% |5.99% 2.10% 0.42% 10.31% 36.88%
1995(23.95%| 19.60% |6.60% 2.31% 0.46% 10.50% 36.59%
2005|26.02%| 20.53% |6.28% 2.20% 0.61% 9.47% 34.89%
2018 |26.88% | 22.84% |4.95% 2.54% 2.01% 9.29% 31.49%

Tabla 7. “Porcentaje de energia utilizada de 1990 a 2018”
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36.59%
= Nuclear
= Hydro
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10.50% etc.
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0.46% 5 319 waste
Qil

Figura 12. Consumo energético mundial en el afio 1995.14

1 https://www.iea.org/data-and-
statistics?country=WORLD&fuel=Enerqy%20supply&indicator=TPESbySource
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Figura 13. Consumo energético mundial en el afio 2018.15

Como se puede observar en la grafica 12 y 13, realmente el porcentaje de tipos de
energia de consumo en el mundo no se ha podido reducir significativamente la
demanda del uso del petréleo en los ultimos afios, pero si se nota una clara
tendencia a reducirla y se nota que se ha trasladado este porcentaje reducido a la
energia solar y edlica teniendo un impacto mas grande en los ultimos afios.

En el caso de los biocombustibles se han mantenido en los mismos porcentajes su
uso desde 1990, seguramente esto porque, asi como Estados Unidos entré al
mercado fuertemente a partir del 2000 también hay que considerar que Brasil no ha
aumentado mucho su produccién y uso. En estos ultimos afios es cuando se ha ido
explotando més esta tecnologia, sobre todo la tercera y cuarta generacion, y se
espera que para los préximos afos este combustible tenga cada vez mas presencia.

15 https://www.iea.org/data-and-
statistics?country=WORLD&fuel=Enerqy%20supply&indicator=TPESbySource
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En los siguientes esquemas podemos obtener informacidn acerca de los paises que
consumen mas energia, Estados Unidos desde 1990 ha ido a la cabeza hasta 2009
donde, China lo ha superado y va al alza, es légico considerando la poblacion de
China, pues comparado con China, Estados Unidos aun asi es un gran consumidor
de energia, pues hasta 2018, se estima que China tiene una poblacién de 1.393
miles de millones, comparada con Estados Unidos con 327.2 millones, mas de
cuatro veces su poblacion.
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Figura 15. Distribucion del uso de la energia por paises en 1990.16
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También se puede analizar que, en algunos paises aun es dificil obtener datos de
cuanta energia se usa, por ejemplo, de paises de Africa, lo cual es alarmante porque
se estdn muy poco desarrollados y ni siquiera tienen los recursos mas basicos.

México

El escenario en México es algo complicado, a pesar de ser un pais petrolero la
situacion actual de Pemex (Petréleos Mexicanos) es critica ya que “se encuentra en
una “quiebra técnica”, debido a que en la ultima década no ha sido capaz de generar
recursos suficientes para cubrir sus gastos de operacion e inversion, asi como cubrir
su deuda y las obligaciones fiscales” tal como lo dijo el Instituto Mexicano para la
Competitividad (IMCO).

Desde el 2009, los gastos de cada afio de la petrolera fueron mayores a sus
ingresos, sus obligaciones financieras crecieron hasta un 113% pasando en 2009
de los 631 mil 850 millones de pesos hasta 2 billones para 2019 lo cual obligé a que
se endeudara mas.

A pesar de este escenario tan alarmante el IMCO reconocié que valdria la pena
rescatar la compafiia debido a las implicaciones sistematicas que generaria su
quiebra sobre la economia, por lo cual se ha invertido econémicamente en ella en
los dltimos afios esperando reformar la operacion y gestion para su mejora.

Este problema con un escenario tan desfavorable ha llevado a México a apostar e
invertir mas en el etanol, el proyecto mas reciente del gobierno es la productora de
etanol como combustible a base del grano de sorgo, la cual se tenia pensado
arrancara en el 2020 con la finalidad de que la mayoria de la produccion se destinara
a gasolineros, importadores y comercializadores.

Esta planta utilizara como materia prima el grano de sorgo, esta anclada a la
demanda de Pemex e incentivada por la comision reguladora de energia (CRE) que
permitira la mezcla de 10% en las gasolineras, ya que anteriormente en algunos
estados del pais esto estaba prohibido.

Los ahorros que se estiman para los gasolineros al mezclar etanol al 10%
ascenderan hasta a 3 pesos por litro, ya que producir un litro de etanol costara solo
70% del costo de la produccién de un litro de gasolina.

Antes del 2019 el pais produjo cantidades muy pequefias de etanol, apenas 144
millones de litros, de los cuales 54 millones fueron destinados a combustible es decir
el 37%, por otro lado, su consumo fue de 320 millones de litros donde 171 millones
fueron para combustible, en contraste, en ese mismo afio, Estados Unidos y Brasil
consumieron 57,105 y 33,291 millones de litros de etanol, respectivamente, de los
cuales 54,362 y 31,126 millones de litros fueron utilizados como combustible. Este
consumo fue equivalente a 50 y 29 por ciento, respectivamente, de los 107,905
millones totales del biocombustible de etanol utilizados en el mundo.
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CAPITULO III.
MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE ETANOL

En 1674 el bidlogo holandés Anton Van Leeuwenhoek descubri6 a los
microorganismos a los cuales, en ese entonces llamo “animalculos” en una gota de
agua a través de sus observaciones al microscopio, pero para establecer la primera
clasificacion taxondmica tuvieron que pasar casi 100 afios, cuando el biélogo danés
Otto Muller amplio estos estudios y, siguio los métodos de clasificacion de Carlos
Linneo.

Ahora sabemos que los microorganismos son seres vivos microscépicos, capaces
de realizar procesos metabdlicos para crecer, alimentarse, reproducir energia y
reproducirse. Estos microorganismos a lo largo del tiempo han tomado mas
importancia a medida que los conocemos, pues se encuentran en todos lados del
planeta tierra, son los seres vivos mas primitivos y abundantes capaces de vivir y
reproducirse en entornos de todo tipo y en condiciones ambientales extremas,
desde suelos, sedimentos, rocas, océanos, hasta el antartico y el cuerpo humano,
de hecho, son seres fundamentales para la vida como la conocemos.

Los microorganismos pueden conformarse por células eucariontes y procariontes,
0 por su tamafo podemos considerar a los virus microorganismos solamente que
estos carecen de célula.

A continuacién, se muestra una figura de la clasificacion de microorganismos:

- | Arqueobacterias
Méneras —
[ Eubacterias

Plantas

Seres Vivos < H
ongos

Animales

Protoctistas

-

Figura 17. Diagrama de la clasificacién de microorganismos.8

Aunque todos los microorganismos son de vital importancia, para fines de la
presente tesis se presentara unicamente informacion de las bacterias y los hongos,
ya que los microorganismos que fermentan produciendo etanol caen en esta
clasificacion.
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Primero daremos una breve explicacion a cerca de la unidad elemental de las cuales
se forman los microorganismos; la célula, ya que existen dos tipos y es una de las
diferencias de los organismos que vamos a estudiar en este capitulo.

La célula es la unidad de vida mas pequefia que puede vivir por si sola, existen en
todos los microorganismos ya que los conforman y estas se clasifican en dos
grupos; procariotas y eucariotas, sus principales caracteristicas y diferencias se
muestran en la tabla 8.

Definicion

Tamano

Forma

Informacion
genética

Division
celular

Genes

Ribosomas

Flagelo
Cromosomas
Pared
Celular

Dominios

Ejemplos

Célula procariota

Célula sin nicleo definido, su material
genético se encuentra disperso en el
citoplasma.

Entre 1y 10 micrones.

Puede ser esférica, de baston, de coma
ortogréfica, o de espiral. Aunque son
unicelulares, pueden formar colonias.

Localizada en un nucleoide, sin ser
rodeado por una membrana.

Directa, principalmente por fisién
binaria. No hay huso mitético ni
microtibulos.

Expresados en grupos llamados
operones.

Presentes pero pequefios (70S)

Simple, formado por la proteina
flagelina.

Cromosoma Unico circular.
Presente

Bacteria y Archaea

La bacteria Staphylococcus aureus, la
arquea Halobacterium salinarum.

Célula eucariota

Célula con un nicleo definido por una
membrana que contiene el material
genético.

Entre 10y 100 micrones.

Muy variadas, pueden constituir
organismos unicelulares o pluricelulares.

ADN y proteinas forman la cromatina que
se concentra en el nacleo

Por mitosis y meiosis. Presenta huso
mitético, o alguna forma de ordenacion de
microtibulos.

Expresados individualmente; poseen
intrones y exones.

Presentes y grandes (80S)

Compuesto, formado por tubulina y otras
proteinas.

Multiples. Cada uno con dos cromatidas,
centrémero y telomeros.

Sélo presente en plantas y hongos.

El dominio Eukarya que agrupa plantas,
animales y hongos.

La levadura del pan Saccharomyces
cerevisiae, la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, el platano o banano Musa

sp.

Tabla 8. Caracteristicas y diferencias de las células procariotas y eucariotas.®

Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares del reino monera, su
estructura celular es relativamente simple si la comparamos con otros organismos
ya gue no tienen nucleo ni organelos unidos a su membrana.
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Hablando de su informacién genética ésta es contenida en un solo bucle de ADN,
algunas bacterias tienen la ventaja de tener plasmido, este contiende genes que
dan propiedades extra y en si, es un circulo adicional de material genético.
Reproduccion:

Su reproduccion se logra por fision binaria, en este proceso la bacteria es una sola
célula, su ADN se replica dividiéendose en dos y dando paso a un alargamiento en
la célula para finalmente dividirse en dos células hijas, cada una con ADN idéntico
al de la célula madre. Su reproduccion depende de que existan condiciones
favorables como la temperatura adecuada, nutrientes disponibles, pH y humedad.
Este tipo de reproduccion es eficiente porque el organismo la efectia cuando esta
apto para este proceso, aunque se tiene la desventaja de que al no haber
recombinacion genética las células pueden desaparecer o convertirse en un tumor
canceroso en el caso de organismos pluricelulares.

Clasificacion:
Las bacterias se clasifican de diferentes maneras, las que trataremos en este
capitulo, son; segun la composicion de su pared celular, su morfologia y su nutricion.

Segun la composicion de la pared celular:

La tincibn Gram es una prueba que se utiliza para identificar a las bacterias por la
composicion en sus paredes celulares, en el siglo XIX Paul Ehrlich publicé un
método para colorear el bacilo de la tuberculosis, o que inspir6 a Gram para
investigar mas al respecto de este proceso y en su intento de establecer la diferencia
entre dos bacterias causantes de la neumonia (Klebsiella pneumoniae y el
Neumococo) logré obtener bacterias color violeta, a las cuales bautizé como “Gram
positivas” gracias a la mezcla de violeta de genciana, fijacion con yodo en una
solucion de yoduro de potasio, y finalmente, realizar un lavado con etanol. Afios
después un cientifico aleman llamado Carl Weigert afiadié al descubrimiento de
Gram la adicién de Safranina y observo que algunas bacterias no se tefiian y otras
se tefilan de rojo, por lo cual estas ultimas fueron llamadas bacterias “Gram
negativas”.

Este proceso es muy importante ya que ayuda a dar una clasificacion diferente a las
bacterias y ademas elegir un tratamiento antibiético. Lo que hace que las bacterias
se tilan de un color u otro es su pared celular, en el caso de las Gram positivas un
90% de su estructura es peptidoglucano y 10% &acido teicoico, en cambio las Gram
negativas tienen una pared celular mas compleja, 10% es peptidoglucano y posee
una capa adicional de lipopolisacaridos (que protege a la bacteria de la penicilina),
también cuenta con porinas (proteinas que funcionan como poros para que algunas
moléculas especificas se difundan) y zona periplasmatica (espacio que rodea al
citoplasma en algunas células, esta zona separa la membrana citoplasmatica y la
membrana externa de la célula, contiene una gran cantidad de enzimas que
permiten procesar nutrientes para ser trasladados al interior de la célula).
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Figura 18. “Pared celular de las bacterias GRAM positiva (a) y negativa (b)”.2°

Segun su morfologia:

El tamafio de las bacterias oscila entre las 0.5 y 3um y pueden ser observadas
individualmente con ayuda de un microscopio o a simple vista, ya que estas forman
colonias en conjunto. Vistas al microscopio las bacterias muestran diferentes formas
con diferentes caracteristicas, las mas comunes son:

e Esféricas (cocos): Su tamafio ronda de 0.8 a 1.0 um, estas bacterias son
como esferas y pueden existir individualmente o en grupos, lo cual resulta en
la siguiente clasificacion:

- Cocos: Cuando se encuentran como esferas solitarias.

- Diplococos: Son cocos que permanecen en pares después de su
division.

- Tétradas: Son dos pares de cocos divididos en dos direcciones
perpendiculares que forman una agrupacion de cuatro.

- Sarcinas: Este arreglo es producto de la division de los cocos en tres
direcciones perpendiculares que dan lugar a una agrupacion con
disposicion cubica.

- Estreptococos: Son cocos divididos en un solo plano, pero formado
por mas de cuatro células.

20 https://biotechmind.files.wordpress.com/2015/04/parede-celular.jpg
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- Estafilococos: Al igual que los estreptococos se forman por mas de
cuatro células, pero la agrupacion de estas es irregular.

Figura 19. Representacion grafica de la morfologia esférica de las bacterias.?!
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Varillas (bacilos): Son bacterias caracteristicas por su forma de baston,
forman agrupaciones heterogéneas por su variedad de subtipos morfolégicos
pueden ser GRAM positivo y negativo, estos ultimos son los agentes mas
importantes en el deterioro de alimentos, asi como los patégenos mas
relevantes transmitidos por alimentos.

Al igual que los cocos pueden presentarse en varias formas, estas dependen
de la tendencia de las células hijas para mantenerse unidas, sus
agrupaciones pueden ser:
- Diplobacilos: Son bacilos agrupados en pares
- Estreptobacilos: Cuatro o mas bacilos agrupados en forma de cadena.
- Empalizado: Bacilos agrupados de lado a lado
- Formas filamentosas: Son bacilos agrupados con formas filamentosas
que toman distintas posiciones, por lo que también se les denomina
“letras chinas”.
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Figura 20. Representacion grafica de la morfologia de varillas de las
bacterias.??
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Espirales (espirillas): Este tipo de bacterias se caracterizan por presentar una
forma flagelada con una o mas curvaturas, algunas pueden presentar forma
de hélices o de espirales. Se les nombra de manera mas especifica de
acuerdo con el nimero de vueltas que presentan:

- Vibriones: Espirilos contos, presentan menos de una vuelta completa
y los asemejan con “comas’.

- Espirilos: Bacterias, relativamente rigidas, presentan una vuelta
completa con forma de hélice, se mueven a través de flagelos externos
dando una o mas vueltas alrededor de su propio eje.

- Espiroquetas: Los espirilos con mas de una vuelta son llamados
espiroquetas, pero a diferencia de estas poseen flexibilidad, se
mueven a traves de filamentos axiales Illamados flagelos
periplasmaticos.

Segun su nutricion:

La nutricibn es el proceso por el cual los seres vivos toman del medio los
compuestos quimicos necesarios para llevar a cabo sus procesos energéticos y
biosintéticos que les permitan vivir y reproducirse.

En el caso de las bacterias pueden tener dos tipos de nutricion:

Autétrofa: Las bacterias autotrofas producen su propio alimento a partir de
materias primas inorganicas que se encuentran en el medio ambiente como
agua, diéxido de carbono y sales minerales, estos organismos no necesitan
de otros seres vivos para alimentarse. Los compuestos necesarios entran a
la célula a través de la membrana celular, la energia necesaria para llevar a
cabo sus procesos de crecimiento y alimentacion la obtienen del sol y se
transforma de ciertas reacciones quimicas.

Los organismos capaces de alimentarse de esta forma son:

- Autétrofos inferiores (algas): Son organismos eucariotas acuaticos
gue no poseen tejidos ni érganos verdaderos, pero son capaces de
realizar fotosintesis.

- Autétrofos superiores: Son organismos con tejidos y Organos
especializados que realizan fotosintesis y sirven como alimento para
los heterotrofos. Estos organismos son muy importantes ya que
reciclan el diéxido de carbono (CO3), evitan la erosion del suelo,
proporcionan habitats a diversas especies y forman parte del equilibrio
climético de la tierra.

- Plantas no vasculares: Carecen de vasos internos que conducen el
agua, los minerales y nutrientes necesarios a través de toda la planta.
No tienen hojas, flores, tallos ni raices.

- Plantas vasculares: Presentan sistema vascular por el que circula el
agua, nutrientes y minerales para su nutricién.

Heterodtrofa: Son organismos mas complejos, se alimentan a su vez de otros
heterétrofos o de autétrofos, y de esta forma obtienen la energia, nutrientes
y minerales necesarios para Vvivir.

Los organismos heterétrofos toman las sustancias y las transforman en
moléculas mas sencillas que les proveen de lo necesario para su crecimiento
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y desarrollo. Toman la energia quimica de los alimentos que consumen y
dependiendo de este alimento se pueden clasificar en:

- Herbivoros: Seres que se alimentan Unicamente de plantas, pastos,
hiervas y vegetales en general, muchos comen huevos y algunas otras
proteinas que provienen de animales.

- Carnivoros: Su base de alimentacion es la carne, cazan a su presa
para luego comerla, es importante que estos seres tengan garras y
dientes afilados para cumplir el objetivo de su alimentacion.

- Omnivoros: Estos organismos pueden consumir alimentos de origen
animal y vegetal y por ello pueden habitar facilmente en cualquier
ambiente.

Hongos
Los hongos son organismos eucariotas, son mas grandes y estructuralmente mas
complejos que las bacterias, portan esporas y su nutricion es heterétrofa, pueden
ser uni o pluricelulares, de paredes rigidas (por la presencia de quitina).
Los hongos son sumamente importantes para la vida, estan en la naturaleza y son
esenciales para degradar y reciclar materia organica, hasta ahora se han descrito
alrededor de 70,000 especies de hongos, pero se considera que pueden haber 1.5
billones de ellos. Gracias a los avances cientificos a lo largo de la historia hemos
podido hacer uso de ellos en multiples industrias como la alimentaria, se utilizan
para la fabricacion de alimentos y bebidas alcohdlicas, en la industria quimica y
farmacéutica permiten la obtencion de antibidticos, vitaminas, cortisona, entre otros,
aunque también algunos son agentes patbgenos muy comunes que causan
enfermedades como la micosis.
Reproduccién
Una de las caracteristicas principales de los hongos es que se reproducen por
esporas (conidos), algunos hongos se reproducen de forma sexual y asexual
(hongos holomorfos) y otros solamente sexualmente. La reproduccion asexuada
también se denomina teleomorfa y la asexuada anamorfa o mitosparica.

e Reproducciéon asexual: La reproduccion asexual es la mas importante para
la propagacién de la especie, pues por ser mas sencilla permite la
reproduccion de muchos individuos, ademas de que el ciclo asexual puede
repetirse varias veces por afo, la reproduccion asexual es mas sencilla para
este fin, se logra por medio de mitosis formando nuevos hongos
genéticamente idénticos al progenitor.

e Reproducciéon sexual: Este tipo de reproduccién es mas compleja, aporta
variabilidad genética y se logra gracias a los Organos sexuales
(gametangios), el gameto masculino se llama anteridio y el femenino oogonio
y ascogonio dependiendo del tipo de hongo, consta de tres fases:
plasmogamia, cariogamia y meiosis, a continuacién, se desglosara
informacion de este tipo de reproduccion:

- Plasmogamia: También llamada fusién celular ocurre la fusién de los
citoplasmas de los gametos, sin la fusion de sus nudcleos, se fusionan
dos gametos que son células haploides (con un Unico conjunto de
cromosomas), diferentes genéticamente, dando como resultado una
célula con dos nucleos haploides.
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- Cariogamia: La cariogamia ocurre casi inmediata a la plasmogamia en
hongos primitivos, menos evolucionados a diferencia de hongos
superiores donde existe un intervalo mas amplio entre estas etapas.
En esta etapa se unen los dos ndcleos haploides aportados por ambos
progenitores dando lugar a una célula con nucleo diploide.

- Meiosis: Durante la meiosis, las células diploides replican su ADN,
seguido de dos rondas de division celular, produciendo cuatro esporas
sexuales haploides y cada una de ellas, por mitosis, origina 2 esporas,
dando un total de 8 esporas sexuales.

Clasificacion
Los hongos tienen clasificaciones mas sencillas, se pueden dividir de acuerdo con
el numero de células que poseen o0 segun su tipo de habitat.

Segun el niumero de células:
Los hongos unicelulares son mejor conocidos como levaduras, estas son muy
comunes en la naturaleza donde los azucares simples estan presentes, asi como
en el suelo alrededor de arboles frutales, las mas comunes son del género
“Saccharomyces”, de donde provienen las levaduras del pan y la cerveza y que nos
seran de gran utilidad en nuestro estudio.

Los hongos pluricelulares se caracterizan por formar cuerpos filamentosos, como
los champifiones o los mohos, estan formados de micelio que a su vez se forman
por flamentos llamados “hifas”.

Segun su habitat:
- Saprofitos: Se alimentan de sustancias en descomposicion.
- Parasitos: Alimentados de liquidos internos de otros seres Vivos.
- Simbiontes: Asociados a otros organismos con beneficios mutuos.

Proceso de Fermentacion
Uno de los temas mas importantes para entender la produccién de etanol por
microorganismos es el proceso de fermentacion, el cual es un proceso metabolico
no solo de las levaduras, sino también de algunas bacterias, de las cuales no nos
enfocaremos ahora, pero hay que tener presente que no es unico de las levaduras.
Este proceso es muy utilizado desde hace miles de afos para la industria alimenticia
y mas recientemente también se ha usado para la industria farmacéutica creando
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diversos antibiéticos y medicamentos, asi como para desarrollar acidos y
combustibles.

En el proceso de fermentacion los microorganismos aptos para ello transforman
compuestos organicos, principalmente hexosas, en otras sustancias organicas mas
simples como el acido lactico, acido butirico y el etanol, el cual es el de nuestro
interés. La fermentacion tiene lugar en un ambiente anaerobico que degrada los
compuestos organicos en intermedios que liberan energia a partir de un proceso de
oxido-reduccion. Basicamente cualquier liquido azucarado sufre fermentacion de
manera espontanea debido a las levaduras inmersas en él, destruyendo la glucosa
y otros azUcares para finalmente producir el dioxido de carbono y etanol.

Existen varios tipos de fermentaciones:

Fermentacion alcohdlica

Fermentacion lactica

Fermentacion acética

Fermentacion malolactica

Fermentacion propidnica

. Fermentacion butirica

Las cuales llevan el nombre de la sustancia que se forma una vez concluida la
fermentacion, la fermentacion de nuestro interés, la fermentacion alcohdlica
depende de las condiciones ambientales, los nutrientes del sustrato y el
metabolismo del microorganismo, pero en una idea general, cuando se tiene como
sustrato a la glucosa se sigue la via de la figura 22.

OhrWNE

Fermentacion alcoholica

Glucolisis

CsH120s

Glucosa

» Acido piravico
Firuvato descarboxilasa ——p l
*CO:

Acetaldehido

Alcohol deshidrogenasa — » ¢§ MADH,
NAD+

C2Hs0
Etanol
Figura 22. Via metabdlica - fermentacion alcohélica.24

Aunque hay que tomar en cuenta que no todas las moléculas de azucar se
transforman en acido piravico, algunas otras se transforman en glicerina, el cual es
un compuesto no deseado en este proceso. Ante esto hay que tomar en cuenta que,
para la fermentacién, ademas de los pardmetros a considerar del crecimiento
microbiano en general, también se debe considerar el grado de madurez del fruto o
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vegetal que contenga a la levadura, el tiempo de crecimiento microbiano, tiempo de
fermentacion, las condiciones respiratorias y la concentracion de COx.
La velocidad de la fermentacion depende de:

e Degradacion de la hexosa

¢ Alcohol formado

e CO2 producido

e Cambio de la densidad del mosto (liquido previo a la fermentacion)

e Genética de la levadura

e Oxigeno disponible

e Nutrientes

° pH
Un parametro muy importante, es la temperatura, a bajas temperaturas la
fermentacién se vuelve lenta, pero el grado de alcohol es superior que a
temperaturas elevadas.
El etanol es un alcohol téxico para los microorganismos que hacen fermentacion,
es un desecho como lo es el CO2z para nosotros los humanos, el cual al estar en
contacto con él puede causar la muerte, por lo cual se considera una condicion
extrema para las levaduras estar en contacto con este alcohol, la capacidad de las
membranas celulares de adaptarse al etanol depende de cada cepay es importante
considerar esto para encontrar el mejor microrganismo a usar en la produccion de
bioetanol.

Crecimiento Microbiano

Generalidades

El conocimiento de como se incrementan el nimero de células es muy util para el
disefio de métodos de reproduccion de los microorganismos de nuestro interés. Es
relevante conocer bien este proceso ya que a partir de ello podemos saber que tanto
y que tan rapido se puede multiplicar un microrganismo, ademas de saber en qué
se convertird por su via metabdlica.

La biparticion o fision binaria es el proceso por el cual las bacterias se multiplican
dividiéndose para formar células iguales, durante la biparticion cada célula hija
recibe una copia exacta de ADN, en este proceso intervienen dos conceptos
importantes para el estudio:

e Velocidad de crecimiento: Es el incremento del nimero de células que se
traduce en masa celular por unidad de tiempo, esta velocidad es
caracteristica de cada bacteria.

e Tiempo de generacion: Es el tiempo necesario que tarda una bacteria en
duplicarse, este tiempo varia dependiendo del microorganismo y las
condiciones ambientales.

Curva de crecimiento de los microorganismos

Los microorganismos tienden a seguir un patron de crecimiento comudn, en la
naturaleza este patrén no siempre se cumple de manera satisfactoria, depende de
los nutrientes que ingresen al entorno celular y se limita por el componente mas
escaso, por lo que las bacterias y levaduras crecen a un ritmo mas lento pero
constante. En el laboratorio o a nivel industrial esto es diferente, se intenta proveer
a las bacterias de los nutrientes y las condiciones necesarias para que estas
crezcan eficientemente.

36



Las fases de crecimiento en la curva se dividen en 4, estas son secuenciales, pero
hay que tomar en cuenta que no todas las fases ocurren en todos los cultivos.

Fase de retraso/latencia o lag: Es una fase de adaptacion, la cantidad de
células no aumenta, sin embargo, ya ha iniciado la actividad metabdlica de
la bacteria, las células se preparan para crecer. (Esta fase puede no ocurrir
si las células utilizadas para inocular el nuevo cultivo estan en la fase
exponencial y las condiciones siempre son las mismas).

Fase logaritmica o fase exponencial: Los microorganismos se multiplican con
rapidez, el nUmero de células aumenta exponencialmente; durante cada
tiempo de generacion, el nimero de células de la poblacion se multiplica. En
esta fase es cuando se aprovecha al maximo el sustrato que tienen las
bacterias y por lo tanto agotan los nutrientes, por lo que se tiene que cuidar
este factor.

Fase estacionaria: No hay cambios significativos en la masa celular, existe
un equilibrio entre los microorganismos vivos y muertos y se producen
cambios en los primeros: los microorganismos vivos se vuelven mas
pequefios y sintetizan componentes para ayudarse a sobrevivir periodos mas
largos sin crecer (algunas incluso pueden producir endosporas); la sefal para
entrar en esta fase puede tener que ver con el hacinamiento (acumulacion
de subproductos metabdlicos, agotamiento de nutrientes, etc.).

Fase de muerte: En esta fase, el equilibrio desaparece, las células comienzan
a morir. La muerte ocurre de manera exponencial, pero a un ritmo bajo. La
muerte ocurre porque las células han agotado las reservas de ATP
intracelular y tampoco se producen mas porque ya no hay nutrientes y las
condiciones del medio de cultivo son desfavorables para el crecimiento, se
producen residuos toxicos para las bacterias, estos residuos las producen las
mismas bacterias, son parte de su metabolismo.

Fase
estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log namero de células viables

TIEMPO  =—
Figura 23. Representacion grafica de una curva tipica de crecimiento
bacteriano.?®
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Para que un microorganismo crezca y se multiplique con éxito en un laboratorio o
en la industria es necesario dotar a las bacterias de nutrientes y condiciones
fisicoquimicas adecuadas, por lo que para ello se consideran tres parametros de los
gue depende esto:

Factores genéticos: Se refiere al propio metabolismo y complejidad del organismo,
es decir, mientras mas complejo sea éste, mas tardado sera su crecimiento y
duplicacién, pues es necesario mas tiempo para crear todo lo que requiere para
desarrollo.

Condiciones de cultivo: Este parametro es manipulable y se busca que la bacteria
se encuentre en las condiciones Optimas para su desarrollo, se consideran el
sustrato y factores ambientales manipulables:

e Componente del medio de cultivo (sustrato): EI medio de cultivo es el
conjunto de compuestos que otorgan las condiciones necesarias para una
adecuada nutricibn que permite el crecimiento o reproduccién de
microorganismos. Estos medios de cultivo se componen de:

o Macronutrientes: Son las proteinas, glacidos (o hidratos de carbono)
y lipidos (o grasas), estos nutrientes son requeridos siempre en mayor
proporcién para la nutricion. También se pueden incluir la fibra y el
agua, pero como no aportan calorias no suelen considerarse
nutrientes.

o Micronutrientes: Los micronutrientes son requeridos en menor
cantidad, entre ellos se encuentran las vitaminas y los minerales, y a
pesar del requerimiento tan bajo de estos son indispensables para la
vida.

o Factores de crecimiento: Se le llama asi a cualquier compuesto
organico que el microorganismo requiere o constituye su material
organico celular, estos compuestos no pueden ser sintetizados a partir
de compuestos mas simples, por lo que se proporciona ya sintetizado
como nutriente (aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas).
En el caso de la fermentacion es necesario que exista una fuente de
carbono, la cual se obtiene de las hexosas, la levadura convierte estas
en etanol y diéxido de carbono mediante la glucélisis, es muy
importante este pardmetro ya que la concentracion inicial de glucosa
tiene un efecto importante en la produccion de etanol

e Temperatura: Cada microorganismo tiene una temperatura éptima donde su
crecimiento es 6ptimo, si se expone a temperaturas mas bajas de este punto
Optimo no hay crecimiento y a temperaturas mas alta el crecimiento tampoco
es posible, a estas tres temperaturas se les denominan “temperaturas
cardinales” y son caracteristicas de cada microorganismo. En general las
procariotas pueden crecer a temperaturas mas elevadas que los eucariotas,
pero debido a que son muchas especies de ambos tipos de células se tiene
la siguiente clasificacion:
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Figura 24. Representacion gréfica de los diferentes tipos de bacterias
segun los rangos de temperatura a los que pueden vivir.26

En la figura 24 se muestran los diferentes tipos de microorganismos dependiendo
del rango de temperatura donde pueden vivir, ademas las curvas de cada uno nos
dan una idea de cudl es la temperatura donde se desarrollan mejor (punto mas alto
de la curva). En la figura 25 analizaremos mejor esta informacion:

Optimo

| |

(3)

Velocidad de
crecimiento

(2)

Minimo

Méaximo
/ =

() Temperatura “

Figura 25. Etapas de crecimiento de los microorganismos dependiendo de su
temperatura.?’

(1) A esta etapa se le llama “Gelificaciéon de la membrana”; los procesos de
transporte inician y se llevan a cabo lentamente por lo que adn no hay
crecimiento.

(2) Las reacciones enzimaticas aumentan su velocidad.

(3) Las reacciones enzimaticas alcanzan su maxima velocidad.

(4) “Lisis térmica”, se desnaturalizan las proteinas y la membrana citoplasmatica.

26
27
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Es importante considerar estos parametros de temperatura dependiendo del
microorganismo a estudiar, pues si bien un aumento de la temperatura provoca un
aumento de la velocidad de reaccion, pero si se sobrepasa la temperatura que la
bacteria resiste se inactivan las enzimas que catalizan las reacciones, con lo que el
valor de crecimiento disminuye, e incluso pueden comenzar a morir las bacterias
gue ya estaban formadas.

Para el caso de los hongos se dividen comunmente en los primeros tres parametros
anteriores, varian sus rangos de temperatura en donde pueden vivir y crecer, pero
cumplen con el resto de informacion anterior, estos son los; psicrofilos o criofilos,
mesofilos y termdfilos.

- Psicrofilos o criéfilos: Hongos que pueden crecer a temperaturas alrededor
de los 0°C.

- Mesodfilos: Hongos que crecen a temperaturas entre 25-40°C.

- Termofilos: Hongos que crecen a temperaturas entre los 45 y 50°C.

Segun Shuler (1992), la temperatura Optima para las levaduras, siendo un
microorganismo mesdfilo, es de 30 a 35 °C.

e Presion: La presion tiene un efecto contrario a la temperatura, a mayores
presiones el crecimiento y la velocidad de fermentacion de la levadura o
bacteria disminuye. Esto se debe a que aumenta la concentracion del CO:2
disuelto en el liquido y esto afecta al metabolismo del microorganismo
impidiendo su crecimiento, desarrollo y reproduccion para producir etanol.

e pH: La acidez o alcalinidad de un medio de cultivo se expresa por su pHy al
igual que la temperatura, este clasifica a los microorganismos dependiendo
del rango que sea adecuado para su supervivencia y reproducciéon. Aunque
los microorganismos en la naturaleza se encuentran en habitats con amplios
rangos de pH, el pH dentro de sus células siempre es el adecuado, cercano
a la neutralidad, esto se logra ya sea impidiendo la entrada de los iones H* 0
expulsandolos tan rapido como entran. La neutralidad es fundamental debido
a que existen muchos componentes sensibles en la célula, tal como el ADN,
el ATP, el ARN, y los fosfolipidos.

La clasificacion de microorganismos de acuerdo con el pH se clasifica en tres tipos:

o Aciddfilos: Crecimiento entre 0y 5.5

o Neutrofilos: Crecimiento en 5.5y 8

o Alcalofilos: Crecimiento entre 8-11.5

Al llegar al pH 6ptimo se espera mantenerlo relativamente constante durante el
crecimiento del microorganismo, por lo que, se afiaden sustancias buffer al medio
de cultivo.

El pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras que usaremos en esta tesis va de
4 a 6, es decir son microorganismos acidofilos.

e Oxigeno: Segun su requerimiento de oxigeno los microorganismos pueden
ser:

o Aerobios: En general estos crecen en presencia de Oz y se subdividen
en tres grupos como se muestra en la tabla:
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Grupo

Relacion con O

Tipo de

concentraciones

metabolismo
: Absolutamente Respiracion
Estrictos . )
necesario aerobia
: Respiracion
No es necesario, pero .
: ) aerobia,
Facultativos crecen mejor en .
. anaerobia y
presencia del Oz .
fermentacion
Necesita de oxigeno, L,
: g . Respiracion
Microaerofilos pero a bajas )
aerobia

Tabla 9. Clasificaciones de los microorganismos aerobios.

o Anaerobios: Crecen en ausencia de Oz y se subdividen en dos
grupos, tal como se muestra en la tabla 10.

Grupo

Relacion con O2

Tipo de metabolismo

Aerotolerantes

No es necesario, ni crecen

mejor con oxigeno

Fermentacion

Estrictos

Daiiino o letal

Fermentacion o
respiracion
anaerobia

Tabla 10. Clasificaciones de los microorganismos anaerobios.

Para los microorganismos como las levaduras es indispensable considerar el efecto
Pasteur, éste se produce debido a que algunos microorganismos son anaerobios
facultativos, es decir, que son capaces de utilizar respiracidbn en presencia de
oxigeno, y en su ausencia realizan la fermentacién. Para la produccion de etanol se
sugiere que es necesario dotar a la levadura de pequefias cantidades de oxigeno
para la biosintesis de lipidos y el mantenimiento de sus procesos celulares. Aunque,
por otra parte, se debe tener cuidado de esta cantidad de oxigeno suministrada,

debido a que el etanol se puede transformar en acido acético.

e Actividad del agua (a,,): La actividad del agua es una relacion entre la presion
de vapor de un sustrato y la presion de vapor del agua pura en el aire a la
misma temperatura, con ella medimos la cantidad de agua disponible en una
célula, es importante este parametro ya que los microorganismos dependen

del agua disponible para la sintesis de sus componentes celulares.

La clasificacion correspondiente de este factor depende de la concentracion
de solutos (a mayor concentracion de solutos, menor es la actividad del agua,
pues se tiene una menor disponibilidad de ésta), pero para la mayoria de las

especies este valor es requerido mayor a 0.99.
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Grupo Relacion con a,,

Pueden crecer en medios con
concentraciones altas de solutos
Necesitan elevadas concentraciones
de solutos para crecer
Requieren iones Na* para crecer
Optimamente, pueden obtener valores
de aw menores a 0.80
Pueden crecer en zonas de baja o
nula salinidad
Tabla 11. Clasificacion de microorganismos segun su actividad.

Osmotolerantes

Osmofilicos

Halofilicos o
haldfilicos estrictos

Halé6filos facultativos

Modalidad del cultivo: Para nuestro estudio, la modalidad de cultivo es fundamental
y el aporte que, como ingenieros podemos hacer mejor. Como hemos revisado a lo
largo de este documento las células regulan su tasa de crecimiento por su genética
y en respuesta a factores ambientales que favorecen o impiden su metabolismo,
muchos de estos factores son regulables por los humanos para su estudio y/o
necesidades, pero para producir microorganismos a gran escala es necesario un
“equipo contenedor” donde las células sean proveidas de los nutrientes necesarios,
en las condiciones o6ptimas y se reproduzcan pero siempre controlando su
crecimiento y en un lugar seguro.

Estos equipos son llamados reactores, o para este fin, “biorreactores” y existen dos
tipos dependiendo de sus condiciones de operacion:

- Biorreactor batch/lote: Es un reactor que se caracteriza por trabajar en un
sistema cerrado, no hay ingreso de nutrientes ni egreso de productos una
vez que inicia la reaccion. En un reactor discontinuo como lo es este, el
crecimiento puede darse hasta el punto en que los nutrientes comienzan a
terminarse o las células comienzan a morir por sus propios desechos que
resultan ser téxicos para ellas.

Es importante conocer las condiciones de los reactores, ya que gracias a
ellas se podran realizar los balances correspondientes para su disefio.

- Biorreactor continuo (quimiostato): Se conoce como quimiostato pero
basicamente es un reactor tanque agitado continuo, permite llevar a cabo
una reaccion bilégica de manera controlada.

Por su agitacion continua la corriente de producto que sale del reactor tiene
los mismos componentes que el liquido presente en el interior de este (por
ello su nombre “quimiostato”).

Es muy usado en la industria y para determinar parametros cinéticos, su
volumen se mantiene constante debido a que se ajusta el flujo de entrada a
medida que cambia el de salida, su principal ventaja es que se le puede dar
un suministro continuo de nutrientes, controlar los factores ambientales y el
medio de cultivo ademas de que continuamente obtenemos producto, estos
reactores pueden estar en funcionamiento desde dias hasta meses pero es
recomendado que sea por meses ya que es necesario alcanzar el estado
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estacionario para comenzar a obtener el producto deseado. En cambio, sus
desventajas es que es mucho mas probable el peligro de contaminacion y la
pérdida de estabilidad de la cepa.
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CAPITULO IV.
ANALISIS CINETICO COMPARATIVO DE LOS
MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE ETANOL

Existen varios microorganismos capaces de producir etanol gracias a su
metabolismo, sin embargo a pesar de que estos se encuentran limitados a levaduras
y bacterias y conocemos los medios y rango de valores en los que comunmente se
reproducen, crecen y producen etanol es importante hacer un estudio profundo de
estos seres para ordenar la informacion, compararlos y encontrar las mejores
opciones y condiciones para producir bioetanol, incluso puede ser de gran utilidad
para la industria vinicola, estudiantes, investigacion, etc.

Los microorganismos de la tabla 12 son aquellos que estudiaremos, se obtuvieron
de diversos articulos que mencionaban su capacidad de producir etanol:

Tipo de
Nombre . P i
microorganismo
Saccharomyces cerevisiae Levadura
Saccharomyces
. Levadura
carlsbergensis
Saccharomyces boulardii
L Levadura
Zymomonas mobilis Bacteria
Candida utilis Levadura

IS



Tipo de

Nombre . i
microorganismo
Pichia stipitis Levadura
Kluyveromyces lactis Levadura
Kluyveromyces marxianus Levadura
Trichoderma reesei Hongo
Schizosaccharomyces
Levadura
pombe
Neurospora crassa Hongo moho
Saccharomyces bayanus Levadura
Kloeckera sp. Levadura

(@)



Nombre _Tipo de_ Imagen
microorganismo
Hanseniospora sp. Levadura
Metschnikowia sp. Levadura
Zygosaccharomyces balii Levadura
Pichia kudriavzevii Levadura
& 9 A' e ‘

Tabla 12. Microorganismos seleccionados para el estudio de la presente tesis.

Para realizar el analisis de los microorganismos se construy6 una tabla de analisis
donde en las filas se colocaron todos los microorganismos que participan en el
estudio y las columnas corresponden a los parametros que consideramos mas
importantes para evaluar el valor de la levadura o bacteria frente a las demas,
asignando ademas puntajes dependiendo de la importancia de dichos parametros
en cuanto al impacto que tienen para nuestro objetivo; producir bioetanol y
considerando que nuestro estudio es completamente tedrico.

Parametros considerados:
Informacion A
Fase de aplicacion
Concentracién maxima de etanol tolerada
Tiempo de fermentacion
Presion
Temperatura
Disponibilidad/costo
Aditivos
pH
Sustrato
COz2 producido
Atributo adicional

elouenodw|
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Una vez hecha esta jerarquia de los aspectos a evaluar, se procede a otorgar un
valor a cada uno de ellos, para lo cual se asigna una calificacién, por lo regular del
0 al 10, y posteriormente se aplican alguna de las siguientes opciones:

1.

2.

Factores de ponderacion: Se asigna arbitrariamente un factor de peso a cada
uno de los aspectos a evaluar; este factor puede estar en forma de fraccion
0 porcentaje respecto al total de aspectos. Al final de la evaluacion de un
aspecto en algun renglon de la tabla, su factor correspondiente es
multiplicado por la calificacion asignada a cada tecnologia horizontalmente
de acuerdo con la escala de 0 — 10.

Ajuste de escalas: se modifica el valor maximo de la escala 0 — 10 para cada
aspecto; primero se fija esta escala para alguno de los aspectos técnicos a
evaluar en algun renglén de la tabla, y luego se ajustan las escalas de los
demas aspectos de acuerdo con su prioridad.

Para fines de esta tesis se usara la ultima estrategia debido a lo facil que resulta
visualizarla y manejarla. En el ajuste de escalas se van adquiriendo puntos de
manera horizontal y se suman de manera vertical para obtener el nimero de puntos
totales, por lo tanto, aquellos microorganismos con un puntaje total mayor seran los
seleccionados para la siguiente etapa que es un estudio mas profundo de cada una
de ellas y una comparacién de sus parametros cinéticos para la obtencién de
bioetanol.

Las escalas seleccionadas y mencionadas anteriormente se fijaron de la siguiente
manera:
a) Informacion: este parametro se eligié como el de mayor importancia debido

a que nuestro estudio es completamente tedrico sin posibilidad de asistir al
laboratorio, por lo que resulta muy importante contar con informacién
suficiente para conocer, comparar y elegir un microorganismo. La escala
seleccionada es de 0 — 16.

Puntaje Informacién disponible
16 Abundante
12 Media alta

8 Media

4 Media baja
2 Baja

0 Nula

Tabla. 13. Distribuciéon del puntaje en el nivel de informacion disponible

b) Fas de aplicacion: la fase de aplicacion tiene una escala de 0 — 14 debido a

que es importante saber en donde ya se ha probado la tecnologia de
produccion del microorganismo, pues a veces puede sonar muy prometedora
y solo ser teodrica por lo que faltarian mas estudios para saber si realmente
los datos obtenidos son fiables, por otro lado, una tecnologia a nivel industrial
y probada muchas veces nos da una confianza mayor e informacion.
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Puntaje Nivel de produccion
14 Industrial
10 Artesanal con alta produccion
8 Planta piloto

6 Nivel industrial pero producido para vinos, cervezas u otro
destino diferente al bioetanol. (NIOF)

4 Laboratorio

2 Tedrico

0 Sin informacion especifica

Tabla. 14. Distribucion del puntaje en el nivel de produccion

c) Concentracion maxima de etanol tolerada: este pardmetro es muy importante
y puede variar mucho de un microorganismo a otro, para la producciéon de
bioetanol es muy importante que se toleren concentraciones de etanol muy
altas antes de que la levadura o bacteria muera, ya que el etanol como lo
vimos anteriormente resulta téxico para estas. Su escala es de 0 — 12.

Puntaje Concentracion maxima de produccion de etanol encontrada

12 14 — 16%v/v
10 10 — 14%v/v
8 6 — 10%v/v
4 4 — 6%v/v

2 0 — 4%v/v

0 Sin informacién, no encontrada o muy pequefa y variable
entre articulos
Tabla. 15. Distribucién del puntaje en la concentracion maxima de etanol

d) Tiempo de fermentacion: es un factor al que se le asigno una escala de 0 —
10 ya que cortos tiempo de fermentacion nos pueden dar producciones muy
grandes de bioetanol al dia.

Puntaje Tiempo de fermentacion (h)
10 <60
8 60 a 80
6 81 a 100
4 >100

Tabla. 15. Distribucion del puntaje en el tiempo de fermentacién

e) Presion: la presion es un parametro importante para considerar, sobre todo
porque el que un microorganismo necesite de diferentes presiones a la
ambiental para crecer adecuadamente implica un cuidado especial y costo
adicional, pero debido a que la mayoria son estudiadas a presion ambiental
y de cambiar un poco la presion dependiendo el pais donde se realice el
estudio no afecta importantemente al microorganismo se le asigné un puntaje
de 0 — 10. Todo se hizo a presion atmosférica y sélo hay informacion que a
menores presiones crecen menos pero no resulta significativo.



f)

¢))

h)

Temperatura: este parametro es de los mas utiles, lo podemos variar con
facilidad y no es tan costoso, pues no es necesario llegar a temperaturas tan

altas ni tan bajas, por lo que le asignamos un puntaje de 0 — 8.
Puntaje Temperatura (°C)
8 20a 30
6 >30
4 <20

Tabla. 16. Distribucion del puntaje en la temperatura

Disponibilidad: en un estudio como el nuestro es importante destacar este
factor ya que podriamos tener un microorganismo con las caracteristicas muy
ideales, pero quiza si esta genéticamente modificado, por lo que eso ya
dificulta mucho el estudio, la informacién y la reproduccion, asi que se le
asigno un puntaje de 0 — 8.

Puntaje Disponibilidad
8 Disponible y no es alimento
6 Disponible y abundante de cualquier fuente comdn
4 Poca disponibilidad
2 Escaso

Tabla. 17. Distribucién del puntaje en la disponibilidad

Aditivos: Los aditivos se refieren a algun sustrato, componente o sistema
extra que se le debe agregar al proceso usando alguna de las levaduras
propuestas, en su defecto también puede usarse por si se tiene un atributo
bueno y uno malo y puntuar cada uno asi sean igual de malos o con diferente
puntaje respecto a la tabla 21.

Puntaje Aditivo
10 Muy bueno
5 Bueno
-5 Malo
-10 Muy malo

Tabla. 18. Distribucion del puntaje para los aditivos

pH: es muy importante mantener el pH invariable y a condiciones favorables
debié a que es un factor importante en el control de la contaminacion, el
crecimiento y la velocidad de fermentacion, por lo que se le asigno un puntaje
de 0 - 6.

Puntaje pH
6 5.1a8
4 2a5
2 <4y>8

Tabla. 19. Distribucion del puntaje en el pH
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j) Sustrato: este parametro nos habla a cerca de la hexosa utilizada para iniciar
el proceso de fermentacion, la mayoria de las levaduras y bacterias
metabolizan la glucosa por lo que en la escala asignada de 1 — 4.

Puntaje Sustrato
4 >4 diferentes
3 3
2 2
1 1

Tabla. 20. Distribucion del puntaje en el sustrato

k) CO:2 producido: el CO2 es un gas de efecto invernadero que deseamos ni
siguiera emitir, por lo imposible que es esto tratamos de al menos producir lo
menos posible por lo que tomamos como parametro la emision de este gas
de efecto invernadero con una escala de 0 — 4.

[) Atributo adicional: mas que un parametro especifico este atributo se
considera para los microorganismos que tienen alguna cualidad o ventaja
frente a las demas o a la mayoria.

Puntaje Atributo
10 Muy bueno
5 Bueno
-5 Malo
-10 Muy malo

Tabla. 21. Distribucién del puntaje para los atributos adicionales

Posterior a encontrar los parametros importantes se creo la serie de tablas “M”.
“Analisis técnico horizontal — vertical de los microorganismos propuestos para la
produccion de bioetanol” en donde podemos notar 3 microorganismos destacables
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis y Saccharomyces carlsbergensis
por su puntaje mayor a 75. Estos microorganismos son con los que trabajaremos
para el analisis de sus parametros cinéticos y dar recomendaciones mas especificas
a cerca de su cultivo para produccién del biocombustible.



Concepto Saccharomyces cerevisiae

Concentraciéon maxima de etanol 10-12%v/v 10
T 35°C 6
P Atmosférica 10
pH 4ab 4
Informacion Abundante 16

Sustratos ricos en azucares y
sabias dulces

Fase de Aplicacion Industrial 14

fructosa, glucosa, sacarosa, y

Disponibilidad/Costo

Sustrato 4
splenda (sucralosa)
Aditivos Microorganismo GRAS
Concentracion de CO2 producido 100000ppm -
Tiempo de fermentacion 30h 10
Atributo adicional 28 10
TOTAL 95
Tabla. M1. Andlisis técnico horizontal — vertical para Saccharomyces cerevisiae.
Concepto Saccharomyces carlsbergensis
Concentracion maxima de etanol 16%v/v 12
T 12.5°C 4
P Atmosférica 10
pH 5a6 6
Informacién Alta 16
Disponibilidad/Costo Sustratos ricos en azucares 6
Fase de Aplicacion Industrial 14
Sustrato Glucosa y fructosa 2
Aditivos - -
CO2 producido 30.60% -
Tiempo de fermentacién 110h 4
Permite fermentar a
temperaturas altas (10-40°C),
Atributo adicional derechos no reservados y muy 5
resistente a factores adversos
mas comunes

TOTAL 79
Tabla. M2. Analisis técnico horizontal — vertical para Saccharomyces
carlsbergensis

\ Concepto \ Saccharomyces boulardii L. ]

28 Atributo adicional: Residuos reutilizables, diferentes sustratos, produccion
de etanol ante el estrés de concentracion alta de glucosa y efecto crabtree.



Concentracion maxima de etanol 5%v/v 4
T 37°C 6
P Atmosférica 10
pH 5.5 6
Informacion Media alta 14
Disponibilidad/Costo Frutas (lichi y mangostan) 6
Fase de Aplicaciéon Laboratorio 6
Sustrato glucosa y fructosa 2
Aditivos - -
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 100h 6
Atributo adicional - -
TOTAL 60
Tabla. M3. Analisis técnico horizontal — vertical para Saccharomyces
Boulardii L.

Concepto Zymomonas mobilis
Concentracion maxima de etanol 17.8%vlv 12
T 25 a 30°C 8
P Atmosférica 10
pH 3.5a5 6
Informacion Abundante 16

Diversas plantas (palma, cafia
Disponibilidad/Costo de azlcar, peras, manzanas, 6
agave)
Fase de Aplicacion 8 14
Sustrato Glucosa, fructosa y sacarosa 3
No es necesario ser inmovilizado
Aditivos y no requiere de granes 5
concentraciones de glucosa
CO2 producido 40 - 60 CO2/L medio -
Tiempo de fermentacion 100h 6
Gran absorcion de azucar y
Atributo adicional produccion de etanol frente a 10
Saccharomyces
TOTAL 96
Tabla. M4. Analisis técnico horizontal — vertical para Zymomonas mobilis
Concepto Candida utilis
Concentracion maxima de 1. 4%y 5
etanol
T 28 a 30°C 8
P Atmosférica 10
pH 4a5 4




Informacion Media 8
Disponibilidad/Costo Madera y pasta de papel 8
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Celulosa y xilosa 2
Aditivos - -

CO2 producido 3.2LCO2/Lmedioh -

Tiempo de fermentacion 36h 10

Atributo adicional

TOTAL

56

Tabla. M5. Andlisis técnico horizontal — vertical para Candida utilis

Concepto Pichia stipitis
gt(;rrllg?ntrauon maxima de 6.33%V/\
T 30°C 8
P Atmosférica 10
pH 4ab 4
Informacién Media baja 4
Disponibilidad Organismo genéticamente 1
modificado, se prepara in situ
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Xilosa 1
Aditivos Se recomienda retirar _QOZ para 5
mayor conversiéon
CO2 producido (56.11 umol/min g) -
Tiempo de fermentacién 48h 10
No compite con alimentos y su
Atributo adicional sustrato es el segundo carbohidrato | 5

mas abundante en la naturaleza

TOTAL

60

Tabla. M6. Analisis técnico horizontal — vertical para Pichia stiptis

Concepto Kluyveromyces lactis

gt(;r:]%?ntramon maxima de 8.07%V/v

T 25a35°C 8
P Atmosférica 10
pH 4a5 4
Informacion Media 8
Disponibilidad/Costo Derivados lacteos 6
Fase de Aplicaciéon Laboratorio 4
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Sustrato Glucosa, xilosa y fructosa 3
Aditivos - -
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 24h 10
Atributo adicional Proviene de un residuo de la 5

industria alimentaria

TOTAL

66

Tabla. M6. Analisis técnico horizontal — vertical para Kluyveromyces lacti

(7]

Concepto Kluyveromyces marxianus
gt(;r:]c(:)elzntramon maxima de 6.72%\v/v 8
T 30 a38°C 6
P Atmosférica 10
pH 45a5.7 6
Informacion Media 8
Disponibilidad/Costo Derivados lacteos 6
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Glucosa, xilosa y fructosa 3
Aditivos - -
CO2 producido 13%CO0O2 -
Tiempo de fermentacion 24h 10
Atributo adicional Proviene de un residuo de la 5

industria alimentaria

TOTAL 66

Tabla. M7. Andlisis técnico horizontal — vertical para Kluyveromyces

marxianus
Concepto Trichoderma reesei
Concentracion maxima de etanol 0.5 - 0.63%v/v 2
T 25a30°C 8
P atmosférica 10
pH 45a5 4
Informacion Media 8
Disponibilidad/Costo Biomasa vegetal 8
Fase de Aplicacion laboratorio 4
Glucosa, galactosa, manosa y
Sustrato celobiosa, en menor grado xilosay | 4
arabinosa

Aditivos - -
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CO2 producido - -

Tiempo de fermentacion 216h 4

Atributo adicional Contribuye en el gontrol de hongos 5
fitopatdbgenos

TOTAL 57

Tabla. M8. Analisis técnico horizontal — vertical para Trichoderma reesei

Concepto Schizosaccharomyces pombe
Concentracion méaxima de etanol 3.4%v/v 2
T 30°C 8
P Atmosférica 10
pH 6 6
Informacién Media baja 4
Disponibilidad/Costo Madera 8
Fase de Aplicacion NIOF 6
Sustrato Xilosa 1
Aditivos - -
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 270h 4
Atributo adicional - -
TOTAL 49

Tabla. M9. Andlisis técnico horizontal — vertical para Schizosaccharomyces
pombe

Concepto Neurospora crassa
Concentracion maxima de 6.08% 4
etanol
T 25 a 34°C 8
P Atmosférica 10
pH 41a84 6
Informacién Media baja 4
Disponibilidad/Costo Madera (troncos, corteza o aserrin) | 8
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Celulosa 1
Aditivos - -
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 60h 8
Atributo adicional Gran facilidad de crecimiento 5
TOTAL 58

Tabla. M10. Analisis técnico horizontal — vertical para Neurospora crassa

Concepto \ Saccharomyces bayanus




Concentracion maxima de

14.52%vIv 12
etanol
T 12 a 32°C 8
P Atmosférica 10
pH 3ab 4
Informacién Media 8
Disponibilidad/Costo Sustratos ricos en azucares 6
Fase de Aplicacion NIOF 6
Sustrato Glucosa, sacarosa y fructosa 3
Aditivos Requiere grandes cantidades de 5
nutrientes
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 216 4
Atributo adicional Resiste altos valolr'es de alcohol y 10
presién
TOTAL 66

Tabla. M11. Andlisis técnico horizontal — vertical para Saccharomyces

bayanus

Concepto Kloeckera africana
Concentracion maxima de etanol 4.44%v/v 4
T 28 a 30°C 8
P Atmosférica -
pH 3.5a4.5 4
Informacion Media baja 4
Disponibilidad/Costo Agave 8
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato fructosa y glucosa 2

Requieren mas nutrientes de lo
Aditivos comun (comparado con -5
Saccharomyces)
CO2 producido 40mmol/gh -
Tiempo de fermentacion 25h 10
Atributo adicional - -
TOTAL 39

Tabla. M12. Andlisis técnico horizontal — vertical para Kloeckera africana

Concepto Hanseniaspora
Concentraciéon maxima de 4.44%vIN 4
etanol
T 30 a55°C 6
P Atmosférica -
pH 5 4
Informacion Media 8
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Disponibilidad/Costo Agave 8
Fase de Aplicacion laboratorio 4
Sustrato Fructosa, y celulosa 2
Requieren mas nutrientes de lo
Aditivos comun (comparado con -5
Saccharomyces)

CO2 producido 7 a 13gC02/100mL

Tiempo de fermentacion 168h 4
Atributo adicional - -
TOTAL 35

Tabla. M13. Andlisis técnico horizontal — vertical para Hanseniaspora

Concepto Metschnikowia pulcherrima
Concentracion maxima de etanol 4.5%v/v 4
T 30°C 8
P Atmosférica 10
pH 5 4
Informacién Media 8
Disponibilidad/Costo Néctar de flores (Tecoma stans) 6
Fase de Aplicacion laboratorio 4
Sustrato Glucosa y fructosa 2
Aditivos - -
CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 72h 8
Atributo adicional 29 5
TOTAL 59

Tabla. M14. Andlisis técnico horizontal — vertical para Metschnikowia
pulcherrima

Concepto Zygosaccharomyces sp.
Concentracion maxima de etanol 18%v/v 12
T 25 a 28°C 8
P Atmosférica
pH 25a45 4
Informacién Media baja 4
Disponibilidad/Costo Miel 8
Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Sacarosa, glucosa 2

2 . . . . -

9 Crece con otras especies de levaduras incluyendo Saccharomyces cerevisiae, muestra una fuerte actividad
de biocontrol contra varios géneros de levadura que se consideran perjudiciales en enologia (Brettanomyces
/ Dekkera, Hanseniaspora y Pichia) y varios hongos filamentosos que causan el deterioro de la uva (Penicillium

sp., Aspergillus sp. Y Fusarium sp.)
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Aditivos 30 -10
CO2 producido - -

Tiempo de fermentacion Baja tasa de crecimiento -
Atributo adicional 31 5
TOTAL 37
Tabla. M15. Analisis técnico horizontal — vertical para Zygosaccharomyces
sp.

Concepto Saccharomyces kudriavzevii
Concentracion maxima de etanol 4.18%v/v 4
T 40 a 45°C 6
P Atmosférica
pH 5 4
Informacién Media 8
Disponibilidad/Costo Suelo y exterior de frutas y verduras | 8

Fase de Aplicacion Laboratorio 4
Sustrato Glucosa y fructosa 2
Aditivos - -

CO2 producido - -
Tiempo de fermentacion 80h 8

Atributo adicional®? * 5
TOTAL 44

Tabla. M16. Andlisis técnico horizontal — vertical para Saccharomyces

kudriavzevii.

Andlisis de los parametros cinéticos de los microorganismos seleccionados

La cinética quimica es una rama de la quimica que estudia la velocidad de las
reacciones, este estudio proporciona informacién importante a cerca del mecanismo
de reaccion. Para los microorganismos a estudiar se usan métodos especificos para
encontrar los parametros cinéticos de una reaccion, estos parametros dependen de
la temperatura, la presion, el pH, presencia de cofactores, etc. Y se sugiere que
estos parametros se encuentren en condiciones Optimas, podemos ver a los

30 Se debe tener extremo cuidado y limpieza, ya que puede convertirse en un serio problema para la bodega.
Debido a su osmotoleranciay a su elevada resistencia a conservantes convencionales, pueden alcanzar niveles
de contaminacién elevados a partir de poblaciones iniciales muy bajas

31 Tolera mejor la glucosa que la sacarosa, tiene resistencia a conservantes. Aunque ninguna especie de
Zygosaccharomyces es patdgena para el ser humano, si que se ha atribuido algin desorden gastrointestinal
menor por consumo de bebidas contaminadas por esta
levadura (Stratford, 2005)

% Tolera altas temperaturas, hasta 45°C y pH bajos, P. kudriazvevii puede estar presente sin
causar dafo, sin embargo, en algunos casos es patdogeno. Algunos considerarian a P.
kudriavzevii como un "patdégeno oportunista". Especificamente, P. kudriavzevii infecta a
aquellos que son inmunodeficientes.

58



pardmetros cinéticos como un conjunto de valores que nos dan informacion de como
crece, vive y se reproduce un microorganismo.

El célculo de los pardmetros cinéticos depende de la tendencia que siga el
crecimiento microbiano, el cual se puede representar con una grafica. A
continuacion, presentamos las ecuaciones MAs comunes que representan
diferentes tipos de crecimiento.

MModelo Felacion
. S
MMonod A= oy K +S
Teissier . -
= L. 1—exp| T |
Moser §"
= -*r"l:l;.’.x - T
K,+5
Haldane = __ 5
/ Mo - v - ol
K,+5+KS5
Hinshelwood = i S| [1-K_F|
helwoo _:;—II.m:.m.|_ o |

Tabla 22. Ecuaciones representativas de los diferentes modelos de crecimiento
microbiano.33
Detras de las ecuaciones antes mencionadas existe toda una teoria que fundamenta
cada una de ellas, en cada una se basa la teoria cinética de Michaelis Menten, el
cual se formuld estudiando a las enzimas y como es que intervienen en las
reacciones quimicas, propusieron Leonor Michaelis y Maud Menten en 1913 un
mecanismo en el cual:
1. la enzima (E) se coloca en el sitio activo del sustrato (S) para formar un
complejo enzima-sustrato (ES).
2. Posteriormente en el “paso lento” el complejo ES se separa dejando a la
enzima libre dando lugar a los productos de la reaccion (P).
3. Plantea la ecuacion de velocidad de la propuesta de reaccion anterior
definiendo asi la ecuacion de velocidad total.
4. Desarrollando esta ecuacién aproximando al equilibrio y en estado
estacionario dieron como resultado la siguiente ecuacion:
_ Vmax[S] (El)
° K + 5]

La ecuacion de Michaelis — Menten describe el cambio en la velocidad de una
reaccion catalizada por una enzima al variar la concentracion del sustrato, en esta
ecuacién podemos encontrar:

Vy: velocidad inicial
Vinax: velocidad maxima alcanzada en la reaccién

33 https://www.redalyc.org/pdf/496/49612069012.pdf
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km: constante de Michaelis, establece la afinidad entre una enzima y su sustrato
[S]: concentracién del sustrato

Vmax mp b — = = = — — — =

Kim
Figura 26. Grafica representativa de la ecuacion de Michaelis-Menten34

Como se habra podido notar, la ecuacién de Michaelis-Menten es muy parecida a
la ecuacion del modelo de Monod vista en la tabla 22 y es con la cual trabajaremos
para obtener los parametros cinéticos de las levaduras elegidas anteriormente,
Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis y Saccharomyces carlsbergensis.
La ecuacién de Monod representa la velocidad de reacciones bioldgicas, asi como
vimos en el modelo de Michaelis — Menten intervienen enzimas, solamente que las
reacciones llevadas a cabo con levaduras y bacterias son mucho mas complejas ya
que son muchas las enzimas en este proceso, ademas de que también pueden
haber mas de un sustrato, aun asi, Monod desarrollé en 1942 una ecuacién muy
simple para representar este tipo de reacciones que, en general, funciona muy bien.
Para ello asumié que:

= Existen varios sustratos, pero solo uno de ellos es el limitante

» La produccion de la biomasa depende exclusivamente de la concentracion

del sustrato limitante

Para una reaccién de tipo aS — yX la velocidad de crecimiento de biomasa puede
representarse como:

S
= _— E2
ALl :umaxS + KS ( )

Donde:
Umax: velocidad especifica de crecimiento maxima (h™1)

K,: constante de saturaciéon (%)

S: concentracion del sustrato limitante (%)

Para los fines de esta tesis es suficiente emplear la ecuacién de Monod para el
analisis a realizar, también se consideraran los cultivos en reactor batch ya que los
articulos de donde obtuvimos la informacion de los experimentos asi realizaron sus

34 http://www.ehu.eus/biomoleculas/enzimas/enz3.htm
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experimentos, ademas de que es el sistema mas comun empleado en este tipo de
procesos.
El crecimiento microbiano en los biorreactores batch sigue la tendencia antes
mencionada en la figura 23, donde se pueden apreciar las cuatro fases; latencia,
exponencial, estacionaria y muerte, analizando matematicamente estas fases, en la
segunda se puede obtener el tiempo de duplicacion o el numero de bacterias (N), el
cual se expresa con la ecuacion 3.

£y = 12 E3

a= (E3)
Para el modelado completo de una curva de crecimiento en un sistema batch se

hace un balance de masa por componente (B1, B2 y B3), en este caso el sustrato,
la biomasa y el producto.

UmaxS
Sustrato:E = —Yyqux = —Yxsl#ax](sx (B1)
dx HmaxS
Bi — = px — fx = —~ B2
fomasa:— = px Bx S+K, x—Bx (B2)

dp
Producto: 7 = Tk (B3)

También afiadiremos el concepto de coeficientes de rendimiento, ya que en las
ecuaciones de balance se presenta este término y es importante debido a que
representa en un valor numérico la eficiencia.
Los coeficientes de rendimiento verifican la siguiente ecuacion:
1

Y, =— E4

i=y, @9
En el analisis que haremos del crecimiento microbiano se consideraran dos
coeficientes:
Rendimiento celular (Yxs): El rendimiento celular nos indica la relacion entre la
biomasa obtenida y el sustrato consumido, a mayor Yxs mayor conversion de
sustrato en biomasa, por lo que nos conviene obtener valores cercanos a 1,
mientras mas se acerque a uno el valor nos indica que mas sustrato se convirtio en
biomasa.

i AX

Yy/s = gbwﬂ] == (E5)
. . gsustra_to . . . .,

Rendimiento de producto (Ypss): El rendimiento celular nos indica la relacion entre el

producto obtenido, (en este caso buscamos que sea el etanol) y el sustrato
consumido, a mayor Ypis mayor conversion de sustrato en producto, por lo que, al
igual que en el rendimiento celular nos conviene obtener valores cercanos a 1,
mientras mas se acerque a uno el valor nos indica que mas sustrato se convirtio en
producto.

AP
Yp/s — gproducto] — E (E6)

gsustrato
Sustituyendo la ecuacién de Monod en el balance B4 obtenemos la ecuacion

general de crecimiento microbiano en reactor batch (EGCB) considerando el modelo
de Monod:
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dXp

) el H)[?] (B4)
Xp _ Hmax
dt  Ks+[S] Xs (BT

dt (E8)

fXB dXB — Umax [S] * ftzt
o X5 Ks+1S] ),
XB :umax [S]
In = * t (E9)

Xpo Ks+[S]
1 K 1 1y 1

( * =+ ) *—  (EGCB)

.umax S /*‘max t

=t0

X
In =&
Xpo

Para una mejor visualizacion de la ecuacion y un célculo més sencillo se va a
resumir la ecuacion EGCB en E10:
X=WUx*Z+B)T (E10)

Donde:
Ks
A= (E11)
Umax
B = (E12)
U max

Los parametros cinéticos de los microorganismos elegidos en los cuales nos
enfocaremos en encontrar son Ks Y pnme, ademas de los coeficientes de
rendimiento.

Para el analisis de cada uno de los microorganismos usamos experimentos ya
hechos en donde obtuvimos la grafica de concentracién de los componentes vs
tiempo, posterior a ello calculamos X, Zy T de la ecuacién 12 con ayuda de Excel,
finalmente para realizar la regresion lineal se utilizo el programa Polymath.

Hay que tener en cuenta que, a pesar de que los experimentos de los tres
microorganismos elegidos se realizaron en diferente afio, por diferentes personas,
en diferentes condiciones se buscé encontrar los experimentos mas parecidos
posibles tomando en cuenta: temperatura, presion, pH, concentracion del sustrato,
tiempo y tipo de sustrato para que pudiera ser comparable.

A. Saccharomyces cerevisiae
También conocida como la levadura de la cerveza, Saccharomyces cerevisiae es
un microorganismo ampliamente estudiado, ademas de que hoy en dia es comun
usarla para la produccion de etanol desde la antigiiedad se usé para hacer pan y
vino, aunque antes no se conocia el mecanismo por el cual la levadura servia para
este fin.

62



— )

J

\
Figura 27. Imagen de S. cerevisiae3®

Actualmente existen incluso microorganismos genéticamente modificados, aunque
no seran estudiados en esta tesis, pero hay que tener en cuenta que, precisamente
los de S. cerevisiae son los mas comunes.
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Figura 28. Ruta metabdlica de produccion de etanol de S. cerevisiae también
llamada Embden-Meyerhof-Parnas

Para obtener informacion experimental de la produccién de etanol de S.cerevisiae
utilizamos el articulo “Growth kinetics of Saccharomyces cerevisiae in batch and
fedbatch cultivation using sugarcane molasses and glucose syrup from cassava
starch” publicado por Journal of Industrial Microbiology (1996) 16, 117-123.36

Dicho articulo determina la cinética de crecimiento de nuestra levadura de interés
tomando como sustratos el jarabe de glucosa de almiddn de yuca y la melaza de
cafia de azucar. El caso se estudia utilizando un cultivo discontinuo y uno

35 https://www.istockphoto.com/es/foto/levadura-saccharomyces-cerevisiae-gm1040455728-278538104

3% Society for Industrial Microbiology. (1996). Growth kinetics of Saccharomyces cerevisiae in batch and
fedbatch cultivation using sugarcane molasses and glucose syrup from cassava starch . Journal of Industrial
Microbiology, 16, 117-123.
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alimentado por lotes, ademas se determinaron el pH y la temperatura éptima para
el crecimiento de la levadura resultando 5.5 y 30°C respectivamente.

Para nuestro estudio utilizaremos la figura 4. “Relationship between cell, reducing
sugar, and ethanol concentrations vs time in batch cultivation using glucose syrup
as substrate” ya que, aunque no resulta ser el proceso con mayor produccion de
etanol es el que mas sirve para comparar con los articulos encontrados para las
demas bacterias.

24 B0 -
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20 50
24|'—
18 45 -—-l\
161 401 S20f
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Figure 4 Relationship between cell, reducing sugar, and ethanol concen-
trations vs time in batch cultivation using glucose syrup as substrate.

Figura 28. Crecimiento microbiano de S. cerevisiae

Datos de las condiciones el proceso obtenido del articulo que nos ayudaran a

comparar los experimentos de los diferentes microorganismos a estudiar:
Volumen del reactor (mL) 500
Concentracion levadura (g/L) 0.5-0.7
Concentracion de sustrato (g/L) 3
T (°C) 30
pH 5.5
Tiempo (h) 30
Tabla 29. Condiciones del proceso del experimento para Saccharomyces
cerevisiae.

Para obtener los valores numéricos de la grafica y utilizarlos en la regresion
matematica nos ayudamos del programa Engauge Digitizer el cual con base a la
figura de la gréafica y sus coordenadas extrae los valores numéricos que se sefialen.
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Figura 30. Ejemplo de extraccion de datos
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ograma Engauge Digitizer, (el

caso del ejemplo contempla la extraccion de datos del sustrato).

Los datos se exportaron a Excel obteniendo las siguientes tablas:

t (h) Etanol

0 0.1118
2.9568 0.8411
8.0199 2.0829
8.581 2.3184
9.352 3.4905

11.6659 5.983
15.0665 | 9.6061
16.6053 | 10.478
17.9344 | 11.2584
20.9817 | 13.9548
22.4147 | 14.5951
23.9174 | 15.2117
26.9482 | 14.4932
29.9779 | 13.5657

Tabla 24. Obtencion de datos numéricos de produccion de etanol para

Saccharomyces cerevisiae en Engauge Digitizer.

t (h) Biomasa
0 2.0464
1.9731 2.0232
2.9874 2.1325
3.9812 2.8807




t (h) Biomasa
5.0016 3.0074
5.9944 3.1345
7.0421 3.1229
8.0897 3.0883
9.0554 3.4687
12.0634 | 5.0687
14.9622 | 7.2451
17.9451 | 10.1797
20.8972 | 11.3203
23.7934 | 11.9784
24.8136 | 12.0361
26.9092 | 12.128
27.9288 | 11.8636
29.9659 | 10.0237
31.0408 | 9.8048
32.8573 | 8.0133
Tabla 25. Obtencién de datos numéricos de produccion de biomasa para

Saccharomyces cerevisiae en Engauge Digitizer.

t (h) Sustrato
0 45.102
0.9975 44.964
1.9896 44.548
2.8962 41.562
4.0353 38.055
5.9603 37.049
7.491 34.509
9.0582 32.106
10.35 27.202
12.0562 21.184
13.3425 18.35
15.0413 15.324
17.9231 11.858
19.4817 7.96
21.0405 4.108
22.2238 3.761
23.8744 3.128
26.9287 2.144
29.93 1.897
32.8467 0.961
Tabla 26. Obtencion de datos numéricos de produccion de sustrato para
Saccharomyces cerevisiae en Engauge Digitizer.
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Figura 31. Gréfica de crecimiento en S. cerevisiae a partir de los datos obtenidos
por engauge digitizer.

Como se puede ver, en las tablas 23, 24 y 25 se subrayaron 10 valores, los mas
similares en tiempo entre ellos para obtener los valores necesarios para la regresion
lineal. Para estos valores selectos se obtuvo un promedio del tiempo para asignarle
promedio a todos
construyendo asi la tabla 26.

ese valor

los parédmetros (biomasa, sustrato, etanol),

(h) Biomasa t (h) Sustrato t (h) Etanol Promeigl)o del t

0 2.0464 0 45.102 0 0.1118 0
2.9874 2.1325 2.8962 41.562 2.9568 0.8411 2.95
9.0554 3.4687 9.0582 32.106 9.352 3.4905 9.16
12.0634 | 5.0687 | 12.0562 | 21.184 | 11.6659 5.983 11.93
14,9622 | 7.2451 | 15.0413 | 15.324 | 15.0665 | 9.6061 15.02
17.9451 | 10.1797 | 17,9231 | 11.858 | 17.9344 | 11.2584 17.93
20.8972 | 11.3203 | 21.0405 4.108 20.9817 | 13.9548 20.97
23.7934 | 11.9784 | 23.8744 3.128 23.9174 | 15.2117 23.86
26.9092 12.128 | 26.9287 2.144 26.9482 | 14.4932 26.93
29.9659 | 10.0237 29.93 1.897 29.9779 | 13.5657 29.96

Tabla 27. Datos organizados de los pardmetros obtenidos en Engauge Digitizer y

calculo del promedio del tiempo.

Con los datos obtenidos en la tabla 26 se calcularon los valores que necesitamos
de la ecuacion EGCB, para hacer mas practico el célculo y la regresion no lineal se
repartieron los célculos en X, Zy T como se observa en la ecuacion E10. Los
resultados se muestran en la tabla 27.
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Crecimiento en sistema batch Z T X
Tiempo (h) | X (g/L) S(g/Ll) | 1/S (L/g) 1/t InX/X0 1/InX/X0
2.95 2.13 41.56 0.02 0.34 0.04 24.26
9.16 3.47 32.11 0.03 0.11 0.53 1.90
11.93 5.07 21.18 0.05 0.08 0.91 1.10
15.02 7.25 15.32 0.07 0.07 1.26 0.79
17.93 10.18 11.86 0.08 0.06 1.60 0.62
20.97 11.32 411 0.24 0.05 1.71 0.58
23.86 11.98 3.13 0.32 0.04 1.77 0.57
26.93 12.13 2.14 0.47 0.04 1.78 0.56
29.96 10.02 1.90 0.53 0.03 1.59 0.63

Tabla 28. Obtencion de los valores Z, T y X para Saccharomyces cerevisiae a
partir de la ecuacion EGCB.

Después de las variables obtenidas se realizo la regresion en Polymath obteniendo

asi Ay B de la ecuacion E10.

Figura 32. Gréfica de la regresion de Polymath para Saccharomyces cerevisiae.
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POLYMATH Report

MNonlinear Regression (L-M)

Model: X = (A*Z+B)*T

Variable|Initial guess Value 95% confidence
A 60. -158.255 |254.877
B 7. 65.61344|21.54398

Nonlinear regression settings
Max # iterations = 64

Precision
RA2  [0.8695301
RA2adj |0.8508915
Rmsd  |0.8875409
Variance |9.115148
Figura 33. Datos obtenidos de realizar la regresion no lineal en Polymath.

Calculando los parametros cinéticos con los valores obtenidos en la regresion (A'y
B):

1
B =

—_

(E13)

| -

Umax =
Umax

Ya obtenido el valor de p;,,4,:

K
A=—3

= Kg = Apmax (E14)

.umax

Para calcular el rendimiento celular y el rendimiento del producto se utilizaron las
ecuaciones E y E, para facilitar el calculo se creo la tabla 29 obteniendo Yxsy Ypris
por celda, para obtener el valor final se calculé el promedio de todos estos valores
y finalmente obtuvimos estos Ultimos parametros cinéticos

Tiempo | Biomasa
S (g/L P (g/L In X/X0 | In SO/S Y x/s Y p/s
(h) (/L) (g/L) (g/L) P

0.00 2.05 45.10 0.1118 0 0 0 0

2.95 2.13 41.56 0.8411 | 0.0412 | 0.0817 | 0.0243 | 0.2060

9.16 3.47 32.11 3.4905 | 0.5277 | 0.3399 | 0.1094 | 0.2600

11.93 5.07 21.18 5.983 0.9070 | 0.7557 | 0.1264 | 0.2455

15.02 7.25 15.32 9.6061 | 1.2642 | 1.0795 | 0.1746 | 0.3188

17.93 10.18 1186 | 11.2584 | 1.6043 | 1.3359 | 0.2447 | 0.3353

20.97 11.32 4.11 13.9548 | 1.7105 | 2.3960 | 0.2262 | 0.3377
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T"?mpo B'?;Ssa S@L) | P@L) | InX/X0 | InS0/S | Yxis | Ypis
23.86 11.98 3.13 ]15.2117 | 1.7670 | 2.6685 | 0.2366 | 0.3597
26.93 12.13 2.14 1144932 | 1.7794 | 3.0463 | 0.2347 | 0.3348
29.96 10.02 1.90 |13.5657 | 1.5889 | 3.1687 | 0.1846 | 0.3114

0.1735 | 0.3010
Por lo tanto, la informacion objetivo es:
Ks Umax(B™1) Y x/s Y pls
2.41 0.015 0.1735 0.3010
Tabla 29. Parametros cinéticos y coeficientes de rendimiento de S. cerevisiae
calculados
Ks Hmax (™) Ki (g/L)
0.5 0.4 0.55

Tabla 30. Pardmetros cinéticos y coeficientes de rendimiento de S. cerevisiae
obtenidos del articulo

Los parametros cinéticos obtenidos con el modelo de Monod nos dieron valores un
poco alejados de los reportados en el articulo de consulta, en dicho articulo los
autores calcularon los parametros con un modelo de inhibiciéon de sustrato el cual
fue desarrollado suponiendo que el rendimiento fuera constante durante todo el
cultivo, no nos menciona nada acerca del coeficiente de correlacion ni nos muestra
la grafica comparativa de los datos obtenidos experimentalmente y con la regresion
lineal, pero la ecuacion utilizada (E17) es muy probable que dé un mejor
acercamiento a los datos ya que se basaron en la tendencia de la figura 4. Para
encontrar la ecuacién que mejor se ajuste y nosotros utilizamos la ecuacion mas
sencilla y general obteniendo una correlacion de 0.87.

Aunque la correlacién obtenida no fue la esperada se considerd que la mejor opcion
era seguir trabajando con el mismo modelo por su sencillez ademéas de que la
correlacién tampoco es tan baja.

.S (E15)

=K +5+ UK,

Conclusiones

Para asegurar un buen crecimiento de esta levadura se recomienda otorgarle las
condiciones de crecimiento que aparecen en la tabla M1, ademas, es viable ponerla
en crecimiento junto con otra levadura, S. cerevisiae es un microorganismo que no
requiere cuidados extra, no es patdégeno y tiene la ventaja de haber sido estudiado
mucho por lo que hoy en dia incluso se encuentra en estudio diferentes cepas
genéticamente modificadas de esta levadura.

S. cerevisiae no solo es util para la produccion de bioetanol, sino para la produccion
de cerveza y vinos, esto Ultimo es por lo que es mas conocida y se espera que se
siga aprovechando al maximo para ambos fines.
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B. Zymomonas mobilis

Este microorganismo, a diferencia de los demas es una bacteria y no una
levadura, desde el punto de vista energético Z. mobilis ha sido considerado
ineficiente para producir biomasa, ya que, por su metabolismo, por cada
molécula de monosacarido que entra sale una de ATP, sin embargo, en los
altimos afos ha sido de gran interés ya que los beneficios de la produccion de
etanol con esta bacteria son:

Tasas metabolicas elevadas

Utilizacién simultanea de glucosa y fructuosa

Tolerancia a altas concentraciones de etanol y aztucares

Formacion de diferentes subproductos en funcion del sustrato utilizado

Conversion alta de sustrato en etanol y CO2
S > ST

ANANENENEN

Figura 33. Imagen de Z. mobilis
La ruta metabdlica que sigue esta bacteria se ilustra en la figura 33, en la cual
podemos observar el intercambio del azucar por el ATP antes mencionado,
ademas de conocer todos los pasos que hacen que nos lleve a la produccién de
etanol y no se desvie en otra ruta.
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Figura 34. Ruta metabdlica de produccion de etanol de Z. mobilis también
llamada Entner - Doudoroff

Este balance de beneficios puede verse en la tabla M4 y comparandola con toda
la serie de tablas M, ya que, Z. mobilis fue uno de los microorganismos con
mayor puntaje, es decir, mayores ventajas frente a la mayoria de las levaduras.
Para obtener los parametros cinéticos de Z. mobilis se consulté el articulo
“Kynetics of alcohol production by Zymomonas mobilis at high sugar
concentrations” de P.L. Rogers, Kye Joon Lee y D.E Tribe, publicado por School
of Biological Tecnology.

El experimento consisti6 en estudiar el crecimiento de la bacteria a altas
concentraciones de glucosa, también se comparé con Saccharomyces
carlsbergensis, una levadura de mucha importancia en la industria de bebidas
alcohdlicas y al hacer esta comparacion se encontré que Z. mobilis estaba por
encima en cuanto a ventajas frente a S. carlsbergensis.

La figura utilizada del articulo para nuestra tesis fue la “Fig 4. “Comparative
kinetic at 25% initial glucosa”.
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Fig. 4. Comparative kinetics at 25% initial glucose.

Figura 35. Crecimiento bacteriano/microbiano Z. mobilis y S. carlsbergensis
*Para esta parte del estudio se utiliz6 solamente la figura que sigue el
crecimiento de Z. mobilis.

Datos de las condiciones el proceso obtenido del articulo que nos ayudaran a
comparar los experimentos de los diferentes microorganismos a estudiar:

Volumen del reactor (mL) 900
Masa levadura (g)

T (°C) 30
pH 5
Tiempo (h) 40

Nutrientes

Glucosa (Q) 20
Extracto de levadura (Oxoid) (g)| 10
Agar (g) 20

Tabla 31. Condiciones del proceso del experimento para Z. mobilis.

Para obtener los valores numéricos de la gréfica y utilizarlos en la regresion
matematica nos ayudamos del programa Engauge Digitizer del cual se explico
su funcion cuando analizamos a S. cerevisiae.

Tiempo (h) X (g/L) S (g/L) P (g/L)
0 1 248 0
5 2 242 3.57
9 3.8 208 6.5
12.5 6 152 15.18
15 7.3 105 22.58




20 8.5 65 53

24 10.5 45 84.52
27 10 25 99.61
40 9.8 5 100.6

Tabla 32. Valores numéricos obtenidos de Engauge digitizer — Z. mobilis

Crecimiento microbiano Z. mobilis en reactor
300 Batch

250
200

150

X, S (g/L)

100 —@— Sustrato

Biomasa
50

0 10 20 30 40 50
Teimpo (h)

Figura 36. Grafica de crecimiento en Z. mobilis a partir de los datos obtenidos por
engauge digitizer.

Con los datos obtenidos de la figura 4 del articulo se calcularon los valores que
necesitamos de la ecuacién EGCB, para hacer mas practico el calculo y la
regresion no lineal se repartieron los calculos en X, Zy T como se observa en la
ecuacion E10. Los resultados se muestran en la tabla 32.

Crecimiento en sistema batch Z T X
Tiempo (h) | X(g/L) | S(g/L) | 1/S (L/g) 11t InX/X0 1/InX/X0
5 2 242 0.0041 0.2000 0.6931 1.4427
9 3.8 208 0.0048 0.1111 1.3350 0.7491
12.5 6 152 0.0066 0.0800 1.7918 0.5581
15 7.3 105 0.0095 0.0667 1.9879 0.5030
20 8.5 65 0.0154 0.0500 2.1401 0.4673
24 10.5 45 0.0222 0.0417 2.3514 0.4253
27 10 25 0.0400 0.0370 2.3026 0.4343
40 9.8 5 0.2000 0.0250 2.2824 0.4381

Tabla 33. Obtencién de los valores Z, T y X para Z. mobilis a partir de la
ecuacion EGCB.

Después de las variables obtenidas se realizo la regresion en Polymath
obteniendo asi Ay B de la ecuacion E10.
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Figura 37. Grafica de la regresion de Polymath para Z. mobilis

Model: X = (A*¥Z+B)*T

Variable Initial guess Value |95% confidence
A 60. 61.10916|30.99189
B 7. 6.964395 0.6473854

Nonlinear regression settings
Max # iterations = 64

Precision

RA"2 0.9705564
R~2adj |0.9656491
Rmsd |0.0196509
Variance 0.004119

Figura 38. Datos obtenidos de realizar la regresion no lineal en Polymath para

Z. mobhilis

Por lo tanto, la informacion objetivo es:

Ks Hmax (h_l) YxIs

Yp/s

8.77 0.14 0.0621

0.3300

Tabla 34. Parametros cinéticos y coeficientes de rendimiento de Z. mobilis

calculados
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Ks Umax(R™D) o Qs Yx/s Ypls

0.133 2.53 5.45 0.019 0.472

Tabla 35. Pardmetros cinéticos y coeficientes de rendimiento de Z. mobilis
obtenidos del articulo

Para este segundo estudio los parametros cinéticos obtenidos con el modelo de
Monod nos dieron mejores valores, obtuvimos un coeficiente de correlacion de
0.97, ademas de que se ve perfectamente bien la comparacion de gréaficas
(experimental/regresion) en la figura 33. Al calcular los pardmetros cinéticos
podemos observar que p,,,, €sta muy cercano al obtenido en el articulo, Ks no
se calcula en el articulo, pero a nosotros nos dio un valor de 8.77 y considerando
gue nuestro modelo resultd seguir bien la tendencia de este experimento
podemos decir que es un dato que seguramente esta igual de cerca de ser
correcto COmMo Uax-

Conclusiones

La tabla M4 también nos da la informacion suficiente para otorgar las condiciones
ambientales ideales para el crecimiento de esta bacteria, ademas es un bacilo gran
negativo, movil y anaerobio. Tiene una capacidad para sobrevivir en liquidos con
alta concentracion de azucar y etanol, superiores a las que toleran las levaduras,
gracias a estudios se sabe que, aunque solamente por lo que sigue en investigacion
esta bacteria y se espera se encuentren soluciones a sus desventajas como lo son
las grandes cantidades de materia prima que se necesitan para producir el
biocombustible.
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C. Saccharomyces carlsbergensis

Saccharomyces carlsbergensis o saccharomyces pastorianus es una levadura muy
particular ya que se usa para la elaboracion de cerveza lager, fue descubierta y
empleada por la industria Carlsberg. Desde su descubrimiento los derechos de la
levadura han permanecido abiertos y aunque actualmente por su baja
concentracion de tolerancia maxima al etanol es usada para produccion de cervezas
es una buena oportunidad de estudio el conocerla en esta tesis ya que estamos
analizando las diferentes opciones para la obtencion de etanol, ademas de que
podemos dar informacién no solo a productores de bioetanol, sino de cervezas o
Vvinos.

Figura 39. Saccharomyces carlsbergensis®’

El articulo usado para esta levadura es el mismo que se usO para Zymomonas
mobilis, (Kinetics of alcohol production by Zymomonas mobilis at high sugar
concentrations) ya que contiene un el experimento también para esta levadura y
aungque hay algunos otros articulos que hacen el experimento el usar este nos
otorga la ventaja de comparar como en el articulo, bajo las mismas condiciones de
proceso, ademas de que podremos dar recomendaciones adicionales gracias a
nuestro estudio previo de cada una de las levaduras.
S. carlsbergensis es muy similar a S. cerevisiae ya que es una mutacion de ésta
daltima, por lo tanto, su ruta metabolica es la misma de forma general, tal como viene
la figura 28.
La figura utilizada del articulo para nuestra tesis fue la “Fig 4. “Comparative kinetic
at 25% initial glucosa” la cual nosotros tenemos como figura 35, la Unica diferencia
es que para esta levadura se utilizé solamente la figura que sigue el crecimiento de
Saccharomyces carlsbergensis.
Datos de las condiciones el proceso obtenido del articulo que nos ayudaran a
comparar los experimentos de los diferentes microorganismos a estudiar:

Volumen del reactor (mL) 900

Masa levadura (g)

T (°C) 30

pH 5

Tiempo (h) 40
Nutrientes

37 https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/saccharomyces-pastorianus
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Glucosa (Q) 20
Extracto de levadura (Oxoid) (g)| 10
Agar (g) 20
Tabla 36. Condiciones del proceso del experimento para S. carlsbergensis
Tiempo (h) S (g/L) X (g/L) P (g/L)
0.391 245.466 0.7059 5.165
4,938 235.751 1.9251 12.913
8.966 208.873 3.4973 29.959
12.927 152.202 5.8075 47.779
15.949 105.894 7.3476 66.374
19.707 66.062 8.6631 72.831
23.831 45.984 10.492 84.452
27.633 25.907 9.9144 94.525
39.608 3.886 9.5294 106.663

Tabla 37. Valores numéricos obtenidos de Engauge digitizer — S.

carlsbergensis

Crecimiento batch Z T X
Tiempo (h) | X(g/L) | S(g/L) | 1/S (L/g) 1/t InX/X0 1/InX/X0
4.94 1.93 235.75 | 0.0042 0.2025 0.0404 24.7633
8.97 3.50 208.87 | 0.0048 0.1115 0.1614 6.1946
12.93 5.81 152.20 | 0.0066 0.0774 0.4779 2.0923
15.95 7.35 105.89 | 0.0094 0.0627 0.8407 1.1895
19.71 8.66 66.06 0.0151 0.0507 1.3126 0.7619
23.83 10.49 | 45.98 0.0217 0.0420 1.6749 0.5971
27.63 9.91 25.91 0.0386 0.0362 2.2486 0.4447
39.61 9.53 3.89 0.2573 0.0252 4.1458 0.2412

Tabla 38. Obtencion de los valores Z, Ty X para S. carlsbergensis a partir de la
ecuacion EGCB.

Con los resultados obtenidos en la tabla 38 se utilizo Polymath para la regresion

no lineal obteniendo los siguientes valores de Ay B:
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Model: X = (A*Z+B)*T

Variable Initial guess Value 95%b confidence
A 60. -533.6117|1722.277
B 7. 01.16075 |44.84326

Nonlinear regression settings
Max # iterations = 64

Precision
RA2 0.747198

R~2adj 0.7050643
Rmsd 1.396909
Variance |20.81446

General

Sample size 8
Model vars |2
Indep vars |2
[terations |4

Figura 41. Grafica de la regresion de Polymath para S. carlsbergensis
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2429
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Figura 38. Datos obtenidos de realizar la regresion no lineal en Polymath para S.
carlsbergensis
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Tiempo (h) | X (g/L) S (g/L) P (g/L) Y x/s Y p/s
0.39 0.71 245.47 5.165 0 0
4.94 1.93 235.75 12.913 0.1255 0.7975
8.97 3.50 208.87 29.959 0.0763 0.6776
12.93 5.81 152.20 47.779 0.0547 0.4569
15.95 7.35 105.89 66.374 0.0476 0.4385
19.71 8.66 66.06 72.831 0.0444 0.3772
23.83 10.49 45.98 84.452 0.0491 0.3975
27.63 9.91 25.91 94.525 0.0419 0.4070
39.61 9.53 3.89 106.663 | 0.0365 0.4201

0.0595 0.4965

Tabla 39. Parametros cinéticos y coeficientes de rendimiento de S.

carlsbergensis calculados

De acuerdo con estos resultados y con ayuda de las ecuaciones E5, E6, E11y E12

se obtienen:

Ks

HPmax(h™1)

Yx/s

Ypl/s

5.85

0.0109

0.0595

0.4965

Tabla 40. Pardmetros cinéticos y coeficientes de rendimiento de S.

carlsbergensis calculados

Ks

ﬂmax(h_l)

Qp

Js

Yx/s

Yp/s

0.055

0.87

2.08

0.033

0.438

Tabla 41. Pardmetros cinéticos y coeficientes de rendimiento de S.
carlsbergensis obtenidos del articulo

Conclusiones

Para esta levadura también es importante consultar los valores éptimos de
crecimiento en la tabla M2, el estudio de esta levadura resulté muy importante ya
gue no se usa comunmente para la produccién de bioetanol, sino para la produccién
de cerveza lo cual es enriquecedor para la tesis ya que podemos ampliar el alcance
con los dos sectores mas grandes que utilizan las levaduras para la produccion de
sus productos como lo son el bioetanol y uno de los componentes de la cerveza,
esta levadura otorga también propiedades organolépticas para el sabor de esta
bebida alcohdlica aunque su produccién debe ser bien controlada por su
concentracion de etanol producida.
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Andlisis de los resultados obtenidos

Los tres microorganismos analizados obtuvieron diferentes resultados, se han
recopilado todos y se muestran en la tabla 42A y 42B para los parametros cinéticos
calculados en esta tesis y los datos reportados en los articulos cientificos
consultados respectivamente.

Microorganismo Ks Umax(R™D) Y x/s Y p/s
Saccharomyces 2.41 0.015 0.1735 0.3010
cerevisiae

Zymomonas 8.77 0.14 0.0621 0.3300
mobilis

Saccharomyces 5.85 0.0109 0.0595 0.4965
Carlsbergensis

Tabla 42A. Recopilacion de los parametros cinéticos obtenidos en la presente
tesis (modelo de Monod)

Microorganismo Ks | pmax(h™H | Ki Y x/s | Ypls
Saccharomyces cerevisiae 0.5 0.4 0.55 | 0.23 0.31
Zymomonas mobilis 0.133 0.019 | 0.472
Saccharomyces carlsbergensis 0.055 0.033 | 0.438

Tabla 42B. Recopilacion de los parametros cinéticos obtenidos en los articulos
consultados

Para el andlisis de resultados dividiremos en dos los parametros cinéticos, por un
lado, observaremos la grafica de produccién de etanol de cada uno de los
microorganismos, para comparar se sefiala la concentracion a las 30h del proceso
ya que es el tiempo maximo de producciéon de S. cerevisiae.

Saccharomyces bil Saccharomyces
cerevisiae Zymomonas mobilis carlsbergensis
Tiempo (h) P (g/L) Tiempo (h) P (g/L) Tiempo (h) P (g/L)
0.00 0.1118 0 0 0.39 5.165
2.95 0.8411 5 3.57 4.94 12.913
9.16 3.4905 9 6.5 8.97 29.959
11.93 5.983 12.5 15.18 12.93 47.779
15.02 9.6061 15 22.58 15.95 66.374
17.93 11.2584 20 53 19.71 72.831
20.97 13.9548 24 84.52 23.83 84.452
23.86 15.2117 27 99.61 27.63 94.525
29.96 13.5657 40 100.6 39.61 106.663

Tabla 43. Datos reportados de la produccién de etanol para cada uno de los
microorganismos.
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Figura 39. Comparacion de la produccién de etanol por los tres microorganismos
elegidos

Como podemos observar S. carlsbergensis y Z. mobilis fueron los microrganismos
gue mas produjeron etanol, esto significa que a esas condiciones que resultan ser
muy similares y el tiempo de 30h S. carlsbergensis tendra ventaja de produccion,
es de esperarse este resultado ya que en la serie de tablas M sabemos que Z.
mobilis y S. carlsbergensis tienen una concentracion de etanol producida alta.

Para los rendimientos vamos a comparar los valores entre los microorganismos
ademas de la diferencia de resultados obtenidos por los articulos cientificos
consultados y el calculo hecho en esta tesis.

Rendimiento celular:

. . : . Y, ;s obtenido con
Y, /s reportada x/s

Microorganismo x/s ep Microorganismo Monod

Sacchqromyces 023 Sacchayomyces 01735

cerevisiae cerevisiae

Saccharomyc_es 0.033 Zym_o_monas 0.0621

carlsbergensis mobilis

Zymomonas mobilis 0.019 Saccharomyc_:es 0.0595

carlsbergensis

Tabla 45. Andlisis de los datos del rendimiento celular con los resultados
obtenidos
El rendimiento celular es mayor mientras mas se acerque al valor de 1, por lo que
segun esta tendencia S. cerevisiae es quien logra un mejor rendimiento, y el
segundo lugar se debate entre las otras dos levaduras, aun asi, todo depende de
las condiciones a las que el proceso este.
Rendimiento de producto:
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. . : . Y,,s obtenido con
Y, s reportada p/s

Microorganismo p/s T€P Microorganismo Monod

Zymomonas mobilis 0.472 Saccharomyges 0.4965
carlsbergensis
Saccharomy(_:es 0.438 Zym'o'monas 0.3300
carlsbergensis mobilis
Saccha_romyces 031 Sacchayomyces 0.3010
cerevisiae cerevisiae
Tabla 46. Analisis de los datos del rendimiento del producto con los resultados
obtenidos

El rendimiento de producto nos indica cuanto del sustrato se aprovecho para
convertirse en producto, por lo que la Unica tendencia que se puede asegurar es
gue quien menos aprovechd ese sustrato es S. cerevisiae.

Hay que tener muy en cuenta que para cada microorganismo y los parametros de
crecimiento que se le apliqguen hay una tendencia de crecimiento especifica, por lo
que realmente depende de la mejor ecuacidon que se ajuste a esa tendencia al
graficar los valores obtenidos.

Se deben dividir y analizar de diferente forma los parametros cinéticos debido a que
Ks, umar NO tienen valores especificos y es muy poco confiable comparar sus
valores ya que son Unicos para cada proceso, dependen de las condiciones de
crecimiento y como no logramos el 100% de exactitud entre los procesos no
podemos comparar de esta forma.

Disefio de biorreactor

En la industria quimica hay diferentes tipos de reactores segun las necesidades y
posibilidades del proceso, para el crecimiento microbiano se utilizan
especificamente los llamados biorreactores, estos tienen condiciones especificas
para el crecimiento de microorganismos, su objetivo es mantener un ambiente
biol6gicamente activo y dar las condiciones necesarias para un crecimiento éptimo.
Para nuestro estudio partimos de un reactor sencillo, un biorreactor batch el cual
nos sera de utilidad para el crecimiento de cualquier de nuestros microorganismos
previamente estudiados.

Basicamente su disefio se hace por partes, lo primero que buscaremos encontrar
sera la concentracion de biomasa, esta se establece por peso seco mediante la
técnica espectrofotométrica de Lowry. Para el calculo del rendimiento de biomasa
(Yxs) y el consumo de sustrato (CS)

Yx = 207 E16
1=-5 s (10
So—9)

Cs =———=*100 (E17)
So

El crecimiento microbiano fue estudiado y modelado por la ecuacién de Monod (E2)
y en el caso de uno de los articulos por la ecuacion de crecimiento microbiano por
inhibicion de sustrato (E15).

83



Tiempos de fermentacion:

dX
FXo=FX+——xV —rxV  (E18)
La ecuacion de balance se ajusta suponiendo que no hay muerte celular, y al ser un

biorreactor discontinuo los volimenes se mantienen constantes, por lo que; FX, =
FX=0
Considerando lo anterior la ecuacién de balance sera:

ax
e = E (Elg)

X
dx [t
f—zf dt (E20)
Ty 0

Xo

Considerando la velocidad especifica de crecimiento (ecuacién de Monod):
X

dXx
t=| = (E21)
X Tx
Tomando en cuenta que:

o =Xx*xu (E22)
Tenemos:
a) Modelo Monod

X Ks+S
t=j 2 ax  (E234)
X

0 .umax * X * S
Ks+S
t=———xInX
. . .umax *S
b) Modelo de inhibicion por sustrato
2
xKs+S+ S?
t= f —dX (E23B)
X0 .umax * X * S
SZ
i
t=———x[nX
.umax * S

Dimensionamiento del biorreactor:

Para los reactores que llevan a cabo procesos biol6gicos es necesario tomar en
cuenta el espacio disponible donde estara el reactor, para los fines de esta tesis
podemos proponer un volumen especifico sin tomar en cuenta otros aspectos
importantes ya que el objetivo es un disefio sencillo para la comparacion de los
modelos de crecimiento utilizados. Las dimensiones se calculan con una relacion
de altura (H) — diametro (D) de 2:1 mediante la siguiente ecuacion:

m*D?xH
VF = T (E24)
Sustituyendo H considerando la relacion 2 a1 (H = 2D):
poo T D? % 2D
B 4
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D—SZVF E25
= | (£25)

Dimensionamiento de los impulsores:
Para los impulsores consideraremos cuchillas planas tipo Roushton que son muy
comunes en este tipo de reactores (figura 39)

Figura 39. Impulsores tipo Roushton

Dimensiones de las cuchillas:

D; =?F (E26)
A; = El (E27)
2 % Di
Dy==%— (E28)
D;
L, =— (E29)

4
Ademas, es necesario que los impulsores se sitlen estratégicamente dentro del

biorreactor para poder tener un mejor mezclado y distribucion de componentes.
H,=1+D; (E30)
H,=2+D; (E31)
H.=3+D; (E32)

Donde:
V = volumen del biorreactor (m)
H = Altura (m)
D = Didmetro del biorreactor (m)
D; = Didmetro del impulsor (m)
A; = Ancho de las cuchillas (m)
D, = Diametro del disco (m)
D. = Diametro de las cuchillas — desde el impulsor al primer cojinete — (m)
H, = Distancia entre el primer agitador al segundo (m)
H, = Distancia entre el primer agitador al tercero (m)

(]
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Figura 40. Representacion gréafica de la distancia entre impulsores

Potencia consumida para la agitacion:
Para calcular la potencia utilizaremos el niumero de Reynolds ya que buscamos
saber el régimen en el que el fluido se encuentra, ya sea laminar o turbulento.

p*N xD?
Re=""—"" (E33)

.uap
Donde:

. Kg
p = Densidad (—)
m

N = Modulo de aireacion
D = Diametro del biorreactor
Uap = Viscosidad aparente

Debido a que no tenemos el valor exacto de la viscosidad ni el de la densidad vamos
a considerar un promedio de los valores mas comunes de densidad en las
fermentaciones y para la viscosidad obtendremos el valor de la grafica de un articulo
que estudié el cambio de la viscosidad en fermentaciones dependiendo de la
velocidad de agitacion.

Valores promedio de la densidad en las fermentaciones recuperado del blog
Fermentacion alcohdlica®® donde los valores van de 1.090g/mL a 0.992g/mL siendo
su valor promedio y el que utilizaremos de 1.041g/mL.

38 https://pacolola.com/vendimia-2015-6-fermentacion-
alcoholica/#:~:text=Durante%20la%20fermentacion%20alcohdlica%?20se,el%20seguimiento%20de%201a%2
Ofermentacion.
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La agitacion empleada sera de 100rpm, no es necesaria mas para el volumen de
nuestro reactor, ademas de que el valor maximo de rpm de la grafica de la figura 41

es ese valor, 100rpm.

D 35 T
# Rushton wth baffles
| 3
30 W Marine with baffles [ ]|
25 yE 2E07x2T @
. R2=0.994 | |/
2 20 !
2 e
2 )
o 15 =
10 y = 2E-05xL.77
k4 R2= D398
5 -
L* Imm
0 - -l - :"'- ’ F T | |
0 200 400 600 800 1000 1200
rpm

Figura 40. Grafica de relacion del poder frente a las rpm que se le den a las
mamparas tipo Rushton
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Balance de calor

Los calores involucrados en el proceso de fermentacion son 6; calor de generacion,
calor de agitaciéon, calor de aireacion, calor sensible, calor interno y calor de
evaporacion, algunos de los calores involucrados no son realmente significativos en
el proceso, es decir, sus valores son muy pequefios, por lo que solamente nos
enfocaremos en el calor del intercambio del enchaquetado.

AT, .-
Qune = U x A x —2%2 (E34)
Donde:

kW
U = Coeficiente global de transferencia de calor (W)

AT = Diferencia media de temperatura entre el medio de cultivo y el medio de enfriamiento (°C)
A = Area de transferencia de calor

Para calcular el area de transferencia de calor se usa la ecuacion E35, ademas
necesitamos el valor para el coeficiente global de transferencia de calor para el
enchaquetado de un fermentador el cual es de 37 BTU/(hr ft? °F), lo que equivale a
210 W/(s m? K) con el cual ya es posible calcular el area de transferencia de calor:

q

A=3IMTD

(E35)

Donde:

LMTD = TAF entrada ~— TAF salida (E36)

In TFermento _ TAF salida )
Fermento — TAF entrada

(o]



El dato de generacion de energia térmica durante el proceso de fermentacién fue
obtenido de la tesis Produccién de etanol como biocombustible a partir de residuos
vegetales no alimenticios®?, el cual se registra como:

kJ

AH =8162 —————
h kgEtOH

Este valor esta expresado como un flujo especifico de calor. Para obtener el flujo de
calor generado por la fermentacion, solo se le debe multiplicar por la masa total de
etanol producida por el microorganismo:

q = mgeoyAH  (E37)

Al final se calcula el flujo de agua fria (AF) necesaria en el enchaquetado del reactor
a partir de su balance de energia:

_ q
Wy = —CpAF AT (E38)

donde la diferencia de temperaturas para el agua fria va de 25°C hasta 120°F
(48.9°C), y su Cp es de 4.184 kJ/(kg °C).

Partes del biorreactor con agitacion
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Resultados

El biorreactor se modelo para S. cerevisiae aprovechando que el articulo de donde
se obtuvo informacion de su crecimiento microbiano manejé otro modelo de
crecimiento diferente, donde los resultados fueron los siguientes:

Volumen del reactor (L) 0.5
Yx/s 0.1735
Yp/s 0.301
Ks 2.41
Himax(h™") 0.015
S (g/L) 3
X (h?h) 49.21
Ki (g/L) 0.55

Tabla R1. Datos generales del proceso

El dato del volumen se tomé tal cual, del experimento, ya que no se puede cambiar
debido a que de ese volumen depende la obtencion y los resultados de los
parametros cinéticos calculados, aunque también se puede escalar este disefio,
pero como el Unico objetivo es comparar los modelos podemos usarlo asi. Los
demas datos los obtuvimos anteriormente con el modelo de Monod y del articulo
consultado.

Para el calculo del tiempo en el reactor se utilizaron las ecuaciones E23A (Monod)
y E23B (inhibicion por sustrato) de las cuales el resultado es:

t (h) 9.52
t (h) 38.31
Tabla R2. Tiempo requerido para el proceso

Dimensionamiento de los impulsores:

Parametro Resultado
D (m) 0.6828
Di (m) 0.2276
Ai (m) 0.0455
Dd (m) 0.1517
Li (m) 0.0569
Ha (m) 0.2276
Hb (m) 0.4552
Hc (m) 0.6828

Tabla R3. Resultado del dimensionamiento de los impulsores
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Célculo del numero de Reynolds:

p (kg/L) 1.041
Agitacién (rpm) 100
Poder (W) 0.55
Viscosidad (Pa*s) 0.3860
Re 1.2571

Tabla R4. Numero de Reynolds

Balance de calor

U (kJ/m?K) 0.21
Tinicial (°C) 25
Tfinal (°C) 48.9
Tcultivo (°C) 50
LMTD 7.6515
Concentracion de etanol producida (g/L) 13.56
Volumen que contiene al etanol (L) 0.5
mEtOH(kg) 0.0271
k

H (m) 816.2
g (kJd/h) 22.1353
A (m2) 13.7759
Qint (kJ/h) 138.2824

Tabla R5. Datos calculados para obtener el calor del intercambio del
enchaquetado

Flujo de agua fria en el enchaquetado:

CpAF (kJ/kg °C) 4.184
War (Kg/h) 0.2214
Tabla R6. Calculo del agua fria para el enchaquetado




CAPITULO V.
CONCLUSIONES

Los microorganismos que participan en la fermentacién son muchos, aunque de su
produccion de etanol no se obtenga una gran concentracién son indispensables
para las diferentes industrias que ocupan este compuesto.

Como ya analizamos, de acuerdo con los criterios de importancia establecidos los
microorganismos mas favorables para la produccion de etanol como biocombustible
y como bebida alcohdlica son la Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis y
Saccharomyces carlsbergensis las cuales en competencia como ya vimos pueden
variar en cuanto a su produccion ya que cada uno de estos microorganismos
requiere de condiciones especificas para otorgar su maxima eficiencia, con un
estudio estandarizando lo maximo posible los pardametros que intervienen en su
crecimiento podemos notar aquel con una mayor produccién de etanol, el cual
resultd ser S. carlsbergensis (figura 39), incluso por arriba de Z. mobilis el cual
sabemos que sobrevive a concentraciones mas altas que los otros dos
microorganismos, esto puede deberse a que las condiciones eran mas favorables
para S. carlsbergensis, y/o a que necesita hacerse el experimento por mas tiempo
para que los 3 microorganismos exploten al maximo su capacidad de produccién de
etanol.

Como parte del andlisis en el biorreactor podemos observar como el utilizar uno u
otro modelo de crecimiento puede afectar mucho los datos del disefio, pues de
utilizar Monod a el modelo de inhibicién por sustrato la diferencia es de poco mas
de 4 veces el tiempo requerido para la produccion, esto era de esperarse ya que, el
que exista una inhibicién hace mas lento el crecimiento pero ahora podemos saber
gue tan significativo puede llegar a ser y es importante entonces, que se use el
modelo mas afin e incluso vale la pena que si ninguno de los ya existentes se ajusta
se busque una nueva funcion para describir el comportamiento.
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