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Produccion de biomasa de levaduras para alimentacion animal mediante fermentaciones en
bioreactor de tanque agitado

Autor;: MARIA LUJAN AGUIRRE FERREIRA.
Orientador: DR. DIEGO GABRIEL NOSEDA.

Co-orientador: Walter Sandoval
RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar uno de los residuos principales
de la industria azucarera: la melaza de cafia en pos de utilizarla como sustrato alternativo en la
produccién de biomasa de levaduras. Se evalud la produccién de biomasa y el consumo de sustrato
de las levaduras la Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM 11554
realizando cultivos en frascos Erlenmeyer con el medio YPD y con el medio alternativo de melaza de
cafla. La biomasa obtenida mediante este procedimiento fue cuantificada por la técnica de
absorbancia y peso seco y posteriormente se escalé la produccién en biorreactor de tanque agitado
escala laboratorio.

Con la levadura S. cerevisiae ATCC 9763 en medio complejo YPD se obtuvo un rendimiento
de 0,22 gx/gs y una productividad maxima de 0,93 gx/L h. En la fermentacion realizada en medio a
base de melaza de cafia, el rendimiento fue alcanz6 0,51 gx/gs y una productividad volumétrica
méxima de biomasa igual a 1,02 g«/L h. Sin embargo, el maximo nivel de biomasa obtenido en
medio de cultivo a base de melaza de cafa (44,06 g/L) fue mucho mayor en comparacion al obtenido
en medio YPD (19,16 g/L), esto debido al mayor contenido de azlcares reductores en medio con
melaza de cafia. Por otra parte, en la fermentacion realizada en el medio YPD de la levadura K.
marxianus DSM 11554 se consigui6 un rendimiento de 0,44 gx/gs y una productividad volumétrica
méaxima de biomasa de 1,55 gx/L h. Mientras que, en la fermentacion realizada en medio a base de
melaza de cafia, los valores de rendimiento y productividad volumétrica méxima de biomasa de K.
marxianus DSM 11554 dieron un valor de 0,26 gx/gs y 1,08 gx/L h respectivamente, estos resultados
fueron mayores que los obtenidos con el medio YPD. Asimismo, el maximo nivel de biomasa
alcanzado en medio a base de melaza de cafa (52,18 g/L) fue mayor que obtenido en medio YPD
(48,11 g/L).

Palabras claves: S. cerevisiae, K. marxianus, biomasa, melaza, biorreactor.
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Production of yeast biomass for animal feed by fermentations in stirred tank bioreactor

Author: MARIA LUJAN AGUIRRE FERREIRA
Advisor: DR. DIEGO GABRIEL NOSEDA

Co-advisor: Walter Sandoval

SUMMARY

The objective of this research work was to evaluate one of the main residues of the sugar
industry: cane molasses in order to use it as an alternative substrate in the production of yeast
biomass. Biomass production and substrate consumption of the yeasts Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763 and Kluyveromyces marxianus DSM 11554 were evaluated by performing Erlenmeyer
cultures with the YPD medium and with the alternative medium of cane molasses. The biomass
obtained by this procedure was quantified by the absorbance and dry weight technique and
subsequently the production was scaled up in a laboratory-scale stirred tank bioreactor.

With the yeast S. cerevisiae ATCC 9763 in YPD complex medium, a yield of 0.22 gx/gs and a
maximum productivity of 0.93 gx/Lh was obtained. In the fermentation carried out in a medium
based on cane molasses, the yield was reached 0.51 gx/gs and a maximum volumetric productivity of
biomass equal to 1.02 gx/Lh. However, the maximum biomass level obtained in cane molasses-based
culture medium (44.06 g/L) was much higher compared to that obtained in YPD medium (19.16
g/L), this due to the higher reducing sugar content in the middle with cane molasses. On the other
hand, in the fermentation carried out in the YPD medium of the yeast K. marxianus DSM 11554 a
yield of 0.44 gx/gs and a maximum volumetric productivity of biomass of 1.55 gx/Lh was achieved.
While, in the fermentation carried out in a medium based on cane molasses, the yield values and
maximum volumetric productivity of biomass of K. marxianus DSM 11554 gave a value of 0.26
gx/gs and 1.08 gx/Lh respectively, these results were higher than those obtained with the YPD
medium. Likewise, the maximum level of biomass reached in a medium based on cane molasses
(52.18 g/L) was higher than that obtained in a YPD medium (48.11 g/L).

Keywords: S. cerevisiae, K marxianus, biomass, molasses, bioreactor.
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2. INTRODUCCION

Los avances en biotecnologia industrial ofrecen innumerables oportunidades potenciales para
la utilizacién de sustratos residuales agroindustriales como por ejemplo la melaza de cafia de azucar,
la cual puede ser utilizada como sustrato para la produccion de distintos bioinsumos de interés. El
principal subproducto proveniente de la industria azucarera: la melaza de cafa, presenta grandes
ventajas nutricionales, gran abundancia y escaso costo econdémico en comparacion con otros
sustratos. Por tal motivo, la melaza de cafia puede ser utilizada como sustrato alternativo para la
produccidn de biomasa de microorganismos, en particular biomasa de distintas levaduras, destinada a
la nutricion animal, ya sea bovina, ovina o porcina (Fajardo y Sarmiento, 2007).

La produccion de biomasa de distintas especies de levaduras como Saccharomyces cerevisiae
y Kluyveromyces marxianus, cultivadas en condiciones adecuadas y a partir de sustratos econémicos
enriquecidos con otros nutrientes, podria convertirse en un factor que contribuya al desarrollo
biotecnoldgico del Paraguay. Cabe destacar, que la importancia de la produccion de biomasa de
levaduras radica principalmente en que la misma puede ser utilizada en la alimentacién animal
debido sus capacidades nutricionales y probidticas.

Entre los microorganismos que cuentan con un gran potencial probidtico se encuentran
algunas especies bacterianas y de levaduras. El papel de ciertas levaduras, particularmente de S.
cerevisiae, como probiotico para aves y cerdos, ha recibido la atencién de muchos investigadores,
con resultados prometedores basados en ciertos efectos probi6ticos, como ser la exclusidn
competitiva de patdgenos (Nurmi y Rantala, 1973). En rumiantes mediante el suministro de levaduras
inactivas y/o levaduras vivas se han registrado aumentos en el consumo, la ganancia de peso, la
produccion y mejoras en la composicion de la leche.

Asi, en este trabajo de tesis se llevd a cabo la evaluacion y comparacion del crecimiento y
produccién de biomasa de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 a
partir de un medio de cultivo tradicional como el medio YPD y un medio de cultivo alternativo a
base de melaza de cafia de azicar. De esta manera, se realiz0 la determinacion de distintos
parametros cinéticos y estequiométricos como la cantidad de biomasa generada por ambas levaduras,
el consumo de sustratos, el rendimiento de biomasa en base al sustrato consumido (Ys), la velocidad
especifica de crecimiento (Ux), el tiempo de duplicacion (Tq) y la productividad volumétrica de
biomasa (Pv).



2.1.  Planteamiento del problema

En Paraguay, la actividad ganadera bovina de carne se desarrolla generalmente sobre pasturas
naturales y los requerimientos nutricionales del ganado varian con la edad, peso, estado corporal,
entre otros. Sin embargo, durante el invierno y junto con el cambio climético, las pasturas presentan
variaciones en el valor nutritivo lo cual afecta principalmente a la ganancia de peso del animal
forzando a los productores a buscar otros medios alternativos de suplementacion nutritiva de modo a
evitar pérdidas econémicas.

También se ha visto que en muchos paises la prohibicion del uso de antibidticos en dietas para
animales ha contribuido con la creciente aparicion en el mercado de varios productos disefiados para
reemplazarlos y en la actualidad la mayor parte esta siendo centrada hacia los productos de carécter
prebiotico, probidtico y simbidtico. Con la inclusion de estos en las dietas se pretende aumentar la
actividad y el nimero de especies microbianas benéficas en la microbiota intestinal, reducir parcial o
totalmente el uso de antibidticos y favorecer el rendimiento animal. Sin embargo, estos nuevos
productos son generalmente de elevado costo econémico lo que limita su uso en los sistemas de
produccién animal.

En nuestro pais, el uso de subproductos agroindustriales, como la melaza de cafia como
sustrato para la produccién de biomasa de levaduras puede ser una alternativa valida ya que reduciria
los costos para industrias nacionales y ademas evitaria el frecuente uso de productos importados que

incrementan costos en procesos biotecnoldgicos.

2.2, Pregunta de investigacion
¢Utilizar subproductos agroindustriales en la composicion de medios de cultivos produce un

interesante rendimiento de biomasa de levaduras?

2.3.  Justificacion

La ganaderia en nuestro pais tiene un alto valor social y econémico, de ella dependen
aproximadamente 168 mil productores, quienes en conjunto cuentan con aproximadamente 14,5
millones de cabezas de ganado, lo que permite que Paraguay se sitle como uno de los mas
importantes productores de carne y sexto mayor exportador de carne vacuna en el mundo.

Los retos y desafios que actualmente enfrenta el sector agropecuario son varios, tales como el
cambio climatico, pero al mismo tiempo se cuenta con numerosas herramientas para hacerles frente,

tales como la investigacion y la capacitacion en adopcion de nuevas tecnologias para incrementar su



produccion y productividad en forma eficiente, sustentable y competitiva, ante una realidad, donde
los productores deben producir alimentos inocuos para los consumidores que cada dia exigen con
mayor calidad.

El medio YPD compuesto por extracto de levadura, peptona y glucosa, es utilizado
habitualmente como sustrato para la obtencion de biomasa de levaduras a escala laboratorio. Es un
medio de cultivo complejo y rico, que aporta fuentes de carbono y fuentes de nitrégeno para el
crecimiento de microorganismos. Sin embargo, el medio YPD es sumamente costoso debido al
elevado precio de la peptona y extracto de levadura. Por lo tanto, la utilizacién de este medio de
cultivo para la produccion de biomasa a gran escala no resulta un proceso econémicamente rentable.
Por tal motivo seria de gran importancia disponer de un sustrato econémico para conseguir que dicho
proceso de produccidn sea efectivamente rentable.

Por tal motivo, mediante este proyecto se plantea sustituir el medio YPD en la produccién de
biomasa de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus, por la utilizacion de un medio
alternativo a base de melaza de cafia, la cual presenta ventajas econdémicas y nutricionales para el
crecimiento de levaduras.

Con la utilizacion de la melaza de cafia de azlcar, se pretende minimizar los costos de
produccion a mayor escala y hacer un buen uso de un subproducto de gran importancia a nivel
industrial.

Asi, en este trabajo de Tesis se realiza la produccion de biomasa de levaduras a partir de un
medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafia, con el propoésito de incrementar el rendimiento
de biomasa en funcion del sustrato consumido Yys (g/g) y disminuir los costos de produccién a gran
escala.



2.4. Objetivos

2.4.1. Objetivo General

Evaluar la produccion de biomasa de las levaduras Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y
Kluyveromyces marxianus DSM 11954 utilizando un medio de cultivo alternativo a base de melaza

de cafia, mediante cultivos en frascos Erlenmeyer y fermentaciones en bioreactor de tanque agitado.

2.4.2. Obijetivos Especificos

a) Evaluar la produccién de biomasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en

frascos Erlenmeyer a partir de un medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafa.

b) Evaluar la produccién de biomasa de la levadura Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en

frascos Erlenmeyer a partir de un medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafa.

c) Comparar la produccion de biomasa de levaduras entre el medio tradicional YPD y el medio

alternativo a base de melaza de cafa.

d) Realizar el escalado de la produccion de biomasa de levaduras mediante fermentaciones en
bioreactor de tanque agitado con medio alternativo a base de melaza de cafa y aplicando una

estrategia de cultivo batch alimentado.

2.5. Hipdtesis
A partir de un medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafia de azlcar se lograré
alcanzar adecuados rendimientos de biomasa de las levaduras Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

y Kluyveromyces marxianus DSM 11954.



3. MARCO TEORICO

3.1. Residuos o subproductos agroindustriales

3.1.1. Generalidades

Generalmente los residuos o subproductos que se generan a partir de procesos productivos,
usualmente no son de utilidad posterior como materia prima para la cadena de produccion, pero
pueden ser aprovechados o transformados para obtener otros productos con valor econémico,
comercial o social.

Los subproductos agroindustriales méas utilizados son los provenientes del procesamiento de
frutas y vegetales, la industria azucarera (bagazo de cafia, cachaza, bagacillo de cafia), la molineria
del arroz (cascarilla de arroz), el procesamiento del café (pulpa de café) y del maiz (zuro de maiz,
rastrojo de maiz, nejayote). Entre otros residuos utilizados estan el bagazo de agave, el aserrin de
laurel y algarrobo, las semillas del zapote mamey y el polvillo de fique. Asimismo, se aprovechan los
efluentes del procesamiento de la palma de aceite, la industria carnica y la lactea. Los subproductos
agroindustriales han sido utilizados en la produccion de biocombustibles y bioenergéticos como
biodiésel, bioetanol, biogas y biomasa energética. Asimismo, se usan en la produccién de abono
organico, alimentos para animales, ladrillos o bloques, papel y biomateriales y pan integral; Cabe
destacar que también pueden ser utilizados para la produccion de biomasa de microorganismos de
interés (Vargas Corredor, 2018).

El aprovechamiento de subproductos agroindustriales permite la obtencion de materia prima
para ser utilizada en diferentes procesos o en la elaboracion de productos con valor agregado,
amigables con el ambiente y similares a los productos obtenidos con materias primas comerciales.
También se ha documentado el uso de residuos agroindustriales como bioenergéticos, abono organico
0 compost y alimentos para animales. La mayoria de los subproductos agroindustriales son de
naturaleza lignoceluldsica, lo que posibilita la extraccion de polimeros utilizables como materia

prima en diferentes procesos (Vargas Corredor, 2018).

3.2. Caia de azucar
3.2.1. Caracteristicas generales de la cafia de azucar

La cafia de azlcar, cuyo nombre genérico es Saccharum officinarum, es una graminea tropical
perteneciente a la familia de las poaceas. En el tallo de esta planta, que contiene el tejido esponjoso y

dulce, se sintetiza y acumula un jugo rico en sacarosa que al ser extraido y cristalizado forma el



azucar (Fajardo y Sarmiento, 2007). Cabe destacar, que la cafia de azlcar es de gran importancia en
la economia de muchas regiones del mundo, por su versatilidad y capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales.

La cafia de azUcar es rica en carbohidratos y una fuente energética por excelencia, mientras
que su contenido en proteina es bajo (Figura 1), no supera el 5 % de la materia seca, dependiendo del

estado de madurez, la edad del cultivo, la variedad y el clima.

Composicion quimica de las fracciones de cafa de aziicar

Factor Cana descortezada | Corteza Puntas | Cogollo + hojas | Integral
Materia seca % 22.2 39.1 26.9 27.0 314
Proteina eruda % 1.4 3.18 2.68 4.96 1.9-3.0
Extracto etéreo % 0.19 1.04 0.84 1.74 1.22
Cenizas % 3.1 7.87 5.28 5.9 3.1
Fibra cruda % 17.0 22.0 39.0 40.0 20.0
Digc‘.slil)ilidad % 61.0 44.0 35.0 39.0 59-0

Figura 1: Composicion nutricional de la cafia de azlcar

3.2.2. Produccioén a nivel mundial

La produccion global de azucar se divide en azicar de remolacha (21%) y de cafia (79%). En
el caso del azucar de remolacha, los principales productores son la UE (47%), Rusia (14%) y EEUU
(12%). Por su lado en la Figura 2 se puede observar que la produccion global de cafia de azlcar esta
dominada por Brasil como el principal productor con el 27%, seguido de India con el 20% y
Tailandia y China cada uno con el 8% (USDA, 2019) (Enciso, 2019).
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Fuente: USDA (2019). Las comas representan miles y los puntos decimales.

Figura 2: Produccion de global de aztcar dominada por Brasil, India y Tailandia.



3.2.3. Produccion en Paraguay

La actividad agricola para el desarrollo econémico del Paraguay y por, sobre todo, el impacto
socio econdmico de este sector en la calidad de vida de los paraguayos, ha sido objeto principal para
la promocion y mejoramiento de las condiciones de vida de los productores rurales. La cafia de
azucar constituye un rubro de autoconsumo y de renta importante dentro de la agricultura familiar del
Paraguay (Duarte & Gonzalez, 2013).

La cafia de azUcar es un cultivo de renta importante de los tropicos y subtropicos. Se cultiva
en mas de setenta paises. Para el Paraguay, la importancia del cultivo de la cafia de azlcar radica en
que se constituye en uno de los cultivos de mayor importancia social y econdmica, debido al area de
cultivo y a la cantidad de mano de obra que ocupa. Se cultiva principalmente como materia prima
para la produccion de azucar, forraje, aguardiente y alcohol carburante, constituyéndose el etanol de
cafia en fuente alternativa y renovable de energia para el pais (Duarte & Gonzalez, 2013)

En la Figura 3 se pueden observar que los principales departamentos productores de cafia de
azucar del Paraguay son Guaira, Paraguari y Caaguazu, responsables del 76% del total cosechado en
los ultimos cinco afios (2015-2019). Especificamente en el 2019/2020 el 36% de la produccion
correspondi6 a Guaira, el 23% a Paraguari y el 18% a Caaguazu. Esta distribucion relativa se ha

mantenido practicamente constante en el periodo citado (Enciso, 2019).
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Figura 3: Principales departamentos productores de cafia de azucar del Paraguay.

El rendimiento de cafia de azlcar en el 2015 fue de 56 t/ha, que se mantuvo hasta el 2018
cuando subi6 a 57 t/ha, y permanecio sin cambios en el 2019 (MAG, 2019).



La cafia de azucar se cultiva principalmente con fines industriales, siendo el azlcar y el

alcohol los principales productos.

A continuacion, se detalla un listado de ingenios azucareros que operan en el pais y algunas

de sus caracteristicas (MAG, 2018):

3.3.

o AZPA: con féabrica en Tebicuary se dedicada a la produccién de azucar, alcohol,
melaza y gas carbonico.

o La Felsina: ubicada en la ciudad de Guarambaré, Departamento Central, el ingenio
produce anualmente unas 14,000 toneladas de azlcar de las cuales 97% corresponden a
azUcar organico apto para exportacion.

o OTISA: ubicado en Arroyos y Esteros, dedicada a la produccion totalmente organica
de azlcar (White, Golden ligth y Brown), melaza, alcohol y ron.

o INPASA: ubicada en la Ciudad de Nueva Esperanza, Departamento de Canindeyd,
producen 750 toneladas de azUcar cristal por dia, equivalente a 15.000 bolsas de 50 kg.

o Cooperativa Manduvira Ltda.: organizacion lider en la produccion y exportacion de
azucar organico certificado y Comercio Justo en mas de 25 paises en todo el mundo. Ubicado
en el distrito de Arroyos y Esteros, Paraguay, nuclea a mas de 1.000 pequefios productores
(Enciso, 2019).

Subproductos de la cafia de aztcar

La cantidad y el volumen considerable de subproductos que se pueden aprovechar de la cafia

de azlcar son potencialmente elevados. Estos pueden ser utilizados como materia prima para la

suplementacion animal, en diferentes formas de uso y variaciones en la adicién de otras sustancias

que pueden mejorar la disponibilidad de los nutrientes y, por ende, su digestibilidad, o como materia

prima para la elaboracién de otras alternativas de alimentacion como harinas y bloques

El cultivo de la cafa de azUcar genera residuos agricolas como el cogollo y hojas verdes (8

%), vainas y hojas secas (20 %), y subproductos industriales derivados de la manufactura, no solo de

la panela sino también del azucar tales como: el bagazo, el bagacillo, la cachaza, el melote, la melaza

y la vinaza. Estos presentan diferentes caracteristicas en cuanto a su composicién quimica, como un

alto contenido de fracciones de pared celular, alta concentracion de sacarosa y otros azucares

solubles, bajos contenidos de proteina y minerales (Figura 4).



Componente _ Cogollo Bagazo  Cachaza Melote

MS (%) 25,0 44 6 25,5 44,8
H (%) 75,0 55,4 74,5 55,2
CEN (%) 6,4 2,3 3,4 10,7
MO (%) 93,6 97,7 96,6 89,4
PC (%) 4.9 2,2 9,9 11,1
EE (%) 0,7 0.4 7.6 4,9
FC (%) 28,3 33,3 0,5 0,2
FDN (%) 68,2 71,8 - -
FDA (%) 44.5 40,7 - -
HEMICEL (%) 23,7 31,1 - -
CEL (%) 40,3 34,1 - -
LIG (%) 4,2 6,6 - -
N (%) 0,7 0,5 1,8 1,1
P (%) 0,2 0,1 0,2 0,1
K (%) 2,1 1,9 1,8 0,5
Ca (%) 0,3 0,1 0,2 0,1
Mg (%) 0,2 0,1 0,1 0,1
S (%) 0,2 0,1 0,2 0,1
Fe (mg/kg) 78,2 1241.,3 1330,0 1078,9
Cu (mg/kqg) <3 4,1 28,6 32,4
Mn (mag/kag) 34,1 36,1 45,2 45,1
Zn (ma/kg) 26,0 11,0 93,5 59,0
B (mag/kg) 1,6 1,9 2,1 4,5
C (mg/kg) 45,6 47,8 56,7 58,3

MO: materia organica; HEMICEL: hemicelulosa; CEL: celulosa; LIG: lignina;
N: nitogeno; P: fosforo; K: potasio; Ca: calcio; Mg: magnesio; S: azufre;
Fe: hierro; Cu: cobre; Mn: manganeso; Zn: zinc; B: boro; C: carbono /
MO: organic matter; HEMICEL: hemicellulose; CEL: cellulose; LIG: lignin N:
nitrogen; P: phosphorus; K: potassium; Ca: czalcium; Mg: magnesium; S:
sulfur; Fe: iron; Cu: copper; Mn: manganese; Zn: zinc; B: boron; C: carbon.

Figura 4: Composicion quimica de distintos subproductos de la cafia de azucar.

3.4. Melaza de cafia de azUcar

En la industrializacién del azlcar organico se pueden obtener sub-productos que son
comercializados o reutilizados. EI mas importante es la melaza organica que se emplea
principalmente como suplemento en la alimentacién animal, la produccién de etanol (Baiano, 2014;
Sguarezi et al., 2009; Valli et al., 2012) y la produccion de levadura (El Pueblo de los Estados
Unidos de América [USAID], 2010). La melaza es un liquido viscoso y oscuro de la remolacha
azucarera (Beta vulgaris var. Saccharifera) o de la cafia de azucar (Saccharum L.) obtenida como el
efluente final del refinamiento del azdcar que contiene componentes rentables como los
carbohidratos fermentables (sacarosa, glucosa, fructosa) y considerables materiales organicos no
azucarados (betaina, otros aminoacidos, minerales y oligoelementos, vitaminas, etc.). Por tales
motivos la melaza de cafia de azlcar constituye una fuente de carbono muy comudn y econémica en
comparacion con otras fuentes de azucar (Joshi et al., 2008). La produccion mundial anual de melaza

de cafia es de aproximadamente 60 millones de toneladas (América, Asia, Africa, Australia), mientras



que la produccion mundial de melaza de remolacha es de aproximadamente 8 millones de toneladas
(«Molasses», 2017). Cabe destacar que, en Paraguay, se producen aproximadamente 80.000
toneladas por afio de melaza de cafa (Instituto Paraguayo de Tecnologia Agraria [IPTA], 2017).

El azdcar principal de la melaza de cafia es la sacarosa, otros componentes de la melaza
incluyen humedad, aminoacidos, acidos orgéanicos, compuestos inorgéanicos, vitaminas y
oligoelementos (Kiiciikasik et al., 2011). Es importante mencionar, que es una fuente de carbono de
bajo costo para llevar adelante diferentes fermentaciones microbianas. La sacarosa en la melaza de
cafia puede hidrolizarse para producir glucosa y fructosa, que son adecuados para el crecimiento
celular (Park et al., 2018).

3.5. Produccion de biomasa de microorganismos

Los grandes avances en biotecnologia industrial ofrecen oportunidades potenciales para la
utilizacion econdémica de residuos agro-industriales para la produccion de biomasa a partir de
distintos microorganismos.

La produccién de biomasa a partir de diversos microorganismos como algas, bacterias,
levaduras y hongos filamentosos, cultivados en condiciones fermentativas adecuadas y con sustratos
econdmicos, compuestos o enriquecidos con carbono, nitrégeno y fésforo parecen ser una alternativa
inmediata de fuentes alimentarias para la nutricion animal. En un futuro pueden considerarse para
consumo humano, ya que algunos de estos microorganismos son considerados probioticos que
podrian destinarse para este fin (Chacén Villalobos, 2004). Diferentes bacterias del género
Lactobacillus, Bifidobacteria, Streptococcus, Clostridium, Enterococcus, asi como levaduras y
hongos, entre los cuales figuran Saccharomyces boulardii, Saccharomyces carlbergiensis,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger son considerados microorganismos
probidticos (Hernandez, Enrique; Borrell, 1993; Musa, Wu, Zhu, Seri, & Zhu, 2009), siendo estos
tres ultimos microorganismos fuente de proteina unicelular y probidticos en la alimentacion,

produccién y sanidad animal de rumiantes y aves (Cortés-Sanchez et al 1990)

3.6. Bioreactores: Generalidades
En la industria biotecnologica actual, los requerimientos para el disefio de un biorreactor
difieren sustancialmente de aquellos de hace 50 afios. Hoy en dia las nuevas estrategias de cultivo

permiten obtener alta densidad celular con altos rendimientos de productos biotecnoldgicos que
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deben cumplir con elevados estdndares de calidad y normatividad compleja en su produccion
(Trujillo Roldan, et al).

Durante afios, los cientificos han utilizado los frascos Erlenmeyers para el cultivo celular
como centro del desarrollo de procesos a pequefia escala, con volimenes que oscilan comunmente
entre los 10 mL y 500 mL. Estos cultivos a menudo se encuentran limitados por un control impreciso
de la temperatura. Ademas, presentan otras limitaciones relacionadas con el intercambio gaseoso
como la transferencia y consumo de oxigeno u otros gases. Por otra parte, son sensibles a pérdidas
por evaporacion en cultivos. Todo lo cual modifica la densidad del cultivo y limita operaciones de
larga duracion (Serrat & Méndez, 2015).

Un biorreactor es un recipiente en el cual existen condiciones controladas que permiten el
desarrollo de una reaccion mediante organismos vivos 0 sustancias bioguimicamente activas. La
diversidad de procesos hace que haya varios tipos de biorreactores y que se puedan clasificar de
distintas maneras.

A continuacién, se describen los principales componentes de los biorreactores de escala

laboratorio, planta piloto e industrial:

. Jacket o camisa térmica para control la temperatura

. Entrada de &cido y base para el control de pH

. Entrada de gases estériles: Estos gases pueden ser aire, Oz, CO2, N2, entre otros

. Entrada aséptica para el indculo, el medio o nutrientes concretos

. Filtro de ventilacion: Suele ser una membrana hidrofébica de 0.2 pum que permite evitar la

contaminacion externa y la emision de células al medioambiente

. Agitador: Hay variabilidad de tipos y el nimero de paletas segun las condiciones del cultivo
. Sondas para andlisis de parametros (concentracion de O, pH, temperatura, etc)
. Entrada aséptica para muestreo y analisis de parametros

Todos estos componentes tienen como objetivo mantener toda una serie de condiciones
criticas en el ambiente del reactor. Estas condiciones son: pH, temperatura, nutrientes, agitacion y
oxigeno disuelto.

En funcion de la cinética de crecimiento del microorganismo existen diversos modos de
operacion o de cultivo en bioreactor, entre los cuales se destacan los siguientes:

. Batch: sistema de cultivo por el cual los microorganismos se inoculan en un volumen de
medio de cultivo, se consumen progresivamente los nutrientes a la vez que se genera el producto, sin

variacion del volumen de cultivo.
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. Fed-Batch: sistema de cultivo en el cual se inoculan los microorganismos y una vez
consumida la fuente de carbono se afiade la misma con un determinado flujo de alimentacion a lo
largo del tiempo. Este modo resulta especialmente interesante cuando hay una inhibicidn por sustrato
y se desea aumentar el nivel de biomasa producido.

. Continuo: en este sistema de cultivo se aflade medio de cultivo al biorreactor de manera
continua, a la vez que se extrae medio con células y producto. Es factible que parte del medio

extraido sea reingresado al bioreactor.

3.6.1. Tipos de Bioreactores

A continuacion, se describen los principales tipos de biorreactores:

. Reactor de tanque agitado: puede operar en modo continuo o discontinuo. Esta agitado
mecénicamente por paletas e, idealmente, las condiciones del cultivo son las mismas en cualquier
punto del biorreactor.

. Reactor de columna de burbujeo: este tipo de reactor no cuenta con agitacién mecanica. Se
consigue la homogeneidad inyectando gas por el fondo mediante un disco perforado o aireador. El
gas al moverse por el liquido genera el mezclado del contenido del cultivo.

. Reactor de tipo air lift: en este caso tampoco hay agitacion mecéanica. El reactor tiene dos
cilindros concéntricos y una entrada de gas en la parte inferior. ElI gas inyectado entre los dos
cilindros circula generando corrientes ascendentes y descendentes de liquido, y saliendo por la parte
superior. El liquido mas pesado (sin burbujas de aire) se movera de forma descendente por la parte
exterior de los cilindros. De esta manera, las corrientes o flujo de liquido permiten la homogeneidad
del cultivo.

. Reactor de lecho empaquetado: En este tipo de reactor el agente biolégico (célula o enzima)
se encuentra contenido en un soporte al cual puede llegar el sustrato para permitir asi el crecimiento y
formacion de productos de interes.

. Reactor de lecho fluidizado: el biocatalizador esta unido o contenido en algun tipo de soporte,
pero en este caso el soporte se encuentra en suspension en el medio de cultivo. Se requieren elevados

flujos para conseguir una buena fluidizacién de las particulas del biocatalizador.
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3.6.2. Bioreactor de tanque agitado

Los biorreactores de tanque agitado se han ido perfeccionando en busca del control mas
preciso para el desarrollo de fermentaciones de microorganismos, como asi también de cultivos de
celulas animales, estableciéndose como un estandar en la industria biotecnoldgica. EI empleo de
sensores en el interior del vaso, conectados a dispositivos de control automatico, permite mantener
los valores de temperatura, pH, oxigeno disuelto y otros parametros de interés, dentro de los limites
estrechos necesarios para el éxito de las fermentaciones y cultivos. Por otro lado, el empleo de
sistemas eficientes de aireacion y agitacion garantiza niveles optimos de transferencia de oxigeno y
otros nutrientes. Dentro de estos, los biorreactores de pequefia escala han resultado vitales en
procesos de escalado, para la optimizacion de distintos procesos de produccion de bioinsumos de
interés.

Tal como se describe en la Figura 5, los principales componentes de los biorreactores de
tanque agitado son; el sistema de agitacion con el impeler y las paletas, el sistema de aireacion con el
sparger o aireador y el sensor de oxigeno disuelto, el sistema de control de temperatura con la camisa

térmica y el sistema de control de pH con su correspondiente sensor.

Vapor ——i — Zontrolador de pH
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burbujas de aire

-+— Aire eskéril

l

Descarga

Figura 5: Partes de un biorreactor de tanque agitado

13



3.7. Generalidades de las levaduras

Las levaduras son organismos eucariotas unicelulares clasificados en el reino de los hongos.
Los tamafios de las levaduras varian, dependiendo de la especie y el ambiente, y tipicamente miden
3-4 pum de didmetro, aunque algunas levaduras pueden crecer hasta 40 um de tamafio. Son
quimiorganotrofas, ya que utilizan compuestos organicos como fuente de energia y no requieren luz
solar para crecer.

Las levaduras pueden metabolizar diversos azlcares: hexosas como la glucosa, fructosa,
galactosa 0 manosa, algunas pueden usar pentosas como la xilosa o arabinosa, disacaridos como la
maltosa, sacarosa o lactosa; sin embargo, la glucosa y la fructosa son los sustratos preferidos. Las
rutas metabdlicas de las hexosas y disacaridos comparten las mismas vias, con la gran mayoria de los
elementos metabdlicos que surgen de los intermediarios de la glucdlisis, el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) y la ruta de las pentosas fosfato, y difieren s6lo en los pasos basicos iniciales del
metabolismo. El metabolismo de los azlcares puede ocurrir en un entorno anaerdbico o aerébico. En
el primer caso corresponde a la fermentacion y en presencia de oxigeno a la respiracién. El proceso
mas comun es la asimilacion de glucosa, generalmente conocida como Una de las vias metabdlicas
caracteristica de las levaduras es la fermentacidén alcohdlica, por la cual se asimila glucosa en
condiciones anaerodbicas, generando etanol y CO2 como productos finales (Faria-Oliveira et al.,
2013).

Hoy en dia, las levaduras se han convertido en microorganismos claves para muchos tipos de
manufacturas industriales y de procesamiento de alimentos, incluida la produccién de cerveza, vino,
queso y pan. En particular, su uso en la industria de la panificacion es bastante relevante debido al
papel central del pan como producto dietético en todo el mundo. Ademas, las levaduras son
consideradas con razonable interés como fuentes de nutrientes tanto para los humanos como para los
animales (Faria-Oliveira et al., 2013).

Las levaduras se encuentran en diversos ambientes naturales; colonizando desde ambientes
terrestres hasta aereos y acuaticos. Se pueden encontrar en frutas en descomposicion, en los suelos o
como patdgenos oportunistas en los seres humanos. En general, contribuyen a la descomposicion del
material organico, y la colonizacién exitosa de las levaduras esta intimamente relacionada con su
capacidad de adaptarse fisiologicamente a diversos medios. Hasta ahora, se han descrito
aproximadamente 1500 especies. Las levaduras, al ser organismos heterotroficos, tienen la energia y
el metabolismo del carbono operando en conjunto, es decir, el anabolismo se combina con el

catabolismo. Su energia quimica, en forma de ATP, resulta de la oxidacion de las moléculas
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orgénicas y las células la utilizan como recurso energético. Por otro lado, esas moléculas organicas
también pueden operar como fuentes de carbono para la biosintesis. La diversidad ambiental de la
levadura conduce a una gran complejidad metabdlica, debido a la multiplicidad de carbono y las
fuentes de energia disponibles en la naturaleza. Esto incluye polioles, alcoholes, acidos orgénicos y
aminoacidos, pero las levaduras metabolizan preferentemente azlcares (Faria-Oliveira et al., 2013)

3.7.1. Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae es probablemente uno de los microorganismos mas ampliamente
utilizados por el ser humano a través del tiempo. Su nombre deriva del vocablo Saccharo (azucar),
myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es una levadura heterdtrofa, que obtiene la energia a partir de
la glucosa principalmente y tiene una elevada capacidad fermentativa.

Es una levadura que presenta colonias de color crema o blanca si se cultivan en medio de
cultivo rico YPD y muestra una apariencia himeda y brillante con bordes irregulares. La temperatura
Optima de crecimiento varia entre los 25 a 30°C. Sus dimensiones son de 2,5-10 micras de ancho y
4,5-21 micras de largo y en el microscopio se las pueden observar con formas redondas y ovoides,
elipsoides, a veces cilindricas y filamentosas (Fajardo y Sarmiento, 2007).

El uso mas extendido es en la panificacion y en las industrias de fabricacion de cervezas,
vinos y alcohol. Esta levadura es una de las especies considerada como microorganismo GRAS, por
lo que ha sido aprobada para su uso como aditivo alimentario (Anadon, Martinez-Larrafiaga, &
Aranzazu Martinez, 2006).

La S. cerevisiae fresca consta de aproximadamente 30-33% de materiales secos, 6,5-9,3% de
nitrégeno, 40,6-58,0% de proteinas, 35,0-45,0% de carbohidratos, 4,0-6,0% de lipidos, 5,0-7,5% de
minerales y diversas cantidades de vitaminas, dependiendo de sus condiciones de crecimiento. Por lo
tanto, hoy las levaduras estdn adquiriendo cada vez mas atencion para otros usos, ademas de la
produccién de bebidas alcohdlicas, como por ejemplo la fabricacion de alimentos funcionales (para
animales, peces y humanos), suplementos alimenticios saludables, incluidos aditivos,
acondicionadores y agentes aromatizantes, como productos farmacéuticos, para la produccion de
medios de cultivo etc. (Faria-Oliveira et al., 2013).

Conocer el comportamiento habitual de la levadura Saccharomyces cerevisiae permite
establecer los valores de las variables de proceso que condicionan los parametros de operacion y
disefios de equipos. Ciertos efectos como el efecto Pasteur, que es un efecto de inhibicion de la

fermentacién alcohodlica debido a la participacion de oxigeno, y el efecto Crabtree, que describe el
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fendmeno a traves del cual la levadura Saccharomyces cerevisiae produce etanol en condiciones
aerobias y con una gran concentracion de glucosa externa en lugar de producir biomasa mediante el

ciclo de Krebs, se manifiestan de forma natural en este peculiar microorganismo.

3.7.2. Kluyveromyces marxianus

El microorganismo K. marxianus es una levadura haploide, homotalica, termotolerante (hasta
52°C), hemiascomicética, fermentativo facultativo (van Dijken et al. 1993) y de fuerte caracter
Crabtree negativo, es decir, la concentracion elevada de glucosa no afecta su metabolismo
respiratorio. Este microorganismo tiene un metabolismo preferencial hacia el ciclo TCA vy la
generacion Optima de energia. Sin embargo, es capaz de llevar a cabo fermentacion y respiracion
simultaneas y el equilibrio preciso entre estas vias es especifico de la cepa. Al considerar su
metabolismo, es notable que K. marxianus tiene una de las tasas de crecimiento mas rapidas de
cualquier microorganismo eucariota, por ejemplo, un estudio en quimiostato registré la tasa de
crecimiento especifico (Umsx) de K. marxianus CBS 6566 como 0,6 h' (tiempo de duplicacion de 70
min). Ademas, debido a su asociacion larga y segura con los alimentos, es un organismo GRAS
(generalmente considerado como seguro) en los EE. UU, y esté en la lista QPS (presuncion calificada
de seguridad) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. (Groeneveld et al., 2009).

Para su aplicacion en fermentacion, los rasgos mas atractivos de K. marxianus son la
termotolerancia y la capacidad de asimilacion de pentosas; y es importante tener en cuenta que esta
levadura no puede crecer bajo condiciones estrictamente anaerdbicas y que la produccion de etanol
esta relacionada con la limitacion de oxigeno (Visser et al., 1990; van Dijken et al., 1993; Bellaver et
al., 2004). La levadura termotolerante K. marxianus presenta capacidad de concretar la fermentacion
de diversos azlcares como la glucosa, manosa, galactosa, xilosa y arabinosa, produciendo etanol a
partir de todos estos azUcares, excepto con la arabinosa bajo condicion de agitacion, pero a partir de
azucares de hexosa bajo condicion estatica (Rodrussamee et al., 2011). La asimilacion de xilosa en K.
marxianus requiere absolutamente del metabolismo respiratorio y/o fosforilacion oxidativa, mientras

que la asimilacion de la glucosa requiere del metabolismo fermentativo con el cual se genera etanol.
3.7.3. Empleo de levaduras como probioticos

Los probioticos son suplementos alimenticios microbianos que afectan beneficiosamente al

animal huésped debido a que mejoran su equilibrio microbiano intestinal. Los probidticos son
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capaces de mejorar la conversion alimenticia del animal, reducir la morbilidad o mortalidad y aportar
beneficios para el consumidor a través de una mejor calidad del producto (Musa et al., 2009). Para la
alimentacion animal se basan en las propiedades benéficas que se les atribuyen al mejorar la
eficiencia de conversion alimenticia, promocion del crecimiento, reduccion del nimero de bacterias
coliformes y patdgenos intestinales. Ademas, pueden ser sustitutos de terapias con antibidticos por
métodos menos agresivos que con lleven a una mejor salud animal, produccion y fuente de alimentos
destinados al consumo humano (Rosmini et al., 2004).

El rumen presenta una ecologia microbiana compleja, donde los polisacaridos y proteinas
ingeridos por los animales rumiantes son degradados por los microorganismos del rumen, lo que
resulta en la sintesis de &cidos grasos de cadena corta (SCFA) y proteinas microbianas, que el
huésped utiliza como fuentes de energia y proteinas. EXxiste un creciente interés internacional en
manipular el ecosistema ruminal para aumentar la eficiencia de los procesos de fermentacion ruminal
para mejorar la productividad animal y reducir los subproductos no deseados, como el metano.

La levadura S. cerevisiae es un probiotico de uso comin en rumiantes (Chaucheyras-Durand,
Walker, & Bach, 2008), que afecta principalmente la dinamica de la poblacién microbiana en el
rumen y la descomposicion de nutrientes. Las bacterias productoras de acido lactico son otro grupo
importante de probidticos. Ademas del uso de probi6ticos en alimentos formulados para animales, las
bacterias beneficiosas utilizadas como inoculantes también pueden tener efectos probidticos en el
rumen (Weinberg, Muck, Weimer, Chen, & Gamburg, 2004). Sin embargo, este efecto depende de la
supervivencia del inoculante en el ensilaje a medida que baja el pH.

El objetivo principal de la suplementacion de alimentos para animales con levaduras es tratar
de mejorar la utilizacion de nutrientes que conducen a un mayor crecimiento y productividad animal.
Las levaduras presentan la capacidad de mejorar el ecosistema ruminal de dos maneras: mediante la
produccidn directa de enzimas digestivas, y, estimulando el crecimiento y la funcion beneficiosa de
la microbiota. Asimismo, las levaduras presentan la capacidad de producir metabolitos, que estimulan
el crecimiento de los acetdogenos o bacterias acetogénicas del rumen y los compuestos
antimicrobianos que inhiben los posibles patogenos. El impacto probiotico de las levaduras en los
animales depende de diferentes factores de interaccién, incluida la raza animal, la dosis
suplementada, el tipo, la dieta, la cepa, la etapa fisiologica y el sistema de alimentacion. En
situaciones donde la alimentacion tradicional del ganado tiene un alto costo en todo el mundo, las

levaduras utilizadas como probidticos ofrecen una estrategia nutricional Gtil que permite aumentar la
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digestibilidad de la dieta y, en consecuencia, mejora el rendimiento en los rumiantes de manera
rentable (Ghazanfar, Khalid, Ahmed, & Imran, 2017).

3.7.4. Produccion de biomasa de levaduras

A partir de diversos trabajos se ha optimizado la produccién de biomasa de levaduras
mediante el crecimiento de distintas especies. Para la generacion de biomasa de levaduras es posible
el empleo de especies como Kluyveromyces marxiaus, Candida kefyr o Saccharomyces cerevisiae.
Estas especies presentan una amplia aceptacion en la industria tanto para la alimentacién animal y
humana, lo que resulta en una gran ventaja para su utilizacion (Liti et al. 2001).

La biomasa de levadura Saccharomyces es el segundo subproducto principal de la industria
cervecera. Puede ser valiosa como materia prima con diferentes usos, sin embargo, en este sentido se
la puede utilizar para alimentacion de cerdos y rumiantes. Las levaduras poseen diversas propiedades
que las hacen sobresalientes para uso industrial y especialmente para la industria cervecera,
incluyendo: el crecimiento rapido, la buena capacidad para producir etanol y la tolerancia a estreses
ambientales como la alta concentracion de etanol y niveles bajos de oxigeno. Su uso aun es limitado,
siendo basicamente utilizado mas cominmente como alimento seco para animales. Sin embargo,
puede ser valioso como material crudo con diferentes usos. En la actualidad la produccion de
biomasa de levaduras, especialmente de Saccharomyces cerevisiae, es muy utilizada en procesos
biotecnol6gicos, como por ejemplo en procesos fermentativos para la produccion de compuestos de
valor agregado como el etanol; como sustrato para cultivo de microorganismos, o simplemente

materia prima para la extraccion de compuestos (Ferreira et al., 2010)
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4, METODOLOGIA

4,1. Cepasy medios de cultivo

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de levaduras: Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM 11954, Para el crecimiento de las cepas se
utilizo el medio de cultivo rico YPD compuesto por extracto de levadura (10 g/L), peptona de carne
(20 g/L) y dextrosa (20 g/L). Asimismo, se utilizé el medio alternativo a base de melaza de cafia de
azucar (41,4 mL/L), suplementado con sulfato de amonio (8,25 g/L), cloruro de potasio (2,5 g/L),
fosfato de monoaménico (0,85 g/L), sulfato de magnesio (0,3 g/L), hidroxido de amonio (1 mL/L) y
acido fosforico (2,5 mL/L).

4.2, Puesta a puntoy validacion de los métodos analiticos

La validacion de un método es el proceso para definir un requisito analitico, y la confirmacion
de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones requeridas. Para ello, es importante
validar los métodos durante los ensayos de laboratorio de tal manera que para obtener un resultado
analitico, éste sea apto para su uso; lo suficientemente confiable y pueda ser tomado con un
determinado nivel de confianza ya que si el resultado de un analisis no genera confianza, entonces se

puede decir que tiene poco valor (Eurolab Espafia, 2016).

La puesta a punto y validacion de los métodos de cuantificacién de glucosa y de azlcares
reductores se realizaron aplicando los ensayos de Linealidad, Precision y Veracidad que se describen

a continuacion:

4.2.1. Ensayo de Linealidad

La Linealidad es la capacidad de un método analitico de obtener resultados proporcionales a
la concentracion del analito en una muestra dentro de un intervalo determinado (Duffau et al., 2010).

Para este ensayo fueron preparadas por triplicado 5 concentraciones independientes de cada
estdindar de forma que abarque el rango lineal de absorbancia del espectrofotometro. Las
concentraciones utilizadas para el método de cuantificacion de glucosa fueron: 0,25 g/L; 0,5 g/L; 1
g/L; 2 g/lL y 4 g/L, utilizando como material de referencia: Dextrosa Anhidra (Anedra, lote: 28910-

1). Las concentraciones utilizadas para el método de cuantificacion de azlcares reductores fueron:
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0,25 g/L; 0,5 g/L; 1 g/L; 2 g/L y 4 g/L utilizando como material de referencia: Dextrosa Anhidra
(Anedra, lote: 28910-1).

Las soluciones de los estandares fueron analizadas aplicando el correspondiente método de
cuantificacion, de tal manera a obtener las curvas de calibracion tanto de glucosa como también de

azucares reductores.

4.2.2. Ensayo de Precision

Precision es una medida de cudn cerca estdn los resultados entre si, es generalmente
dependiente de la concentracién del analito, y debe determinarse en una serie de concentraciones a
través del intervalo de interés (Eurolab Espafa, 2016).

Se prepararon soluciones testigos para ser analizadas con los respectivos métodos de
cuantificaciéon. Tanto para el método de cuantificacion de glucosa como para la cuantificaciéon de
azucares reductores se utilizd una solucion testigo de glucosa (D (+)-Glucosa, Merk, lote:
K46890337 541) con una concentracion de 1,5 g/L. Fueron analizadas 10 réplicas de cada solucion
testigo en dos dias diferentes, aplicando las correspondientes curvas de calibracién realizadas a partir

de cada estandar.

4.2.3. Ensayo de Veracidad

La veracidad es una expresion de la proximidad de la media de un nimero de resultados
(obtenidos por el método) a un valor de referencia, es decir, es til para describir la calidad de las

mediciones (Eurolab Espaiia, 2016).

Para el método de cuantificacion de glucosa se prepararon por quintuplicado soluciones de
concentracion conocida del analito (1,5 g/L de dextrosa anhidra, Anedra, lote: 28910-1), empleando
como solvente al medio de cultivo (matriz). Luego se analizaron las soluciones con el método de
cuantificacion correspondiente aplicando la curva de calibracion realizada con el respectivo estandar,
con el fin de determinar el porcentaje de recuperacion del analito. Tanto para la cuantificacion de
glucosa como para la concentracion de azUcares reductores se prepararon soluciones de glucosa de
1,5 g/L de concentracién. Las soluciones fueron preparadas en medio YP (extracto de levadura 10
g/L, peptona de carne 20 g/L), utilizando los mismos lotes de reactivos que para el ensayo de

Precision.
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Para evaluar los resultados de la validacion de los métodos de cuantificacion con el ensayo de

Linealidad se calculd el coeficiente de correlacion (R?) correspondiente a un modelo de ajuste lineal

(Figura 6). Esto permite evaluar el comportamiento lineal del método en el rango de absorbancia de

trabajo del espectrofotémetro, tomando como criterio de aceptacién un R mayor o igual a 0,995.

Ademas, se analizé la homocedasticidad de los residuos para comprobar la ausencia de tendencia de

la absorbancia medida a través del cambio de la concentracion evaluada (Figura 7).
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Figura 6: Esquema de un modelo de ajuste lineal. Los ensayos espectrofotométricos aplican a la ley de
Lambert-Beer, es decir que presentan una relacién lineal entre la concentracion en la muestra y la absorbancia
de la misma. El rango lineal se establece entre el limite de cuantificacién (LOQ) y la concentracion a la cual la

absorbancia comienza a saturar.
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Figura 7: Esquema de la distribucién de residuos. (A) Representacion esquematica del analisis de la
homocedasticidad de los residuos. Con la homocedasticidad se evalGa si la varianza entre el valor predicho y
el observado es 0 no constante a lo largo de las observaciones. (B) Ejemplo de como se observaria el resultado
de la distribucion de residuos para el ensayo de linealidad, en donde las réplicas analizadas se visualizan como

un punto promedio.
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Asimismo, para el ensayo de Precision se evalu6 la dispersion en condiciones de repetibilidad
y/o reproducibilidad, para lo cual se calculo la desviacion estandar residual porcentual (RSD%)

segun la Ecuacion 1.

Ecuacion 1 RSD% = (S / X) * 100

Doénde:
S es la desviacion estandar entre las mediciones.

X es el promedio de las mediciones.

Segun las concentraciones de trabajo (C) utilizadas se establecid un criterio de RSD% menor
a 5 % entre las 10 réplicas realizadas (Figura 8), este valor se calcul6 aplicando la ecuaciéon de

Horwitz (Ecuacion 2).

Ecuacion 2 RSD% = 2 (1-0.5%log C)
+80:
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Figura 8: Variacion esperada segun la concentracion de analito evaluada. La tabla muestra valores de
desviacion estandar residual porcentual obtenidos a partir de la ecuacion de Horwitz para diferentes
concentraciones de analito. El grafico corresponde a la curva original de Horwitz Horn la cual muestra la
dependencia de la dispersion con la concentracion de analito. (Rivera & Rodriguez, 2010).

Ademas, los resultados obtenidos en el ensayo de Precision para cada método se utilizaron

para construir los graficos de control de valor medio, determinando para ello el promedio (X) y la
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desviacion estandar (S) de las 10 determinaciones realizadas. Con estos valores se calcularon los

limites de alarma (X + 2S) y los limites de control (X + 3S) correspondiente a una distribucién normal
(Figura 9).
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Figura 9: Distribucién normal de valor medio (Campana de Gauss). La figura muestra la probabilidad de
que un valor (Xo) se ubique en los intervalos comprendidos por la desviacion estandar (S). En un gréfico de
control de valor medio se espera que el 95 % de los resultados se encuentre dentro de los limites de alarma
(LA =X +2S) y el 99,7 % dentro de los limites de control (LC = X + 3S).

Por ultimo, para el ensayo de Veracidad (Figura 10) se calculd la recuperacion del analito
mediante el célculo del porcentaje de recuperacién de una concentracion conocida de analito
preparada en la matriz de cultivo (Ecuacion 3). Se establecié como valor de aceptacion un porcentaje
de recuperacion entre el 95 % y el 105 % (Duffau et al., 2010).

Ecuacion 3 % Recuperacion = (analito medido / analito esperado) * 100
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Figura 10: Recuperacion esperada segun la concentracion de analito evaluada. El gréfico muestra la
dependencia del porcentaje de recuperacion con la concentracion de analito analizada (AOAC, 2012).
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4.3. Método de cuantificacion de glucosa

La cuantificacion de glucosa se realizé utilizando el método enzimatico de determinacién de
glicemia. La glucosa se determina a partir de su oxidacion enzimatica en presencia de la enzima
glucosa oxidasa (GOD). El peréxido de hidrégeno formado reacciona bajo la catélisis de la
peroxidasa (POD) con fenol y 4-aminofenazona formando un complejo rojo-violeta, la quinoneimina,
el cual se mide a 500 nm (Human Diagnostics Worldwide, n.d.). La Figura 11 detalla las reacciones

correspondientes al método enzimatico de cuantificacion de glucosa.

GOD
Glucosa + O, + H,O —> acido glucénico + H,0,

POD

2 H;0, + 4-aminofenazona + fenol ———= quinoneimina + 4 H,O

Figura 11: Esquema de las reacciones del método de cuantificacion de glucosa. Reacciones indicando
coémo se genera, a partir de glucosa, el compuesto final coloreado medible espectrofotométricamente a 500
nm.

Para dicha cuantificacion de glucosa se utilizo el reactivo enzimatico provisto por el kit
comercial de glicemia enzimatica de Human. A partir de una solucion stock de 4 g/L de glucosa
estandar (Dextrosa Anhidra, Anedra, lote: 28910-1) se realizaron diluciones seriadas al medio para
obtener los siguientes 4 puntos de calibracién: 0,5 g/L, 1 g/L, 2 g/L y 4 g/L de glucosa. Se evalu6 una
solucion testigo de glucosa 1,5 g/L (D (+)-Glucosa, Merk, lote: K46890337 541) como control del
ensayo. Asimismo, las muestras a analizar se evaluaron en una dilucion tal que su concentracion
estuviese entre 1 y 2 g/L de glucosa. Ademas, se prepar6 un blanco correspondiente a la matriz
analizada, sin agregado de glucosa. También se utilizé agua destilada como blanco de reaccion de los
estandares y del testigo. Para llevar a cabo la reaccion de cuantificacion, se colocaron en cubetas 20
pL de las soluciones preparadas anteriormente (estandares, muestras, testigo y blancos) y se agreg6 2
mL del reactivo provisto por el kit. Seguidamente se incubaron los tubos a 25°C durante 10 min,
luego se midié la absorbancia a 500 nm en espectrofotometro (Thermo scientific, modelo GENESYS
10s UV-VIS). La Figura 12 muestra las soluciones luego de las reacciones de este método para las
distintas concentraciones del estandar, testigo (muestra control) y blanco de reaccién. La puesta a
punto y validacion de esta metodologia se realiz6 aplicando los ensayos de Linealidad, Precision y
Veracidad descriptos previamente. Asimismo, para otorgar validez al ensayo, se construyé un gréafico

de control de valor medio utilizando los valores obtenidos con el ensayo de Precision.
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La Figura 12 Soluciones correspondientes al método de cuantificacién de glucosa. Se muestran las
soluciones luego de las reacciones a partir de las cuales se genera quinonimina coloreada. BCO, corresponde
al blanco de reaccion (agua); ST, corresponden a los niveles de calibracién (diferentes concentraciones de
estandar); MC, corresponde a la muestra control o testigo (solucién de glucosa 1,5 g/L).

4.4. Meétodo de cuantificacion de azucares reductores

La cuantificacion de azlcares reductores se basa en la reaccion con el &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), donde se produce su reduccion a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, resultando
en un complejo de color naranja-rojizo cuantificable espectrofotométricamente a 540 nm (Bello Gil
et al 2006). Para llevar a cabo este ensayo colorimétrico se pesaron 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico,
150 g de tartrato de sodio y potasio y 8 g de NaOH. Se disolvié el NaOH en 200 mL de agua
destilada y se afiadio en agitacion el tartrato de sodio y potasio lentamente. Se completé con H20
destilada hasta 400 mL y se afiadid lentamente el &cido 3,5 dinitrosalicilico. La mezcla se dejo en

agitacion toda la noche, se enras6 hasta 500 mL y posteriormente fue filtrado.

A partir de una solucién stock de 4 g/L de glucosa estandar (D (+)-Glucosa, Merk, lote:
K46890337 541) se realizaron diluciones seriadas al medio para obtener los siguientes 4 puntos de
calibracién: 0,5 g/L, 1 g/L, 2 g/L y 4 g/L de glucosa. Una solucién testigo de glucosa de 1,5 g/L
(Dextrosa Anhidra, Anedra lote: 28910-1) se analizd como control del ensayo. Asimismo, las
muestras a analizar se evaluaron en una dilucién tal que su concentracion estuviese entre 1y 2 g/L.
Para llevar a cabo la reaccion de cuantificacion, se colocaron en tubos de ensayo 500 pL de las
soluciones preparadas anteriormente (estandares, muestras, testigo y blancos). Luego en los tubos se
agregd 500 pL del reactivo DNS, se agitaron con vortex y se incubaron a 100°C en bafio
termostatizado durante 5 min. Seguidamente, los tubos se enfriaron en bafio de agua y se afiadieron 5
mL de agua destilada, se transvaso el contenido a cubetas y la absorbancia fue medida a 540 nm en el
espectrofotometro. Las muestras, estandares y el testigo se analizaron por duplicado. La Figura 13

describe la reaccion de reduccion correspondiente a este método de cuantificacion de azlcares
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reductores. Asimismo, la Figura 14 muestra las soluciones luego de aplicar este método a las distintas
concentraciones del estandar, testigo y blanco de reaccion. La puesta a punto y validacion de esta
metodologia se realizd aplicando los ensayos de Linealidad, Precision y Veracidad descriptos
previamente. Para otorgar validez al ensayo, se construyé un grafico de control de valor medio
utilizando los valores obtenidos con el ensayo de Precision.

COOH COOH
OH | OH
Reducing reduction
sugar + —> J/\:L/
(glucose)
OzN NO, O:N NH,
DNS (Yellow) 3-amino-5-nitrosalicyciic

acid (orange-red)

Figura 13: Esquema de la reaccion del método de cuantificacion de azucares reductores. Reaccion de
reduccién del acido 3,5 dinitrosalicilico a 4cido 3-amino-5-nitro salicilico (compuesto de color naranja-rojizo)
en presencia de azUcares reductores. Goel, R. (2007). Laboratory Techniques in Sericulture.

es\vr\ . '\F
5 ’\' i

i

) |
L4 U s Ul ) =

ST1 ST2 ST3 ST4 STS

Figura 14: Soluciones correspondientes al método de cuantificacion de azucares reductores. Se muestran
las soluciones luego de la reaccion de reduccién a partir de la cual se genera acido 3-amino-5-nitrosalicilico
(color naranja-rojizo). BCO, corresponde al blanco de reaccion; ST, corresponden a los niveles de calibracion
(diferentes concentraciones de estandar).

4.5. Determinacion de la relacidn entre densidad dptica y peso seco de la biomasa de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM 11954

Stocks en glicerol de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954
fueron utilizados para sembrar placas de Petri con YPD agar (extracto de levadura (10 g/L), peptona
de carne (20 g/L), glucosa (20 g/L), agar-agar (20 g/L)), incubando las placas a 30°C por 48 h. A
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partir de la biomasa crecida en las placas, se inocularon frascos Erlenmeyer de 100 mL conteniendo
20 mL de medio complejo YPD (extracto de levadura (10 g/L), peptona de carne (20 g/L), glucosa
(20 g/L)). Los frascos Erlenmeyer se incubaron en un shaker durante 30 h a 28°C y 250 rpm. A partir
de la biomasa de los cultivos liquidos se realizaron diluciones seriadas con agua destilada, a las
cuales se les determino la densidad optica midiendo la absorbancia a 600 nm en espectrofotometro.
Asimismo, un volumen de 500 pL de cada una de las diluciones fueron centrifugadas en tubos
Eppendorf a 5000 rpm durante 20 min. Luego, se descartaron los sobrenadantes y los precipitados
celulares se llevaron a sequedad total en una estufa a 60°C hasta peso constante. Se determind el peso
seco de la biomasa y se expresé en g/L. A partir de estos valores se construyeron las curvas de
calibracion entre la densidad 6ptica a 600 nm (DOsoo) Y €l peso seco de biomasa (g/L) de las cepas de
S. cerevisiae ATCC 9763 y de K. marxianus DSM 11954,

4.6. Evaluacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces
marxianus DSM 11954 en medio YPD

Cultivos de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 realizados en frascos
Erlenmeyer conteniendo medio YPD con 24 h de incubacion a 28°C y 250 rpm, fueron utilizados
para inocular por duplicado frascos Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio YPD
(relacion volumen frasco/volumen liquido de 5:1, condicién aerdbica). Estos frascos se incubaron en
shaker a 28°C y 250 rpm durante 72 h para ambas cepas de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus
DSM 11954. Se tomaron muestras a distintos tiempos de incubacion para medir la densidad dptica a
600 nm y determinar el nivel de biomasa en g/L. Asimismo, a partir de las distintas muestras se
determind la concentracion de glucosa y de azucares reductores mediante los métodos descriptos
anteriormente. Esta cuantificacién se realizé a partir de los sobrenadantes de cultivo obtenidos por

centrifugacion a 5000 rpm durante 20 min.

A partir de estos cultivos se determinaron los siguientes pardmetros cinéticos y
estequiomeétricos de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 en YPD: velocidad
especifica de crecimiento (u), velocidad volumétrica de consumo de glucosa y de azlcares totales
(rs), velocidad especifica de consumo de glucosa y de azucares totales (gs), rendimiento de biomasa
en funcion del sustrato consumido (Yx;s) y productividad volumétrica de biomasa (Pv) y

productividad volumétrica méxima de biomasa (PVmax).
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4.7. Adaptacion de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM
11954 en medio de cultivo alternativo
Para efectuar la adaptacion de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM
11954 se realizaron cultivos sucesivos en frascos Erlenmeyer conteniendo el medio de cultivo
alternativo a base de melaza de cafia de azUcar. Los pasajes sucesivos de los cultivos efectuados en
pos de conseguir la adaptacion de las levaduras se realizaron en medios con la siguiente composicion:
1. 100% medio YPD
2. 75% medio YPD, 25% melaza de cafia
3. 50% medio YPD, 50% melaza de cafa
4. 25% medio YPD, 75% melaza de cafa
5. 100% melaza de cafa
Los cultivos de los pasajes sucesivos se realizaron en shaker a 30°C y 250 RPM de agitacion.
Se tomaron muestras de los cultivos en los distintos pasajes realizados, en pos de medir la densidad
Optica a 600 nm y evaluar de esta manera la adaptacion de las levaduras en el medio de cultivo

alternativo a base de melaza de cana.

4.8. Evaluacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces
marxianus DSM 11954 en medio de cultivo alternativo

Luego del proceso de adaptacion, se realizaron cultivos en frascos Erlenmeyer conteniendo
medio de cultivo a base de melaza de cafia al 100% bajo condiciones aerdbicas, para evaluar el
crecimiento de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954, comparandolos con el
crecimiento en medio YPD.

Para tal fin, cultivos liquidos de ambas levaduras fueron utilizados para inocular por
duplicado frascos Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio a base de melaza de cafia, con
una relacion volumen frasco/volumen liquido de 5:1 (condicion aerobica). Estos frascos se incubaron
en shaker a 28°C y 250 rpm durante 72 h, se tomaron muestras a distintos tiempos de incubacion para
medir la densidad 6ptica a 600 nm y determinar el nivel de biomasa en g/L. Asimismo, a partir de las
muestras se determind la concentracién de glucosa y de azucares reductores mediante los métodos
descriptos anteriormente. Esta cuantificacion se realizd a partir de los sobrenadantes de cultivo
obtenidos por centrifugacion a 5000 rpm durante 20 min. A partir de estos cultivos se determinaron

los siguientes parametros cinéticos y estequiométricos de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus
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DSM 11954 en el medio alternativo: velocidad especifica de crecimiento (u), velocidad volumétrica
de consumo de glucosa y de azucares totales (rs), velocidad especifica de consumo de glucosa y de
azlcares totales (gs), rendimiento de biomasa en funcion del sustrato consumido (Yxis) Yy

productividad volumétrica de biomasa (Pv) y productividad volumétrica méaxima de biomasa (PVmax).

4.9. Fermentaciones en bioreactor de tanque agitado escala laboratorio

La produccion de biomasa de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM
11954 mediante fermentaciones en bioreactor de tanque agitado a escala laboratorio se realizo,
primeramente, utilizando medio de cultivo YPD. Luego, se procedio a realizar fermentaciones en
bioreactor utilizando el medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafia. Para tal fin, se
utilizaron las cepas de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 adaptadas previamente
al medio de cultivo a base de melaza de cafia. Las fermentaciones se realizaron en un bioreactor de
tanque agitado de 2 L (BioFlo 120, Eppendorf, Figura 15), el cual opera en interface con el software

BioCommand® and DASware® SCADA para la adquisicién de datos y control de parametros.

Figura 15: Bioreactor de tanque agitado BioFlo 120 de Eppendorf.

Para llevar a cabo las fermentaciones en bioreactor se partié de cultivos de S. cerevisiae
ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 realizados en Erlenmeyer de 1 L conteniendo 80 mL de los
medios de cultivos mencionados, es decir YPD y medio a base de melaza de cafia. Todos los cultivos
fueron incubados en shaker durante 24 h a 30 °C y 250 rpm. Estos cultivos se utilizaron para inocular
el bioreactor conteniendo 800 mL de los medios de cultivo y asi iniciar las fermentaciones bajo

condiciones Optimas. El bioreactor mencionado permite controlar los distintos pardmetros del
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proceso fermentativo: Oxigeno disuelto, pH, temperatura, agitacion, nivel de espuma y alimentacion.
Asi, el sensado de la concentracion de oxigeno disuelto se realizo a través de una sonda polarogréfica
(Mettler-Toledo) y el pH del cultivo fue determinado utilizando un electrodo de pH (Mettler-Toledo).
La cantidad de oxigeno disuelto fue regulada mediante agitacion mecanica y suministro de aire
estéril. Asimismo, el valor de pH se regul6 por medio del agregado automético de NaOH (3 M) y
HCI (3 M). Ademas, dicho bioreactor permitié controlar la temperatura y mantener constante su valor
optimo. La formacién de espuma se evité mediante la adicion automatica de aceite de maiz (3 mL/L)

estéril.

Mediante el software BioCommand® and DASware® SCADA se registraron de modo on-line
los siguientes parametros de los procesos fermentativos: agitacion (rpm), oxigeno disuelto (% O2d),

pH, temperatura (°C) y alimentacion del sustrato (% bomba C).

La produccion de biomasa por medio de las fermentaciones en bioreactor se efectuémediante
un sistema de cultivo alimentado o fed-batch. Para tal fin se realizd una primera etapa de cultivo en
lote 0 batch y posteriormente una etapa de cultivo fed-batch, alimentando el cultivo con un flujo
constante (F, L/h) determinado con la siguiente formula:.F=poVoXo/Yx/sCs, donde Lo es la velocidad
especifica de crecimiento inicial (h™), Vo es el volumen inicial (L), Xo es la biomasa inicial (gx/L),
Yxss es el rendimiento de biomasa en base al sustrato consumido (gx/gs), y Cs es la concentracién del
sustrato en el reservorio de alimentacion (gs/L) (Noseda et al., 2013).

A distintos tiempos de fermentacion se tomaron muestras de cultivo fermentativo para
determinar el nivel de biomasa y cuantificar las concentraciones de glucosa y azlcares reductores
mediante los métodos descriptos. Estas cuantificaciones se realizaron a partir de los sobrenadantes de
cultivo obtenidos por centrifugacién a 5000 rpm durante 20 min.

A partir de las fermentaciones de las levaduras realizadas en bioreactor con sendos medios de
cultivo, se determinaron los siguientes parametros cinéticos y estequiométricos: velocidad especifica
de crecimiento (u), velocidad volumétrica de consumo de glucosa y de azucares totales (Qs),
velocidad especifica de consumo de glucosa y de azlcares totales (rs), rendimiento de biomasa en
funcion del sustrato consumido (Yxss), productividad volumétrica de biomasa (Pv), productividad
volumétrica méxima de biomasa (Pvmax) Y productividad total de biomasa (Pt). En las Tablas 1y 2 se
resumen las condiciones de operacion aplicadas en la etapa batch y fed-batch de las fermentaciones,

respectivamente.
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Tabla 1: Condiciones de operacion en la etapa de cultivo batch de las fermentaciones realizadas en biorreactor
con medio YPD y medio alternativo.

Parametros Valores
Temperatura (°C) 30
pH 55
Agitacion (RPM) 450
Aireacion (LPM) 1
Acido (HCI, M) 3
Base (NaOH, M) 3

Tabla 2: Condiciones de operacion en la etapa de cultivo fed-batch de las fermentaciones realizadas
en biorreactor con medio YPD y medio alternativo.

Parametros Valores
Temperatura (°C) 30
pH 55
Agitacion (RPM) 250-900
Aireacion (LPM) 1
Acido (HCI, M) 3
Base (NaOH, M) 3
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  Puesta a punto y validacion de métodos analiticos de cuantificacion
A partir de los ensayos de Linealidad, Precision y Veracidad se llevé a cabo la validacion de
las metodologias utilizadas para la cuantificacion de glucosa y azucares reductores. A continuacion,

se describen los resultados obtenidos a partir de esta validacion:

5.2. Método de cuantificacion de glucosa

Aplicando el ensayo de linealidad al método de cuantificacion de glucosa se obtuvo la curva
de calibracion a partir de 5 concentraciones diferentes de la solucion stock, evaluadas por triplicado
(Fig. 16 A). La ecuacidn de la recta obtenida mediante un ajuste lineal fue y = 0,314x + 0,0149, con
un valor de R? igual a 0,998. Asimismo, se calculd para las réplicas de cada nivel medido el valor
residual construyendo el grafico de distribucion de residuos (Figura 16 B), en el cual no se observa

tendencia de los residuos a través del cambio de la concentracion del analito.
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Figura 16: Ensayo de Linealidad aplicado al método de cuantificacion de glucosa. A) Curva de
calibracion obtenida a partir del ensayo de Linealidad aplicado al método de cuantificacion de glucosa. A la
curva se le aplicé un ajuste lineal obteniendo la ecuacion de la recta y = 0,314x + 0,0149 con un R? de 0,998.
B) Grafico de distribucion de los residuos para las réplicas de cada nivel.

Por otro lado, mediante el ensayo de Precision se analizaron 10 réplicas de un testigo de
glucosa (1,5 g/L), obteniendo como promedio de las mediciones un valor de 1,481 g/L de glucosa
con un desvio estandar de 0,028 y un RSD% de 1,89. Con estos resultados se construyo el grafico de
valor medio para otorgar validez a cada ensayo realizado (Figura 17). Como se observa en dicho

grafico, todos los valores obtenidos a lo largo del trabajo se ubicaron dentro de la region normal
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esperada, es decir entre el limite de alarma inferior (LAI) y el limite de alarma superior (LAS), lo

cual indica que los resultados de los ensayos realizados fueron confiables.

1,8
1,7
1,6
4 L5 —— Limite de control superior
=
&0 1.4 Limite de control inferior
Limite de alarma superior
1,3
Limite de alarma inferior
1,2 Valor Medido
1,1
0 5 10 15 20

Semanas de ensayo

Figura 17: Gréfico de control de valor medio correspondiente al método de cuantificacion de glucosa. En
el gréafico se indican los resultados obtenidos a partir del analisis de la muestra control (solucién testigo de
glucosa de 1,5 g/L) para cada semana en que se realizé el método de cuantificacion de glucosa. LAS, limite de
alarma superior; LAI, limite de alarma inferior; LCA, limite de control superior; LCI, limite de control
inferior.

Ademas, aplicando el ensayo de Veracidad se logré determinar que el porcentaje de
recuperacion del testigo de glucosa preparado en medio YP fue de 101,6% con un RSD% de 4,44%.
Asi, se obtuvo un valor de recuperacién del analito en la matriz dentro del rango esperado, lo que

sugiere que el método de cuantificacion de glucosa no presenta sesgo significativo.

5.3. Meétodo de cuantificacion de azucares reductores

Aplicando el ensayo de Linealidad al método de cuantificacion de azucares reductores se
obtuvo la curva de calibracion a partir de 5 concentraciones diferentes de la solucidn stock, evaluadas
por triplicado. La ecuacion de la recta obtenida mediante un ajuste lineal fue y = 0,5191x + 0,036 con
un valor de R? igual a 0,9964 (Figura 18 A). Asimismo, se calcul6 para las réplicas de cada nivel

analizado el valor residual construyendo el grafico de distribucion de residuos (Figura 18 B).
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Figura 18: Ensayo de Linealidad aplicado al método de cuantificacion de azucares reductores. A) Curva
de calibracion obtenida a partir del ensayo de Linealidad aplicado al método de cuantificacion de azlcares
reductores. A la curva se le aplic6 un ajuste lineal obteniendo la ecuacién de la recta y = 0,5183x + 0,0286 con
un R? de 0,997. B) Grafico de distribucion de los residuos para las réplicas de cada nivel.

Asimismo, por medio del ensayo de Precision se analizaron 10 réplicas de un testigo de
glucosa (1,5 g/L), obteniendo como promedio de las mediciones un valor de 1,506 g/L de glucosa
con un desvio estandar de 0,030 y un RSD% de 1,99. Con estos resultados se construyo el grafico de
control de valor medio para otorgar validez a cada ensayo realizado (Figura 19). Como se observa en
el grafico todos los valores obtenidos a lo largo de los ensayos se ubicaron dentro de la regién normal
esperada, es decir entre el limite de alarma inferior (LAI) y el limite de alarma superior (LAS), lo

cual indica que los resultados de los ensayos realizados fueron confiables.
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Figura 19: Gréfico de control de valor medio correspondiente al método de cuantificacion de azlcares
reductores. En el grafico se indican los resultados obtenidos a partir del andlisis de la muestra control
(solucion testigo de glucosa de 1,5 g/L) para cada semana en que se realizé el método de cuantificacion de
azucares reductores. LAS, limite de alarma superior; LAI, limite de alarma inferior; LCA, limite de control
superior; LCI, limite de control inferior.
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Por otro lado, aplicando el ensayo de veracidad se logré determinar que el porcentaje de
recuperacion del testigo de glucosa preparado en medio complejo YP fue 101,20 con un RSD% de
3,37. Asi, se obtuvo un valor de recuperacion del analito en la matriz dentro del rango esperado, lo
que sugiere que el método de cuantificacion de azucares reductores no presenta sesgo significativo.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los resultados obtenidos para los ensayos de

validacion de los métodos de cuantificacion de glucosa y azUcares reductores.

Tabla 3: Resultados de los ensayos de validacion de las metodologias de cuantificacion de glucosa y
azUcares reductores. Para cada ensayo de validacion se indica el criterio de aceptacion.

ENSAYO Cuantificacion de Cuantificacion de Azlcares
Glucosa Reductores
(IEzizn iao"gé"f) 0,998 0,996
(Rzrae%f%n%) 1,89 % 1,99 %
(95% <% Xﬁﬂzcéirgﬁ?m <105 %) 1016 % 101,2 %

Debido a que los tres métodos de cuantificacion presentaron una adecuada precision y
veracidad, se puede asegurar que dichas metodologias poseen una apropiada exactitud. Estos
resultados sumados a los obtenidos a partir de los ensayos de Linealidad permitieron establecer que
las metodologias de cuantificacidn de glucosa y azucares reductores fueron aptas para su aplicacion.

Con las metodologias de cuantificacion puestas a punto y validadas, se dispuso de
herramientas confiables para el analisis del proceso de obtencion de biomasa a partir de cultivos con
S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954. Ademas, se pudieron realizar controles de los

resultados aplicando los gréficos de control de valor medio para cada método.

5.4. Determinacion de la relacion entre densidad Optica y peso seco de la biomasa de las
cepas de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM 11954

Con el objetivo de establecer una relacion entre la densidad optica a 600 nm (DOsoo) Y el peso
seco (g/L) de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954, se realizaron
diluciones seriadas a partir de cultivos de ambas cepas con valores de DOegoo cercanos a 22. A las
distintas diluciones se les determind la DOsoo en el espectrofotometro y seguidamente se
centrifugaron a 5000 rpm durante 30 min. Luego de descartar los sobrenadantes, los precipitados

celulares se llevaron a sequedad total hasta obtener un peso constante. Se cuantificd el peso de los
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precipitados secos y se graficd la curva de calibracion entre DOeoo Y €l peso seco de biomasa (g/L)
(Figura 20). A partir del ajuste lineal de las curvas de calibracion se obtuvieron las ecuaciones de la
rectay = 1,4161x y con un R? de 0,9925; y = 1,4239x y con un R? de 0,989 para S. cerevisiae ATCC
9763 y K. marxianus DSM 11954, respectivamente. De este modo se logrd relacionar la densidad

Optica celular con el peso seco de biomasa de ambas cepas.
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Figura 20: A) Curva de calibracién entre la densidad dptica medida a 600 nm y el peso seco de biomasa
(g/L) de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. A la curva se le aplicé un ajuste lineal obteniendo la
ecuacién de la recta y = 1,4161x y un R2 de 0,9925. B) Curva de calibracion entre la densidad 6ptica
medida a 600 nm y el peso seco de biomasa (g/L) de Kluyveromyces marxianus DSM 11954. A la curva se
le aplicd un ajuste lineal obteniendo la ecuacion de la recta y = 1,4239x y un R2 de 0,989.

La Ecuacion 4, derivada de la ecuacion de la recta y = 1.4161x y la Ecuacién 5, derivada de la
ecuacion de la recta y = 1.4239x, se utilizaron para determinar los valores de peso seco de biomasa
en g/L a partir de valores de densidad optica medidos a 600 nm de cultivos de S. cerevisiae ATCC

9763 y K. marxianus DSM 11954, respectivamente.

ny =_7 ., - _ ¥
Ecuacion 4: * 1,4161 Ecuacion 5: * 1,4239

Donde: X = peso seco de biomasa expresada en g/L.

y = densidad Optica a 600 nm.

5.5. Evaluacion del crecimiento de las levaduras Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y

Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en medio complejo YPD
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A partir de los cultivos de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 en medio
complejo YPD con condiciones aerdbicas se evaluaron los siguientes parametros cinéticos y
estequiométricos de crecimiento de cada cepa: velocidad especifica de crecimiento (u), velocidad
especifica de consumo de sustrato (glucosa y azucares reductores) (qs), rendimiento de biomasa en
funcion del sustrato (glucosa) consumido (Yxs) y productividad volumétrica (Py).

En la Figura 21 se puede observar el aumento del nivel de biomasa (peso seco, gx/L), y el
consumo de glucosa (gs/L) y azucares reductores (g/L) de S. cerevisiae ATCC 9763 en funcién del
tiempo de incubacion. Una vez que se consumid la totalidad de glucosa (18,02 gs/L) se alcanzd un
nivel de biomasa de 5,94 gx/L, lo cual indica que el rendimiento de biomasa en funcion de la glucosa

consumida (Ys) fue 0,36 gx/gciucosa.
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Figura 21: Cultivo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio complejo YPD. La linea azul
corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al consumo de glucosa y
la linea gris corresponde al consumo de azucares reductores (g/L), en funcion del tiempo de incubacion.

Aplicando el logaritmo natural se linealiz6 la fase exponencial de la curva de crecimiento
hasta el consumo total de glucosa, para calcular la velocidad especifica de crecimiento (Uum) a través
de la pendiente de la ecuacion de la recta. De este modo se determin0 que la velocidad especifica de
crecimiento maxima (um) presenta un valor de 0,19 h%, con glucosa como fuente de carbono (Figura
22). El tiempo de duplicacion (Tq) correspondiente a dicha velocidad de crecimiento fue de 3,5 h.

Asimismo, se calculé la velocidad especifica de consumo de glucosa aplicando logaritmo natural a la
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curva de consumo de glucosa en funcién del tiempo de incubacion. La pendiente de la ecuacién de la
recta obtenida mediante dicha linealizacion corresponde a la velocidad volumétrica de consumo de
glucosa (rs) siendo igual a 0,67 gs/Lh, mientras que la velocidad volumétrica de consumo de azUcares
reductores (rs) fue igual a 0,68 gs/Lh (Figura 23). Al dividir el valor de rs por la biomasa producida
en ese lapso de tiempo se obtiene la velocidad especifica de consumo de sustrato (gs) siendo igual a
0,113 gs/gx h, mientras que la velocidad especifica de consumo de azUcares reductores fue 0,115 gs/gx
h. El nivel maximo de biomasa alcanzado fue 14,45 g/L, a las 72 h de incubacién. La productividad
volumétrica de biomasa (Pyv) alcanzada al final del cultivo fue 0,2 g/Lh. Mientras que la

productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 0,8 g/Lh a las 4 horas de cultivo.
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Figura 22: Linealizacion de la fase exponencial de la curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763 aplicando logaritmo natural. La pendiente de la ecuacion de la recta obtenida y = 0,1945x +
0,3387 (R2=10,9902) corresponde al valor de la velocidad especifica de crecimiento maxima (pm).

38



3,5 35
3 ! y=-0,677x +4,2941 3
25 Y !
' 2_ 25
) . R*=0,905 .
2 5
€ 15 i c
= ) =15
05 1 y =-0,6845x + 4,461
0 . 05 R?=0,903
0,5 0 :
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tiempo de incubacion (h) Tiempo de incubacion (h)

Figura 23: A) Linealizacién aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de glucosa en funcién
del tiempo de incubacion de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. La pendiente de la ecuacion de la recta
obtenida y = -0,677x + 4,2941 (R? = 0,9057) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
glucosa (rs). B) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de azucares reductores
en funcién del tiempo de incubacién de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. La pendiente de la
ecuacion de la recta obtenida y = -0,6845x + 4,461 (R? = 0,9032) corresponde al valor de la velocidad
volumétrica de consumo de azucares reductores (rs).

En la Figura 24 se muestra la variacion de la productividad volumétrica (Pv) de biomasa en
funcion del tiempo de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD. Asi se
puede observar que la productividad volumétrica maxima (Pymax) de biomasa fue 1,01 g/Lh, y se
consiguid a las 2 h de incubacion. Mientras que la productividad volumétrica (Pyv) de biomasa al final
del cultivo fue 0,2 g/Lh.
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Figura 24: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcion del tiempo de cultivo de
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD.
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El mismo procedimiento se realizo para la levadura K. marxianus DSM 11954. En la Figura
25 se observa el aumento del nivel de biomasa (peso seco, gx/L), el consumo de glucosa (gs/L) y el
consumo de azucares reductores (gs/L) de K. marxianus DSM 11954 en funcion del tiempo de
incubacién. Una vez consumida la totalidad de la glucosa (17,12 gs/L) se alcanz6 un nivel de biomasa
de 4,92 gx/L, lo cual indica que el rendimiento de biomasa en funcién de la glucosa consumida (Y xs)

fue 0,28 gx/gclucosa.
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Figura 25: Cultivo de Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en medio complejo YPD. La linea azul
corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al consumo de glucosa y
la linea gris corresponde al consumo de azUcares reductores (g/L), en funcion del tiempo de incubacion.

Aplicando el logaritmo natural se linealizo la fase exponencial de la curva de crecimiento
hasta el consumo total de glucosa, para calcular la velocidad especifica de crecimiento (um) a través
de la pendiente de la ecuacion de la recta. De este modo se determin6 que la velocidad especifica de
crecimiento maxima (pm) presenta un valor de 0,33 ht, con glucosa como fuente de carbono (Figura
26).

El tiempo de duplicacion (Tq4) correspondiente a dicha velocidad de crecimiento fue 2,05 h.
Asimismo, se calcul6 la velocidad especifica de consumo de glucosa aplicando logaritmo natural a la

curva de consumo de glucosa en funcién del tiempo de incubacion. La pendiente de la ecuacion de la
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recta obtenida mediante la linealizacion corresponde a la velocidad volumétrica de consumo de
glucosa (rs) equivalente a 1,097 gs/L h, y la velocidad volumétrica de consumo de azucares reductores
(rs) fue de 0,581 gs/L h (Figura 27). Al dividir el valor de rs por la biomasa producida en ese lapso de
tiempo se obtiene la velocidad especifica de consumo de sustrato (gs), siendo igual a 0,222 gs/gx h,
mientras que la velocidad especifica de consumo de azUcares reductores fue 0,118 gs/gx h.

El nivel maximo de biomasa alcanzado fue 15,04 g¢g/L, a las 72 hs de incubacion. La
productividad volumétrica de biomasa (Pv) alcanzada al final del cultivo fue 0,21 g/Lh., mientras que

la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 0,74 g/Lh a las 6 horas de cultivo.
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Figura 26: Linealizacion de la fase exponencial de la curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus
DSM 11954 aplicando logaritmo natural. La pendiente de la ecuacion de la recta obtenida y = 0,3376x +
0,4549 (R2 = 0,964) corresponde al valor de la velocidad especifica de crecimiento maxima (jm).
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Figura 27: A) Linealizacién aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de glucosa en funcién
del tiempo de incubacién de Kluyveromyces marxianus DSM 11954. La pendiente de la ecuacién de la recta
obtenida y = -1,097x + 5,2495 (R2 = 0,9006) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (rs). B) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de azUcares reductores
en funcién del tiempo de incubacion de Kluyveromyces marxianus DSM 11954. La pendiente de la
ecuacion de la recta obtenida y = -0,581x + 4,111 (R? = 0,9238) corresponde al valor de la velocidad
volumétrica de consumo de sustrato (rs).

En la Figura 28 se muestra la variacion de la productividad volumétrica (Pv) de biomasa en
funcién del tiempo de crecimiento de Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en medio YPD. Asi se
puede observar que la productividad volumétrica maxima (Pymax) de biomasa fue 0,74 g/Lh, y se
consiguio a las 6 h de incubacion. Mientras que la productividad volumétrica (Pv) de biomasa al final
del cultivo fue 0,21 g/Lh.
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Figura 28: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcion del tiempo de cultivo de
Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en medio YPD.
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En la Tabla 4, se muestran los valores de los pardmetros cinéticos de acuerdo a los resultados
obtenidos en medio YPD:

Medio complejo YPD
S. cerevisiae K. marxianus
ATCC 9763 DSM 11954
Mk (hh) 0,19 0,33
Y s (9x/9clucosa) 0,36 0,28
Tiempo de duplicacién (h) 3,5 2,05
Nivel Méaximo de biomasa (gx/L) 14,45 15,04
P, final (g/Lh) 0,2 0,21
Py max (9/h) 0,8 0,74

5.6. Evaluacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces
marxianus DSM 11954 en medio de cultivo alternativo con melaza de cafia

Los cultivos de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM crecidos en Erlenmeyer con
medio YPD de, fueron utilizados como referencia para evaluar el crecimiento en el medio de cultivo
alternativo con melaza de cafia de azUcar bajo condiciones aerdbicas. Asi, se evaluaron los siguientes
parametros cinéticos y estequiométricos de crecimiento: velocidad especifica de crecimiento (L),
velocidad especifica de consumo de sustrato (glucosa) (gs), rendimiento de biomasa en funcion del
sustrato glucosa y azlcares reductores consumidos (Yys), y productividad volumétrica (Pv).

En la Figura 29 se puede observar el aumento del nivel de biomasa (peso seco, gx/L), el
consumo de glucosa (gs/L) y azUcares reductores (gs/L) de S. cerevisiae ATCC 9763 en funcion del
tiempo de incubacion. Una vez consumida la totalidad de la glucosa (6,99 gs/L) se alcanzd un nivel
de biomasa de 4,94 gy/L, lo cual indica que el rendimiento de biomasa en funcion de la glucosa
consumida (Yxs) fue de 0,59 (gx/gs). El nivel maximo de biomasa alcanzado fue 10,71 g/L, a las 72
hs de incubacion. Por lo tanto, el rendimiento total de biomasa en funcion de los azucares reductores

consumidos (Yxs) fue 0,21 gx/gs.
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Figura 29: Cultivo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio con melaza de cafia. La
linea azul corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al
consumo de glucosa y la linea gris corresponde al consumo de azUcares reductores (g/L), todas en
funcion del tiempo de incubacién.

Aplicando el logaritmo natural se linealizé la fase exponencial de la curva de crecimiento
hasta el consumo total de glucosa, para calcular la velocidad especifica de crecimiento (Um) a través
de la pendiente de la ecuacion de la recta. De este modo se determind que la velocidad especifica de
crecimiento maxima (um) presenta un valor de 0,21 ht, con glucosa como fuente de carbono (Figura
30). El tiempo de duplicacion (Tq) correspondiente a dicha velocidad de crecimiento fue 3,2 h.
Asimismo, se calcul6 la velocidad especifica de consumo de glucosa aplicando logaritmo natural a la
curva de consumo de glucosa en funcién del tiempo de incubacién. La pendiente de la ecuacién de la
recta obtenida mediante la linealizacion corresponde a la velocidad volumétrica de consumo de
glucosa (rs) equivalente a 0,308 gs/L h, en tanto la velocidad volumétrica de consumo de azlcares
reductores (rs) dio un valor de 1,593 gs/L h (Figura 31). Al dividir el valor de rs por la biomasa
producida en ese lapso de tiempo se obtiene la velocidad especifica de consumo de sustrato (Qs)
siendo igual a 0,062 gs/gx h, mientras que la velocidad especifica de consumo de azucares reductores
fue 0,322 gs/gx h. La productividad volumétrica de biomasa (Py) alcanzada al final del cultivo fue
0,15 g/Lh, mientras que la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 0,71 g/Lh a las

6 horas de cultivo.
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Figura 30: Linealizacion de la fase exponencial de la curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763 aplicando logaritmo natural. La pendiente de la ecuacion de la recta obtenida y = 0,2134x +
0,1325 (R2 = 0,9929) corresponde al valor de la velocidad especifica de crecimiento maxima (jm).
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Figura 31: A) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de glucosa en funcion
del tiempo de incubacién de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. La pendiente de la ecuacion de la recta
obtenida y = -0,3087x + 1,7059 (R2 = 0,9415) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (rs). B) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de azUcares reductores
en funcion del tiempo de incubacién de S. cerevisiae ATCC 9763. La pendiente de la ecuacién de la recta
obtenida y = -1,593x + 18,89 (R2 = 0,9736) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (rs).

En la Figura 32 se muestra la variacion de la productividad volumétrica (Pv) de biomasa en

funcion del tiempo de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio con melaza
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de cafia. Asi se puede observar que la productividad volumétrica méxima (Pvwmax) de biomasa fue 1,44
g/Lh, y se consiguidé a las 1 h de incubacion. Mientras que la productividad volumétrica (Pv) de

biomasa al final del cultivo fue 0,15 g/Lh.
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Figura 32: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcion del tiempo de cultivo de

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio con melaza de cafia.

El mismo procedimiento, se realizé con la levadura K. marxianus DSM 11954. En la Figura
33 se observa el aumento del nivel de biomasa (peso seco, gx/L), consumo de glucosa (gs/L) y el
consumo de azucares reductores (gs/L) de K. marxianus DSM 11954 en funcion del tiempo de
incubacién. Una vez consumida la totalidad de la glucosa (13,11 gs/L) se alcanz6 un nivel de biomasa
de 5,7 gx/L, lo cual indica que el rendimiento de biomasa en funcion de la glucosa consumida (Y xs)
fue 0,43 gx/gs. El nivel méximo de biomasa alcanzado fue de 10,5 g/L, a las 72 h de incubacion. Por
lo tanto, el rendimiento total de biomasa en funcion de los azlcares reductores consumidos (Ys) fue

0,2 gx/gs.

46



30
25

20

10 4./.___,_./4

‘/_.-.—.7
5|

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de incubacion (h)

—@— Biomasa Glucosa Azucares Reductores

Figura 33: Cultivo de Kluyveromyces marxianus DSM 11954 en medio con melaza de cafa. La linea azul
corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al consumo de glucosa y
la linea gris corresponde al consumo de azUcares reductores (g/L), todas en funcién del tiempo de incubacion.

Aplicando el logaritmo natural se linealizd la fase exponencial de la curva de crecimiento
hasta el consumo total de glucosa, para calcular la velocidad especifica de crecimiento (Um) a través
de la pendiente de la ecuacion de la recta. De este modo se determind que la velocidad especifica de
crecimiento maxima (um) presenta un valor de 0,31 h%, con glucosa como fuente de carbono (Figura
34). El tiempo de duplicacion (Tq4) correspondiente a dicha velocidad de crecimiento fue 2,2 h.
Asimismo, se calcul6 la velocidad especifica de consumo de glucosa aplicando logaritmo natural a la
curva de consumo de glucosa en funcién del tiempo de incubacion. La pendiente de la ecuacion de la
recta obtenida mediante la linealizacién corresponde a la velocidad volumétrica de consumo de
glucosa (rs) equivalente a 0,172 gs/Lh Mientras que la velocidad volumétrica de consumo de azUcares
reductores (rs) fue equivalente a 0,084 gs/Lh (Figura 35). Al dividir el valor de rs por la biomasa
producida en ese lapso de tiempo se obtiene la velocidad especifica de consumo de sustrato (Qs)
siendo igual a 0,030 gs/gxh, mientras que la velocidad especifica de consumo de azucares reductores
fue 0,014 gs/gx h. La productividad volumétrica de biomasa (Pv) alcanzada al final del cultivo fue
0,14 g/Lh, mientras que la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 0,68 g/Lh a las

8 h de cultivo.
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Figura 34: Linealizacion de la fase exponencial de la curva de crecimiento de Kluyveromyces marxianus
DSM 11954 aplicando logaritmo natural. La pendiente de la ecuacién de la recta obtenida y = 0,3148x -
0,6398 (R2 = 0,9882) corresponde al valor de la velocidad especifica de crecimiento maxima (m).
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Figura 35: A) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de glucosa en funcion
del tiempo de incubacién de Kluyveromyces marxianus DSM 11954. La pendiente de la ecuacion de la recta
obteniday = -0,1729x + 2,6976 (R? = 0,9672) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (rs). B) Linealizacion aplicando logaritmo natural a la curva de consumo de azucares reductores
en funcidén del tiempo de incubacion de K. marxianus DSM 11954. La pendiente de la ecuacion de la recta
obtenida y = -0,0845x + 3,290 (R2? = 0,998) corresponde al valor de la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (rs).

En la Figura 36 se muestra la variacion de la productividad volumétrica (Pv) de biomasa en
funcidn del tiempo de crecimiento de K. marxianus DSM 11954 en medio con melaza de cafia. Asi se

puede observar que la productividad volumétrica maxima (Pymax) de biomasa fue 0,67 g/Lh, y se
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consiguio a las 8 h de incubacion. Mientras que la productividad volumétrica (Pv) de biomasa al final
del cultivo fue 0,15 g/Lh.

Pv Biomasa (g/Lh)
o
=Y

o 9o
= N

o
<)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de incubacion (h)

Figura 36: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcion del tiempo de cultivo de K.
marxianus DSM 11954 en medio con melaza de cafia.

En la siguiente Tabla 5, se muestran los valores de los pardmetros cinéticos de acuerdo a los
resultados obtenidos:

Tabla 5: Valores de los parametros cinéticos y de produccién de los cultivos en frascos Erlenmeyer

Medio alternativo con melaza de cafa
S. cerevisiae K. marxianus
ATCC 9763 DSM 11954
ix (hY) 0,2134 0,3148
Yws (9/L) 0,82 0,43
Tiempo de duplicacion 3,2 2,2
(h)
Nivel Méax. de biomasa 10,71 10,48
(9x/L)
Pv (g/Lh) 0,15 0,15
Py max(9/h) 0,71 0,68
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5.7. Escalado de la produccién de biomasa de levaduras mediante fermentaciones en

biorreactor de tanque agitado

5.8. Fermentaciones en bioreactor de tanque agitado escala laboratorio

A partir de los resultados obtenidos en Erlenmeyer se decidid realizar fermentaciones de S.
cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954 en bioreactor de tanque agitado con el fin de
lograr obtener mayores niveles de biomasa de dichas levaduras. Las fermentaciones consistieron en
una primera etapa de cultivo batch hasta el consumo total de glucosa, para luego proceder a una etapa
de cultivo fed-batch alimentando el cultivo con: glucosa concentrada para el medio YPD y con
melaza de cafia concentrada para el medio alternativo con melaza de cafia. Asi, se realizaron
fermentaciones en bioreactor agitado y, a través del software Biocommand se registraron los
siguientes parametros de las fermentaciones: agitacion (rpm), oxigeno disuelto (% Od), pH,
temperatura (°C) y alimentacién con soluciones concentradas de glucosa o melaza de cafa.

La alimentacion con soluciones concentradas de glucosa o melaza de cafia, se realizo
aplicando la siguiente formula de flujo constante de alimentacion.

V. X
F:
YT-\. 5’1"

Siendo:

F: flujo de alimentacion (L/h)

n: velocidad especifica maxima de crecimiento (h)

X: concentracién de biomasa (g/L)

V: volumen de cultivo (L)

Yxis: rendimiento de biomasa en funcion del sustrato consumido (gx/gs)

Sr: concentracion de la fuente de carbono en el reservorio de alimentacion (g/L).

5.8.1. Produccion de biomasa de S. cerevisiae ATCC 9763 mediante fermentacion en

bioreactor con medio YPD

La primera fermentacion de S. cerevisiae ATCC 9763 en biorreactor de tanque agitado se
realiz6 en medio complejo YPD con un pH constante de 5,5, una temperatura de 30°C A las 7 h de
cultivo batch se consumid totalmente la glucosa y por ende se inici6 la etapa fed-batch de
alimentacion con glucosa concentrada (200 g/L) aplicando un flujo constante de 22 mL/h. Mediante

esta alimentacion se agregé un total de 902 ml de solucion de glucosa concentrada.
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En la Figura 37 se muestra el registro de los pardmetros del proceso; agitacion, oxigeno
disuelto (O2d), pH y temperatura durante las 48 h de fermentacion, donde se observa que la
temperatura y el pH se mantuvieron constantes a lo largo del proceso de acuerdo a los valores pre-
establecidos. Asimismo, se observa que el oxigeno disuelto disminuy0 rapidamente en las primeras
horas debido al rapido metabolismo y crecimiento que presenta esta levadura con glucosa como
fuente de carbono. Luego, el O2d se mantuvo en un valor cercano a 30 % en cascada con la agitacion,

la cual varié en un rango de 250-900 rpm durante la etapa fed-batch.
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Figura 37: Registro de parametros de la fermentacién de S. cerevisiae en biorreactor con medio YPD.
Linea negra: Temperatura (°C); linea amarilla: agitacion (rpm); linea celeste: oxigeno disuelto (%) y linea
naranja: pH, en funcion del tiempo de fermentacion (h).

La Figura 38 muestra los resultados de la fermentacion durante las 48 h de proceso, donde se
observa que el consumo total de glucosa (17,9 gs/L) ocurrié a las 7 h de fermentacion de la etapa
batch. Donde se alcanz6 un nivel de biomasa de 5,2 gx/L, con un rendimiento de biomasa en funcion
de la glucosa consumida (Yxs) igual a 0,3 gx/gs, ¥ el rendimiento de biomasa en funcion de los
azucares reductores consumidos (Yxss) fue de 0,26 gx/gs En ese momento se inici6 la alimentacion con
glucosa (200 g/L) aplicando flujo constante. A las 48 h de fermentacidn se consigui6 el maximo nivel
de biomasa (19,16 gx/L). A dicho tiempo la productividad volumétrica de biomasa (Pv) fue 0,4 gy/L
h, mientras que la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 0,93 g/Lh la cual se

consiguid a las 9 h de cultivo.
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Figura 38: Fermentacion de S. cerevisiae en biorreactor con medio de cultivo YPD. La linea azul
corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al consumo de glucosa
(g/L), y la linea gris corresponde al consumo de azucares reductores (g/L), en funcion del tiempo de
incubacion (h).

En la Figura 39 se muestra la variacién de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en
funcidn del tiempo de fermentacion de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD. Asi se
puede observar que la productividad volumétrica maxima (Pymax) de biomasa fue 0,93 g/Lh, y se
consiguio a las 9 h de incubacion. Mientras que la productividad volumétrica (Pv) de biomasa al final
de la fermentacion fue 0,4 g/Lh.
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Figura 39: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcién del tiempo de
fermentacion de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD.
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5.8.2. Produccion de biomasa de K. marxianus DSM 11954 mediante fermentacién en

bioreactor con medio YPD

La segunda fermentacion fue de la levadura de K. marxianus DSM 11954 en biorreactor de
tanque agitado, se realiz6 en medio YPD con un pH constante de 5,5, y una temperatura de 30°C.
Luego de 8 h de cultivo batch, se consumio totalmente la glucosa y se inicié la etapa fed-batch de
alimentacion con glucosa concentrada (200 g/L) aplicando un flujo constante de 29,5 mL/h, mediante
el cual se agregaron 1180 ml de solucion concentrada de glucosa.En la Figura 40 se muestra el
registro de los parametros del proceso; agitacion, oxigeno disuelto (O2d), pH y temperatura durante
las 48 h de fermentacion, donde se observa que la temperatura y el pH se mantuvieron constantes a lo
largo del proceso de acuerdo a los valores pre-establecidos. Asimismo, se observa que el oxigeno
disuelto disminuy0 rapidamente en las primeras horas debido al rdpido metabolismo y crecimiento
que presenta esta levadura con glucosa como fuente de carbono. Luego, el O>d se mantuvo en un
valor cercano a 30 % en cascada con la agitacion, la cual varié en un rango de 250-900 rpm durante

la etapa fed-batch.
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Figura 40: Registro de parametros de la fermentacion de K. marxianus en biorreactor con medio YPD.

Linea negra: Temperatura (°C); linea amarilla: agitacién (rpm); linea celeste: oxigeno disuelto (%) y linea
naranja: pH, en funcion del tiempo de fermentacion (h).

La Figura 41 muestra los resultados de la fermentacion durante 48 h de proceso, donde se
observa que el consumo total de glucosa (17,99 gs/L) ocurrio a las 8 h de fermentacion de la etapa
batch. El nivel de biomasa fue igual a 9,2 gx/L, con un rendimiento de biomasa en funcion de la

glucosa consumida (Yxss) igual a 0,46 gx/gs, Y el rendimiento de biomasa en funcion de los azlcares
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reductores consumidos (Yys) fue de 0,4 gx/gs En ese momento se inicio el alimentado con glucosa
con un flujo constante. A las 48 h de fermentacidn se consiguio el maximo nivel de biomasa (48,11
gx/L). A dicho tiempo la productividad volumétrica de biomasa (Pv) fue 1,002 gy/L h. En tanto la

productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 1,55 g/Lh, a las 24 horas de cultivo.
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Figura 41: Fermentacion de K. marxianus DSM 11954 en biorreactor con medio de cultivo YPD. La linea
azul corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al consumo de
glucosa (g/L), y la linea gris corresponde al consumo de azucares reductores (g/L), en funcion del tiempo de
incubacion (h).

En la Figura 42 se muestra la variacién de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en
funcién del tiempo de fermentacion de K. marxianus DSM 11954 en medio YPD. Asi se puede
observar que la productividad volumétrica méaxima (Pvmax) de biomasa fue 1,55 g/Lh, y se consiguié
a las 24 h de incubacién. Mientras que la productividad volumétrica (Py) de biomasa al final de la

fermentacion fue 1 g/Lh.
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Figura 42: Variacion de la productividad volumétrica (P,) de biomasa en funcion del tiempo de fermentacion
de K. marxianus DSM 11954 en medio YPD.

5.8.3. Produccion de biomasa de S. cerevisiae ATCC 9763 mediante fermentacién en

bioreactor con medio de cultivo alternativo a base de melaza de cafia

La siguiente fermentacién de S. cerevisiae ATCC 9763 en biorreactor de tanque agitado se
realizd en medio alternativo con melaza de cafia, a un pH constante de 5,5, y una temperatura de
30°C. Luego de 12 h (tiempo en el cual se consumi¢ casi totalmente la glucosa) de cultivo batch se
inicid la etapa fed-batch de alimentacion con glucosa concentrada a flujo constante de 3,21 mL/h, en
la cual se agregd un total de 118,8 ml de una solucion de melaza concentrada 400 g/L.

En la Figura 43 se muestra el registro de los parametros del proceso; agitacion, oxigeno
disuelto (O2d), pH y temperatura durante las 48 h de fermentacién, donde se observa que la
temperatura y el pH se mantuvieron constantes a lo largo del proceso de acuerdo a los valores pre-
establecidos. Luego, el O2d se mantuvo en un valor cercano a 30 % en cascada con la agitacion, la

cual varié en un rango de 250-900 rpm durante la etapa fed-batch.
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Figura 43: Registro de parametros de la fermentacion de S. cerevisiae en biorreactor con medio
alternativo con melaza de cafia. Linea negra: Temperatura (°C); linea amarilla: agitacion (rpm); linea
celeste: oxigeno disuelto (%) y linea naranja: pH, en funcion del tiempo de fermentacion (h).

La Figura 44 muestra los resultados de la fermentacion durante 48 h de proceso, donde se
observa que se consumid la totalidad de la glucosa (10,83 g/L), agotandose casi completamente a las
12 h de fermentacién de la etapa batch. Se alcanz6 un nivel de biomasa igual a 5,62 gx/L, con un
rendimiento de biomasa en funcion de la glucosa consumida (Yxss) igual a 0,51 gx/gs, Y el rendimiento
de biomasa en funcion de los azlcares reductores consumidos (Yxs) fue de 0,18 gx/gs En ese
momento se inicid el alimentado con melaza con un flujo constante. A las 48 h de fermentacion se
consiguio el maximo nivel de biomasa (44,06 gx/L). A dicho tiempo la productividad volumétrica de
biomasa (Pv) fue 0,91 gyo/Lh y la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 1,02
g/Lh, a las 24 h de cultivo.
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Figura 44: Fermentacion de S. cerevisiae en biorreactor con medio de cultivo alternativo con melaza de
cafia. La linea azul corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al
consumo de glucosa (g/L), y la linea gris corresponde al consumo de azlcares reductores (g/L), en funcién del
tiempo de incubacion (h).

En la Figura 45 se muestra la variacién de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en
funcidén del tiempo de fermentacion de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio de cultivo
alternativo a base de melaza de cafia. Asi se puede observar que la productividad volumétrica
méaxima (Pvmax) de biomasa fue 1,02 g/Lh, y se consiguio a las 24 h de incubacion. Mientras que la

productividad volumétrica (Py) de biomasa al final de la fermentacion fue 0,92 g/Lh.
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Figura 45: Variacion de la productividad volumétrica (P,) de biomasa en funcion del tiempo de fermentacion
de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 en medio a base de melaza de cafia.

57



5.8.4. Produccion de biomasa de K. marxianus DSM 1195 mediante fermentacién en

bioreactor con medio alternativo a base de melaza de cafa

La ultima fermentacion de K. marxianus DSM 11954 en biorreactor de tanque agitado se
realiz6 en medio alternativo con melaza de cafia, a un pH constante de 5,5, y una temperatura
constante de 30°C. Luego de 12 h (tiempo en el cual se consumid casi totalmente la glucosa) de
cultivo batch se inicio la etapa fed-batch de alimentacion con glucosa concentrada a flujo constante
de 2,5 mL/h, en la cual se agregd un total de 90 ml de una solucion de melaza concentrada 400 g/L.

En la Figura 46 se muestra el registro de los parametros del proceso; agitacion, oxigeno
disuelto (O2d), pH y temperatura durante las 48 h de fermentacién, donde se observa que la
temperatura y el pH se mantuvieron constantes a lo largo del proceso de acuerdo a los valores pre-
establecidos. Luego, el O2d se mantuvo en un valor cercano a 30 % en cascada con la agitacion, la

cual varié en un rango de 250-900 rpm durante la etapa fed-batch.
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Figura 46: Registro de parametros de la fermentacion de K. marxiuanus en biorreactor con medio
alternativo con melaza de cafia. Linea negra: Temperatura (°C); linea amarilla: agitacion (rpm); linea
celeste: oxigeno disuelto (%) y linea naranja: pH, en funcion del tiempo de fermentacion (h).

La Figura 47 muestra los resultados de la fermentacion durante 48 h de proceso, donde se
observa que el consumo total de glucosa (7,34 gs/L) ocurri6 a las 12 h de fermentacion de la etapa
batch. La biomasa alcanzo6 un nivel igual a 4,35 gx/L, con un rendimiento de biomasa en funcién de
la glucosa consumida (Yxs) igual a 0,53 gx/gs, y el rendimiento de biomasa en funcion de los azlicares
reductores consumidos (Yxs) fue de 0,26 gx/gs En ese momento se inicio el alimentado con melaza

con un flujo constante. A las 48 h de fermentacidn se consigui6 el maximo nivel de biomasa (52,18
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gx/L). A ese tiempo la productividad volumétrica de biomasa (Pv) fue 1,08 gp/Lh. Mientras que la

productividad volumétrica maxima (Pvmax) de biomasa fue 1,08 g/Lh, a las 48 horas de cultivo.
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Figura 47: Fermentacion de K. marxianus en biorreactor con medio de cultivo alternativo melaza de
cafia. La linea azul corresponde a la variacion de biomasa (peso seco, g/L), la linea naranja corresponde al
consumo de glucosa (g/L), y la linea gris corresponde al consumo de azUcares reductores (g/L), en funcion del
tiempo de incubacion (h).

En la Figura 48 se muestra la variacién de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en
funcién del tiempo de fermentacion de K. marxianus DSM 1195 en medio de cultivo alternativo a
base de melaza de cafia. Asi se puede observar que la productividad volumétrica maxima (Pvmax) de
biomasa fue 1,09 g/Lh, y se consigui6 a las 48 h de incubacion. Mientras que la productividad
volumétrica (Pv) de biomasa al final de la fermentacion fue 1,09 g/Lh.
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Figura 48: Variacion de la productividad volumétrica (Py) de biomasa en funcién del tiempo de fermentacion
de K. marxianus DSM 1195 en medio a base de melaza de cafa.

En la Tabla 6 se resumen los valores correspondientes a los distintos pardmetros estequiométricos y

productivos de las fermentaciones realizadas en bioreactor de tanque agitado.

Tabla 6: Pardmetros de las fermentaciones de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11954
realizadas en biorreactor de tanque agitado con medio YPD y medio alternativo con de melaza de cafia.

S. cerevisiae ATCC 9763 K. marxianus DSM 11954
Medio Medio a base de Medio Medio a base de
YPD melaza de cafa YPD melaza de cafa

Rendimiento de b_|0masa en funcion 0,28 0,51 0,51 0.6

de glucosa consumida (Y s, gx/Jglucosa)

Rendimiento de biomasa en funcion

de azuUcares reductores consumido 0,22 0,18 0,44 0,26

(Yx/s, gx/ gazucares reductores)

Productividad volumétrica de

biomasa final (g/Lh) 0.4 0,91 1,00 1,08

P_roductlwdad volumétrica maxima de 0,03 102 155 1,09

biomasa (gx/Lh)
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6. CONCLUSIONES

Por medio de los ensayos realizados de la puesta a punto y validacion de las metodologias de
cuantificacién de glucosa y azlcares reductores, se logré determinar que estos métodos permiten
alcanzar una buena repetibilidad. Asimismo, a partir de la utilizacion de estas metodologias y junto
con los gréaficos de control se consiguio obtener resultados confiables.

Los parametros cinéticos y estequiométricos del crecimiento de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763 y Kluyveromyces marxianus DSM 11554, fueron obtenidos mediante cultivos
en frascos Erlenmeyer conteniendo el medio tradicional YPD. Dichos pardmetros fueron utilizados a
posteriori como referencia para la evaluacién del crecimiento de las mencionadas cepas en el medio
alternativo con melaza de cafia de azUcar, en pos de conseguir una adecuada produccion de biomasa
de levaduras. De este modo, se determiné que la cepa ATCC 9763 de S. cerevisiae alcanz6 un nivel
méaximo de biomasa de 14,45 gx/L en medio YPD y 10,71gx/L en medio con melaza de cafia. Por otra
parte, la cepa DSM 11554 de K. marxianus presentd un nivel maximo de biomasa igual a 15,04 gx/L
en medio YPD y 10,48gx/L en melaza de cafa.

Luego, de la evaluacion del crecimiento de S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM
11554 en Erlenmeyer con medio YPD y medio alternativo con melaza de cafa, se realiz6 el escalado
de la produccion de biomasa de estas levaduras a bioreactor. Para tal fin se aplicd una estrategia
conformada por una primera etapa de fermentacion en lote o batch hasta el consumo total de glucosa,
y luego se efectud una etapa fed-batch de alimentacidn con glucosa concentrada para el medio YPD y
con melaza de cafia concentrada para el medio alternativo. Estas fermentaciones se realizaron en
bioreactor de tanque agitado escala laboratorio, controlando a lo largo del proceso, distintos
parametros como el pH, el oxigeno disuelto y la temperatura, y aplicando un flujo de alimentacion
constante.

A partir de la fermentacion con la levadura S. cerevisiae ATCC 9763 en medio complejo
YPD se obtuvo un rendimiento en funcion de los azucares reductores consumidos de 0,22 gx/gs y una
productividad méaxima de 0,93 gx/L h. En la fermentacion realizada con medio a base de melaza de
cafa, el rendimiento conseguido fue 0,51 gx/gs y la productividad volumétrica maxima de biomasa
fue 1,02 gx/Lh. Sin embargo, el maximo nivel de biomasa obtenido en medio de cultivo a base de
melaza de cafa (44,06 g/L) fue mucho mayor en comparacion al obtenido en medio YPD (19,16
g/L), esto debido al mayor contenido de azucares reductores en el medio con melaza de cafia. Por otra
parte, a partir de la fermentacion de K. marxianus DSM 11554 realizada en el medio YPD se

consiguio un rendimiento en funcion de los azlcares reductores consumidos de 0,44 gx/gs y una
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productividad volumétrica maxima de biomasa de 1,55 gx/Lh. Mientras que, a partir de la
fermentacion realizada con el medio a base de melaza de cafia, los valores de rendimiento y
productividad volumétrica maxima de biomasa de K. marxianus DSM 11554 fueron 0,26 gx/gs y 1,08
gx/Lh, respectivamente. Estos resultados fueron menores que los obtenidos con el medio YPD.
Asimismo, el maximo nivel de biomasa alcanzado en medio a base de melaza de cafia (52,18 g/L) fue
mayor que obtenido en medio YPD (48,11 g/L)

Se ha reportado que las levaduras pueden utilizar fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa,
maltotriosa y maltotetraosa. Generalmente la levadura remueve los azlcares del medio en un orden
estricto: la sacarosa es hidrolizada extracelularmente por la enzima invertasa y es la primera en ser
consumida, seguida de la glucosa y fructosa, y finalmente maltosa, maltotriosa y maltotetraosa
(Hammond, 2002). La concentracidon de carbohidratos en el medio de cultivo alternativo a base de
melaza fue adecuada, lo cual sugiere que la disponibilidad de azlcares no fue limitante para la
obtencién de biomasa de levaduras.

En conclusién, en este trabajo de Tesis se ha realizado la puesta a punto y validacion de las
metodologias de cuantificacion de sustratos para el proceso de produccion de biomasa de las
levaduras ya mencionadas. Por otra parte, cabe remarcar que mediante los procesos fermentativos
realizados en biorreactor de tanque agitado se consiguié obtener una mayor produccion de biomasa
de las levaduras S. cerevisiae ATCC 9763 y K. marxianus DSM 11554 en el medio alternativo con
melaza de cafia, en comparacion a los obtenidos en el medio de cultivo YPD. Asimismo, mediante el
escalado en biorreactor de tanque agitado, se logré también optimizar las condiciones de crecimiento
de ambas cepas y asi lograr mejores resultados de produccion de biomasa respecto a las
fermentaciones realizadas en frascos Erlenmeyer.

En definitiva a partir de este trabajo se consiguié optimizar la produccion de biomasa de
levaduras mediante fermentaciones en bioreactor de tanque agitado utilizando un medio alternativo y
economico a base de melaza de cafia y aplicando un sistema de cultivo alimentado. Mediante este
proceso biotecnoldgico sera factible la produccion rentable de biomasa de levaduras S. cerevisiae y
K. marxianus, en pos de remplazar un medio de cultivo sumamente costoso como es el medio YPD y
conseguir utilizar biomasa de levaduras, producida mediante fermentaciones rentables, para

alimentacion animal.
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