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Resumen.

El potencial que poseen algunas cepas de levaduras para producir lipidos ha
llamado la atencién de los investigadores en los ultimos afios. La produccién de
biodiesel a partir de levaduras pudiera ser econémico se optimizan algunas
variables para su produccién. En este estudio se comparé dos métodos de
ruptura de células de levadura Rhodotorula sp. para obtener lipidos. Un método
qguimico caracterizado por la hidrélisis de los componentes de la pared celular y
un método fisico, a través de la exposicion a ondas ultrasénicas, el método
quimico mostro ser mas eficiente en la ruptura celular al recuperarse 4,4 g/L
de lipidos a una concentracion de HCI 4Mol/L, mientras que el ultrasonido 3,45
g/L de lipidos con un tiempo de exposicion de 20 min. Los pardmetros
cinéticos de la levadura Rhodotorula sp obtenidos de la fermentacion en el
reactor fueron, produccién de biomasa 16,20 g/L Yxs =30,1%, Cs de 99,38 % y
umax=0,31h1. Se realiz el escalado del reactor segun el criterio P/V de 0,5L a
100L.



Abstrac.

The potential to have some yeast strains to produce lipids has attracted the
attention of researchers in recent years. Biodiesel production from yeast could
be economical if some variables are optimized for production. In this study, two
methods of cell disruption Rhodotorula sp, for lipids was compared. A chemical
method, characterized by the hydrolysis of the components of the cell wall and
a physical method, by exposure to ultrasonic waves. The chemical method
proved more efficient cell disruption to recover 4,4 g/L lipid at a concentration of
HCI 4Mol/L, while ultrasound 3,45g/L lipid with an exposure time of 20 min. The
kinetic parameters of Rhodotorula sp, were obtained from fermentation in the
reactor, biomass production 16,20 g / L growth yield efficient Yx / s = 30,1%,
Sc= 99,38% and pmax = 0,31hl. Biomass production was scale up from a
reactor of O5L to a 100L taken to the reference P/V criteria.
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Introduccion.

Biodiésel esta constituido por ésteres metilicos y etilicos de acidos grasos
derivados de fuentes renovables de lipidos, estos combustibles resultan ser
buenas alternativas para el uso de los combustibles fosiles, ya que se obtienen
a partir de fuentes renovables, son biodegradables y no toxicos. El alto costo
de biodiésel, es el principal obstaculo para su comercializacion, el uso de
aceites de desechos y otras materias primas baratas puede reducir el coste del
proceso. El aceite microbiano tiene potencial para su aplicacion en la
produccion de biodiésel, ya que presenta una gran similitud en la estructura y la
composicién de acidos grasos. Entre las principales ventajas que poseen los
lipidos microbianos se pueden sefialar que son producidos por
microorganismos de ciclo de vida corto, se requiere menos mano de obra,
menos afectacidbn ambiental y mas facil el escalado de sus procesos(Rosa,
2008; Papanikolaou and Aggelis, 2011; Atabani et al., 2013; Mejia Cano et al.,
2013; Morioka et al., 2014.

La glucosa es el sustrato mas comin que se utiliza en el proceso de
produccion de lipidos, porque la mayoria de los microorganismos oleaginosos
son capaces de asimilar glucosa para producir aceite unicelular. También
resulta ser el sustrato mas adecuado para su produccion y la mejor eleccion
para la evaluar de la produccion de lipidos en microorganismos oleaginosos. La
acumulacion de lipidos en los microorganismos oleaginosos se produce con
inanicion de sus células de nitrégeno u otros nutrientes tales como zinc, hierro,
fésforo y magnesio(Rosa, 2008; Papanikolaou and Aggelis, 2011; Atabani et
al., 2013; Mejia Cano et al., 2013; Morioka et al., 2014.

En respuesta de la célula, al agotamiento de un nutriente clave tal como
nitrdgeno, esta entra en una fase en la que el exceso de carbono convertido en
lipidos es almacenado. Si las células vuelven a una situacién en la que el
nitrdgeno esta disponible, las reservas lipidos podrian movilizarse y convertirse
en sustratos celulares.

Algunas cepas de levaduras oleaginosas, tales como Rhodosporidium sp.,
Rhodotorula sp., pueden acumular lipidos intracelulares hasta alcanzar niveles

superiores a un 70% de su biomasa en condiciones de limitacién de nutrientes.



También se informdé que la produccion de lipidos por levaduras oleaginosas
tiene muchas ventajas debido a su alta tasa de crecimiento, alto contenido de

aceite y la semejanza de su fraccidn triglicérica con las plantas oleaginosas.

El costo de la produccion de lipidos actualmente es relativamente alto y, por lo
tanto, es prudente buscar fuentes de carbono de bajo costo, que sean en
materia nutricional lo suficiente ricos como para soportar el crecimiento del

microorganismo, Y asi la produccion de lipidos.

No caben dudas, que las levaduras oleaginosas son ricas en triglicéridos, es
decir aceite que es la materia prima del biodiésel. Si se logra producir suficiente

biomasa, se puede entonces extraer el aceite contenido en ella.

Sin embargo la extraccion de aceite de las levaduras es hoy, el eje entorno a
cual giran todas las investigaciones ya que es una de las etapas mas costosas
en el proceso de produccion global del biodiésel. Esta etapa puede determinar
la sostenibilidad econdmica de la obtencion. Existen diferentes procesos para
extraer los lipidos de las de las células en los cuales se identifica como paso
critico la ruptura de las cubiertas celulares (pared celular y membrana

citoplasmatica).

Problema: Como determinar qué método de ruptura de células es mas

eficiente para la obtencion de lipidos de levaduras oleaginosas.

Hipotesis: Si se evaliuan los métodos de ruptura de las células entonces se
podra determinar cuél de ellos es mas eficiente para la obtencion de lipidos.
Objetivo General: Comparar dos métodos de ruptura de células de levadura
Rhodotorula sp para la obtencién de lipidos.

Objetivos especificos:

Determinar la cinética de crecimiento de Rhodotorula sp.

Determinar la productividad de lipidos de Rhodotorula sp. bajo las condiciones
de cultivo utilizadas.

Escalar la produccion de biomasa de Rhodotorula sp. desde un reactor de 0,5L
a uno de 100L.



Capitulo 1: Andlisis Bibliografico.

1.1. Biodiésel —Definicion.

La organizacion ASTM (American Society for Testing and Material Standard)
define el biodiésel como un éster monoalquilico de acidos grasos de cadena
larga derivado de recursos renovables (aceites vegetales o grasas animales),
ademas plantea que su proceso de obtencion se basa en la transesterificacion
catalitica de esas grasas en presencia de un alcohol de cadena corta (Tovar et
al., 2013; Beltran, 2011).

Demirbas, (2009) define el biodiésel con su nombre, del Griego, “bio”, vida +
“Diesel” de Rudolf Diesel inventor del motor, y hace referencia a un combustible
equivalente al diésel convencional, fabricado a partir de fuentes bioldgicas.

1.2. Propiedades del biodiésel.

Propiedades fisico-quimicas.

Las propiedades del biodiésel son, en algunos aspectos, similares a las del
diésel del petrdleo, por eso los motores no necesitan ninguna modificacion para
poder utilizarlo.

En la Tabla 1.1, se hace una comparacién entre las propiedades de un diésel y
de un biodiésel. Como se observa, algunas son muy parecidas, pero otras
difieren bastante.

Tabla 1.1: Comparacion del diésel y del biodiésel para algunos

parametros.

Propiedad Unidad Diesel Biodiésel
UNE-EN 590

Viscosidad (40°C) Mm?/s 2,00 - 4,50 3,50 - 5,00

Punto de ignicion °C >55 >110

Numero de cetano >46 >51

Poder calorifico MJ/dm3 35,6 32,9

Grado de eficiencia % 38,2 40,7

Fuente: (Monthieu, 2010).



Como se aprecia en la tabla, el punto de ignicion del biodiésel es superior al
del diésel, por lo que le garantiza un manejo mucho mas seguro en la
manipulacion y almacenaje. El nimero de cetano del biodiésel tiende a ser mas
alto, este es una medida de la calidad de ignicion de un combustible, influye en
las emisiones de humo y en la calidad de la combustion. Con un mayor nimero
de cetano hay un mejor arranque en frio, un menor ruido y mayor vida util del

motor y menores emisiones.

1.3. Materias primas

Los aceites mas comunes para la produccion de biodiésel son:

Tabla 1.2: Algunas de las principales materias primas para la elaboracion

de biodiésel.

Tipo de aceite Fuente

Aceites vegetales convencionales  Aceite de girasol
Aceite de soja
Aceite de coco

Aceite de palma

Aceites vegetales alternativos Aceite de Brassica carinata
Aceite de Camelia sativa
Aceite de Jatropha curcas

Aceites de semillas modificadas Aceite de girasol de alto oleico

genéticamente

Grasas animales Sebo de vaca

Grasa de pollo

Aceites de otras fuentes Aceite de producciones microbianas

Fuente: Maldonado 2013.

Desafortunadamente, el biodiésel a partir de semillas, aceite de cocina usado y

grasa animal, no satisface ni la minima fraccion de la demanda de combustible.



Si se compara la produccién de aceites vegetales, con el cultivo de los
microorganismos oleaginosos, se puede extraer varias ventajas tales como: no
suelen afectarse con frecuencia por las adversidades ambientales, pueden
acumular lipidos en lapsos de tiempos relativamente cortos y pueden crecer en
una gran variedad de substratos e incluso en material de bajo costo, como son
los residuos provenientes de la agricultura y de la industria en forma general
(Xue et al., 2006; Angerbauer et al., 2008; Almeida et al., 2015).

Los aceites extraidos de microorganismos (bacterias, hongos, microalgas y
levaduras) se consideran como un prometedor potencial como materia prima
para la produccién de biodiésel, debido a su composicién similar al de los

acidos grasos de aceites vegetales.(Li et al., 2007).

1.4. Ventajas y desventajas del biodiésel.

Como ya se ha expresado, las propiedades del biodiésel son similares a las del
combustible convencional, no obstante difieren en algunas, que precisamente
se puede destacar como ventajas y se relacionan a continuacion: (Korbitz,
1999; Agarwal and Das, 2001; Chun-Hai et al., 2010).

La autora considera necesario comenzar a analizar las ventajas a partir de la
tesis de que el biodiésel es un carburante ecolégico y de ahi se suponen los

beneficios ambientales.

Es un combustible que no dafia el medioambiente.

Se produce a partir de materias primas renovables.

No contiene practicamente nada de azufre. Evita las emisiones de SOx
(lluvia &cida o efecto invernadero).

Mejora la combustion, al reducir claramente emisiones de hollin (hasta
casi un 55% desaparece el humo negro y olor desagradable).

Produce, durante su combustion menor cantidad de CO:2 que el que las
plantas absorben para su crecimiento (ciclo cerrado de CO2).

No contiene ni benceno, ni otras sustancias aromaticas cancerigenas
(Hidrocarburos aromaticos policiclicos).

Es facilmente biodegradable, y en caso de derrame y/o accidente, no

pone en peligro, ni el suelo ni las aguas subterraneas.



No es una mercancia peligrosa (el punto de inflamacién se encuentra
por encima de 110° C).

Posee un alto poder lubricante, protege el motor y reduce su desgaste
asi como sus gastos de mantenimiento.

Es el Unico combustible no contaminante alternativo a los motores de

gaséleo convencional.

Desventajas

A bajas temperaturas puede empezar a solidificar y formar cristales, que
pueden obstruir los conductos del combustible y presentar problemas de
arranque.

Por sus propiedades solventes, puede ablandar y degradar ciertos
materiales, tales como el caucho natural y la espuma de poliuretano. Es
por esto que puede ser necesario cambiar algunas mangueras y retenes
del motor antes de usar biodiésel en él, especialmente con vehiculos
antiguos (Rossi et al, 2011; Beltran, 2011; Enshaeieh et al., 2012).

Sus costos aun pueden ser mas elevados que los del diésel de petroleo.
Esto depende basicamente de la fuente de aceite utilizada en su
elaboracion.

Aumentan ligeramente las emisiones de NOkx.

Dilucion del aceite del motor, lo que implica un aumento de la frecuencia
de cambio del mismo.

La explotacion de plantaciones como la palma, para la produccién de
aceite (utilizadas para hacer biodiésel), puede causar la desforestacion
de parques y bosques, y asi la destruccion del habitat de especies que
son colocadas en peligro.

Su produccion a partir de aceites vegetales comestibles, requiere del
uso de enormes extensiones de terreno fértil, situacion que podria llevar

a crisis.



1.5. Produccion de biodiésel a partir de levaduras.

1.5.1. Definicién de levaduras.

Las levaduras son microorganismos unicelulares con variadas formas
morfologicas (esféricas, ovoidales, cilindricas o alargadas), presentan
metabolismo energético fermentativo, se reproducen de forma asexual por
esporas asexuales, biparticion y gemacion, su pH éptimo de crecimiento es
acido, de 5,5 aproximadamente, son mesofilas o sea su temperatura 6ptima de
crecimiento se encuentra entre los 20 y 40°C, el crecimiento poblacional es
rapido y su nutricion es quimioheterotrofa, es decir, que obtiene la energia y el
carbono de la materia organica. (Enshaeieh et al., 2012; Chi et al., 2011;
Sabirova et al, 2011; Tai and Stephanopoulos, 2013).

Las levaduras oleaginosas, son aquellas que pueden acumular lipidos
intracelularmente al ser cultivadas en diversos residuos agroindustriales o
diferentes fuentes carbonadas, ademas se han reportado diferentes perfiles de
acidos grasos, los cuales dependen del sustrato, de las condiciones de cultivo y
del genotipo microbiano (Krate et al., 2012; Leiva-Candia et al., 2014;
Santamauro et al., 2014; Knothe et al., 2015).

1.5.2. Levaduras mas utilizadas en la produccion de biodiésel.

Existen diferentes especies de levaduras que se destacan por su utilizacion en
la produccion de lipidos, dentro de estas se mencionan principalmente a
Candida tropicalis, Candida lipolytica Cryptococcus curvatus, Cryptococcus
albidus, Cryptococcus curvatus, Lipomyces lipofera, Lipomyces starkeyi,
Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium toruloides, Trichosporom pullulan y
Yarrowia lipolytica (Li-Xia et al., 2009; Loera-Quezada and Olguin, 2010; Qiao
et al., 2015 ), las cuales se han cultivado exitosamente y producido lipidos a
través de diversas fuentes de carbono, tales como glucosa, xilosa, arabinosa,

manosa, glicerol, ademas de distintos desechos de la agricultura y la industria.

1.5.3. El potencial del biodiésel a partir de levaduras
Segun Monthieu (2010) para poder remplazar todo el combustible consumido
en el transporte en los Estados Unidos con biodiésel se requiere de 0,53 mil

millones de m?3 del combustible anual.



Como se conoce, las cosechas de aceite, los residuos de grasa de la coccion o
grasa animal, no pueden satisfacer la cantidad necesaria de aceites para
producir el biodiésel para consumir solo en transporte y las extensiones de
suelo necesario, para el cultivo de las fuentes de biodiésel se imposibilitan.

En la tabla siguiente, se muestran el area de cultivo necesaria y el rendimiento

obtenido para algunos de los cultivos utilizados en la produccién de biodiésel.

Tabla 1.3. Comparacion en rendimiento de fuentes de biodiésel.

Cultivo Rendimiento Aproximado @ Area de cultivo

(L/ha) Requerida (Millones
de ha)

Maiz 172 1 540

Soya 446 594

Canola 1190 223

Coco 2689 99

Aceite de Palma 5950 45

Microorganismo A? 136 900 2

Microorganismo BP 58 700 4.5

Fuente: (Reyna, 2012)

a: Microorganismo que acumula 70% de lipidos respecto a su biomasa (Basado
en datos obtenidos de biorreactores).

b: Microorganismo que acumula 30% de lipidos respecto a su biomasa (Basado

en extrapolaciones de datos obtenidos de biorreactores.

Entre los microorganismos heterotrofos, las levaduras poseen ventajas en
términos de su crecimiento rapido y alto contenido de aceite. Ademas, la
optimizacién y la mejora de las capacidades de las levaduras, de utilizar
fuentes de carbono baratas para la acumulacion de aceite, son muy
importantes para la produccion de biodiésel en el futuro.

Los aceites microbianos podrian convertirse en una de las materias primas
potenciales, para la produccion de biodiésel en el futuro ya que poseen
ventajas importantes como son: es una fuente renovable, la tasa de crecimiento

es rapida y no utilizan tierra para su cultivo (Maldonado, 2013).




1.5.4. Contenido de lipidos en las levaduras.

Las levaduras presentan un alto contenido de lipidos, la gran capacidad de las
mismas de aumentar su tamafo poblacional a una elevada velocidad, junto con
su alto contenido de lipidos hace a las levaduras una fuente ideal para la
produccion de biodiésel.

Ejemplos del alto contenido de lipidos de las levaduras es la Rhodotorula
glutinis, puede presentar 60,69% de aceite en su biomasa en peso seco y una
composicién quimica muy parecida al aceite vegetal (Dai et al., 2007). Otro
ejemplo interesante es la levadura marina Yarrowia lipolytica que también
posee un alto contenido de &acidos grasos saturados y monoinsaturados (22—
31%) similares a los contenidos en los aceites vegetales utilizados para la
produccion de biodiésel (Katre et al., 2012).

Mientras que Sankh et al. (2013), informa del aislamiento de la levadura Pichia
kudriavzevii MTCC 5493, que es capaz de acumular en su biomasa 19% de
lipidos en peso seco, con una composicion quimica muy similar a la del aceite

vegetal.

De igual manera Li et al. (2007) muestran que Rhorosporidium toruloides
presenta una alta acumulacién de lipidos (67,5%) bajo condiciones de agitacion
en comparacion de su crecimiento bajo condiciones estacionarias (48,0%), sin
embargo en esta condicién la biomasa generada fue mayor (151,5 g L?). Otro
estudio reporta la utilizacion de siete cepas de Rhorosporidium toruloides a
escala laboratorio, de las cuales R. toruloides 21167 es la que tuvo mayor
cantidad de lipidos (63,2% en peso seco) y una produccion de biomasa de 18,5
g m3 (Wang et al., 2012).

Con respecto a los residuos agroindustriales, donde pueden crecer las
levaduras, para reducir los costos de produccion, Ryu et al. (2013) cultivaron a
Cryptococcus curvatus en residuos de la industria cervecera y encontraron un

contenido de lipidos de 37.7% en peso seco.

Otro ejemplo de ello es el trabajo de Zhu et al. (2008) quienes crecen a la
levadura Trichosporon fermentans en melazas y reportan una acumulacion de
lipidos del 50.8% en peso seco y una produccién de biomasa del 19.4 g L. De

igual forma se usa el glicerol como materia prima para el crecimiento de



levaduras, tal es el caso de C. curvatus que tuvo una acumulacion de lipidos
del 48% en peso y una produccion de biomasa de 69 g L al hacerse crecer en

esta substancia (Thiru et al., 2011).

El aceite rico en lipidos contenido en las levaduras, puede ser considerado
como una fuente alternativa para la produccién de biodiésel, por lo que es una
solucion muy prometedora y sostenible, ya que, no depende de terrenos de

cultivo, del medio ambiente o de cuestiones sociales (Thiru et al., 2011).

En la tabla siguiente se muestran algunas de las cepas de levaduras
oleaginosas, la fuente de carbono utilizada para cada una en los respectivos
estudios y sus porcentajes de acumulacion de lipidos con respecto al peso
seco de su biomasa.

Tabla 1.4: Porcentaje de lipidos de diferentes levaduras segun el sustrato

utilizado.
Levadura Sustrato % de Referencia
utilizado lipidos
Rhodotorula Hidrolizado de | 52,9 Enshaeieh et al.
mucilaginosa tapioca (2015)
Rhodotorula glutinis Glucosa 40,0 Saenge et al
(2011)
Lipomyces starkeyi Etanol 54 Zhao et al. (2008)
Rhodotorula toruloides Glucosa 48 Li et al. (2007)
Cryptococcus curvatus Glucosa 53 Thiru et al (2009)
Cryptococcus echinulata Glucosa 46 Fakas et al.
(2009)
Cryptococcus isabellina Glucosa 44,6 Fakas et al.
(2009)
Cryptococcus isabellina Xilosa 65,5 Fakas et al.
(2009)

Fuente: (Reyna, 2012).
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1.6. Proceso de produccion de biodiésel a partir de microorganismos.

El proceso usualmente empleado para la obtencion de biodiésel, consiste en
una extraccion y posterior reacciéon de la fraccion lipidica con metanol, en las
condiciones adecuadas (Xue et al., 2006). Dicho proceso consta de las

siguientes etapas:

Produccion de la biomasa.
Extraccion de la fase lipidica.
Reaccion de obtencion de biodiésel.
1.6.1. Produccion de biomasa.

Biomasa-Definicion.

Se acepta el término biomasa para denominar al grupo de productos
energéticos y de materias primas originados a partir de la materia organica,
formada por via biolégica (Seye, 2003).

En la actualidad, el término biomasa incluye toda materia organica de origen
vegetal o animal e incluso los materiales procedentes de su transformacion
natural o artificial (carbon vegetal, desechos organicos y otros residuos

agropecuarios) que pueden ser utilizados como combustible.
Medios de cultivo:

Para el crecimiento adecuado de los microorganismos, estos requieren de una
fuente de energia y de fuentes de materia, en la industria, para la mayoria de
las fermentaciones se utiliza una misma fuente de energia y de materia
(glucosa), pero es necesario que la fuente de materia contenga todos los
elementos constitutivos de la masa celular, en las proporciones requeridas por

la composicion interna del organismo (Madigan et al., 2015; Quintero, 1981).
Condiciones de cultivo para levaduras productoras de aceite:

La variacion de la acumulacion de aceites en los microorganismos esta
relacionada directamente con las condiciones de cultivo, la relacion carbono (C)

/ nitrégeno (N), los recursos de nitr6geno, temperatura, pH, oxigeno y
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concentracion de sales inorganicas deben ser estrictamente las necesarias

para el crecimiento microbiano segun la especie.

Generalmente, mientras mas componentes de nitrogeno existan en el medio,
las células contendran menor cantidad de aceite. Segun estudios realizados,
se informa que cuando la relacién C/N se incrementd, desde un 25 a 70, el
contenido de aceite aumentd, de 18% a 46%. Ademas se dice que las
diferentes fuentes de nitrégeno, organicas e inorganicas pueden ser utilizadas
para el cultivo de levaduras, pero ambas fuentes tienen influencia en la
acumulacion de aceites (Chi et al., 2011; Sabirova et al., 2011; Fontanille et al.,
2012; Koutinas et al., 2014; Tanimura et al., 2014).

Proceso de fermentacion.

Las industrias de procesos bioquimicos se encargan del aprovechamiento, bajo
condiciones controladas, de materiales bioldgicos tales como microorganismos,
tejidos celular animal, productos microbianos y enzimas. Los procesos
asociados con la produccion de microorganismo y de algunos productos
especificos son importantes comercialmente (Quintero, 1981).

Para que una fermentacion se realice, son necesarios los siguientes requisitos:
tener un microorganismo de caracteristicas idéneas para el proceso o producto
de interés, proveer un medio de cultivo adecuado (que contenga los nutrientes
esenciales en las proporciones y cantidades Optimas de produccion) y por
altimo, establecer y controlar las condiciones fisicoquimicas necesarias para el
desarrollo de la fermentacion (Najafpour, 2015; Shuler and Kargi, 2002;
Quintero, 1981).

Un proceso de fermentacion tipico es esencialmente, un proceso que se lleva
a cabo en un recipiente llamado fermentador o en general, biorreactor,
mediante el cual determinados sustratos, que componen el medio de cultivo,
son transformados por accién microbiana en metabolitos y biomasa. El
microorganismo aumenta su concentracion en el transcurso del proceso al
mismo tiempo que el medio se modifica y se forman productos nuevos a
consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas. Los dos fendbmenos
de crecimiento y formacion de producto, tienen lugar en el proceso

simultdneamente o0 no segun los casos (Shuler and Kargi, 2002).
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Cinética del crecimiento de biomasa.

Una fermentacion aerdbica tipo batch o discontinua puede ser considerada
como un sistema cerrado. En el tiempo inicial el medio de cultivo estéril dentro
del fermentador se inocula con microorganismos y la incubacién se da bajo
condiciones fisiologicas 6ptimas. En el transcurso de toda la fermentacion, solo
se adiciona oxigeno (en forma de aire), un agente antiespumante, y un acido o
base para el control del pH, con el fin de garantizar las condiciones Gptimas de
operacion, que permitan obtener una alta concentracion celular. La
composicion del medio de cultivo, la concentracion de biomasa, y la
concentracion del metabolito cambia constantemente como resultado del
metabolismo celular. En el transcurso de la fermentacion hay 4 fases de
crecimiento, por las cuales pasa el microorganismo a traves el tiempo (anexo 1)
fase lag. , fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Sanchez,
2003; Doran, 1995).

Fase Lag o de adaptacion: también llamada fase de latencia. Cuando las
células son transferidas de un medio a otro, no hay inicialmente un incremento
en el nimero de células. Durante esta fase, los microorganismos se toman un
tiempo para adaptarse a su nuevo ambiente fisicoquimico y en ocasiones se
sintetizan nuevas enzimas o componentes estructurales (Sanchez, 2003). La
duracion de esta fase puede variar, depende del crecimiento de las células en
el indculo, el cual debe tener una edad tal, que la mayor parte de las células
que contiene deben encontrarse en fase exponencial y metabdlicamente
activas (Barrera, 2004). Es recomendable utilizar in6culos entre
aproximadamente 5 y 10% del volumen total del reactor con el fin de reducir el

tiempo de latencia (Soto, 2004).

Fase Exponencial o log: Al finalizar la fase lag, las células se han adaptado a
las nuevas condiciones de crecimiento. En este punto, las células se
reproducen sin limitacion de sustancias nutritivas, a velocidad maxima. El
crecimiento de las células se puede describir cuantitativamente, como la
duplicacién del nimero de células o biomasa por unidad de tiempo. A través de
esta fase, las células alteran el medio constantemente, al utilizar los sustratos y

excretar los productos metabolizados. El crecimiento permanece constante
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durante esta fase. La velocidad de crecimiento es independiente de la
concentracion de sustrato, mientras exista sustrato en el medio, y se
correlaciona con la velocidad de crecimiento especifico p y la concentracion de

células x [células/ mL] segun la ecuacion 1.1.
dx

i Iy Ec.1l.1

La velocidad de crecimiento especifico , es generalmente una funcion de tres
parametros: la concentracion del sustrato limitante S, la tasa de crecimiento
maxima Mmax , Y la constante especifica de sustrato Ks , en cuya concentracion
se obtiene la mitad de la maxima velocidad especifica de crecimiento (u = 0.5
Mmax ).

Esta relacion puede ser expresada por medio de la ecuacién de Monod:

S
u= .umaxm Ec.1.2

La velocidad maxima de crecimiento especifico Pmax es de considerable
importancia a nivel industrial, debido a que es en este punto donde se obtiene
el valor maximo de p a niveles de saturacion de sustrato, vy relaciona la
dependencia de los microorganismos con las condiciones del fermentador,
donde a medida que aumenta la densidad de poblacién, decrece la

concentracion del sustrato, limitante del crecimiento y causa un descenso de .

Fase estacionaria: ocurre cuando se agota una sustancia nutritiva y el sustrato
se ha metabolizado, se han formado sustancias téxicas o ha ocurrido un
cambio de condiciones como pH, temperatura y concentracion de oxigeno
disuelto. El crecimiento celular desciende lentamente o para completamente y
en el caso en el que aun pueda ocurrir crecimiento, este se contrarresta por la
rapidez de muerte o lisis celular. La biomasa incrementa sélo gradualmente o
permanece constante durante la fase estacionaria, aunque la composicion de

las células puede cambiar (Sanchez, 2003).
Fase de muerte: también llamada fase de decaimiento. En esta fase la reserva

de energia de las células se ha acabado, debido a condiciones de inanicion o

como consecuencia del metabolismo de mantenimiento de algunas células. El
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tiempo entre la fase estacionaria y la fase de muerte depende del
microorganismo y el proceso utilizado. (Sanchez, 2003)
1.6.2. La extracciodn de la fase lipidica consta con dos pasos.

-Ruptura de la célula

-Extraccion de los lipidos
Los lipidos son un conjunto muy heterogéneo de moléculas organicas,
compuestas principalmente por carbono e hidrégeno, y en menor medida,
oxigeno, aunque también pueden contener azufre, nitrogeno y fosforo. Su
principal caracteristica es la hidrofobicidad, por tanto, estas moléculas solo se
disuelven en disolventes organicos. Los lipidos son una mezcla natural de los
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, colesteroles, acidos grasos libres,
fosfolipidos, esfingolipidos, y glucolipidos (Najafpour, 2015; Quines et al, 2015).

Los disolventes empleados para su extraccion deben demostrar una alta
solubilidad para todos ellos, y deben ser lo suficientemente polares como para
eliminar los lipidos de su asociacion con las membranas celulares y
lipoproteinas. Los disolventes neutros como el n-hexano o el éter son capaces
de extraer los lipidos libres, puesto que rompen las interacciones hidréfobas
gue los unen a otros compuestos. Sin embargo, son necesarios disolventes
mas polares como metanol o cloroformo para romper los puentes de hidrégeno
y las interacciones electrostaticas que unen los lipidos complejos al resto de los
componentes (Morales et al., 2008; Najafpour, 2007; Souza et al. 2013;
Cisneros and Rito, 2005).

Métodos de ruptura de células.

Existen diferentes métodos a los que se pueden someter los microorganismos
con el fin de penetrar en su estructura, Martearena et al. (2009) utilizan varios
de ellos con el fin de obtener sus rendimientos y compararlos, esos resultados

se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 1.5: Estudio de métodos de ruptura de células (medio bajo
nitrogeno). Extraccion de lipidos en Soxhlet con cloroformo: metanol
(2:1), 11 horas.

Método de ruptura de células % Lipidos
Agitacion en Vortex (con perlas de vidrio, 1 hs) 12
Ultrasonido (1 hs) 7
Congelacion, -20°C (24 hs) 7

Reflujo con HCL 1,1 N (10 min) 21

Sin ruptura 4

Fuente: (Martearena et al., 2009).

Prieto (2009), coincide en la utilizacion un bafio de ultrasonidos y la exposicion
de los microorganismos la realiza durante 5 minutos.

Monthieu (2010), refiere a varios procedimientos para la ruptura de células,
ademas de coincidir en la utilizacion de ultrasonidos considerandolo uno de los
métodos mas eficientes también refiere otros como la deshidratacion y la

ruptura por hidrolisis enzimética.

Los métodos de disrupcidn o ruptura celular se clasifican en:
Métodos mecanicos: Se basan en fuerzas de corte (shear stress) que
deforman las células hasta el rompimiento de sus cubiertas. Dentro de ellos se
encuentran:
 Homogenizadores de alta presion: Se aplica una elevada presion a una
suspension de células forzandolas a través de una valvula, se somete a
las células a un alto estrés de corte que ocasiona que se rompan las
membranas.
* Homogenizadores Microfluidizadores: (microfluidizer homogenizer) En
los microfluidizadores, el liquido se divide en dos 0 mas corrientes que
se bombean a elevadas presiones (en algunos equipos mas de 270
MPa) y grandes velocidades, unas contra otras en un angulo de 180°
para ocasionar la caida repentinamente la presion tras chocar ambas

corrientes.
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* Bead mills (molinos de esferas): Basicamente consiste en un agitador de
discos montado sobre un motor central que gira en una camara central,
la cual es cargada con esferas de vidrio, metal u otro material.

* Ultrasonidos:

Los ultrasonidos u ondas de sonido con frecuencias son aquellas mayores a las
gue pueden ser detectadas por el oido humano. El ultrasonido maneja ondas
con frecuencias entre 16KHz y 20MHz, las cuales al ser aplicadas pueden
llegar hasta 5MHz en gases o hasta 500MHz en liquidos y soélidos
(Thebellmeade, 2016).

El ultrasonido es una tecnologia emergente que recientemente ha sido
estudiada para propdsitos de inactivacion microbiana y enzimatica, es objeto de
investigacion por sus amplias aplicaciones entre las que se encuentran, el
control de calidad en la industria de alimentos, la evaluacion de textura,
composicién y viscosidad de alimentos (Lee, 2004), para el desarrollo de
técnicas de analisis no invasivas y para determinar el nivel de homogenizacién
de glébulos de grasa en leche (Souza et al.2013; Garcia et al.2009; Medeiros et

al, 2008), entre otras aplicaciones.

Por su capacidad para destruir paredes y membranas bioldgicas, es
considerado como una tecnologia promisoria tanto para la destruccion de
microorganismos a temperaturas de procesamiento inferiores a las utilizadas
durante la esterilizacién, como para acompafar otras tecnologias de proceso
como lo son la extraccién, las altas presiones, la pasteurizaciéon, entre otras
Delgado, 2015).

Segun los rangos de frecuencias utilizados, el ultrasonido tiene dos posibles
clasificaciones: ultrasonido de baja intensidad y ultrasonido de alta intensidad
Las aplicaciones del ultrasonido se dividen segun sea la potencia de la onda
ultrasénica, por ejemplo, las de baja potencia, menores de 1 W/cm? con
frecuencias mayores que 100 kHz son utilizadas para el sondeo de materiales y
diagnéstico médico. Y las de alta potencia, mayores que 1 W/cm? con
frecuencias menores que 100 kHz son utilizadas para desintegracion celular y

homogenizacion.
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El mecanismo de accion del ultrasonido de alta intensidad es utilizado para la
inactivacién de microorganismos, ya que cuando el ultrasonido es aplicado con
suficiente intensidad, éste tiene el potencial de causar muerte celular, debido a
los fendmenos de cavitacion, el calentamiento localizado, la formacién de
radicales libres y el aumento de la temperatura y la presion, entre otros
(Medeiros et al., 2008; Ginés, 2014; Delgado, 2015).

La transferencia del ultrasonido al medio liquido se puede realizar de dos

formas:

Por transferencia directa: el elemento o punta que transmite las ondas de

presion se introduce directamente en el medio liquido.

Por transferencia indirecta: lo que se hace es disponer el fluido a tratar dentro
de un tubo, por lo tanto la onda de presién tendrd que atravesar la pared del

mismo.

La transferencia directa genera amplitudes de oscilaciéon de la onda mucho
mayores que en la transferencia indirecta, por esta razén es mucho mas

utilizado.

Métodos no mecanicos: Rompen las cubiertas celulares y se inicia la lisis
celular, a través de medios quimicos, fisicos o enzimaticos (Thebellmeade,
2016).
Dentro de estos tipos de métodos podemos clasificar tres sub-clases
principales:

a) Métodos quimicos.

b) Métodos fisicos.

c) Métodos enzimaticos.

Métodos quimicos.

e Tratamiento con solventes organicos (cloroformo, tolueno): Los
solventes organicos permeabilizan las membranas celulares y disuelven
componentes hidrofébicos de la pared, como los fosfolipidos de la
membrana interna en bacterias Gram (-).

» Agentes Caotropicos (urea, clohidrato de guanidina): Interfieren con los
enlaces no covalentes (puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Walls),
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desorganizan la estructura del agua haciéndola menos hidrofilica, por lo
gue debilitan las interacciones soluto-soluto.

» Tratamiento con alcalis (hidroxido de sodio e hipoclorito): Se produce la
saponificacion de los lipidos de las membranas. Es una técnica muy
severa pero efectiva y de bajo costo, siempre y cuando el producto de
interés sea resistente a la degradacion a pH elevados.

e Tratamiento con acidos. Se produce hidrélisis de los polisacaridos de la

Pared celular y la membrana citoplasmatica.

Métodos fisicos

« Congelamiento/descongelamiento: Los cristales de hielo que se forman
y crecen durante el congelamiento, rompen mecanicamente la integridad
del interior de la membrana celular, haciéndola mas permeable.

» Descompresion: Es un proceso por el cual las células se mezclan con un
gas presurizado por un tiempo especifico. El gas entra en las células y
luego al liberar la presion aplicada el mismo se expande por lo que
causan la disrupcion.

* Termodlisis: Es un proceso bastante comdn a gran escala. Las células
son llevadas a mayores temperaturas con el fin de romper o debilitar la

membrana externa.

Métodos enziméticos
» Disrupcion Enzimatica: La lisis enzimatica es un método muy preciso,

pero que requiere de una comprension precisa de la estructura de las
paredes celulares que se desean destruir.

Métodos de extraccion

Para la extraccion de lipidos existen diferentes métodos, se destacan entre

ellos:

Extraccion con solventes.

La mezcla de disolventes Metanol/Cloroformo fue reconocida por Folch et al.

(1957). Este método fue adaptado por Bligh y Dyer (1959), y se ha convertido

en el método de referencia para la determinacién de lipidos totales hasta la
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actualidad; sin embargo ha estado sujeto a modificaciones para aumentar su
precision ( Maldonado, 2013).

Martearena et al (2009), extrajeron los lipidos de levaduras oleaginosas
mediante la utilizacion de un equipo Soxhlet, con distintos solventes (Tabla 6),
a distintos tiempos y determinaron el porcentaje de lipidos totales con respecto
a la biomasa seca. Al estudiar el tiempo de extraccién en un periodo de 1 a 11
h, se concluyé que el tiempo 6ptimo es de 4 h.

Tabla 1.6: Variacion de solvente para la extraccion de lipidos a partir de

biomasa (medio bajo nitrégeno, reflujo con HCI 1,1 N, 10 min.), en Soxhlet,

11 horas.

Solvente % Lipidos
Cloroformo : metanol (2:1) 21
Hexano 62
Diclorometano 15

Fuente: (Martearena, et al. 2009).

De los resultados de la tabla se concluye que el solvente mas eficiente en la
extraccion de lipidos es el hexano.

Vélez (2014), utiliza para la extraccion de lipidos en hongos filamentosos dos
mezcla de solventes con resultados satisfactorios para su investigacion, estas
mezclas fueron las reconocidas por Folch et al. (1957) y adaptadas por Bligh y
Dyer (1959), o sea Cloroformo: metanol (2:1) y hexano:isopropanol, por lo que
coincide con lo expuesto por Gao-Qiang et al.(2010) y Limtong et al.(2010) que
coincide en la utilizacion de esa mezcla de solventes en este ultimo caso
utilizado para la extraccién en levaduras.

Extraccion mecanica.

Otro método para la extraccion de lipidos en células es la extraccion mecanica
del aceite de biomasa desecada. Cuando las células estan secas retienen el
aceite, que puede ser extraido con una prensa de aceite. Muchas empresas de
aceite vegetal utilizan una combinacion mecanica y solventes quimicos para la
extraccion del aceite en este caso lo solventes referenciados para esta
situacion son el ciclohexano y mezcla de benceno y éter. La prensa extrae el

aceite mecanicamente mediante friccion lo que da lugar a una generacion de
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calor. El aceite producido se desliza por las superficies metalicas. El

rendimiento depende de la presién que se ejerza (Monthieu, 2010),

1.7. Escalamiento de fermentaciones.

Escalamiento significa un cambio en la escala de volumen de proceso. Este
cambio generalmente viene acompafiado de dificultades debido a que muchos
de los parametros de proceso se encuentran directamente relacionados con el
tamafo y geometria del reactor. El objetivo principal es cambiar la escala de
una reaccion biologica, se aumenta o disminuye el volumen de trabajo, sin que
se reduzca su productividad (Parra, 2004).

Por lo general el escalamiento consta de tres etapas. A nivel de laboratorio se
opera en frascos agitados (~ 500 mL) o pequefios fermentadores, donde se
buscan nuevos productos, se estudian mecanismos de control, se mejoran las
cepas de produccién y se ajustan las condiciones Optimas para el crecimiento
del microorganismo (temperatura, pH y composicion del medio de cultivo). En
la planta piloto (5-500 L) se selecciona un parametro de escalamiento y se
estudian efectos de aireacion, agitacion, temperatura y control de pH. En los
fermentadores de produccién (5 000 - 400 000 L) se validan los resultados
obtenidos en la planta piloto y se debe operar mediante un calendario fijo

(Jiménez y Rojas, 2003).

Para entender el proceso de escalamiento se deben tener en cuenta todos los
fendmenos que ocurren en el biorreactor como la cinética de las reacciones,
termodinamica y los fenbmenos de transferencia de masa, calor y fluidos
(Jiménez y Rojas, 2003). En el caso en el que se tienen los equipos y se
pretende trasladar las condiciones de operacion de uno a otro (revoluciones por
minuto, cantidad de aire por minuto, potencia por unidad de volumen), lo
importante es establecer relaciones entre las variables que aseguren la
similitud en el medio ambiente al cambiar de escala. Desde el punto de vista de
disefio se debe tratar de delinear las variables fisicas (geometria, nimero de
impulsores, etc.) del fermentador y procurar que se mantengan las mismas
condiciones de mezclado, agitacién y aireacion, aunque esta no es una tarea
facil debido a las limitaciones dimensionales y econdémicas que restringen los

procedimientos de escalamiento (Quintero, 1981).
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La metodologia del cambio de escala se fundamenta en la seleccion de una
estrategia con el propésito de predecir el comportamiento de las variables no
controladas y su consecuencia sobre el disefio global del proceso.

Dentro de estas metodologias se encuentran los métodos fundamentales
(ecuaciones de microbalances de transferencia de momento, masa y calor),
semifundamentales (ecuaciones simplificadas de transporte), analisis de
régimen (andlisis de proceso para encontrar las etapas limitantes), analisis
dimensional (basada en analogias de las ecuaciones generadas de los
balances de momento, masa y calor) y reglas empiricas (de acuerdo con la
experiencia se fijan condiciones que son factores limitantes del proceso). En
biotecnologia es comin el uso de las reglas empiricas, que consiste en
mantener constante el valor de un parametro de operacion en ambas escalas.
El parametro de operacion se elige de acuerdo a cada microorganismo, sus
necesidades y las limitaciones que se presentan en la fermentacion y el valor
en el cual se debe mantener constante se selecciona cuando el valor de la
variable de respuesta se vuelve independiente de este 0 presenta un maximo
(Jiménez and Rojas, 2003).

El escalamiento, puede verse perturbado por las condiciones que afectan el
crecimiento de los microorganismos y la formacién de productos en un proceso
bioquimico (temperatura, presion, pH, velocidad de agitacion y concentracion
de nutrientes)Las variables mas criticas son la temperatura y la concentracion
de oxigeno porque al incrementar el volumen se hace mas dificil la
transferencia de calor y la transferencia de masa, por lo que son necesarios
sistemas mas eficientes de calentamiento, agitacion y aireacion (Asenjo ,1995;
Shuler and Kargi, 2002).

1.7.1. Condiciones y criterios de escalamiento.

Existen diversos criterios de escalamiento, que se encuentran directamente
vinculados con las variables que afectan de manera importante el sistema de
produccion. Entre estos se encuentran: numero de Reynolds, tiempo de
mezcla, velocidad en la punta del impulsor, potencia por unidad de volumen
(P/V), coeficiente volumétrico de transferencia de masa (Kga) y similitud

geomeétrica del reactor, entre otros. Sin embargo, segun Quintero (1981), el
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namero de Reynolds y el tiempo de mezclado no son buenos criterios de
escalamiento. En el primer caso porque P/V es demasiado pequefio y no
aseguraria una buena translacién, y en el segundo se requiere un consumo de
potencia muy alto por lo que generan altos costos de operacion.

En cualquiera de estos casos, se deben tener en cuenta tres aspectos

determinantes en la realizacion del escalamiento (Acufia 2015):

* |dentificar el parametro ambiental que resulta principalmente afectado por la

aireacion y agitacion.

« Identificar una variable de proceso que afecte la anterior variable.

 Calcular el valor de la variable de proceso que al utilizarse en gran escala

permita obtener las mismas condiciones ambientales que en pequefia escala.

Dentro de los parametros ambientales que pueden ser afectados por la
aireacion y agitacion se encuentran la disponibilidad de los nutrientes, el pH, la
temperatura, los esfuerzos cortantes, la concentracion de O: disuelto y la
produccion de espuma. Sin embargo, se ha encontrado que los mas
importantes parametros ambientales que se ven afectados por la agitacion y
aireacion en la mayor parte de la fermentacion son la concentracion de oxigeno

y los esfuerzos cortantes (Acuia 2015).

1.8. El Reactor Biolodgico.

La funcién principal de un reactor biologico es la de proporcionar un ambiente
controlado para el crecimiento de microorganismos, con el fin de obtener un
producto deseado. Algunas de las consideraciones basicas en el proceso de
disefio, dimensionamiento y construccion de un reactor biolégico son las

siguientes (Acuia 2015):
e El cuerpo del reactor debe estar habilitado para ser operado de manera

aséptica durante cierto periodo de tiempo, debe ser confiable a largo

plazo y cumplir con los requerimientos de contencion, para evitar la
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contaminacion del medio de cultivo con agentes externos y evitar el
escape de células viables fuera del reactor (Acufia 2015):

» Debe suministrarse una agitacién y aireacién adecuadas de acuerdo con
los requerimientos metabdlicos de los microorganismos, sin que el
mezclado llegue a hacerles dafio (Barrera, 2004).

* El consumo de potencia se debe mantener en los niveles minimos
posibles, para disminuir los costos energéticos (Barrera, 2004).

* Se debe contar con sistemas de control de temperatura, pH, entre otros;
para garantizar un ambiente Optimo para el crecimiento de los
microorganismos.

* Se requiere un sistema de muestreo del medio; para monitorear el
desarrollo de la fermentacion.

» Las pérdidas por evaporacion no pueden ser excesivas.

» El reactor se debe disefiar para que requiera la minima cantidad de
intervencidon durante su operaciéon, obtencion de productos, limpieza y
mantenimiento, para evitar contaminacion (Barrera, 2004).

 El cuerpo del reactor debe tener una superficie interna libre de
rugosidades; para evitar la acumulacién de células o medio de cultivo

gue puedan generar contaminacion.

El reactor debe tener una geometria similar a todos los recipientes de mayor y
menor tamafo en la planta piloto o en la planta para facilitar su escalamiento.
Los materiales utilizados deben ser econdmicos y resistentes a las condiciones
de operacion como altas temperaturas, presiones y agitacion, entre otras. Debe
contarse con todos los servicios industriales requeridos como agua, vapor, aire
y energia eléctrica, transferencia de calor y la esterilizacién (calentamiento
sobre 120 °C) (Asenjo, 1995)

El fermentador, es un recipiente sometido a presion externa ya que sus
paredes externas estan en contacto con el agua de refrigeracion, calefaccion o
vapor saturado para esterilizacion. La chaqueta por el contrario, estara
sometida a estos fluidos internamente por lo cual se utilizan criterios de disefio

de presion interna.
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La transferencia de calor esta relacionada directamente con el area de la
superficie de contacto, el gradiente de temperatura del medio y el material de
construccion. El enfriamiento o calentamiento se lleva a cabo con fluidos como
vapor, agua caliente o fria, o soluciones de etilenglicol, los cuales son
transportados en circuitos. El area de superficie de contacto y la caida de
presién en el sistema deben ser optimizadas para cada tanque y fluidos
especificos (Asenjo, 1995).

El mezclado es una de las operaciones mas importantes en los bioprocesos,
pues crea un ambiente éptimo para la fermentacién, provee a la célula acceso
a todo el sustrato, e incluye el oxigeno en cultivos aerobios y promueve la

transferencia de calor desde o hacia el liquido (Doran, 1999).

El mezclado generalmente se lleva a cabo en tanques agitados, los cuales son
de forma cilindrica y con las esquinas redondeadas o anguladas para eliminar
zonas de estancado. El mezclado es realizado por impelentes generalmente
ubicados en el centro del tanque con respecto al diametro de la tapa y a una
altura igual al diametro del tanque, segun las relaciones estandares existentes.
La seleccion del impelente depende de varios factores, en especial de la
viscosidad del liquido y la sensibilidad del sistema al estrés de corte. Para
fluidos de viscosidades bajas a medias se recomienda utilizar impelentes tipo
propeller o disco de hoja plana; de estos dos, el impelente usado con mayor
frecuencia en la industria es el disco de 6 hojas planas conocido también como
turbina Rushton (Doran, 1999). En general este tipo de agitadores por poseer
las hojas planas en un angulo de 90°, genera un patrén de flujo radial desde el
impelente hasta la pared del tanque donde se divide en dos corrientes, una que
fluye hacia arriba y otra hacia el fondo del tanque.

Una parte importante del fermentador es el sistema de aireacion, pues cuando
se trata con un microorganismo aerobio, se debe asegurar que la aireacion sea
adecuada. Para esto se utilizan dos instalaciones separadas: un difusor y un
impulsor. El difusor es un instrumento con una serie de agujeros en un aro de
metal o una boquilla, a través de los cuales se puede hacer pasar hasta el

fermentador aire esterilizado por filtracion a gran presion. El aire entra en el
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fermentador en forma de diminutas burbujas, a través de las cuales el oxigeno

pasa por difusion al liquido (Madigan et al., 2015).

1.8.1. Materiales de construccion.

En bioprocesos, el acero inoxidable 316L es generalmente el material mas
utilizado para la construcciobn de biorreactores. Esta eleccion se basa en
criterios como la compatibilidad con una amplia gama de microorganismos, la
alta resistencia a la corrosion, ya que el uso de productos acidos con alto
contenido de cloruro, compuestos de limpieza y el vapor puro pueden causar
una corrosion considerable de los equipos. El acero inoxidable es resistente a
la corrosion debido a una microscépica capa fina de 6xido de cromo (Asenjo,
1995).

1.8.2. Vida util del equipo.

Tanto la superficie externa del tanque que esta expuesta al medio ambiente
como la interna que estd en contacto con el producto deben tener un acabado
de superficie definido que permita un lavado higiénico y facil. La calidad y
suavidad de la superficie tratada mecanicamente esta definida por la medida
aritmética de la rugosidad (Ra). Calidades de Ra de aproximadamente 0.6 um
(acabado espejo) es el minimo generalmente aceptado y aprobado en

biotecnologia (Asenjo, 1995).
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Capitulo 2: Materiales y métodos.
2.1. Procedimiento para la primera fermentacion (erlenmeyer).
2.1.1. Preparacion de los medios de fermentacion

Para realizar la fermentacion es necesario preparar medio para inoculo y
medio limitado de nitrégeno, en las cantidades de 25mL y 225mL en

erlenmeyer de 250mL y 500mL respectivamente.

Medio para in6culo contiene: 50 g/L de glucosa, 15g/L de extracto de levadura,

5g/L de peptona. El pH debera ser ajustado a 5.5.

Medio limitado de nitrdgeno contiene: 50 g/L de glucosa, 8 g/L de extracto de

levadura, 3g/L de peptona. El pH debera ser ajustado a 5.5.

Para pesar las cantidades necesarias para la preparaciéon de los medios se

utiliza una balanza técnica digital modelo Sartorius BS2202S.

Para ajustar los pH se utilizada un PH metro Model PHSJ-3F
2.1.2. Esterilizacion del medio de cultivo.

Los medios deben ser esterilizados, para ello se utiliza la autoclave vertical:
LDZX-50 KAS, a una temperatura de 121°C y una presiéon de 0.1 MPa por un

tiempo de 15min, con el fin de garantizar que se trabaje asépticamente.
2.1.3. Preparacion del in6culo.

El medio para in6culo, previamente preparado y esterilizado, se inocula con 5
mL de un medio de enriquecimiento con la cepa de Rhodotorula sp (Anexo 2),
el inéculo se incuba durante 8 horas a 37°C y agitacién constante de 260 rpm

por medio de una zaranda orbital.

Incubadora: DHG-914GA Model. Electro-thermal; constant-temperature air
blowing dry box.

Zaranda orbital: HDL apparatus, de fabricacion china.
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2.1.4. Inoculacion para la fermentacion.

El in6culo previamente preparado, se transfiere para el erlenmeyer con medio
limitado de nitrdgeno, con todas las precauciones necesarias para evitar

contaminaciones de cualquier tipo.
2.1.5. Proceso de fermentacion.

Una vez que ha sido inoculado el medio se coloca en la incubadora con
agitacion a 260 rpm y temperatura de 37°C. Durante el proceso se toman
muestras y se le realizan determinaciones de peso seco de biomasa y
consumo de sustrato con el fin de seguir el comportamiento microbiano en el
transcurso del tiempo. La fermentacién (Anexo 3), se da por terminada cuando
el peso de biomasa seca se mantiene constante y el contenido de sustrato se

ha agotado.

Incubadora: DHG-914GA Model. Electro-thermal; constant-temperature air
blowing dry box.

Zaranda orbital: HDL apparatus, de fabricacion china.
2.1.6. Determinacion de la cinética de crecimiento de Rhodotorula sp.

En todo proceso que se lleve a cabo cualquier reaccion del tipo bioldgico, se
hace indispensable el conocimiento de todos los pardmetros cinéticos del
microorganismo presente en la reaccion, dichos parametros son: el
comportamiento en la formacion de biomasa, el consumo de sustrato, el

rendimiento de biomasa y la velocidad especifica de crecimiento.

Para la determinacion de la cinética se toma asépticamente muestras de 5 mL
cada una hora hasta llegar hasta las 24 horas. Las muestras se colocaron en
tubos falcon previamente pesados y se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min,
para separar la biomasa del sobrenadante, segin metodologia planteada por
Serna et al., (2013).
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Determinacion de biomasa.

La biomasa separada por la centrifugacion fue lavada y resuspendida en 10 ml
de agua destilada y centrifugada nuevamente. Este procedimiento se realiza 2
veces Yy luego de eliminar los restos de agua, la muestra se pasa a secar en
estufa a 26°C hasta peso constante. La cantidad de biomasa para ese tiempo

se determina por gravimetria, o sea, por diferencia de peso.
Balanza Analitica: Sartorius BS124S.
Centrifuga: Heal Force.Neofuge 15R de fabricacion china.

Estufa: DHG-914GA Model. Electro-thermal; constant-temperature air blowing
dry box

Determinacion del consumo de sustrato.

Para la determinacion de la cantidad de sustrato en el medio, en el tiempo se
utiliza el sobrenadante de la primera centrifugacion de cada punto, se realiza el
método DNS el cual determina la presencia de grupos carbonilos libres (C=0)
de los llamados azucares reductores. Se basa en la utilizacion de &cido 3,5-
dinitrosalicilico para provocar la oxidacion de los azucares y al mismo tiempo
su propia reduccion. Un mol de azucar reaccionara con un mol de acido 3,5-
dinitrosalicilico, y da lugar a una relacion estequiométrica que permite conocer
la cantidad de azucares reductores presentes en la muestra. Esta reaccion es
colorimétrica: el acido 3,5-dinitrosalicilico es de color amarillo, mientras que la
aparicion del acido 3-amino, 5-nitrosalicilico provoca un viraje a pardo oscuro-
marrén, cuya intensidad serd proporcional a la cantidad de azUcares
reductores, y asi muestra de forma indirecta la actividad de los
microorganismos.

Equipos utilizados:
Bafio de Maria. HBE basic IKA-WERKE.

Espectrofotdmetro: Ray Leigh UV-2601
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Para la determinacion del consumo de sustrato total se utiliza la siguiente

ecuacion.

(S0—-5)
0

Cs = * 100 Ec.2.1

Céalculo del rendimiento

Ya se ha visto que son los rendimientos en biomasa y en producto
respectivamente. Son parametros de importancia fundamental dentro de la
microbiologia industrial, pues dan una medida de la eficiencia del proceso de
produccion. De este modo en un proceso destinado a la produccién de
biomasa, el objetivo sera maximizar Yxs En esta investigacion el producto
deseado esta asociado a al incremento de la biomasa pues forman parte de la
estructuras membranosas del microorganismo. Para tal caso los valores de

rendimiento de biomasa (Yxs) se calculan a partir de la siguiente ecuacion:

X-Xo
S(}_S

Y(X/g) = Ec.2.2

Curvas de crecimiento.

A partir de los datos experimentales se obtienen las curvas de cantidad de
biomasa y consumo de sustrato, ambas con respecto al tiempo, con el fin de
determinar la velocidad con que crece Rhodotorula sp., y el tiempo en el que

se encuentra en cada fase de crecimiento.

El crecimiento microbiano se estudia y modela segun la ecuacion de Monod
para un sistema discontinuo (Amato, 1992; Fogler, 2001; Quintero R, 1993). La
ecuacion de Monod, relaciona la velocidad maxima de crecimiento con la

concentracion del sustrato limitante, la que se expresa como:

S
u= .umaxm Ec.2.3

El valor umax y la constante de afinidad por el sustrato (Ks) se obtiene por el
meétodo del reciproco, a partir de la grafica de 1/p contra 1/S, aplicado a los
datos experimentales obtenidos. Debido a que el valor de Ks esta

inversamente relacionado con la afinidad del microorganismo por el sustrato,
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cuando S » Ks , es despreciable, por lo general Ks, tiene valores muy bajos,
por tanto, concentraciones relativamente bajas de S son suficientes para hacer
que p=pmax (Madigan et al., 2015).

Los valores de p se determinan mediante la siguiente ecuacion:

__In(Xt-Xo)
t

Ec.2.4

2.1.7. Métodos de ruptura de célula para la extraccion de lipidos

Con el fin de evaluar los métodos de ruptura se utilizan dos de ellos, reflujo

con acido clorhidrico (HCI) y ultrasonidos.

El ensayo con ultrasonidos se realiza en un equipo de ondas sonicas, marca
Selecta de 50 kHz y 500 W de potencia, durante 10 min, 15min y 20 min de

exposicion.

El ensayo con acido clorhidrico se realiza con concentraciones de acido de 2, 4

y 6 mol/L.

La extraccion se lleva a cabo por el método propuesto por Bligh y Dyer (1959)
modificado para extraccion de acidos grasos
El método que a continuacion se describe es una modificacion del
procedimiento de extraccion de Bligh y Dyer.
Se miden 50 mL de muestra y luego se le agregaron 75 mL de una mezcla de

cloroformo:metanol (2:1) y se mantuvo en agitacion durante 3 horas.
Después de transcurrido este tiempo se centrifugo por 10 minutos a 5000 rpm.

Posteriormente la muestra fue pasada a un matraz de 100 ml para eliminar los
solventes en el rotoevaporador y el contenido de lipidos se determind
gravimétricamente.

Rotoevaporador: IKA RV 05 basic, con bafio: HBE basic IKA-WERKE.

Agitador magnético: IKA bing-squid (Ocean)

Balanza Analitica: Sartorius BS124S.

Determinacion de parametros de eficiencia en la extraccion.

Los parametros de mayor importancia en la determinacion de la eficiencia en el

proceso de extraccion de lipidos son: la productividad de lipidos (PL) y el
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rendimiento de lipidos (Yws), estos brindan una idea precisa de la cantidad de
lipidos obtenidos a partir de la cantidad de biomasa y la cantidad de sustrato
respectivamente, por lo que es imprescindible su determinacion para poder
realizar una comparacion entre dos o0 mas métodos en que se varien, el tipo de
ruptura o el solvente utilizado. Para la realizaciéon de esta investigacion, la
comparacion se realiza entre dos métodos de ruptura aunque se utiliza el
mismo solvente. Los parametros de eficiencia antes mencionados se pueden

determinar mediante las ecuaciones siguientes:

p, = -4delipidos 4 Ec.2.5

. g de biomasa

__ gramos de lipidos
L/s ~ gramos de sustrato

100 Ec.2.6

2.2. Procedimiento para la fermentacion en el biorreactor.
2.2.1. Preparacion y esterilizacion de los medios de fermentacion.

Los medios utilizados para la fermentacion en el biorreactor se preparan de
igual forma que los de fermentacion en erlenmeyer, ademads deben ser
esterilizados en autoclave ya que el reactor también debe trabajar
asépticamente. Para el caso del biorreactor las cantidades de medio a preparar

son 200mL de in6culo y 450mL de medio limitado de nitrégeno.
2.2.2. Preparacion del in6culo.

El medio para in6culo, previamente preparado y esterilizado, se inocula con 5
mL del producto de fermentaciones y se pasa a una incubadora con agitacién a
una temperatura de 37°C y 260 rpm durante aproximadamente 9 horas, ya que
en la fermentacion anterior la fase exponencial se observa entre la 7 horas y
las 15 horas; se escoge las 9 horas con el fin de garantizar que el
microorganismo se encuentre en su méaxima velocidad de crecimiento. Para
corroborar que el crecimiento microbiano se encontraba en fase exponencial,
del in6culo preparado se toman muestras de 50ml para determinar peso seco y

poder establecer la concentracion inicial de la biomasa.
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2.2.3. Inoculacion del fermentador.

El in6culo previamente preparado, se inocula al fermentador que contiene
medio limitado de nitrogeno a través de la via prevista, se tomas las
precauciones necesarias para evitar contaminaciones de cualquier tipo, la

cantidad de indculo agregada al reactor es el 10% del volumen del este.
2.2.4. Proceso de fermentacion.

Una vez que ha sido inoculado el fermentador se mantiene con una agitacion a
260 rpm y temperatura de 37°C (Anexo 4). Al igual que en los ensayos en
erlenmeyer, durante la fermentacion se toman muestras con el fin de
determinar, peso seco de biomasa y consumo de sustrato, para establecer el
comportamiento microbiano en el transcurso del tiempo. La fermentacion se da
por terminada cuando el peso de biomasa seca se mantiene constante y el

contenido de sustrato se ha agotado.

2.2.5. Determinacién de la cinética de crecimiento de Rhodotorula sp, en

fermentador.

De la misma forma en que se procede, para determinar la cinética de reaccion

en los ensayos en erlenmeyer, son determinados para el fermentador.
Determinacion de biomasa y consumo de sustrato.

Para la determinacion de la biomasa y cantidad de sustrato se procede de igual
forma que en los ensayos en erlenmeyer y el calculo del consumo de sustrato

se realiza mediante la ecuacion 2.1.
Curvas de crecimiento.

A partir de los datos experimentales que se obtienen en el fermentador se
obtienen los gréaficos que dan cuenta de la evolucion de la cantidad de biomasa
y consumo de sustrato con respecto al tiempo con el fin de determinar los

parametros cinéticos de Rhodotorula sp.
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Calculo del rendimiento.

El calculo del rendimiento de biomasa (Yxs) para el fermentador se realiza

mediante la ecuacion 2.2.

2.2.6. Métodos de ruptura de célula para la extraccion de lipidos para el

fermentador.

La biomasa obtenida en el fermentador fue procesada con los mismos métodos
de ruptura y extraccion, bajo condiciones y proporciones idénticas con el fin de
evaluar los resultados obtenidos en el ensayo en erlenmeyer y las

determinaciones de los rendimientos se calculan por las ecuaciones 2.5y 2.6.

2.3. Analisis estadistico:

Para obtener el modelo matematico que correlaciona las variables; produccion
de biomasa y consumo de sustrato con el tiempo, se realiza un analisis de

regresion simple con ayuda del paquete STATGRAPHICS, version 5.1.
2.4. Disefo del fermentador.
2.4.1. Tiempos de fermentacion.

En el disefio del fermentador son utilizadas las modelaciones matematicas y las
técnicas de escaldo industrial. La primera parte de la investigacion se realiza
experimentalmente a nivel de banco, en un biorreactor de 0.5 L de capacidad,
dotado de los elementos necesarios para el posterior escalado a otro de 100 L.
En el mismo y a través de la modelacién matematicas se le determina el tiempo

de fermentacion del microorganismo en el medio de cultivo.

Segun el balance de biomasa se llega a:

FXo=FX+2.V 1.V Ec.2.7

Si se ajusta esta ecuacion a un reactor discontinuo donde no existen flujos de
entrada ni de salida entonces FX, = FX = 0 y se considera que no hay muerte

celular.
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R =R+ V =1V

Ec.2.8

Como el volumen no varia la ecuacion de balance para el crecimiento

microbiano sera:

n¥ =2 Ec.2.9
dX

== Ec.2.10

fro2 = Jy dt Ec.2.11

expresada en velocidad especifica de crecimiento (p)

t=[r& Ec.2.12

Xo T

queda para una biorreaccion en que cumpla con Monod:

_ Hmax SX
= e Ec.2.13
se expresa de la forma siguiente
X Ks+S§
t=fror 259X Ec.2.14

Ya establecido el tiempo fermentacion y las relaciones de magnitudes en el
reactor modelo o banco, se busca los criterios de escalado mas apropiado para
el caso de estudio.

En el sistema se mantiene el principio de semejanza entre el modelo y el
prototipo, pero en procesos biolégicos es necesario ademas un criterio de
escalado, que asegure el funcionamiento exitoso del prototipo, y este criterio

seria el régimen de cambio entre ambas escalas.

Para este caso, el criterio de escaldo que marca el regimen de cambio es el de
potencia consumida por el agitador entre unidad de volumen del cultivo (Pg/V),
donde para que sea llevado a efecto en la préactica existe la relacion (Najafpour,
2007):

D1\ /3
N, = N, (——) Ec.2.15

D>
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Para el completamiento del disefio de un fermentador prototipo se debe estimar
el consumo de potencia de agitacion y los calores involucrados en el proceso.
Al conocer los calores que intervienen en la fermentacién se puede conocer la

masa del agente de calentamiento para mantener 37°C en el medio de cultivo.
2.4.2. Dimensionamiento del fermentador.

Para el célculo del dimensionamiento hay que tener en cuenta el espacio
disponible en la planta. Las dimensiones se calculan con una relacion de altura
- diametro (H:D) y (Di:D) segun metodologia planteada por (Annicchiérico. C. D,
2011).

2.4.3. La potencia consumida para la agitacion.

Las relaciones de escalado son significativamente simples al escalar con
semejanza geométrica y el régimen de flujo del reactor de menor escala es
completamente turbulento. EI nUmero de Reynolds para biorreactores agitados

mecanicamente se define por la ecuacion:

p-N-D?
Hm

Re = Ec.2.16

El régimen de transicion de laminar a turbulento ocurre cuando Re = 100 y el
régimen turbulento ocurre cuando Re = 1 000. La mayoria de los reactores
agitados a escala industrial operan en régimen turbulento completamente

desarrollado.
Para el calculo de Ia potencia se emplea la ecuacion siguiente:
P=n-Np-p-N3-D} Ec.2.17

Para realizar el calculo de la potencia por la ecuacion anterior se necesita
determinar el niumero de potencia (Np), y se determina mediante la relacién
entre el numero de potencia y el numero de Reynolds (Anexo 5).El resultado
obtenido por la ecuacion esta referido a la potencia cuando no existe aireacion
por lo que debe ser corregida ya que la mayoria de los procesos fermentativos

discontinuos necesitan de un sistema de agitacion.
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Para estimar la potencia en un sistema aireado se utiliza la correlacion

siguiente:

0.65
1+(16.67- N 4)

P

?‘9 = 0.35+ Ec.2.18
En la ecuacion se hace uso de un médulo adimensional llamado numero de
aireacion (Na). Este modulo se define como el cociente entre la velocidad
superficial del gas y la velocidad tangencial en el extremo del impulsor. El valor

de Na indica el grado de dispersion de las burbujas alrededor del impulsor.

Para determinar el nUmero de aireacion, se emplea la relacion entre el nUmero
de potencia (Np) y Na, que se obtiene mediante la existencia de correlaciones

empiricas para cada tipo de agitador (Anexo 6).

Para hallar la potencia consumida por el agitador del fermentador de 150 L se
emplea la relacion de Pg/V con respecto al fermentador de 0.5 L, donde se

tiene:
Pgo = " v, Ec.2.19

2.4.4. Balance de calor.

Los calares involucrados en el praceso de fermentacion son:

Qacum = Qgen T QagTCQair — @sen — Qint + Qevap Ec.2.20
Calor disipado por el agitador.

Energia que disipa el agitador, se formula como la energia especifica que

suministra el agitador, para una velocidad de giro dada:

Qugie =2 Ec.2.21

V
Calor intercambiado con la chaqueta.
Por medio de un balance de calor en el sistema de proceso fluido térmico en la

chaqueta se llega a la siguiente expresion.
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Qine = U - A - AT nedio Ec.2.22

Calor sensible.

La temperatura del medio (fermentador), debe permanecer constante en 37°C.

El calor para alcanzar la temperatura deseada se expresa en la ecuacion:
Qeeny = m~ G, <(AT) Ec.2.23
Calor por aireacion.

El calor se puede obtener mediante la siguiente ecuacion:

Quir = (%) -R-T-In(2) Ec.2.24

Calor por evaporacion.

El calor por evaporacion esta dado por la expresion siguiente:

ma

Qevap = —— Ec.2.25

2.4.5. Cantidad de agua de calentamiento.

En un balance de calor se puede obtener la masa de agua mediante la

ecuacion siguiente:
Qint = M(agua) * C‘p(agua) AT Ec.2.26

al despejar la masa:

= D
Magua = 5 Ec.2.27

2.4.6. Materiales de Construccion.
La selecciéon de los materiales de construcciéon es fundamental en el disefio de
un equipo de proceso. Esta depende de las condiciones de operacion

(temperatura, presion, pH, etc.) a las cuales estara expuesto el material (Doran.
P, 1995; Najafpour, 2007).
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Otro aspecto importante en la seleccion del material son los costos de los
mismos, dado que los materiales pueden elevar innecesariamente el valor final
de los equipos. En este trabajo, la seleccién de los materiales de construccion

para el sistema de reaccion se baso en los dos aspectos mencionados.
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Capitulo 3. Resultados y discusion.

3.1. Determinacion de la cinética de fermentacion de la levadura a nivel

de Erlenmeyer.

Los resultados para cinética de crecimiento celular y consumo de sustrato de
Rhodotorula sp., se cuantificaron en g/L. A los datos obtenidos se le determind

la media con el fin de realizar las determinaciones necesarias con un valor

significativo.
Curva de crecimiento de Rhodotorula sp.
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Gréfico # 1. Curva de crecimiento de Rhodotorula sp.

Fuente: Propia.

Como puede observarse en el grafico 1 la curva de crecimiento muestra una
primera fase donde el incremento del logaritmo de la biomasa Ln (X) no reporta
un aumento considerable, aunque no se comporta como una fase de latencia
tipica durante la cual la concentracion de biomasa no se modifica
substancialmente, pero ocurren profundos cambios en la composicidon
macromolecular y en el estado fisioldégico de las células, ambos tendientes a
adaptarlas al nuevo entorno. Sin embrago la duracion de la fase de latencia
depende sobre todo del cultivo previo, de la edad del inoculo, asi como de la
complejidad del medio de cultivo (Morioka et al, 2014; Najafpour, 2015). En
este estudio se parte de un cultivo enriquecido previamente en medio liquido
similar al medio de fermentacién y con una fuente de carbono y energia simple
como lo es la glucosa. Se deduce entonces que el microorganismo se

encuentra en un estado fisiolégico adecuado lo que justifica este
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comportamiento de 3,5 horas aproximadamente, luego se alcanza la fase log o
exponencial donde la velocidad especifica de crecimiento es maxima (Umax) Y
finalmente la fase estacionaria que determina el fin de la fermentacién y esta

caracterizada por mantenerse constante el logaritmo de la biomasa Ln(X).

Produccion de biomasa y consumo de sustrato
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Gréfico # 2. Produccion de biomasa y consumo de sustrato (Erlenmeyer).

Fuente: Propia.

En el grafico 2, se muestra la disminucion en la concentracion de glucosa,
debido al consumo de la fuente de carbono demandada por el microorganismo,
la concentracion de azlcar disminuy6 hasta un valor que representa el 99,2 %
del azucar total, lo que demuestra que el sustrato fue consumido en mayor
medida para la produccion de biomasa, y no para la formacion de productos
como el etanol ni para el mantenimiento (control de pH, gasto energético para
transporte de nutrientes, etc.). Esta manifestacién es considerada por varios
autores como ideal para la produccion de biomasa (Najafpour, 2015; Knothe et
al., 2015; Madigan.et al., 2015; Enshaeieh et al, 2015). Sin embargo la autora
estima y asume responsabilidad que independientemente al valor del consumo
de sustrato otros factores deberan considerarse pues se notdé al término de la

fermentacion un ligero olor alcohdlico que sugiere su produccion.

En el transcurso de la fermentacion se evaludé la concentracion celular

expresada en peso seco Y se relaciond con el tiempo tal como se muestra en el
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grafico 2. Se determind el rendimiento de biomasa y el consumo de sustrato.

En la Tabla 3.1 se observa el resultado de los parametros estudiados.

Tabla 3.1. Parametros de la cinética de crecimiento de Rhodotorula sp.

Parametros Valores Unidad
Xo 0 g/L
X 19,85 g/L
So 50 g/L
S 0,4 g/L
Mmax 0,34 h1
Ks S>>Ks
Yxis 0,39
Cs 99,2 %
Xo se asume como despreciable el valor inicial de
la biomasa.

Fuente: Propia.

3.2. Proceso de extraccion de lipidos.

Como se referencié en capitulo anterior después de terminada la fermentacién
se procede a separar la biomasa por centrifugacion, y fue sometida al proceso
de extraccion de lipidos.

Es necesario destacar que para el proceso de produccién de biodiésel, esta
etapa es fundamental, debido a que representa una parte significante del costo
total de produccion y de ello dependera la viabilidad y la rentabilidad de una
planta de produccion de biodiésel. Es por esa razon que el método de

extraccion de lipidos es valorado en esta investigacion.

La pared celular de las levaduras esta formada por un complejo de
manoproteinas (aproximadamente 25-50 %) que corresponde a una asociacion
de polisacéaridos de a-D-manosa con proteinas (manano-oligosacaridos, MOS).
Estas se unen a través de extremos no reductores en forma directa con los 1-3

B-glucanos o, indirectamente, con los 1-6 -glucanos. En fin la accion del &cido
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clorhidrico sobre la pared celular esta dirigida principalmente a la hidrolisis de
los polisacaridos de la pared celular, como los glucanos y mananos los cuales

tiene un papel importante en el ensamblaje de la misma (Giraudo et al., 2009).

En la tabla 3.2, se observa el efecto de la concentracion de &cido clorhidrico
como método de disrupcion de las células y la cantidad de lipidos obtenidos.
Como se aprecia resulta evidente que la concentracion del acido clorhidrico
tiene influencia sobre la recuperacion de lipidos, ademas se puede concluir que
el aumento de la concentracion no estd asociada a mayores cantidades de
lipidos recuperados. Segun Romeroa et al., 2015; Cisneros and Rito, 2005;
Morales et al., 2008; Hu et al., 2009; Tanimura et al., 2014, la presencia de
materias extrafias, como azucares complejos y residuos lignoceluldsicos,
producto a un mal procedimiento en la obtencién de la biomasa puede llevar a
la obtencién de bajos rendimientos debido a que al ser esta hidrélisis poco

selectiva el acido reacciona con esta materia.

Tabla 3.2. Efecto de la variaciéon de la concentracion de acido clorhidrico

sobre la recuperacion de lipidos.

Concentracion | Concentracion | Productividad | Rendimiento
HCI de Lipidos de Lipidos. | en producto
(g/L) Yis
2 mol/L 2,31 11,61 4,71
4 mol/L 4,40 22,94 8,72
6 mol/L 4,23 21,29 8,46

Fuente: Propia.

Los resultados obtenidos concuerdan con algunos que se reportan en la
literatura pues se afirma que las levaduras oleaginosas como las del género
Rhodotorula sp., pueden acumular desde 20 a 80 % de lipidos (Amaretti et al.,
2010; Papanikolaou and Aggelis, 2011; Leiva-Candia et al., 2014; Morioka et
al., 2014; Knothe et al., 2015) . Sin embargo el comportamiento que muestra la
cepa en estudio, solo 22,94 % de lipidos, sugiere que esta no clasifica como
una cepa altamente productora de lipidos. La autora sostiene este argumento

basada en los resultados de investigaciones hechas por (Martearena et al.,
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2009; Enshaeieh et al., 2013; Enshaeieh et al., 2015) en las cuales se obtiene

60 % de productividad de lipidos.

Resultados del tratamientos con ultrasonidos.

El ultrasonido utiliza frecuencias entre 20 y 50 kHz. Las ondas de ultrasonido
crean muchas microburbujas en muchos sitios de nucleacion dentro de la
suspension celular. Estas microburbujas luego colapsan e implosionan durante
el periodo de rarefaccion (compresion) de la onda. Este fendmeno,
denominado cavitacion, produce un shock de ondas muy intenso, por lo que
genera un fuerte estrés local, hasta deformar al limite las células y producir asi

Su consecuente ruptura.

Como se menciona en capitulos anteriores el método transferencia directa
genera amplitudes de oscilacion de la onda mucho mayores que en la
transferencia indirecta, por esta razon el primer método se utiliza para romper
células, mientras que el segundo para disgregar aglomeraciones celulares. No
obstante en esta investigacion de decide utilizar un bafio de ultrasonidos que
se corresponde con el método por transferencia indirecta. Para tal decision se
toma en cuenta criterios asumidos en la literatura consultada en las realizan
tratamientos sonicos por este método y se reportan resultados satisfactorios
(Rosa, 2008; Papanikolaou and Aggelis, 2011; Atabani et al., 2013; Mejia Cano
et al., 2013; Morioka et al., 2014).

Asi lo reportan Medeiros et al.,, (2008), que lograron mayor actividad
enzimatica en hidrolizados de levaduras, cuando sometieron estas a bafios

ultrasénicos con diferentes tiempos de exposicion.

Para lograr un mayor grado de ruptura y a la vez una mayor extraccion de
lipidos debe utilizarse una cantidad de energia ultrasonica suficiente que
favorezca este proceso. Por ello la frecuencia y la intensidad de la radiacion
ultrasénica son parametros que siempre deben ser evaluados en cada estudio

de extraccion.

Como se describe en el capitulo 2, la frecuencia empleada es de 50 kHz y una

potencia de 500 W, tales parametros, la autora considera que es suficiente

44



para lograr el quebrantamiento de las paredes celulares de cualquier

microorganismo Yy coincide con Prieto (2009).

Tabla 3.3 Efecto del tiempo de exposicion a ultrasonidos sobre la

recuperacion de lipidos.

Ultrasonido | Concentracion | Productividad | Rendimiento
50 KHz de lipidos de lipidos en producto
500W (g/L) Yois

10 min 2,24 11,30 4,49

15 min 3,31 16,66 6,62

20 min 3,24 16,31 6,48

Fuente: Propia

En la tabla 3.3 se observa el efecto de los tiempos de exposicion a ondas
ultrasénicas sobre la recuperacion de los lipidos, se infiere que a tiempos de
exposicion inferiores a 10 min la concentracién de lipidos recuperados es de
2,24 g/L sin embargo a tiempos de 15 y 20 minutos se incrementa la
concentracion de lipidos hasta concentraciones de 3,31 y 3,24 ¢/L

respectivamente.

Al analizar los resultados de la exposicion ultrasénica a 15 y 20 minutos se
puede concluir que no hay diferencias significativas entre ellos, y se explica si
se tiene en cuenta que el incremento de la intensidad y el tiempo de exposicion
de la radiacién ultrasénica es eficiente hasta cierto valor, a partir del cual no se
logra modificar el equilibrio de extraccion. Esto es muy importante para lograr
hacer de la extraccion por ultrasonido un proceso econdmicamente mMAas
factible. Este tratamiento genera un efecto indeseable para algunos procesos,
que es el aumento de la temperatura, en esta investigacion no excedio los 38 C

por lo que la autora decide no tomarlo como criterio de evaluacion.

3.3. Resultados de los parametros cinéticos en el fermentador.

Tal como se explicé para determinar los parametros cinéticos de la levadura
Rhodotorula sp. en erlenmeyer agitados,para el reactor, se realizan los mismos
procedimientos con respecto a la preparacion de los medios de cultivo. No

obstante, al tener como referente el comportamiento de los parametros
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cinéticos a escala de laboratorio, se asume los criterios de algunos autores que
en esencia expresan la necesidad de eliminar la fase de latencia (Sanchez,
2003; Doran, 1995); pues significa una pérdida de tiempo, por consiguiente
consumo de energia y aumento en los costos del proceso asi que de manera
frecuente se trata de minimizarla. Se precede por tanto en esta investigacion a
hacer crecer el in6culo en un medio de cultivo igual al que se va a emplear
posteriormente, y ademas transferirlo cuando las células se encuentran en
plena fase exponencial. Esta condicion debe lograrse una vez que el in6culo
alcanza las 9 horas con una concentracion tedrica inicial de biomasa expresada
como peso seco 1,4 g/L. Al tomar la cantidad representativa de 10 % de inéculo
tal como lo sugiere Soto, (2004), se comprueba que la concentracion celular al
momento de tomar la muestra corresponde con el valor que la autora nombro
como valor de concentracion tedrica inicial, de esta forma se determina que la

concentracion de biomasa inicial es de 1,2 g/L.

Como se aprecia en el grafico # 3 que relaciona el logaritmo de la biomasa
Ln(X) contra el tiempo, la fase de latencia se logr6 minimizar, pues en el
transcurso de wuna hora el microorganismo comenzd su crecimiento

exponencial.

Es de esperarse diferencias con respecto al comportamiento cinético del
microorganismo cuando crece en un reactor, debido a que los resultados que
se obtienen a nivel de laboratorio (Erlenmeyer) son los idbéneos. Si se
comparan los parametros cinéticos que rigen este proceso se notan las
diferencias antes mencionadas asi por ejemplo al analizar el Gréafico # 4 y la
tabla 3.4 que muestra la evolucién de la biomasa y el consumo de glucosa se
distingue que la concentracion de la biomasa apenas rebasa los 16 g/L aunque
el consumo de glucosa si reporta valores similares. El rendimiento que se
obtuvo en esta experiencia difiere un 10 % menos que los que se obtuvo a

escala de laboratorio.
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Grafico # 3. Curva de crecimiento de Rhodotorula sp. en el fermentador.

Fuente: Propia.
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Gréfico # 4. Produccion de biomasa y consumo de sustrato en el

fermentador.

Fuente: Propia.
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Tabla 3.4. Parametros de la cinética de crecimiento de Rhodotorula sp.

Parametros Valores Unidad
Xo 1,20 g/L
X 16,20 g/L
So 50,00 g/L
S 0,31 g/L
Mmax 0,31 h1
Ks S>>Ks
Yx/s 30,18 %
Cs 99.38 %

Fuente: Propia

3.4. Obtencion de lipidos para el fermentador

A continuacion se analiza el resultado de los métodos de ruptura publicados en
las tablas 3.5y 3,6 y los graficos 5y 6.

En ellas se observa que el tratamiento quimico utilizado, es decir hidrélisis con
acido clorhidrico garantiza mayor recuperacion de lipidos en el proceso de
extraccion que los tratamientos con ultrasonidos.

No existe correspondencia de los resultados expuesto en esta investigacion
con los publicados por Ginés (2014), y Delgado (2015), que aseguran gque con
los tratamientos sonicos se obtienen mayores rendimiento en la recuperacion
de lipidos.

Las posibles causa de estas diferencias se atribuyen en este estudio a la
hipotesis de que se puede crear una resistencia de acuerdo al contenido graso
de la levaduras, ya que forman una especie de capa protectora, que evitan el
efecto de cavitacion e implosion de las burbujas en la pared de la célula y
disminuyen asi el efecto del tratamiento con ultrasonido. Sin embargo, el efecto
de la grasa sobre la efectividad de los tratamientos con ultrasonido aun no se

ha elucidado.

Otro factor que pudiera estar relacionado con los bajos rendimientos del
método es que se trabajo con el caldo de cultivo integro, es decir no se separd
las células del resto de los componentes de medio. Esta condicion que fue

comun para ambos métodos, justifica en parte la diferencia entre los resultados
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obtenidos en esta investigacion y los publicados en la literatura cientifica
(Atabani et al., 2013; Mejia Cano et al., 2013; Morioka et al., 2014).

Por tanto se recomienda tener en cuenta estas circunstancias para proximos

estudios.

Tabla 3.5. Efecto de la variacion de la concentracion de acido clorhidrico
sobre la recuperacion de lipidos.

Concentracion | Concentracion | Productividad = Rendimiento
HC de Lipidos de Lipidos en producto

(g/L) % Yis
2 mol/L 2,19 13,55 4,42
4 mol/L 4,20 25,78 8,40
6 mol/L 4,19 25,84 8,43

Fuente: Propia.

Concentracion de Lipidos extraidos (g/L)

Concentracion (g/L)
[ N w & (9]

o

variantes

m2mol/L m4mol/L m6mol/L

Gréafico # 5 Efecto de la variacion de la concentracion de acido clorhidrico

sobre la recuperacion de lipidos.

Fuente: Propia.
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Tabla 3.6.

recuperacion de lipidos.

Efecto del tiempo de exposicion a ultrasonidos sobre

Ultrasonido Concentracion | Productividad | Rendimiento

50 KHz de lipidos de lipidos en producto
500W (g/L) % Yus

10 min 2,07 12,81 4,18

15 min 3,44 21,24 6,92

20 min 3,45 21,28 6,94

Fuente: Propia.

Concentracion de lipidos

4 3,44 3,45

Concentracion (g/L)

1

Variantes

H 10 min ®15min 20 min

Gréafico # 6 Efecto del tiempo de exposicion a ultrasonidos sobre la
recuperacion de lipidos.

3.5. Analisis estadistico.

Como se observa en la tabla 3.7, los datos del andlisis estadistico de la
fermentacion en Erlenmeyer, muestran que los valores de probabilidad (p-
value) para la mayoria de los modelos son menores que 0,01, esto indica que
correlacionan estadisticamente la produccion de biomasa con el tiempo para un
99% de confianza, para el modelo cuyo valor es mayor que 0.01 pero menor
que 0.05 el nivel de confianza es de un 95 %, sin embargo al analizar los
coeficientes de correlacion y los R? ajustados, se observa que el modelo que
presenta mayor ajuste es el exponencial (Anexo 7,Figura A), y su expresion

matematica es la siguiente:

X = (-0.97+024-t) Ec.3.1.
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Tabla 3.7 Modelos de ajuste para la produccion de biomasa.

Modelo Valor de Coeficiente de R? ajustado (%)
probabilidad correlacion
(p-value)

Lineal 0.00 0,94 87.66
Exponencial 0.00 0.98 95.24
Reciproco de x 0.02 -0.48 23.35
Doble Reciproco | 0.00 0.85 72.61
Logaritmico 0.00 0.77 59.94
Multiplicativo 0.00 0.92 85.18

J; 0.00 0.88 77.20
Curvas S 0.00 -0.67 45.13

Fuente: Propia

Como se observa en la tabla 3.8, los valores de probabilidad (p-value) para la
mayoria de los modelos son menores o igual que 0,01, esto indica que
correlacionan estadisticamente el consumo de glucosa con el tiempo para un
99% de confianza, para el modelo cuyo valor es mayor 0.05 no se ajusta ya
gue el nivel de confianza es menor que 95 %, sin embargo al analizar los
coeficientes de correlacion y los R? ajustados, se observa que el modelo que
presenta mayor ajuste es exponencial (Anexo 7,Figura B), y su expresion

matematica es la siguiente:
(s =e18-0430 Ec.3.2.

Tal como se reporta en la literatura, para la relacion del logaritmo natural contra
el tiempo, el modelo que presenta mayor ajuste es el de regresion lineal (Anexo
7, Figura C), Para el referente se realizan ajustes en los datos; ya que solo se
toman los que corresponde con la fase exponencial del crecimiento. Esta
afirmacion se sustenta del analisis que muestra que el coeficiente de
correlacion es de 0,99, el valor de R? de 99,99 % y para un valor de
probabilidad de 0,00. Por tanto se asegura con un nivel de confianza del 99 %
el grado de correlacion entre las variables. También de la ecuacién resultante
se comprueba estadisticamente el valor de la velocidad especifica maxima de

crecimiento pmax=0,34 h1,
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InX =0,13 + 0,34t

Ec.3.3.

Tabla 3.8 Modelos de ajuste para la produccion de biomasa.

Modelo Valor de Coeficiente de R? ajustado (%)
probabilidad correlacién
(p-value)

Lineal 0.00 -0,96 92.56
Exponencial 0.00 -0.97 93.73
Reciproco de x 0.00 0.70 49.59

Doble Reciproco | 0.18 -0.28 7.89
Logaritmico 0.00 -0.94 88.19
Multiplicativo 0.00 -0.82 66.75

Curvas S 0.01 0.53 28.27

Fuente: Propia

El signo + 0 — en los valores de los coeficientes de correlacion significan si la

tendencia de los datos ajustados a los modelos es positiva 0 negativa.

En la tabla 3.9, se aprecian los resultados del analisis estadistico realizado
para los datos obtenidos de la fermentacion en el reactor. En ella se evidencia
gue los valores de probabilidad (p-value) para la mayoria de los modelos son
menores que 0,01, esto indica que correlacionan estadisticamente la
produccion de biomasa con el tiempo para un 99% de confianza, sin embargo
al analizar los coeficientes de correlacion y los R? ajustados, se observa que el
modelo que presenta mayor ajuste es el exponencial (Anexo 8, Figura A), y su

expresion matematica es la siguiente:

X = (0.05+0.26:1) E.c3.4

Como se observa en la tabla 3.10, los valores de probabilidad (p-value) para la
mayoria de los modelos son menores o igual que 0,01, esto indica que
correlacionan estadisticamente el consumo de glucosa con el tiempo para un
99% de confianza, sin embargo al analizar los coeficientes de correlacion y los
R? ajustados, se observa que el modelo que presenta mayor ajuste es

logaritmico (Anexo 8, Figura B), y su expresion matematica es la siguiente:

C,=5209—216-Int
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Tabla 3.9. Modelos de ajuste para la produccion de biomasa.

Modelo Valor de Coeficiente de | R? ajustado (%)
probabilidad correlacion
(p-value)

Lineal 0.00 0,97 93,66
Exponencial 0.00 0.98 95.97
Reciprocode x  0.01 -0.66 38,93
Doble Reciproco | 0.00 0.94 88,92
Logaritmico 0.00 0.87 73,25
Multiplicativo 0.00 0.96 92,49

\/; 0.00 0,93 86,61
Curvas S 0.00 -0.82 64,33

Fuente: Propia

Tabla 3.10 Modelos de ajuste para el consumo de sustrato.

Modelo Valor de Coeficiente de R? ajustado (%)
probabilidad correlacion
(p-value)

Lineal 0,00 -0,93 86,36
Exponencial 0,00 -0,96 91,00
Reciprocode x | 0,00 0,92 84,00
Doble Reciproco | 0,27 -0,35 3,2
Logaritmico 0,00 -0,99 98,8
Multiplicativo 0,00 -0,84 68,72

\/; 0,00 -0,97 95,14

Fuente: Propia

Cuando se relaciona el logaritmo natural de la produccion de biomasa contra el
tiempo se comprueba estadisticamente que el modelo que presenta mayor
ajuste es el de regresion lineal (Anexo 8, Figura C). Esta afirmacion se sustenta
del analisis que muestra que el coeficiente de correlacion es de 0,99, el valor
de R? de 99,99 % y para P=0,00. Por tanto se asegura con un nivel de
confianza del 99 % el grado de correlacion entre las variables. También de la

ecuacion resultante se comprueba estadisticamente el valor de la velocidad
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especifica maxima de crecimiento pmax=0,31 ht InX =0,14 +
0,31t

Prueba de hipotesis para determinar si existen diferencias entre los

resultados obtenidos por ambos métodos.

Para evaluar si existen diferencias significativas entre los resultados de lipidos

obtenidos por ambas condiciones se realiza una prueba de hipotesis:
Ho: pa = pp
Hy: pig # pp

Donde:

Ho: es la hipédtesis nula, que refleja que no existen diferencias significativas

entre los dos métodos

Hi: es la hipotesis alternativa, que refleja que existen diferencias significativas
entre los dos métodos

Ma Y UB: las medias para los dos métodos respectivamente.

El resultado de esta comparacion para las dos condiciones segun la prueba de
hipotesis realizada muestra un valor de probabilidad (p-value) igual a 0,00; por
lo que es este menor que 0,05; lo que indica que existen diferencias
significativas para un 95% de confianza, lo cual se refleja en el figura, y se
confirma estadisticamente que al aplicar el método de HCl a 6 mol/lL la

concentracion de lipidos es superior apreciablemente.
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Grafico de Box-Whisker

HCI

Ultrasonida

33 35 37 39 41 43
Lipidos (g/L)
Gréfico # 7. Diferencias significativas de concentracion de Lipidos para

los métodos.
Fuente: Propia

3.6. Escalado.

3.6.1. Tiempos de fermentacion.

Para el proceso a realizar se escoge como modo de operacion el discontinuo
(batch), ya que este ofrece diversas ventajas, entre las que se debe destacar:
facil construccion y manejo y la minimizacion de los riesgos de contaminacién

por microorganismos externos (Najafpour. 2007; Alfonso, 2015).

El valor de la Ks es despreciable con respecto a la concentracion de sustrato,

de la ecuacion Ec. se tiene que:

X K
t= fxuﬁa s dX

Por tanto la ecuacion queda:

p o (X _aX
o Xo Hma X
Si se integra:
X
t = L. In—
Hima Xg
Resultado:
t=8,74h
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3.6.2. Dimensionamiento del fermentador.

En la Tabla 3.11 se muestra el dimensionamiento del fermentador diseiado.
Para cumplir con el criterio de semejanza geométrica el sistema de agitacion
del fermentador es de turbina tipo Paletas de hojas planas, para asegurar
homogeneidad en todo el volumen de trabajo y facilitar la limpieza. Para
determinar los parametros dimensionales se utilizaron relaciones (H:D) y (Di:D)
iguales a 2,31 y 0,923 respectivamente.

Tabla 3.11 .Resultados del disefio del biorreactor prototipo.

Elemento Valores Unidades
\% 0.1 m?3
Dt 0.4 m
H 0.8 m
Di 0.352 m

Fuente: Propia

3.6.3. Velocidad de agitacion y potencia consumida por el agitador.

Una de las posibles causas de una agitacién excesiva, es la muerte celular,
para evitar que esto ocurra se hace necesario calcular la velocidad de agitacion
para el fermentador prototipo. A través de las técnicas de escalado se obtienen
las ecuaciones necesarias para el calculo. (Ec.2.15).El valor de Reynold

obtenido por la ecuacion 2.16 para el reactor modelo fue de 1 170.

Dip\ /3
=G
D;,
N, = 260 ( L )%
& 0.352
N, =80r.p.m

56




El Np se obtiene mediante el Anexo 5 para agitadores de turbina de hojas

planas.

N, = 2.5

Calculo de la potencia
P=1-25-1200-4.333°%-0.0683°

P =0.36W

Se determina Na graficamente (Anexo 6)
N, = 0.032

Se determina la potencia para cuando existe la aireaciéon por la ecuaciéon 2.18.

8 =035 4
0.36 1+(16.67-0.032)
P, = 0,27W

Determinacion de la potencia cuando hay aireacion para el prototipo:

Pg2’_vil"V2
0.29

sz :m'o.l

Py, =58 W

Tabla 3.12. Velocidad de agitacion y potencia consumida en el

fermentador modelo (0.5L) y prototipo (100L).

Elemento N (Velocidad de agitacion) | P(potencia
consumida)

Fermentador de 0.5 L 260 rpm 0.27 W

Fermentador de 100 L 80 rpm 58 W

Fuente: Propia
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3.6.4. Balance de calor.

Los calores que interviene en el ptoceso de fermentacion son:

chum = Qgen + Qag Nair — Usen — Qint q’\Q.s'vap
donde:

Calor acumulado.
Al ser un sistema estacionario este calor se desprecia.

Calor disipado por el agitador.

58
Qagir ~ 1

kcal
Qagir = 580 R 74.78—%1—

Calor por aireacion.

Se desprecia el calor por aireacion ya que la presion en la salida del aireador

es aproximada a la presion en la superficie del liquido.
Calor sensible.

El calor necesario para que el medio alcance la temperatura de 37°C se

expresa:

Qgen - 120 . 0-8 * (37 - 27)

Qsen = 960 %ﬁﬂ

Calor intercambiado con la chaqueta.

Qince =06-1-37.5

kcal

Qine = 22.5kW — 19350~

Calor por evaporacion.

Como la temperatura de trabajo es 37°C, el calor por evaporacién es

despreciable.
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Calor generado.
Ef calor generado se obtiene mediante la expresion:
Qgen = Qint — Qag + Qsen

Qgen = 19350 — 74.78 + 960

kcal
h

Qgen = 22 235.22

3.6.5. Cantidad de agua de calentamiento

La masa de agua se calcula con un 10% de perdida de calor.

. _19350-0.9
aguad " 4 (49-35)

Magua = 3438 “2 . 3.483°-

3.6.6. Materiales de construccion.

Se recomienda acero inoxidable SS 316L para el tanque y los accesorios en

contacto con el medio de fermentacion ya que cuenta con propiedades

especificas de resistencia a la corrosion que justifica su uso a pesar de su

elevado costo, en el caso del sistema de enfriamiento (chaqueta) se

recomienda el uso de Acero 304.
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Conclusiones
El resultado de la comparacion de los métodos de ruptura de células utilizados

mostré que el método mas eficiente es el de Hidrdlisis con acido clorhidrico.

La prueba de hipotesis corroboro, que la cantidad de lipidos obtenidos por los
métodos comparados, no estan correlacionados estadisticamente, por lo que

existe diferencia significativa entre los métodos.

Los parametros cinéticos obtenidos de la fermentacion fueron X=16,20
g/L,Yxs=30,1 %, Cs=99,38% y pumax=0,31ht

La mayor productividad de lipidos fue de 25,85 %, se corresponde con el

tratamiento con acido clorhidrico.

Se empled el criterio de escaldo de potencia por unidad de volumen en el

disefio de un reactor bioldgico de 100 L partiendo de otro de 0,5 L.
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Recomendaciones:

Realizar el estudio utilizando otras cepas de levaduras oleaginosas Yy otras

fuentes de carbono alternativas.
Valorar otros métodos de ruptura celular y solventes para la extraccion.

Centrifugar, previo a los tratamientos, para evitar materias extrafias en el

proceso de ruptura.

Utilizar para el escalado otros criterios como el coeficiencia de trasferencia de

masa constante.
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Anexo 1: Curva de crecimiento en microorganismos.
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Anexo 2: Cepa de Rhodotorula sembrada en medio de cultivo soélido.




Anexo 3 Proceso de fermentacion en erlenmeyer.

Anexo 4: Proceso de fermentacién en el biorreactor.




Anexo 5: Relaciéon entre el nimero de potencia y el de Reynolds para
diferentes tipos de impulsores.

pike i i
¥
ww Trasuome Tarbulen
q [ 11] .N I
Y e 3
: T :
* ! >
) -
i
1 i i ' i it [[Lg
N, D
K @
]
“t
- -

Ny

Anexo 6: Relacién entre el numero de potencia y el nimero de aeracion.
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Anexo7: Modelos de correlacién entre la produccién de biomasa, el consumo de
sustrato y el logaritmo de la biomasa con el tiempo (Erlenmeyer).
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Figura A. Modelo de correlacién (exponencial) entre la producciéon de biomasa con el

tiempo.
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Figura B. Modelo de correlacién (exponencial) entre consumo de glucosa con el
tiempo.
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Figura C. Modelo de correlacion (lineal) entre el Ln de la biomasa con el tiempo.



Anexo 8: Modelos de correlacion entre la produccién de biomasa, el consumo de
sustrato y el logaritmo de la biomasa con el tiempo (escala banco).
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Figura A. Modelo de correlacion (exponencial) entre la produccion de biomasa con el

tiempo.
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Figura B. Modelo de correlacién (exponencial) entre consumo de glucosa con el
tiempo.

2T ' ' ' ' g

23 [ -

1’9 | //// i
. /,/r,

1,5 — /"/ ]

14 & - -

0.7 [T . : f e : L

2 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Figura C. Modelo de correlacion (lineal) entre el Ln de la biomasa con el tiempo.
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