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Titulo

Cinética del crecimiento de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) en diferentes
sustratos.

Resumen

El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ha servido como una herramienta para
identificar docenas de mecanismos fisioldgicos y moleculares y para el dimensionamiento de
biorreactores destinados a la produccion de biomasa. El crecimiento de manera experimental,
se mide principalmente mediante curvas de crecimiento. En el presente trabajo se estudio el
crecimiento de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) en diferentes sustratos; sacarosa, jugo
de cafia, jugo de uva, la inoculacion se desarrolld a temperatura ambiente de 27°C, mediante
curvas de crecimiento en funcion de consumo de sustrato por las levaduras. Se inoculo 4 g/L
de levadura y se incubo a 25°C, cada 15 minutos del proceso de fermentacion se recolectaron
muestras para medir, los azucares fermentables, CO, y volumen de gas producido. Se
concluye que el crecimiento de S. cerevisiae, es dos veces mds rapido en el medio de cultivo
a base de sacarosa (26%) que en los sustratos reales como jugo de cafia (16%) y jugo de uva

(18%).

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, levaduras, fermentacion alcohdlica, didxido de

carbono, sacarosa



Abstract

The growth of Saccharomyces cerevisiae has served as a tool to identify dozens of
physiological and molecular mechanisms and for the dimensioning of bioreactors destined for
biomass production. Growth experimentally is measured mainly by growth curves. In the
present work, the growth of yeasts (Saccharomyces cerevisiae) in different substrates was
studied; sucrose, cane juice, grape juice, the inoculation was carried out at room temperature
of 27°C, using growth curves as a function of substrate consumption by the yeasts. 4 g/L of
yeast was inoculated and incubated at 25°C, every 15 minutes of the fermentation process
samples were collected to measure fermentable sugars, CO, and volume of gas produced. It is
concluded that the growth of S. cerevisiae is twice as fast in the sucrose-based culture

medium (26%) than in real substrates such as cane juice (16%) and grape juice (18%).

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, yeasts, alcoholic fermentation, carbon dioxide, sucrose
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1. Introduccion

El crecimiento microbiano se considera la principal actividad de las células vivas. Es
importante monitorear el crecimiento celular y las actividades biologicas y biocataliticas en el

metabolismo celular . Hay una variedad de métodos disponibles para predecir el crecimiento

celular mediante mediciones directas o indirectas. El peso seco celular, la_densidad éptica

celular, la_turbidez celular ,_la respiracidon celular ,_la tasa metabolica y los metabolitos son

muy adecuados para analizar el crecimiento celular, la utilizacion de sustratos y la formaciéon
de productos. Las levaduras son microhongos unicelulares eucariotas que se encuentran
ampliamente distribuidos en el medio natural. Se conocen alrededor de 1000 especies de
levaduras, pero esto representa solo una fraccion de la biodiversidad de levaduras en la
Tierra. Los seres humanos han explotado las actividades fermentativas de las levaduras
durante milenios en la produccion de cerveza, vino y pan. La especie de levadura mas
explotada y estudiada es Saccharomyces cerevisiae, cominmente conocida como "levadura
de panaderia" (Walker & Dundee, 2009). La levadura es la parte mas importante del proceso
de fermentacion alcoholica. La levadura convierte el azicar en alcohol, diéxido de carbono,
biomasa y otros compuestos que influyen en el sabor y el aroma de la cerveza. La levadura de

cerveza es un eucariota y pertenece al reino Fungi (Speers & Forbes, 2015).

La levadura para la fermentacion debe estar en 6ptimas condiciones. Tiene que tener una alta
viabilidad y vitalidad. La viabilidad es la tasa de vida-muerte de las células de levadura. La
vitalidad caracteriza la condicion fisiologica de las células vivas. En las cervecerias se
utilizan diferentes estrategias para asegurar una condicién Optima de la levadura. Los
cerveceros tienen que decidir si se utiliza levadura de cultivo puro o (también) levadura
reconstituida. La levadura reactivada caracteriza a la levadura que ha tenido una exposicion
previa a la fermentacion del mosto (a veces repetidamente). También existen diferentes
métodos para la propagacion de la levadura antes de iniciar la fermentacion y tiene como fin
obtener a partir de una pequefia cantidad de células una masa celular suficientemente alta que
sirva de in6culo a la fermentacion final (Wunderlich & Back, 2009). El objetivo de la
presente investigacion fue la cuantificacion de la biomasa crecida en tres diferentes sustratos

(sacarosa al 26%, jugo de cafia y jugo de uva)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/optical-density
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/turbidity
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellular-respiration
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metabolic-rate

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Comprobar experimentalmente el crecimiento de levaduras (Saccharomyces
cerevisiae) en tres diferentes sustratos (Sacarosa, jugo de cafia y jugo de uva.

1.2.2. Objetivos Especificos

- Comprender la cinética de crecimiento de levaduras segun el sustrato al que
se esta inoculando.

- calcular la velocidad especifica de crecimiento de levaduras

- calcular el nimero de levaduras que fueron inoculadas.



2. MARCO TEORICO
2.1. Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se considera para la observacion de las actividades de las células
vivas. Es importante monitorear el crecimiento celular y las actividades bioldgicas y
biocataliticas en el metabolismo celular. Hay una variedad de métodos disponibles para
predecir el crecimiento celular mediante mediciones directas o indirectas. El peso seco
celular, la densidad optica celular, la turbidez celular, la respiracion celular, la tasa metabolica
y los metabolitos son muy adecuados para analizar el crecimiento celular, la utilizacion de
sustratos y la formacion de productos. La tasa de crecimiento celular se describe en este
capitulo. Se modelan varios bioprocesos para la utilizacion de sustratos y la formacion de

productos. La cinética de crecimiento en cultivo por lotes y continuo se examina en detalle.

El crecimiento microbiano esta determinado por el peso celular seco (g ') y la densidad
optica de la celda (absorbancia a una longitud de onda definida, Anm) (Uwaha, 2015). La

curva de crecimiento celular se divide en cuatro fases, como se muestra en la Figural.

Fase estacionaria
Log
I Fase de muerte
(Numero de celulas )
\— Crecimiento
Fase de adaptacion "‘\ exponencial

Tiempo

Figura 1: Curva tipica de crecimiento microbiano

El crecimiento exponencial de la levadura se puede describir mediante la ecuacion:

N=NO Ecuacién 1



Donde:

N representa el nimero de celdas en cualquier momento (t) y N, representa el nimero de
celdas al comienzo del intervalo que se analiza. Los cientificos a menudo encuentran
conveniente pensar en la constante de crecimiento k en términos del tiempo de duplicacion
del cultivo. En esta representacion, k = In2/T (T = el tiempo de duplicacion del cultivo). La
tasa de crecimiento de la levadura varia con la temperatura. La levadura crece bien a
temperatura ambiente, pero crece mas rapidamente a 30 C. Los cultivos bien aireados crecen
mas rapidamente que los que no lo estan, por lo que los cultivos liquidos generalmente se
cultivan en un agitador giratorio o en una rueda giratoria. A 30 °C, las cepas de levadura de
tipo salvaje tienen un tiempo de duplicacion de ~90 minutos en extracto de levadura peptona

dextrosa (YPD) (O’Conor, 2019).

2.2.1. Cinética de Monod

El modelo Monod fue introducido por primera vez por Jacques Monod en 1942 para describir
la relacion entre la tasa de crecimiento especifico y la tasa de utilizacion del sustrato en un
biorreactor. El modelo puede definirse de dos formas: basado solo en la concentracion de

sustrato, y basado en la concentracion de sustrato y de biomasa (Muloiwa et al., 2020).

_umax*XSs
Ks+S§

Ecuacion 2

E

Donde:

u = Velocidad especifica de crecimiento
um= Velocidad especifica media

S= Sustrato

Ks= Constante de saturacion

X= Biomasa

El modelo de Monod podria dilucidar el comportamiento del crecimiento celular, la

concentracion de sustratos y productos, asi como sus relaciones (Harmand et al., 2019).



Para obtener los parametros cinéticos de Monod Ks y pumax. se realizan por duplicado cinco
experimentos con diferentes concentraciones iniciales. Los procesos se muestrean cada 2 h, y
se monitoriza el consumo de azucar y el crecimiento celular. Las tasas especificas de
crecimiento (u) se estiman a partir de los datos experimentales obtenidos durante la fase
exponencial por regresion lineal a partir de la pendiente del logaritmo natural de la biomasa

frente al tiempo (Moodley & Gueguim Kana, 2019).

2.3. Fases del crecimiento de levaduras

El crecimiento de levaduras estd compuesto por tres fases importantes:
[ La fase de latencia (o adaptacion), que dura unas 15 horas.
[0 La fase de crecimiento, donde tiene lugar un crecimiento exponencial de la levadura, y
que dura entre 1 y 4 dias.

[J La fase de acondicionamiento, de entre 3 y 10 dias.

2.3.1. Primera fase

La levadura empieza a usar minerales y aminodcidos (nitrogeno) que hay en el mosto para
construir proteinas. Si la levadura no encuentra en el mosto los aminodcidos que necesita, va
a tener que fabricarlos por su cuenta. Al igual que los humanos necesitan de una cantidad de
vitaminas y minerales esenciales para pasar el dia, las células de levadura necesitan de una
cierta cantidad de vitaminas y minerales (conocidos coloquialmente en el mundillo como

“nutrientes’) para que la fermentacion se efectiie de la manera adecuada.

Otro elemento a tener en cuenta y del que no hemos hablado todavia es el oxigeno, el cual es
rapidamente absorbido por la levadura en esta primera fase. Es cierto que siempre hablamos
de las levaduras o de la fermentacion respecto a un ambiente anaerdbico (es decir, que no
requiere aire, 0 mas concretamente, oxigeno), pero no es cierto del todo: las levaduras
necesitan oxigeno para reproducirse. La fermentacion tiene sus fases aerdbicas y otras

anaeroébicas.

2.3.2. Segunda Fase

La segunda fase de la fermentacion, conocida como fase de crecimiento comienza, siempre
de manera orientativa, pasado un dia desde la siembra de levadura hasta el cuarto dia de
fermentacion. Al salir de la fase de latencia, la levadura comienza a consumir los azicares del
mosto. Se produce CO,, el cual empieza a salir de la solucidon (y es el que provoca el tan

esperado burbujeo del airlock), y que ademas es el culpable de formar una capa de espuma



(también conocido como ‘“krausen’) sobre la cerveza. La levadura comienza a reproducirse
de manera exponencial, o logaritmica, por lo que el recuento de células aumentara

rapidamente, y se produciran compuestos saborizantes, ademas de etanol.

2.3.3. Tercera Fase

La traduccion fiel de su nombre en inglés seria “fase estacionaria del crecimiento de las
levaduras”, lo que es muy grafico, pero queda incomodo de asimilar. Por suerte, su nombre
secundario es fase de acondicionamiento (“conditioning phase”), nombre mucho mas

llevadero.

Tiene lugar pasados 3-4 dias de poner la levadura en el mosto y puede tomar hasta 7 dias. Es

decir, su duracion habitual es desde el 4° dia de fermentacion hasta el 10°.

En este punto, el crecimiento (es decir, reproduccion) de la levadura se ralentiza, y entra en
una fase de estancamiento de actividad reproductiva. Ya se han producido la mayoria de los
compuestos de sabor y aroma que tenian que haberse producido, incluyendo alcoholes fusel,
¢ésteres y compuestos azufrados. La cerveza, en ese momento, se denomina “cerveza verde”,
ya que todavia no ha madurado lo suficiente como para tener un equilibrio aceptable de

sabores (Pandey et al., 2018).

2.3.4. Cuarta Fase

La fase de sedimentacion es el proceso a través del cual la levadura flocula y se deposita en el
fondo del fermentador después de la fermentacion. La levadura comienza a someterse a un
proceso que preservard su vida mientras se prepara para la inactividad, mediante la

produccion de una sustancia llamada glucoégeno (Jiang et al., 2019).

2.4. Fermentacion alcoholica

En términos de fermentacion alcohodlica se puede establecer que la fabricacion de vino y
cerveza son un caso particular de produccion de etanol y considerado un producto del alto
consumo nivel mundial, debido a que su elaboracion se debe a la fermentacion del mosto de
uva y malta por algunas levaduras y entre ellas destaca la especie Saccharomyces cerevisiae,
las cuales transforman los azucares en etanol, CO,, biomasa y ATP, en este proceso también
ocurre una fermentacion intermedia conocida como la fermentacion de la glicerina (Burini et

al., 2021).



2.4.1. Levaduras

Son hongos unicelulares eucariotas que se reproducen por gemaciéon o fision. En la
elaboracion de cerveza, Saccharomyces cerevisiae es el género y la especie de mayor
importancia, aunque muchas otras especies son cruciales para dar forma a las caracteristicas
de los estilos de cerveza y otras bebidas fermentadas. Las levaduras ale y lager se clasificaron
originalmente como Saccharomyces cerevisiae, pero ahora se sabe que las levaduras lager
son una especie separada, Saccharomyces pastorianus. Actualmente se entiende que es un
hibrido de S. cerevisiae y Saccharomyces eubayanus, una especie que originalmente fue
aislada de América del Sur. Las levaduras son muy pequefias, tipicamente de 5 a 10 micras (1
micra = 10 - 4 centimetros), que es alrededor de 5 veces el tamafio de la mayoria de las

bacterias.

Es importante comprender que las levaduras son organismos vivos que responderdn a su
entorno produciendo mas o menos ciertos compuestos. El cervecero controla el entorno en el
que se colocan las levaduras, por lo que es muy importante que el cervecero sepa como
respondera la levadura a ciertos factores ambientales. Los factores mas importantes que

afectan el rendimiento de la levadura que un cervecero puede controlar son:
Gravedad del mosto

Temperatura

Tasa de lanzamiento

Oxigenacidon/Aeracion

Cepa de levadura

Contenido de nitrégeno

Contenido nutritivo

Grain bill/Mash program (espectro de azlicares fermentables)
Saneamiento/Técnica.

2.4.2. Saccharomyces cerevisiae

Esta levadura estd ampliamente considerada como una especie de mejor adatada para la

fermentacion, e la principal especie que impulsa el proceso en fermentaciones no inoculadas,



y durante muchas décadas fue casi la unica especie de levadura comercializada para la
fermentacion alcohdlica. En consecuencia, las estrategias biotecnoldgicas basadas en
Saccharomyces cerevisiae para disminuir el rendimiento de etanol no se centra en nuevos
aislados naturales sino en modificar el metabolismo del carbono de las cepas ya utilizadas
(Wang et al., 2020). El objetivo es desviar el carbono del azlicar a la produccion de otros
metabolitos, principalmente mediante ingenieria metabdlica, pero también por evolucion

adaptativa en el laboratorio (Lee et al., 2021).

2.4.2.1. Nutrientes de las levaduras

La levadura Saccharomyces responde a las dos clases principales de nutrientes, carbono y
nitrogeno. Me centraré en los medios por los cuales las células de levadura perciben la
cantidad y la calidad de estas clases de nutrientes y como utilizan esa informacion, tanto
individualmente como en combinacion, para alterar sus paisajes celulares, metabolicos,
transcripcionales y de desarrollo. Saccharomyces también necesita de otras clases de

nutrientes, incluidos el fosfato, el azufre y los aminodacidos.

Las células de levadura reconocen la naturaleza y la disponibilidad de los compuestos de
nitrogeno y ajustan activamente sus capacidades transcripcionales, metabdlicas y
biosintéticas para que coincidan con esa percepcion. Cuando el nitrogeno es limitante, las
c€lulas ralentizan su crecimiento, principalmente a través de la reduccion de la biogénesis y
traduccion ribosomal, lo que resulta en la expansion de la fase G1 del ciclo celular. En el caso
extremo de agotamiento del nitrégeno, las células dejan de crecer, incluso con todos los
demds nutrientes disponibles en exceso, y entran en un estado de reposo especifico del

nitrégeno (Vallejo et al., 2020).

2.4.2.2. Metabolismo

El crecimiento celular es el metabolismo central de los nutrientes para generar energia, crear
bloques de construccion para la biosintesis macromolecular y promover la sintesis de la
panoplia de moléculas necesarias para hacer dos células a partir de una. Las células de
levadura deben reconocer qué nutrientes estan disponibles y adaptar su actividad metabdlica
para que coincida con la naturaleza y los niveles de esos nutrientes disponibles. Varios
estudios han documentado cambios sustanciales en los niveles de varios metabolitos luego de
transiciones de nutrientes. Por ejemplo, los niveles de piruvato de fosfoenol aumentan
después de la falta de glucosa y los niveles de a-cetoglutarato aumentan significativamente

después de la falta de nitrogeno. Sorprendentemente, la correlacion entre la expresion génica



y el metabolismo en la levadura es bastante pobre: los niveles de metabolitos estan poco
influenciados por los niveles de expresion de genes que codifican enzimas para su sintesis o
consumo. En consecuencia, es probable que el flujo metabdlico esté controlado por la accion
de masas combinada con la regulacion alostérica y la modificacion postraduccional de
enzimas metabolicas clave. La medida en que cada uno de estos procesos contribuye a la
regulacion metabolica solo se comprende parcialmente (Klosinska et al., 2011). A conjunto
complejo de comunicacion bioldgica determina las interacciones entre microorganismos:
toxinas asesinas y compuestos antimicrobianos (Albergaria y Arneborg, 2016); limitacion de
nutrientes (Wang et al., 2016), que podria resultar de una rapida absorcion de nutrientes; o la
liberacion de otros compuestos como los acidos grasos o el acido acético. La investigacion de
las interacciones entre Saccharomyces y Cabe destacar las levaduras no Saccharomyces
durante la fermentacion del vino, y comprender los mecanismos de modulacion realizados
por metabolitos derivados de la actividad de la levadura es importante para controlar este

proceso (Ciani y Comitini, 2015).

Bud appears, and

/ \DNA doubles

QD
Cells divide,
forming scor\ / :tl:ﬁil(e:gtses

at division
T, D

‘1\ Acleus moves

Nuclei seporate '
into bud

Figura 2: Ciclo de division celular de una levadura tipica, Saccharomyces cerevisiae

La formacion de etanol a partir de glucosa se logra en un cultivo discontinuo de
Saccharomyces cerevisiae y se pueden obtener datos que indican el crecimiento de la

levaduras conforme se consumen los azucares.

Tabla 1. Valores de consumo de sustrato y crecimiento de biomasa y produccion de etanol
durante el tiempo de fermentacion



Tiempo (h) Glucosa (S), g/L  Biomasa (X), g/l Etanol (P), g/L

0 100 0,5 0
2 95 1 2,5
5 85 2,1 7,5
10 58 4,8 20,5
15 30 7,7 34
20 12 9,6 43
25 5 10,4 47,5
30 2 10,7 49

Tabla 1: Valores de consumo de sustrato y crecimiento de biomasa y produccion de etanol durante el

tiempo de fermentacion

2.4.2.3. Temperatura optima de crecimiento

La temperatura Optima para el crecimiento de las levaduras esta en el rango mesofilo de 25 a
30 °C. Las levaduras en general pueden crecer en un rango de temperaturas de 0 °C a 47 °C.
Las levaduras crecen bien en condiciones acidas, con un pH de 4,0 a 4,5. Pueden crecer a un
pH mas bajo que la mayoria de las bacterias, pero no crecen bien en condiciones alcalinas.
Las levaduras estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y cominmente ocurren en uvas
y otras frutas. También se encuentran en el polvo y el agua, y se pueden encontrar en la piel y

en el tracto intestinal de humanos y animales (Hommel, 2014).

2.4.2.4. Sustrato

Algunas levaduras, conocidas como levaduras osmofilas, pueden crecer en presencia de altas
concentraciones de azucares o sal con un valor tan bajo como 0,62-0,65. Cada levadura

tendra su propia caracteristica aw Optima y un rango de aw sobre el cual puede crecer. La aw



minima y Optima para una levadura determinada puede cambiar segiin factores externos,

como la nutriciéon , el pH, la temperatura, el oxigeno y la presencia de inhibidores.

2.5. Azucares fermentables

La sacarosa es ampliamente utilizada como edulcorante en las industrias alimenticias y en
bebidas. Es una materia prima importante en la fermentacion microbiana para producir
alcohol y acidos orgénicos. El rendimiento de produccion alcohdlica en la sacarosa es bajo, y

disminuye al aumentar la concentracion de sacarosa al inicio de la fermentacion (Zhuang et

al., 2021).

La galactosa es un aztcar obtenido del hidrélisis de algunas biomasas marinas como las algas
rojas. La levadura S. cerevisiae es capaz de crecer en galactosa, sin embargo, la tasa de
absorcion especifica es aproximadamente 2.5 — 3.3 mas baja que las que presentan en
glucosa. Ademas, se conoce que el rendimiento y produccion de etanol a partir de la
fermentacion de galactosa es considerablemente mas baja que en la fermentacion de glucosa
debido a un respiro mas lento del metabolismo metabdlico por falta del efecto Crabtree

(Zhuang et al., 2021)

La xilosa es uno de los azlicares mas abundantes en la biomasa lignocelulosica, también
conocida como azucar de madera. La ingenieria genética ha trabajado en la modificacion
genética de S. cerevisiae para que puede fermentar la xilosa. El producto de la fermentacion
de la xilosa es el xilitol, el cual es un alcohol de azlcar natural y es de gran utilidad en la
industria alimentaria y médica por su utilizad como azucar sustituto para personas con

diabetes (Muloiwa et al., 2020).

2.6. Biomasa

Los procesos tipicos de conversion biologica de biomasa son la fermentacion y la digestion
anaerdbica. En la fermentacion de biomasa, los microorganismos se utilizan para convertir
bioldgicamente materia prima bioldgica en biocombustibles (como bioetanol y biobutanol),
productos quimicos, materiales o gases combustibles. Por ejemplo, el almidon y la melaza se
utilizan normalmente como materias primas para producir etanol mediante fermentacion,
durante la cual los azlicares simples (p. €j., glucosa, maltosa y sacarosa) se fermentan en
bioetanol o biobutanol. Las principales variables operativas que afectan el rendimiento de

etanol y la eficiencia de la fermentacion son la presion osmotica y la presencia y eliminacion


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nutrition-physiology

de algunos subproductos (toxicos para las levaduras) de las reacciones de hidrélisis y el
metabolismo de la levadura, por ejemplo, hidroximetil furfural (HMF). Por lo tanto,
seleccionar el medio de fermentacién y el tipo de levadura, detoxificar el hidrolizado y
separar/eliminar los subproductos de la fermentacion son medidas efectivas para mejorar el

rendimiento de la fermentacion.

La digestion anaerobica es otro proceso bioldgico comun para convertir biomasa o desechos
organicos en biogds (principalmente CH, y CO,) utilizando bacterias anaerdbicas. La
temperatura, el pH y la relacion C/N son los principales factores que determinan la eficiencia
de produccion de biogas en un proceso anaerobico. El alto contenido de celulosa en la
materia prima conduce a una baja eficiencia de la digestion anaerdbica y, por lo tanto, a una
mala economia. Para mejorar la eficiencia de la produccion de biogas, la materia prima
bioldgica con alto contenido de celulosa generalmente se trata previamente para degradar la
materia prima bioldgica en compuestos mas simples. Los métodos comunes de pretratamiento
incluyen la molienda mecanica, la hidrélisis fungica y enzimadtica, el tratamiento quimico
acido y alcalino y la explosion de vapor (Mishra & Ghosh, 2019). También se ha informado
que agregar catalizadores exdgenos al proceso de fermentacidon podria mejorar atin mas la

tasa de digestion y el rendimiento de biogas (Wei et al., 2020).

Por otro lado, el biohidrogeno se puede producir de manera eficiente mediante la
fermentacion oscura de biomasa o desechos organicos (Urbaniec y Bakker, 2015; Hosseini y
Wahid, 2016), donde los compuestos organicos también pueden ser descompuestos por
bacterias anaerdbicas facultativas y especificas (Kumar et al., 2018; Mishra et al., 2019).
Generalmente, hay dos etapas diferentes de fermentacion oscura: (i) la primera etapa de
crecimiento en la que se puede producir un alto rendimiento de hidrogeno, acompafiado de la
produccion de acido acético y acido butirico; y (ii) la segunda etapa, de crecimiento lento,
durante la cual se generan menos hidrégeno y disolvente. Aparte de la formacion de
hidrégeno, la fermentacion oscura también puede producir valiosos acidos grasos volatiles
(Ghimire et al., 2015). Para la fermentacion oscura, la fuente de inoculacion y el método de
enriquecimiento, el pretratamiento del sustrato, los pardmetros del biorreactor, el pH, la
temperatura, el tiempo de retencion hidraulica (HRT) y la presion parcial de H2 son los
principales factores para determinar la tasa de produccion de hidrogeno (Mishra et al., 2019;
Ghimire et al., 2015). En los tltimos afios, con el fin de obtener una mayor eficiencia de H2,
se ha investigado la combinacion de fermentacion oscura y fermentacion ligera o sistemas

bioelectroquimicos (Wei et al., 2020).



2.7. Etanol

El etanol, también llamado alcohol, alcohol etilico y alcohol de grano, es un liquido
transparente e incoloro y el ingrediente principal de las bebidas alcohdlicas como la cerveza,
el vino o el brandy. Debido a que puede disolverse facilmente en agua y otros compuestos
orgénicos, el etanol también es un ingrediente en una variedad de productos, desde productos

de belleza y cuidado personal hasta pinturas y barnices para combustible.

Muchos microorganismos, incluidas bacterias y levaduras, pueden producir etanol como
principal producto de fermentacidon a partir de carbohidratos. La fermentacion industrial de
etanol actual se lleva a cabo principalmente con la levadura Saccharomyces cerevisiae debido
a su rusticidad (bajo pH y alta tolerancia al etanol), aunque la bacteria Zymomonas mobilis
tiene una mayor productividad especifica de etanol y rendimiento a partir de glucosa y

sacarosa.
La fermentacion de etanol a partir de aztcar se simplifica en base a la siguiente reaccion:

C¢H,,0,—2C,H;OH+2CO, Ecuacion 3

Las tasas de produccion de biomasa y formacion de productos son:

dx dxds ds dpP ds

= — & — '1‘ — :—Y o —
dt  ds dt /S dr ¢ dt PIS " a¢
Ecuacion 4

donde los rendimientos de biomasa y producto son:

AX AP

Yyys=— s Y YP,H?:_E

Ecuacion 5

Por ejemplo, el rendimiento teérico de la fermentacion de etanol basado en la fermentacion
de glucosa da como resultado dos moles de etanol:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444528452500057

2mol Etoh _ 2x46 g Etoh
mol CoH1206 180 ) CoH1206

Ecuacion 6



3. Metodologia

3.2. Lugar de la investigacion

La presente investigacion se la desarrollo en el laboratorio de Bioconversion de la Facultad
de Ciencias Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala, ubicado en el km

5 1/2 via Pasaje.

3.3. Diseiio del experimento

Se hizo crecer la levadura Saccharomyces cerevisiae en tres sustratos azucarados de diferente
origen. A continuacioén, en la tabla 1 se muestran las condiciones del experimento de
crecimiento de S. cerevisiae.

Tabla 2. Concentraciones, temperatura y concentracion de inoculo del experimento

Concentracion de

Sustrato Concentracion Temperatura (°C) inoculo (g/L)
Sacarosa 26 25 4

Jugo de caifia 16 25 4

Jugo de uva 18 25 4

Tabla 2: Concentraciones, temperatura y concentracion de inoculo del experimento
34. Fermentacion alcohoélica

La fermentacion alcoholica se llevo a cabo en un kitasato de 4 L, donde se colocé 1 litro de
sustrato , se inoculo con 4 g/L de levadura S. cerevisiae de la marca comercial Fermipan y
se incubo a = 25 °C durante 24 horas. Posterior a esto se cuantifico el volumen de CO,

producido, aztcares reductores (AR), contenido de etanol y concentracién de biomasa.

3.4.1. Determinacion de la Cinética de crecimiento

El crecimiento de las células cultivadas en ausencia de etanol se determin6 cada 15 minutos
hasta las 2 h midiendo el valor de consumido de azucar, para lo cual se tomd una muestra de

300 pl. Esta lecturas se realizaron a 600 nm (Zhang et al., 2020).



El modelo cinético utilizado para ajustar los datos experimentales, fue el modelo de Monod.

Las ecuaciones del modelo son las siguientes:

5
o= pmax —
Ks+5

Ecuacion 7

dx
gy ®
de Bl
Ecuacion 8
ds _ ==X
dr Yxfs

Ecuaciéon 9

Se ajustaron los datos correspondientes a la fase de crecimiento logaritmico, es decir al tramo
recto de la curva de crecimiento de biomasa y en el que se presenta la maxima velocidad

especifica de crecimiento.

a. Al ajustar los datos de biomasa a la ecuacion logistica, determine la capacidad de carga

coeficiente k.

sz bl }’x,rs
b. Determinar los coeficientes de rendimiento

3.5. Medicion de ° brix

En el caso de una solucion de azuicar, la cantidad de °Brix medidos con un refractometro se
refiere al contenido de azlicar en masa y es una medida de los sélidos solubles. Las
concentraciones de sustrato (% °Brix) en el liquido fermentado depende de gran medida del

tipo de microorganismo utilizado durante la fermentacion (King et al., 2021).

3.6. Azucares reductores

Los aztcares reductores se ensayaron en solucion como se describe por Miller 1980.



Las soluciones de azlcar se prepararon en RO (6smosis inversa) agua. A 0.5 mL de la
solucion de azicar en un tubo de ensayo 10 ml de la se afiadio 0.5 ml reactivo DNS. Los
tubos se colocaron en agua hirviendo bafio durante 5 min, transferido a hielo para enfriar
rapidamente y luego llevado a temperatura ambiente colocandolos en bafio de agua a 25° C.
La absorbancia se midié6 a 540 nm, utilizando un espectrofotometro Zhimaczu (Saqib &

Whitney, 2011) .
3.7. Cinética de la fermentacion alcoholica

La cinética de la fermentacion alcohdlica se la determiné por la siguiente ecuacion:

AE

% 1 {} ]
=0.51+(50-5)

n(%) =
Ecuacion 10

3.8.  Medicion de CO, producido

Se utilizan una trampa de agua y una trampa de eliminacion de espuma ya que el gas de
escape estd muy humedo y ocasionalmente la espuma sube al tubo de escape. El gas desplaza
el agua contenida en un recipiente a otro recipiente graduado que permite medir la cantidad

de dioxido de carbono producido en la fermentacion alcoholica (Balzhiser, 1992) .

Las concentraciones iniciales de azlicar estaban entre 260, 160 y 180 g/litro, la temperatura se

entre ~25°C, y la concentracion de levadura seca activa fue de 4 g/litro de mosto.

La ecuacion (2) implica el volumen de CO, liberado y la concentracion inicial de azucar, lo
que permite predecir los azlicares con un error medio de 7,8 g/litro (+ 4% para un S, = 200

g/litro).

s= =392V, + 08585, +11.7
Ecuacion 1

3.9. Cuantificacion de etanol producido

La produccioén relativa de etanol (como porcentaje en volumen) se calcula multiplicando la

pérdida de peso (en gramos de CO,) por 1,25 (Diaz et al., 2018).



3.10. Cuantificacion de biomasa producida

Para la cuantificacion de la levadura en los extractos de fermentacion cada reaccion contenia 10uL de
SYBR Green PCR Spermix, 5 pmol de cada cebador y 2ul. de muestra. La amplificacion consistio en
un ciclo de la desnaturalizacion a 950C durante 2 minutos; 39 ciclos de desnaturalizacion a 950C
durante 15 segundos, las temperaturas Optimas para estos ensayos fueron de 20 segundos a 720C
durante 30 segundos y una extension final de 72 oC durante 5 minutos; estos analisis de PCR se
llevaron a cabo mediante una temperatura de 650C hasta 950C con 0,50C por unidad de fluorescencia.

En este estudio las amplificaciones se realizaron con un sistema de deteccion de PCR en tiempo real

(Wang et al., 2020).

4. Resultados

4.2. Crecimiento de biomasa

La tasa de consumo de sustrato siempre esta relacionada con la cantidad de biomasa crecida;
de hecho, comunmente es; = q (S) x, se debe de tomar en cuenta el coeficiente de
rendimiento segin el microorganismo que este creciendo ( ) (Wang et al., 2020) . A

continuacion en la figura se muestra el crecimiento de S cerevisiae en tres sustratos

diferentes.

—u— Sacarosa (260 g/L) —*—Jugo Cana (160 g/L) Jugo Uva (180 g/L)

| |
25 —

N

[z
1
T
i
i
i
i
i
i
i
i
i
i
|
i
i
i
i
I
i
i
i
i
i
i
i
»
!
I
i
i
i
i
i
i
i
I
I
I
i
i
i
i
i
i
J
L]

Biomasa Formada (g/L)
>
1

DN
\

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tiempo de fermentacion (min)

Figura 3: Produccion de biomasa (Saccharomyces cerevisiae) en tres sustratos estudiados.



La produccion de biomasa fue de mayor concentracion y mayor velocidad de crecimiento fue
en experimento donde se utilizoé una solucion de sacarosa a concentracion de 260 g/L, al cabo
de 75 minutos de alcanzo una concentracion de biomasa de 14,8 g/L, igual concentracion los
experimentos donde se utilizd jugo de cafia a concentracion de 160 g/L. y jugo de uva a
concentracion de 180 g/L, en estos dos ltimos experimentos el tiempo de fermentacion fue

de 135 minutos, casi el doble de tiempo que el experimento con sacarosa.

Estudios de fermentacion de hidrolizados de almidon de yuca favorecieron el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae y los rendimientos de biomasa (Yy) obtenidos para los tres
cultivo realizados con hidrolizados enzimaticos fueron de 0.472, 0.462 y 0.470g*g-1,

respectivamente (Hu et al., 2019).

4.3. Produccion de dioxido de carbono

En la fermentacion alcohdlica segin la estequiometria quimica el 0,55 del sustrato se
convierte en etanol y el 0,45 restante en dioxido de carbono (Ashok Pandey et al., 2016). A
continuacion, en la figura 3 se muestra los volimenes de CO, producidos en los tres

experimentos estudiados
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Figura 4: Produccion de didxido de carbono en la fermentacion de los tres sustratos estudiados.

La produccion de CO, en la fermentacion que se utiliz6 sacarosa como sustrato, se produjo
117 g/L de didxido de carbono, llegando S, = 0, mientras que las fermentaciones donde se

utiliz6 jugo de cafia y de uva quedo sustrato residual S, = 4, quedando sin reaccionar



alrededor del 25% de los azucares fermentables totales y por lo tanto menor cantidad de

diéxido de carbono producido.

La fermentacion de glucosa y sacarosa produce mayor cantidad de didéxido de carbono,
debido a que la levadura puede romperlos a azucares simples, mientras en sustratos
complejos, los azucares se encuentran unidos a otros compuestos y estos resultan dificil de

hidrolizar a azucares y esto afecta la tasa de produccion de CO, (Crancer et al., 2018).
4.4. Produccion volumétrica de CO,

La cuantificacion del CO, producido es una variable importante para poder disefiar y
dimensionar el biorreactor donde se va a crecer una levadura de crecimiento rapido y evitar
desbordamiento del sistema. A continuacion, en la figura 4 se muestra los volumenes de

dioxido de carbono producido en la fermentacion alcoholica de los tres sustratos estudiados.
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Figura 5: volumenes de dioxido de carbono producido en la fermentacion alcohdlica de los tres

sustratos estudiados.

La produccion volumétrica de CO, en la fermentacion alcohdlica donde se utilizé sacarosa
como sustrato, se produjo 2000 mL en 125 minutos de proceso, el jugo de cafia produjo 2000
ml de CO,, en 105 minutos y el jugo de uva produjo 1375 ml en 237 minutos, mas del doble

de tiempo que los dos experimentos antes mencionados.

Procesos de fermentacion alcoholicas, han determinado que la produccion de CO, puede

mejorar significativamente bajo una presion elevada, lo que resultaria en una mayor tasa de



crecimiento de la levadura (0,12 h), densidad celular (18 g L") y tasa de absorcion de gas
(200 mmoles L' h') que una fermentacion bajo presién atmosférica. La ganancia, sin
embargo, no fue proporcional al aumento de presion como predice la ley de Henry (Yu &

Munasinghe, 2018).

5. Conclusiones

S cerevisiae crece con mayor rapidez en sustratos faciles de hidrolizar como las soluciones de
sacarosa, al cabo de 75 minutos se alcanza un incremento de biomasa de 10.8 g/L, frente a los
sustratos reales donde la levadura tarda el doble de tiempo para crecer en la misma

proporcion.

En los sustratos como el jugo de cafia de azucar y jugo de uva solo reacciona el 75% de los
azlcares fermentables, reduciéndose la concentracion de biomasa y la cantidad de dioxido de
carbono, mientras que la solucion de sacarosa al 26%, todos los azlcares se convierten en
etanol, dioxido de carbono y existe mayor produccion de biomasa en menor tiempo de

fermentacion.

La mayor cantidad de produccion de dioxido de carbono en la fermentacion alcohdlica se
produce durante las 100 primeras horas de proceso y en el caso de la fermentacion de mosto

de uva la produccion de CO, se detiene por completo a las 3.5 horas de fermentacion.
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