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‘Si piensas que estds vencido, lo estds, si piensas que no te atreves, no ganards; si piensas que
te gustaria ganar pero no puedes, no lo logrards; si piensas que perderds, ya has perdido.
Porque en el mundo encontrards que el éxito empieza con la voluntad del hombre. Todo estd
en el estado mental, porque muchas carreras se han perdido sin haberse corrido y muchos
cobardes han fracasado antes de haber su trabajo empezado. Piensa en grande y tus hechos
crecerdn; piensa en pequefio y quedards atrds. Piensa que puedes, y podrds, todo estd en el
estado mental. Si piensas que estds aventajado, lo estds. Tienes que pensar bien para
elevarte; tienes que estas sequro de ti mismo antes de intentar ganar un premio. La batalla

de la vida no siempre la gana el hombre mds fuerte, o el mds ligero, porque tarde o temprano

el hombre que gana es aquel que cree que puede hacerlo”.

Anonimo
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RESUMEN

El alto consumo de frituras como botana o alimento, han provocado que la
produccion aumente con el objetivo de cubrir las necesidades del consumidor.
Ultimamente la produccién de papa frita oscila entre las 45,261 toneladas anuales.
La alta produccion de papa frita es provocada por el mercado mexicano, ya que es el

consumidor potencial de las industrias de la papa frita.

Las industrias de la papa frita en México usan la papa variedad Atlantic por
ser baja en azucares caramelizables, responsables de coloraciones indeseables por

reaccion de Maillard, también se pueden usar otro tipo como la Alpha y Gigant.

Para la eliminacion del exceso de carbohidratos, la papa debe ser sometida a
un espreado con agua a presion. El proceso anterior origina una alta produccion de
aguas Yy residuos organicos lo cual, sin ningun tratamiento, son vertidos al drenaje

contribuyendo asi a la contaminacion del medio ambiente.

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron las aguas residuales
ricas en almidén con la molienda de papas variedad Atlantic, que posteriormente
fueron tratadas con sistemas enzimaticos para la obtencién de jarabe glucosado. En
esta investigacion se plante6 la alternativa de poder usar el jarabe glucosado,
obtenido de las aguas almidonosas, para la produccion de etanol por medio de

microorganismos fermentadores inmovilizados.

Para la produccién de etanol, primero el microorganismo fermentador
(Saccharomyces Cerevisiae) se inmovilizo en el soporte natural Coyonoxtle (Opuntia
joconostle) que, por sus caracteristicas fisicas (poroso), es apto para la retencion del
microorganismo y para el trabajo continuo, sin tener que desechar el
microorganismo fermentador, solo alimentando el medio y obteniendo el producto
(etanol). El etanol podria ser aprovechado en cualquiera de los sectores que lo

requieran. Se pudo obtener una concentracion mas alta de etanol en un periodo
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corto de tiempo (48 horas) en el sistema inmovilizado a comparacion con el sistema
libre y también se obtuvo una considerable concentracion de acido acético a los

tiempos posteriores.
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INTRODUCCION

En la produccién de un alimento se generan residuos organicos, tanto solidos
como liquidos, que en algunos casos pueden ser aprovechados para la elaboracién
de otros como: alimento para animales, elaboracion de composta, produccion de

metano, obtencion de alcohol, etc.

El porcentaje de residuos organicos que son aprovechados son muy bajos en
comparacién de los que van directo al drenaje y contribuyen a la contaminacién

ambiental.
En el proceso de elaboracion de papa frita generalmente se utiliza la papa
variedad Atlantic, por sus caracteristicas. ElI cuadro No. 1 permite apreciar la

composicién proximal de la papa.

Cuadro No. 1. Analisis bromatolégico de la papa (Solanum tuberosum).

Determinacién Porcentajes (%)
Humedad 70.00
Materia seca 30.00
Cenizas 0.90
Grasa 0.10
Proteina 2.72
Fibra cruda 1.80
Carbohidratos Totales 24.54
Del cual:

- almidén 14.72
- Otros Azucares 9.82

(Gonzalez, 2003)

Del cuadro No.1 es posible apreciar que el 70% del peso de la papa en fresco
es humedad, y solo el 24.54% corresponde a carbohidratos totales, de los cuales el

almidon representa el 14.72% vy el restante 9.82% son azucares.

La papa variedad Atlantic es generalmente utilizada por la industria de la fritura

debido a su bajo contenido de azucares caramelizables, responsables de
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coloraciones indeseables por reaccion de Maillard. Otro tipo de variedades 6ptimas
para este proceso pueden ser la Alpha o Gigant.

El exceso de carbohidratos caramelizables es un problema que enfrenta la
industria de la papa frita ya que esto genera la apariencia de un hojuela obscura
(quemada), la cual deja un resabio amargo y por lo cual se opta por realizar un
proceso de espreado a la papa previamente pelada y rebanada antes de entrar al
freidor, a fin de lograr un color amarillo dorado altamente apreciado por el

consumidor.

El proceso de espreado se lleva a cabo lavando con agua a una presion de 40
psi durante 40 s, el anterior lavado genera un residuo de agua rica en carbohidratos
simples y complejos, lo que obviamente genera una baja en el rendimiento del
producto terminado, el cual es de aproximadamente 20%; no obstante, es preferible
esta pérdida a los bajos atributos de calidad generados al tener una hojuela con
apariencia indeseable, por lo cual grandes empresas como Frito Lay operan bajo
estas condiciones, generando grandes volumenes de aguas ricas en carbohidratos
simples y compuestos, las cuales son vertidas al drenaje publico generando un

fuerte proceso de contaminacion.

El punto central de esta investigacion es darle uso a los vertidos antes
mencionados. Para poder obtener aguas similares a las generadas por la industria
de la papa frita, se tuvo que moler y filtrar la papa variedad Atlantic. (Esta
aseveracion se hace debido a comparativos realizados en estudios previos a esta,

operadas al interior de la linea de investigacion).

Es de esperar que al procesar 1 tonelada de papa se tenga aproximadamente
245 .4 kg de carbohidratos, de los cuales 147.2kg son almidén, 98.2kg son azucares
simples y el 20% (29.44 kg y 19.64 kg respectivamente) estan siendo vertido al

drenaje publico.

Al hidrolizar el almidon se obtiene un jarabe glucosado, el cual es usado en la
fermentacion con levaduras Saccharomyces cerevisiae en un sistema libre e

inmovilizado.
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En el presente trabajo de investigacion se utilizo como soporte el tallo del
coyonoxtle (O. joconostle) por su caracteristica porosa, que permite la fijacion del
microorganismo, lo cual se refleja en la formacion de biopelicula en dicho soporte y

limita su movimiento, aunque su metabolismo si tiene fluidez.

JUSTIFICACION

Las aguas residuales ricas en almidon provenientes de la industria de la papa

frita generan un gran impacto al medio ambiente.

El uso de microorganismos inmovilizados capaces de metabolizar el azucar
obtenida de la degradacion de este polimero presentan una forma mas eficiente de
obtener alcohol altamente apreciado por la industria farmaceéuticas, de
biocombustibles y vinicola. La materia prima (glucosa) es utilizada integramente en
la produccién del metabolito y no de biomasa, y su separacion es facil al encontrarse

fijo en el soporte del tallo de coyonoxtle (O. jconostle).

HIPOTESIS

Es posible obtener etanol a partir de aguas residuales ricas en almidon
mediante tratamiento enzimatico y posteriores procesos fermentativos con células

libres y células inmovilizadas.
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CAPITULO 1

OBJETIVOS

1. 1. Objetivo general

e Obtener etanol a partir de aguas residuales de la industria de la papa,

comparando procesos mediados por microorganismos libres e inmovilizados.

1.2. Objetivos especificos

e Obtener jarabes glucosados a partir de aguas residuales de la industria de la

papa mediante tratamientos enzimaticos.
e Inmovilizar microorganismos fermentadores productores de etanol
(Saccharomyces cerevisiae) en un soporte natural de Coyonoxtle (O.

joconostle).

e Realizar y medir las cinéticas de fermentacion mediadas por microorganismos

libres e inmovilizados.

¢ Anadlisis estadistico de los datos y seleccion del proceso mas efectivo.
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CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA

2.1- AGUAS RESIDUALES GENERADAS POR LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Desde el punto de vista de la produccién las aguas residuales generadas por
la industria alimentaria se han incrementado. Este aumento de la produccion es
debido a algunos cambios socioecondmicos (poder adquisitivo, aumento
demografico, demanda de productos transformados, etc.) y también por que son
bienes de primera necesidad cuya demanda es relativamente constante, por
ejemplo: los transformados de frutas y verduras aumento el 24.3 % de las ventas

netas de productos transformados del afio 1995 al 1998.

La mayor parte de las materias primas obtenidas de la naturaleza (sector
agricola o ganadero) deben ser tratadas en las industrias agroalimentarias mediante
una serie de procesos tecnoldgicos industriales. La finalidad ultima de este proceso
es la produccion de un articulo alimenticio preparado para su salida inmediata al
mercado Y listo para su consumo. Los procedimientos empleados son humerosos y
varian en funcion del tipo de industria alimentaria, de las caracteristicas de la
materia prima y, por supuesto, del producto final que se desea obtener. También
pueden clasificarse segun la naturaleza de su accion en procesos quimicos, fisicos o

mecanicos, bioldgicos, etc.

El tratamiento de las materias primas esta directamente determinado por los
requisitos exigidos al producto final y estos procesos, mas sencillos o mas
complicados, son muy diversos: simple manipulacién de la materia prima, (seleccion
y clasificacién segun su calidad, tamano, color, etc.), acondicionar la materia prima
para su consumo, transformacion total de la materia prima para obtener productos
diferentes, conservacién de la materia prima para formar nuevos productos,
separacion o extraccidn de alguno de los constituyentes de la materia prima, etc. El
estudio de los distintos procesos empleados en la industria agroalimentaria es
importante desde el punto de vista medioambiental, pues los residuos que genera

cada uno de ellos son diversos. Aunque las aguas residuales de las industrias
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agroalimentarias presentan ciertas peculiaridades que las diferencian de los vertidos
de otras industrias, como son los fuertes volumenes de agua o su elevada carga
organica y a veces mineral, estas aguas residuales suelen ser especializadas (tipo

de materias primas, naturaleza del proceso de tratamiento aplicado, etc.).

2.1.1- Niveles de produccién de contaminaciéon de aguas residuales

A nivel de las capas freaticas:

Esta situacion es peligrosa, ya que en muchos paises se consume mas agua
de la que se aporta, la cual es extraida de los mantos acuiferos. Por otra parte, la
poblacion en general se ha acostumbrado a consumir agua limpia para hacer
cualquier cosa y el consumo va siempre en aumento, por ejemplo, en Estados

Unidos actualmente es de 2.500 m®/hab/afio.

A nivel de los cursos y masas de aqua:

Esta contaminacién es mas visible y esta vinculada a la actividad humana,
concentraciones urbanas, industria y abonos de las actividades agricolas, y tiene
efectos inmediatos, provocando el enriquecimiento de las aguas con nutrientes
inorganicos y sales minerales responsables del desarrollo de algas consumidoras de
oxigeno, y de esta forma se llega a un desequilibrio biologico en el que los
salmonidos (peces carnivoros y fuertes) dejan su lugar a los ciprinidos (peces sin
dientes, poco exigentes de la calidad del agua) y en ciertos casos se llega incluso a

la desaparicion de los peces.

A nivel de las aguas marinas:

Ademas de la contaminacion por hidrocarburos, los desechos organicos que
se aportan constantemente llegan a modificar sensiblemente el ambiente marino y

causan perturbaciones en la pesca.
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2.1.2- Residuos de la industria agroalimentaria

Los residuos de la industria agroalimentaria son por lo general bastante
contaminantes, siendo el problema basico el de los efluentes liquidos. Las aguas
residuales de la industria agroalimentaria son de composicion tan variada como los
productos fabricados y por lo tanto son dificiles de caracterizar tanto en calidad

como en cantidad. (Seoanez, et al., 2003).

En la elaboracion de un alimento, en particular los transformados vegetales,
se generan las mayores cantidades de residuos organicos, ya sean solidos,
fragmentos sélidos organicos junto con el agua empleada y, en las fases iniciales de
lavado y limpieza de materia prima, parte de los residuos son inorganicos

(principalmente tierras).

El porcentaje de residuos generado en la elaboracidon de productos vegetales
es muy variable ya que esta determinado por: el tipo de materia prima a procesar,
tamafo, forma o partes aprovechables, lo que implica que los niveles de residuos
sean distintos en cada caso. (Hermida, 1993; Lazaro y Arauzo, 1994; Ostolaza,
1998).

Ademas, es importante tener en cuenta que dentro de cada producto

elaborado existen otras variables que influyen en la produccion de residuos como:

e Calidad de la materia prima (frutos danados, podridos, madurez excesiva o
insuficiente), que a su vez dependera de la climatologia, variedad, sistema de
recoleccion.

e Calidad deseable en el producto final: la obtencion de calidades 6ptimas de
producto final requiere selecciones de materia prima mas rigurosas que
aumentan el porcentaje de residuos organicos.

e Tecnologia de fabricacion empleada. (Viniegra, et al., 2002).
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2.1.2.1- Caracteristicas de las aguas residuales de la industria agroalimentaria:

Normalmente al grado de contaminacion es mas elevado que en las aguas

residuales de origen urbano.

e El parametro de estas aguas residuales suelen ser accesibles a los sentidos
(turbidez, olor, sabor, color, temperaturas altas, etc.).

e Suelen tener una presencia importante de materias en suspension, y en
menor grado de materia coloidal.

o Casi siempre arrastra un elevado contenido en materia organica.

e Es muy frecuente la presencia de sustancias quimicas organicas: aceites,
grasas, efc.

e Es detectable con frecuencia la presencia de sustancias quimicas inorganicas

variadas (acidez, alcalinidad, sulfatos, cloruros, amoniaco, fésforo, etc.),

dependiendo del tipo de industria agroalimentaria.

En general estas aguas residuales son esencialmente organicas con una
demanda de oxigeno importante, y por lo tanto necesitan en su mayoria tanto

tratamientos biolégicos como fisico-quimicos.

La industria agroalimentaria consume cantidades enormes de agua, asi como
también desecha grandes cantidades de la misma. El agua tiene, en esta industria,
varios fines: para el transporte, como materia prima (al formar parte de la fabricacion
de productos como los zumos de frutas, jugos, etc.), como vehiculo térmico (al
transformarse en vapor) y para actuar sobre las materias primas en los procesos de
fabricacion. En este ultimo aspecto se utiliza para lavar, pelar, escaldar, etc., y
también en la limpieza de la maquinaria industrial. Para todo esto se emplea
demasiado volumen de agua, cuya naturaleza suele ser fuertemente contaminante,
una vez utilizada, por ejemplo: Conservas vegetales: 10 - 35 m® de agua/Tm de
materia prima. La anterior circunstancia obliga a las industrias agricolas a intentar

reutilizar el agua que usan y esto lo hacen en proporciones considerables.
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Los residuos contaminantes que aparecen en los efluentes de las industrias

agricolas pueden ser de muy diferente naturaleza, agrupandose en tres clases:

a) Los que contaminan por sus efectos fisicos, por ejemplo: el calor, pues las
altas temperaturas impide la vida animal y vegetal en los rios, los olores y
sabores extranos.

b) Los contaminantes de naturaleza quimica inorganica como la acidez,
alcalinidad, amoniacos, residuos de cloruros y fosfatos, etc.

c) Los que producen sus efectos mediante productos quimicos organicos, por
ejemplo los aceites y grasas, que producen la asfixia y la muerte de la fauna y

flora de los cursos de agua.

Las industrias agroalimentarias usan materias primas de origen organico por lo
que los efluentes presentan como caracteristica principal un elevado contenido de
materia organica. Por razones similares es frecuente la aparicion de grasas y
aceites, y como consecuencia de los diversos tratamientos llevados acabo durante la
preparacion y el procesado de las materias primas, suelen tener gran cantidad de

solidos en suspension.

Por otra parte, la mayoria de las industrias agroalimentarias incorporan a sus
productos alimenticios una serie de aditivos para mejorar sus cualidades y potenciar
su conservacion (antioxidantes, colorantes, antiapelmazantes, conservantes,
estabilizantes, potenciadotes de sabor, etc.). Dichos aditivos, normalmente
sustancias quimicas, apareceran con mayor o menor frecuencia como componentes

de las aguas residuales.
El cuadro No. 2 permite apreciar la carga contaminante expresada por la

demanda bioquimica (DBO) de oxigeno con unidades de toneladas por afio, y por

sectores de la industria agroalimentaria y la poblacion equivalente.
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Cuadro No. 2. Carga contaminante por sectores en la industria agroalimentaria.

Sector Industrial DBO (Tm/afo) Poblacién
equivalente
Industria cérnica 30,320 1,277,976
Industria cervecera 27,900 1,175,974
Industria lactica 26,210 1,104,746
Procesado de papa 11,285 475,658
Industria del pescado 4,466 188,240
Almacenes de malta 1,960 82,613

(Seoanez, et al., 2003).

Las materias en suspension en las aguas residuales son particulas terrosas
sélidas del lavado a la entrada de la fabrica, o bien desechos vegetales residuales
de los diferentes tratamientos por los que ha pasado el producto en el curso de su
fabricacion. Asi, la masa de materias en suspension es mas importante en las

legumbres, en las raices peladas y en las frutas que son sometidas al mondado.

La carga contaminante varia también segun el estado de fabricacién. El
lavado a la entrada de la fabrica es el que mas agua exige (31 al 55%) y el que

provee mas abundante materia en suspension.

Los tipos de contaminantes que aparecen en estos efluentes son sdlidos y
liquidos. Los primeros estan constituidos por recortes y pieles de frutos, huesos,
particulas de tierra y restos no aprovechables. Los residuos solidos deben ser
tratados separadamente y no diluidos en agua, ya que asi se reduce el problema de
la contaminacion y se consigue la maxima economia en la depuracion. Los residuos
liquidos se componen de agua, solidos en suspension y solidos en disolucion.
Generalmente se trata de suciedad adherida a los productos y desprendida por
lavado, asi como una gran concentracion de materia organica originada en las
operaciones de blanqueo, donde el agua se enriquece con grandes cantidades de

azucares, almidones y productos solubles del fruto.
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Excepcionalmente, cuando se emplea el sistema de pelado quimico
apareceran las disoluciones causticas tipicas de este método, como el hidréxido
sédico concentrado, lo que comunica a los efluentes un elevado grado de alcalinidad

y valores altos de pH. (Seoanez, et al., 2003).

2.2- IMPACTO DE LAS AGUAS RESIDUALES GENERADAS POR LA INDUSTRIA

ALIMENTARIA

2.2.1-Contaminacion por materia organica y microorganismos

La mayoria de la materia organica que contamina el agua procede de
desechos de alimentos, de aguas negras domésticas y de fabricas, que es
descompuesta por bacterias, protozoarios y diversos organismos mayores. Ese
proceso de descomposicidén ocurre tanto en el agua como en la tierra y se lleva a
cabo mediante reacciones quimicas que requieren oxigeno para transformar
sustancias ricas en energia en sustancias pobres en energia. El oxigeno disuelto en
el agua puede ser consumido por la fauna acuatica a una velocidad mayor a la que
es reemplazado desde la atmdsfera, lo que ocasiona que los organismos acuaticos
compitan por el oxigeno y en consecuencia se vea afectada la distribucion de la vida

acuatica.

Una medida cuantitativa de la contaminaciéon del agua por materia organica
(sirve como nutriente y requiere oxigeno para su descomposicion) es la
determinacion de la rapidez con que la materia organica nutritiva consume oxigeno
por la descomposicién bacteriana y se le denomina Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBO). La DBO es afectada por la temperatura del medio, clases de
microorganismos presentes, cantidad y tipo de elementos nutritivos presentes. Si
estos factores son constantes, la velocidad de oxidacion de la materia organica se
puede expresar en términos del tiempo de vida media (tiempo en que descompone
la mitad de la cantidad inicial de materia organica) del elemento nutritivo. (Anénimo.
1, 2007).
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Otros tipos de contaminacién son:

e Contaminacién térmica: El vertido sale a mayor temperatura que la del
receptor, aproximacion al nivel térmico maximo de ciertas especies y
disminuye el oxigeno, y esto provoca menor auto depuracion.

e Si el efluente contiene sales y se vierte sobre el suelo; disminuye la
produccion vegetal y puede anularse totalmente los vegetales y no germinar
los mismos.

e Modificacion general en los ecosistemas acuaticos.

e Cambios en la composicion de las biocenosis.

¢ Reproduccion de gérmenes patdgenos.

e Toxicidad de los animales por consumo de forraje alto en nitrégeno.

e Se vierten en las aguas sales minerales que provocan el desarrollo de algas
consumidoras de oxigeno, y en ciertos casos se llega incluso a la
desaparicion de los peces.

e Los desechos organicos que se aportan constantemente llegan a modificar
sensiblemente el ambiente marino y causan perturbaciones en la pesca.
(Seoanez, et al., 2003).

2.3- AGUAS RESIDUALES GENERADAS POR LA INDUSTRIA DE LA PAPA

2.3.1-Cantidades y destinos

Los vertidos producidos suelen tener una composicion rica en glucidos, y casi

siempre la salinidad es bastante elevada.

Una parte importante de los residuos que se generan en la industria de
transformados vegetales esta constituida por la fraccion organica sélida derivada del
tratamiento previo de las materias primas vegetales. En la actualidad esta fraccion
de sdlidos organicos se emplea en parte como alimentaciéon animal, una pequefa
proporcion se destina a otras aplicaciones (combustible) y el resto de la materia no

empleada constituye un residuo destinado a vertedero.
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El envio de esta materia organica a vertedero supone una pérdida de
recursos y una gran contaminacion ambiental, puesto que puede ser un subproducto
aprovechable en otros procesos como son: compostaje, alimentacion animal, etc.
(Viniegra, et al., 2002).

El agua residual del proceso de la papa puede ser reutilizado en la etapa de
lavado de la papa, lo que representaria un ahorro del 17% del agua utilizada en el

proceso. (Alarcon y Dufour, 1998).

En el cuadro No. 3, se muestra la demanda bioquimica de oxigeno que
producen ciertas materias primas que son envasadas, siendo la remolacha el
producto que mas contaminacion origina, mientras que la industria de la papa se

encuentra en nivel intermedio.

Cuadro No. 3. DBO Producida en algunos tipos de industrias envasadoras.

Producto DBO (mgl/l)
Manzanas 1,680-5,530
Remolacha 1,580-7,600
Papa 1,500-5,600
Judias 1,030-2,500

(Seoanez, et al., 2003).

2.4- APROVECHAMIENTO DE LAS AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales se deben considerar como una materia prima que
contiene una serie de productos utiles, tales como el agua, la materia organica y

algunas sales, y otros productos perjudiciales. (Seoanez, et al., 2003).

Puede volver a usarse en un proceso previo, como en el lavado externo de las

papas para eliminar la tierra existente. (Costa, et al., 1991).
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2.4.1- Uso de los residuos organicos

Los residuos restantes que quedan tras el maximo aprovechamiento en la
industria transformadora también se utilizan con otros fines: alimentacién animal,
fertilizante, obtencién de productos comercializables, etc. (Lazaro y Arauzo, 1994;
Hermida, 1993). Como se ha indicado anteriormente la mayor parte de los residuos
generados en la transformacion de vegetales se destina a alimentacidn para
ganado. (Ostolaza, 1998).

Se puede considerar subproducto a todo producto no principal obtenido en un
determinado proceso y que tiene o puede tener determinadas aplicaciones o
aprovechamientos, de forma que lo que para una industria es un subproducto para
otra puede constituir la materia prima, obteniendo a su vez un producto principal y
otro nuevo subproducto. (Hermida, 1993).

Actualmente, en la industria de transformados vegetales los principales destinos de

los residuos sélidos organicos generados en sus procesos son:

2.4.1.1- Alimentacion animal

Gran parte de los residuos organicos vegetales sdélidos se destinan para
alimentaciéon animal, especialmente para bovino y ovino. Se utiliza principalmente

para vacas, animales jovenes y ganaderia brava. (Fonolla y Boza, 1993).

2.4.1.2- Produccion de composta

La composta es el producto final obtenido mediante un proceso de
descomposicion biologica de la materia organica, en condiciones controladas de
humedad y temperatura, que oscila entre 50 y 70° C, provocando asi la destruccion

de elementos patdgenos y por tanto la total inocuidad del producto.
La materia organica mejora la estabilidad del suelo, aumentando su porosidad

y capacidad de retencion hidrica, favoreciendo asi el intercambio de gases y agua.

Asimismo favoreciendo la fijacién de nutrientes, aumenta el estado de agregacion
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del suelo y el desarrollo de su flora microbiana, por todo esto es una de las vias mas

importantes de regeneracion de suelos. (Costa, et al., 1991; Antén, 1992).

2.4.1.3- Obtencion de productos de mayor valor afiadido

Existe una gran variedad de procesos aerobios y anaerobios de interés
industrial en los que se tratan diferentes sustratos con diversas especies de
microorganismos, tanto en cultivos puros como poblaciones mezcladas. Entre ellos
destacan la digestion anaerobia para la producciéon de biogas y la fermentacion

alcohdlica para obtener bioalcohol. (Jiménez, et al., 1989).

2.4.1.4- Producciéon de metano

La fraccion de residuos de transformados vegetales que se deposita en
vertedero es susceptible de someterse a tratamiento con el resto de residuos
urbanos para la obtencion de metano, que es el proceso de fermentacion anaerdbica
de los componentes organicos de los residuos soélidos. La fermentacion es producida
por bacterias que se desarrollan en ambientes carentes de oxigeno. Estas producen
"biogas", el cual se compone fundamentalmente de metano (CH,) y de diéxido de
carbono (COy). El metano se puede utilizar en la produccidén de energia eléctrica y

de energia térmica. (Mata, 1998).

2.4.1.5- Obtencion de bioalcohol

La obtencién de etanol por fermentacion alcohdlica ha cobrado interés debido
a la posibilidad de utilizar alcohol como combustible. La fermentacion alcohdlica se
lleva a cabo por microorganismos anaerobios o aerobios facultativos a partir de
azucares. Estos azucares se pueden encontrar en forma de polimeros: almidon y

celulosa. (Jiménez, et al., 1989).
Los residuos producidos por la industria de conservas vegetales, por su

contenido en celulosa, pueden utilizarse como fuente de energia renovable, evitando

asi su acumulacion. La fraccion celuldsica de los residuos se transforma mediante
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hidrdlisis en glucosa, que por fermentacion se convierte en combustible (etanol).

(Lazaro y Arauzo, 1994).

2.4.2- Caracteristicas de fabrica de papas fritas y produccion de metano por

fermentacion.

- Poblacion equivalente a la fabrica: 350.000 hab.
- Aguas residuales con 9.000mg/ml de DQO.

- Digestion anaerobia: 8 dias

- Produccién de metano: 1.500 m®/dia.

- Resultados: 88% de reduccién de la DQO.

2.5- ALMIDON

El almidén es la sustancia de reserva alimenticia de las plantas, y proporciona
el 70-80% de las calorias consumidas por los humanos. Es el polisacarido mas
abundante e importante después de la celulosa desde el punto de vista comercial.
Se encuentra en cereales (maiz, trigo, arroz), tubérculos (papa, tapioca) y en
algunas frutas (platano) como polisacarido de reserva energética, y su concentracion

varia dependiendo de la madurez.

El almidén se diferencia de los demas carbohidratos por presentarse como
complejas particulas discretas (granulos). Los granulos de almidon son
relativamente densos e insolubles, (figura 1). En el almidén de la papa los granulos
de almiddon se encuentran libres en el interior de la célula, de tal modo que su

aislamiento es un proceso sencillo.

El almidéon esta compuesto de una mezcla de dos polimeros: un polisacarido
esencialmente lineal llamado amilasa y otro muy ramificado llamado amilopectina,
ordenados de forma radial. Contienen aproximadamente 20 - 30% de amilasa y
entre un 70 — 80% de amilopectina. Ambas son largas cadenas de moléculas de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,4; sin embargo, la amilasa es una

cadena lineal y la amilopectina tiene ramificaciones. Cada 15-30 restos de glucosa
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hay una ramificacién, unida a la cadena principal por una unién glicosidica a-1,6.
Las ramificaciones hacen a la amilopectina menos soluble en agua que la amilosa.
(Vaclavik, et al., 2002).

Figura No. 1. Granulo de almidones nativos; yuca (A) y papa (B), imagenes obtenidas por
microscopia optica a 20x. (Badui, 1999).

2.5.1- Amilosa

Es el producto de la condensacién de D-glucopiranosas por medio de enlaces
glucosidicos a-1,4 que establece largas cadenas lineales con 200-2500 unidades y
pesos moleculares de hasta un millén; es decir, la amilosa es una a-D-1,4 glucana,
cuya unidad repetitiva es la a-maltosa. Adquiere la forma tridimensional helicoidal,
en la que cada vuelta de la hélice tiene 6 moléculas de glucosa. Los almidones

contienen alrededor del 25% de amilosa.

2.5.2- Amilopectina

La amilopectina es una molécula muy grande y altamente ramificada. Las
ramas de las moléculas de amilopectina toman la forma de un racimo y se
representan como dobles hélices. Tienen enlaces a-D-1,6, localizados cada 15-25
unidades lineales de glucosa. El contenido de amilopectina en los almidones es de

cerca del 75%.
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La amilopectina de la papa es la Unica que posee en su molécula grupos éster
fosfato. Estos grupos se presentan cada 215-560 unidades de a-D-glucopiranosilo.
La mayor contribucion a la estructura cristalina de los granulos de almidén proviene
de la amilopectina. Esta, por calentamiento en agua, proporciona soluciones claras y
de alta viscosidad que son ademas filamentosas y cohesivas. Al contrario de la

amilosa no forma geles, aunque la concentracién sea muy alta.

La viscosidad decrece sin embargo en medio acido, en tratamientos en
autoclave o por agitacion mecanica. (Badui, 1999; Fennema, 2000). El cuadro No.

4 permite observar algunas caracteristicas de almidones usados en la industria

alimenticia.
Cuadro No. 4. Caracteristicas de diferentes almidones.
Tipo Amilopectina | Amilosa Temperatura de Tamano del
(%) (%) Gelatinizacion (° C) granulo (micras)
Arroz 83 17 62-78 2-5
Maiz 73 27 62-72 5-25
Papa 78 22 58-67 5-100
Trigo 76 24 58-64 11-41

(Badui, 1999).

2.5.3- Productos derivados del almidén

A partir del almidon se obtienen distintos derivados:

- Glucosa: se obtiene por hidrélisis completa del almidén, con acidos y enzimas
amiloliticas.

- Dextrinas: se obtiene por hidrdlisis parcial del almidon empleando acidos y
calor.

- Almidones modificados: se obtienen por gelatinizacion, fluidizacién por acidos,

eterificacion, esterificacion, enlaces cruzados y oxidacion.
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Los anteriores productos son usados ampliamente en la elaboracion de muchos

alimentos y también se usan en industrias de productos no comestibles. (Wurzburg,

1972).

2.5.4- Usos del almidén

Para embeber agua y formar fluidos o pastas viscosas, o geles, para crear
texturas deseadas.
En cereales extruido, snacks de aperitivos y en mezclas en polvo para sopas

y postres.

Como aglutinante y espesante en alimentos infantiles, panaderia, pastelerias
y mayonesas.

La amilosa es util para recubrimiento de frutas (datiles e higos) y frutas
desecadas o glaseadas, ya que evita la adhesividad.

Se usan peliculas de amilosa para un mejor envasado de cafés y tés
instantaneos.

La amilopectina se usa como espesante, estabilizante y adhesivo. (Badui,
1999; Fennema, 2000).

2.5.5- Enzimas degradadoras del almidén

El almidon debe solubilizarse antes de llevar a cabo su hidrdlisis generalizada;

calentando la pasta de almidén hasta que los granulos estallan, el almidon se

dispersa y se gelatiniza y las proteinas asociadas coagulan.

Puede ser hidrolizado por las enzimas a-amilasa, 3-amilasa y B-glucoamilasa.

Las endoenzimas como la a-amilasa actuan en cualquier punto de la cadena y los

granos de almidén no dafiados para degradarlos. Los productos de la hidrdlisis de la

a-amilasa son glucosa, maltosa y dextrinas, dependiendo de la intensidad con la que

se produzca la hidrélisis. La a-amilasa y la glucoamilasa (amiloglucosidasa) son las
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enzimas mas usadas en la industria del almidén, siendo ademas relativamente

baratas.

2.5.5.1- a-amilasa

La a-amilasa hidroliza el enlace glucosidico interno a-1-4 al azar en la amilosa
y amilopectina, dando lugar a productos de bajo peso molecular, solubles y menos
viscosos, cuya ruptura esta limitada por la presencia de los enlaces glucosidicos a-
1-6 en los puntos de ramificacion de la molécula del almidén nativo (amilopectina).
Los productos de hidrolisis tienen configuracion a en la glucosa del extremo

reductor.

Las a-amilasas obtenidas de Bacillus subtilis variedad amyloliquedaciens son
estables al calentamiento. La enzima a-amilasa tiene un pH éptimo de 6 y peso
molecular de 10 a 20,000. (Wiseman, 1985; Wurzburg, 1972). La accién de la a-
amilasa en la porcion de amilosa es en dos etapas: la primera con una rapida
degradacion y resultando maltosa y maltotriosa, pues ataca al azar. La segunda
etapa es mas lenta, hay hidrdlisis lenta de los oligosacaridos formando glucosa y
maltosa. (Zaborsky, 1973). La hidrdlisis de la amilopectina produce glucosa, maltosa,

dextrinas limite y oligosacaridos conteniendo enlaces a-1,6 glucosidicos.

2.5.5.2- Amiloglucosidasa

Las amiloglucosidasas (glucoamilasa o a-1-4 glucohidrolasa) catalizan la
etapa de hidrdlisis de los enlaces a-1-4 del almidon y los oligosacaridos, liberando

moléculas de B-glucosa a partir del extremo no reductor de la cadena.

Los enlaces ramificados a-1-6 también se hidrolizan, pero mucho mas
lentamente formando un jarabe de glucosa del 95-97%, maltosa y dextrinas. La
enzima también hidroliza enlaces a-1-3. La glucosa formada se utiliza como jarabe o

se cristaliza para obtener glucosa pura solida. La glucoamilasa es una enzima
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extracelular producida por Aspergillus o Rhizopus. La enzima tiene un peso
molecular de 60-100,000 y un pH 6ptimo de 4.3-4.5, temperatura optima de 55-60°

C en tiempos de mas de 24 horas. (Wiseman, 1985).

2.5.6- Inhibidores

2.5.6.1- La transglucosidacion

Esta reaccion la realizan tres tipos de enzimas (fosforilasas, nucleétido
difosfato glicosidasas y transglucosidasas). Pertenecen al grupo de las transferasas,
éstas transfieren unidades de monosacaridos. Estan relacionadas con la biosintesis

del almiddén y glucoégeno.

Las transglucosilasas forman maltosa, manosa y altos oligosacaridos a partir
de la glucosa y maltosa. Este fenémeno reduce la produccién de dextrosa para
formar los altos oligosacaridos. Las enzimas transglucosilasas se destruyen a un pH
de 9. (Greenwood, 1970; Radley, 1968; Whistler y Paschall, 1985).

2.5.7- Jarabes obtenidos por reaccion enzimatica

2.5.7.1- Jarabe de glucosa

El jarabe de glucosa es cristalino y viscoso, contiene 66% altos sacaridos,
18% dextrosa y 16% maltosa. Tiene un poder edulcorante del 60% base azucar, y
como contiene un alto ED (equivalente dextrosa) se puede cristalizar rapidamente y
se puede hacer polvo o en grano, como la dextrosa monohidratada (que es glucosa

pura), otro menos purificado es el azucar total.

Se usa en algunos productos alimenticios por el poder anticristalizante,
higroscopicidad, cuerpo, textura, etc. En algunos casos se combina con la sacarosa
para los caramelos, dulce de leche, dulces y mermeladas, helados, productos

lacteos, panificacion y en galletas.
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2.5.7.2- Jarabes de maltosa

Se producen dos tipos fundamentales de jarabes de maltosa: uno de ellos
tiene un contenido de 30-50% de maltosa y el 6-19% de glucosa, un ED de 42-49 y
se utiliza en mermeladas y pasteleria por su resistencia a la aparicion de color, no
ser higroscoépico y no cristalizar tan facilmente como los jarabes de glucosa. El otro
contiene del 30 al 40% de maltosa, 30-50% de glucosa y un ED de 60-70. El
contenido de azucares fermentables es alto y se mantiene estable durante el

almacenamiento. (Maeda y Tsao, 1979).

2.5.7.3- Dextrosa

Se usa principalmente en el area de la farmacéutica, refrescos y jugos,
productos lacteos, etc. Tiene un poder edulcorante del 60-70% base azucar.
(Rentshler, 1962).

2.6 — IMPORTANCIA DE LOS BIONERGETICOS

El mundo se enfrenta al agotamiento progresivo de sus recursos energéticos
basados mayormente en combustibles no renovables procedentes de fosiles vy, al
mismo tiempo, el consumo de energia aumenta a ritmos cada vez mas crecientes
derivando una enorme cantidad de gases contaminantes que son liberados a la
atmosfera. Este tipo de contaminacion ha causado cambios en el clima del planeta

que preocupan a los gobiernos y a la sociedad.

Una de las formas de hacer frente a este tipo de problemas es mediante recursos

energéticos renovables. (FNB, 2004).

2.6.1- Los biocombustibles

El biocombustible mas importante es el etanol (Fig. 2), el cual puede ser

usado como oxigenante de la gasolina elevando su contenido de O, lo que permite
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una mayor combustion, disminuyendo las emisiones contaminantes de hidrocarburos

no oxidados completamente.

H
H
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H

Figura No. 2. Formula del etanol.

El etanol puede ser obtenido de materiales lignocelulésicos como residuos
agricolas, forestales, solidos urbanos y residuos agroindustriales. La materia prima
principal para la obtencion del etanol en los EEUU es el almidon. (Madson y
Monceaux, 1995).

2.6.1.1- Propiedades de los biocombustibles

- El ciclo bioldgico en la produccién y uso de biodisel reduce aproximadamente en
80% las emisiones de anhidrido carbdnico, y casi 100% las de diéxido de azufre.
La combustion disminuye en 90% la cantidad de hidrocarburos totales no
quemados, y entre 75-90% en los hidrocarburos aromaticos. Ademas, proporciona
significativas reducciones en la emanaciéon de particulas y de mondxido de
carbono. Segun el tipo de motor, puede producir un decremento en emisién de
Oxidos nitrosos.

- En el balance final no hay aumento de emisiones de didéxido de carbono, ya que las
reducidas emisiones en comparacion con el petrodisel, se compensan con la
absorcion de CO; por parte de los cultivos oleaginosos.

- Reduce en un alto porcentaje los riesgos de contraer cancer.

- Es seguro de manipular y transportar, es biodegradable, varias veces menos toxico
que la sal de mesa, y tiene un punto de inflamacion de aproximadamente 150° C,
mientras que el petrodisel alcanza los 50° C.

- Los olores de la combustién en los motores diesel por parte del diesel de petrdleo
son reemplazados por el aroma de frituras (papas fritas, palomitas de maiz).
(Stratta, 2000).
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2.7 - MICROORGANISMO FERMENTADOR USADO EN LA INDUSTRIA.

2.7.1- Caracteristicas de las levaduras (Saccharomyces cerevisiae).

El microorganismo Saccharomyces cerevisiae es mejor llamado como
levadura de cerveza. Las levaduras y otros microorganismos viven libres e
independientes en la naturaleza, se encuentran en las frutas, los granos y otras
materias nutritivas que contienen azucares y en el suelo (especialmente en los

vifiedos y en los huertos, en el aire, en la piel y en el intestino de los animales).

Se diseminan a través de portadores y por el viento, por lo general son
organismos unicelulares y se presentan en formas muy variadas desde los esféricos,

ovoides y elipsoidales, (figura 3).

Las levaduras son los microorganismos de mas abundancia y antiguedad que
el hombre a usado con fines utilitarios, se usan en la industria de alcohol, vino,
cerveza, en todo tipo de licores y en multiples procesos que exigen fermentaciéon o

inversion de azucares.

Las levaduras son los microorganismos mas utilizados en la produccion de
etanol por la via fermentativa, debido a que producen un mejor proceso de
separacion después de la fermentacion, ademas producen un contenido de toxinas

muy inferior a otros microorganismos. (Palacio, 1956).

Algunas especies capaces de producir fermentacion alcohdlica son las
levaduras Torulopsis, Candida, ciertas especies Mucor y algunas bacterias, sin

embargo, la mas importante es la Saccharomyces.

Es una levadura unicelular, se divide por gemacion y puede tener una
reproduccion asexual cuando se encuentra en su forma haploide, y de manera
sexual cuando a partir de un cigoto se forma un asca que contiene cuatro
ascosporas haploides. En el cuadro No. 5, permite observar la clasificacion

taxondmica de la levadura.
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Figura No. 3. Levaduras de Saccharomyces cerevisiae, imagenes obtenidas por
microscopia de contraste de fases a 580 aumentos. (Kretzchmarh, 1980).

Cuadro No. 5. Clasificacion taxondmica de la levadura.

Clasificacion taxondmica

Reino
Filo
Clase
Orden
Familia
Genero
Especie

Fungi

Ascomycota
Hemiascomycetes
Saccharomycetales
Saccharomycetaceae
Saccharomyces
Cerevisiae

(Lewin, 2001)

Las utilidades industriales mas

importantes de esta levadura son

la

produccion de cerveza, pan y vino, gracias a su capacidad de generar dioxido de

carbono y etanol durante el proceso de fermentacién. Basicamente este proceso se

lleva a cabo cuando esta levadura se encuentra en un medio muy rico en azucares

(como la D-glucosa). En condiciones de escasez de nutrientes, la levadura utiliza

otras rutas metabdlicas que le permiten obtener un mayor rendimiento energético, y

por tanto no realiza la fermentacion. (Lewin, 2001).

2.7.1.1- Factores de crecimiento.

2.7.1.1.1- Oxigeno:

Las levaduras son microorganismos anaerobios facultativos, aunque se ha

probado que en escasa proporcidn son capaces de desarrollarse bajo condiciones
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anaerobias por completo. En presencia de oxigeno, el crecimiento de la levadura es
mucho mas vigoroso que en cultivos bajo condiciones en que no es posible el

acceso de oxigeno.
2.7.1.1.2- Temperatura:

La temperatura optima para la maxima produccion de levadura se encuentra a
36° C. El coeficiente crecimiento (r = gramos de levadura producidos por hora por
gramo de levadura presente), a 20° C es 0.49, a 30° C sera 0.311 y a 36° C 0.342,

con lo cual disminuye al aumentar la temperatura. (Kretzchmarh, 1980).

En la mayoria de las levaduras el maximo de temperatura para el crecimiento
se halla entre 34 — 47° C. La temperatura determina ademas la actividad de las
distintas enzimas de la misma, y también en este aspecto las diversas especies

reaccionan de forma diferente.
2.7.1.1.3- Concentracién de iones de hidrogeno:

El crecimiento y la fermentacion de la levadura dependen en alto grado de la
composicién del medio nutritivo. EI pH 6ptimo para el crecimiento de la levadura
Saccharomyces cervisiae es entre 4.4 — 4.8. En las alcoholeras se trabaja alrededor
de un pH de 4.2 para evitar contaminaciones en el medio de microorganismos

indeseables.
2.7.1.2- Produccion de alcohol convencional.

En el proceso de obtencién de alcohol, usando tecnologia convencional,
consta de varias etapas: desde un desarrollo de una cepa pura a escala de
laboratorio, hasta llegar a obtener la poblacion requerida en el fermentador con el
objetivo de producir el alcohol. En este proceso nos encontramos con distintos
parametros, los cuales hay que controlar, como son: temperatura, °Bx, pH y
nutrientes. El pH se regula mediante la adiccion de acido sulfurico al medio, mientras
que para los nutrientes se afiade la cantidades requerida de sulfato de amonio y

fosfato de amonio para asegurar los mismos. (Prescott, 1962). En la figura No. 4, se
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observa la ruta de fermentacion que realizan las levaduras Saccharomyces

cerevisiae, en condiciones optimas.

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae (figura 5), fermenta la glucosa
dando alcohol etilico a través de la ruta de Embden-Meyerhof, produciendo 2 mol de
ATP por mol de glucosa, ademas de 2 mol de etanol. Este microorganismo también
es capaz de convertir hexosas en CO, aerébicamente, por lo que en dependencia de
las concentraciones de O, en el medio y de la fuente de carbono se puede favorecer
uno de los dos procesos (Cuadro No. 6). Las levaduras tiene la ventaja de tolerar
concentraciones relativamente altas de etanol (hasta 150g*L '). (Claassen et al.,
1999).
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Figura No. 4. Ruta de fermentacioén de glucosa por Saccharomyces cerevisiae. (Stanier, et
al., 1996).
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Figura No. 5. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en agar glucosado durante 2 dias
a 25° C.

Cuadro No. 6. Rendimientos de crecimiento de organismos fermentadores calculados

mediante la glucosa fermentada o del ATP producido.

Organismo Fermentacion y | Mol de ATP Rendimiento molar, expresado
Ruta formado y mol | en gr. de materia celular por
de glucosa mol de:
fermentada
Glucosa ATP
fermentada producido
Saccharomyces Alcohdlica; 2 21 10.5
cerevisiae Embden
(levadura) Meyerhof
Streptococus Homolactica; 2 22 11.0
faecalis Embden
Meyerhof
Lactobacillus del Homolactica; 2 21 10.5
bruckii Embden
Meyerhof
Zymomonas Alcohdlica; 1 8.6 8.6
mobilis Entner Doudoroff

(Stanier, et al., 1996).

2.8- INMOVILIZACION

En la fermentacion se aprecia el uso continué de células y microorganismos

libres, en suspension, la biomasa microbiana suele utilizarse una unica vez y se

debe desechar provocando contaminacién al ambiente y elevando el costo del

proceso. Al final del proceso de fermentacion el aislamiento del producto deseado

del medio es dificil y caro.
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Los microorganismos y células inmovilizadas son mas faciles de manejar,
menos susceptibles a la contaminacién microbiana y mas facil de separar del
producto. Para poder inmovilizar esporas, microorganismos, células, enzimas, etc.,
pueden utilizarse métodos de atrapamiento idnico, covalente y fisico (algunos
microorganismos se pueden inmovilizar en la pared interior de tubos finos).

(Prescott, et al., 2004; Venkatasubramanian, et al., 1978).

La inmovilizacion de microorganismos, células y enzimas, en soportes
adecuados presenta grandes ventajas en cuanto a control y eficacia del sistema en
procesos industriales, aplicaciones médicas, farmacéuticas, alimentos, aplicaciones
ambientales (tratamiento de residuos) y otras muchas aplicaciones. (Anénimo. 2,
2005).

2.8.1- Aspectos generales sobre la inmovilizaciéon

Es el proceso por el cual se restringen, completa o parcialmente, los grados
de libertad de movimiento de microorganismos, enzimas, organulos, células, etc. por
su union a un soporte, para ser utilizadas repetidamente en distintos procesos.
(Taylor, 1991).

Como ventajas del empleo de células inmovilizadas podemos destacar:

1. El aumento de la estabilidad.

2. La posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costes del proceso.
3. La posibilidad de diseihar un reactor de facil manejo y control, adaptado a la

aplicacion de la célula inmovilizada. (Hartmeier, 1985).

En general, los métodos de inmovilizacion (Kennedy y Cabral,1983; Wiseman,

1985), se suelen clasificar en dos grandes categorias:

a) Retencion fisica (Figura 6).

b) Unién quimica (Figura 7).
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2.8.1.1- Métodos de inmovilizacion por retencion fisica

a) Atrapamiento

Consiste en la retencién fisica del microorganismo, célula o enzima, en las
cavidades interiores de una matriz sélida porosa de forma que se evite la liberacion
de la célula sin impedir la penetracion del substrato, la matriz puede estar constituida
generalmente por pre-polimeros foto-entre-cruzables o polimeros del tipo

poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano.

El proceso de inmovilizacion se lleva a cabo mediante la suspensiéon de la célula en
una solucion del mondémero. El atrapamiento puede ser en geles o en fibras, estas

ultimas suelen ser mas resistentes que los geles.

1) Atrapamiento en geles
Este método se basa en la localizacién de la célula dentro de los espacios
intersticiales de geles poliméricos entrecruzados insolubles en agua. La amplia
distribucion de tamafios de los poros del gel da lugar inevitablemente a pérdidas de
las células atrapadas incluso después de un lavado inicial prolongado. (Bernfeld y
Wan, 1963).

2) Atrapamiento en fibras
Se desarrollé un método de inmovilizacion por atrapado en micro cavidades
de las fibras sintéticas, de forma que las moléculas de las células pudieran quedar
atrapadas en fibras producidas continuamente mediante técnicas convencionales de
hilado en humedo en fibras sintéticas usadas en la industria textil. (Dinelli, 1972;
Dinelli et al., 1978).
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RETENCION FISICA
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Figura No. 6. Métodos de inmovilizacion mediante retencién fisica. (Kennedy y Cabral,
1983).

b) Inclusiéon en membranas:

Dividida en dos tipos:

1) Microencapsulacion
En esta técnica, las células estan rodeadas de membranas semipermeables
que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de reactivo
(células). Estas membranas semipermeables pueden ser permanentes (originadas
por polimerizacion interfacial) o no permanentes (generadas por surfactantes,
también llamadas “micelas reversas”). Las micro capsulas son de forma esférica, de
tamanos entre 1 y 100 ym de diametro. Por éste método se pueden encapsular
simultaneamente una gran variedad de microorganismos, enzimas, ceélulas o
biomoléculas, permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que

suceden en multiples pasos. (Klei, et al., 1985).
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2) Reactores de membranas
Se emplean membranas permeables al producto final, permeables o no al
sustrato inicial y obviamente impermeables a la célula de trabajo. Mediante una

bomba se establece un flujo liquido de sustrato que atraviesa el reactor.

Se debe de proceder a la adsorcion de la célula de trabajo sobre la membrana que

formara el reactor. Esta adsorcién se puede realizar de dos formas:

1. mediante el paso de una solucion taponada de célula a través de la membrana.

2. por contacto continuo de una solucion de célula con la membrana.

2.8.1.2- Métodos de inmovilizacion por unién quimica

a) Unidén a soportes

Son los métodos mas usados y hay mayor informacion de los mismos. Se
debe procurar que la inmovilizacion incremente la afinidad por el sustrato, disminuya
la inhibicion, amplie el intervalo de pH Optimo y reduzca las posibles
contaminaciones microbianas. Ademas el soporte debe tener resistencia mecanica y

se separe facilmente del medio liquido para ser reutilizado.

Se han usado distintos soportes para la inmovilizacidn de muchas células, ya que
éstos difieren en tamafo, densidad, porosidad y forma, aunque generalmente nos
los encontramos en forma de cilindro, hojas, fibras, maderas, ramas y mas

corrientemente en forma de esferas.

Las células se pueden unir a los soportes mediante adsorcion fisica, iénica o

por union metalica o covalente, figura 7.
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Figura No. 7. Métodos de inmovilizacién mediante unidon quimica. (Kennedy y Cabral, 1983).

b) Adsorcion

En la adsorcion fisica, la célula se une a un soporte sin funcionar mediante

interacciones ionicas. Las moléculas de las células deben estar en la superficie de la

matriz sdlida, poniendo una solucién con el microorganismo en contacto con el

soporte por cuatro técnicas:

a) Procedimiento estatico
b
C
d

Electro deposicion

Proceso de reactor

~— = N

Bafo con agitacion

Como principales ventajas de este método destacan:

1. su preparacion sencilla.
2. su bajo costo.

3. no hay cambios de especificidad.

4. los derivados son estables en medios de trabajo con bajo contenido en agua.
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c) Unién covalente

La unién covalente de una célula a un soporte es quiza el método de
inmovilizacidn mas interesante desde el punto de vista industrial. La metodologia de
la union covalente se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte para que
reaccionen con el substrato, por ejemplo con las enzimas, los grupos quimicos
reaccionan con los nucledfilos de las proteinas y de entre los 20 aminoacidos
diferentes que se encuentran en la estructura de las enzimas, los mas empleados
para la formacion de enlaces con el soporte son principalmente la lisina, la cisteina,
la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptéfano, la arginina y el
acido aspartico y glutamico. El resto de aminoacidos, debido a su caracter hidréfobo,
no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica, y no pueden

intervenir en la unién covalente.

Este método presenta las siguientes ventajas:

1. La manipulacion de los derivados inmovilizados es sencilla.
2. La carga de células permanece constante después de la inmovilizacion.
3. Los derivados pueden utilizarse en reactores en continuo, empaquetados, de

lecho fluido o tanque agitado.

En cambio la inmovilizacion por enlace covalente también presenta una serie de

inconvenientes:

1. Es necesario conocer la densidad de grupos activos por unidad de superficie, ya
que condiciona el numero de uniones célula-soporte y su geometria, que puede ser
distorsionarte y conducir a derivados inactivos.

2. La inmovilizacidn covalente no es aconsejable en aquellas células muy sensibles
a cambios de pH, fuerza ionica, etc. Los soportes, tipo de célula que albergan y el

producto creado, (Cuadro No. 7).
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Cuadro No. 7. Tipos de soporte de inmovilizacion.

Soporte Tipo de célula Producto
Intercambiador de iones
basico, anionico Saccharomyces cerevisiae Etanol
Astillas de madera
Ceramica
Vidrio poroso Acetobacter Ac. acético
Saccharomyces carlbergensis Cerveza
Colchones de fibra de vidrio E. coli Metano
Zymomonas mobilis Biomasa
Pseudomonas sp. Etanol

(Scragg, 2004).

2.8.1.3- Tipo de soportes para la inmovilizacién

Los soportes usados en una inmovilizacion, son de una gran variedad de
compuestos naturales o sintéticos, organicos e inorganicos, que difieren en tamafio,
forma, densidad y porosidad, y que pueden ser usados en forma de laminas, tubos,

fibras, cilindros, esferas, etc.

Las industrias prefieren los soportes inorganicos, por la facilidad de union con las

células de trabajo. (Wiseman, 1985).

2.8.1.3.1- Tipo de soportes organicos e inorganicos

Organicos

- Sintéticos: PVC, polipropileno, poliacrilamida, resinas de intercambio idnico,
epoxidos, poliuretanos.

- Naturales: pedazos de madera, antracita, colageno, celulosa, alginatos,

carragenatos, albumina.
Inorganicos

- Sintéticos: arena, silicatos, arcillas, etc.

- Naturales: vidrios con porosidad, ceramicas, etc. (Scragg, 2004).
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2.8.1.4- Opuntia joconostle como soporte natural para la inmovilizacién.

2.8.1.4.1- Genero Opuntia

Se encuentra distribuido ampliamente en ecosistemas semiaridos en el norte
de México, distribuidas en comunidades especificas, llamadas nopaleras y esta

representado por 104 especies.

El uso de Opuntias como alimento para animales domeésticos y silvestres, ha sido de
gran importancia en las regiones aridas y semiaridas del norte del pais, pues
constituye la principal fuente de agua y fibra durante la época de seca de invierno y

primavera.

2.8.1.4.2- Opuntia joconostle (Coyonoxtle, Coyonoxtli, etc.).

Esta especie tiene una gran variabilidad y se encuentra distribuido
principalmente en los estados de Coahuila, Zacatecas, S.L.P., Chihuahua,

Aguascalientes, Durango, Jalisco y Guanajuato.

Crece en suelos relativamente pobres y es una planta invasora tipica de pastizales
(figura 8), es usado como forraje de cabras y ovejas, debido a su alto contenido en
fibra. (Lépez, et al., 1997).

Figura No. 8. Opuntia joconostle (Coyonoxtle), como soporte natural para la inmovilizacion.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de procesamiento y conservaciéon

de alimentos de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”, en Buenavista, Saltillo.
Coahuila, que se ubica a los 25° 21°03" Ny 101° 01’ 34" W a 1743 msnm

3.1 Aparatos y Materiales

Aparatos
Licuadora

Potenciémetro

Parrilla de calentamiento

Refrigerador
Estufa de gas
Espectrofotometro
Refractometro

Bomba de vacio

Materiales
Tela muselina
Aluminio
Papel filtro poro abierto
Agitadores
Gradillas
Pisetas

Micro pipetas
Pipetas
Probetas
Magnetos
Algoddn

Papel destrasa

Vortex

Parrilla magnética

Bafo Maria con agitacion
Cromatografo de gases
Balanza

Incubadora

Micro centrifuga 14000 rpm
Cromatografo de Gases

Matraz Kitazato

Ollas de aluminio

Matraz Erlenmeyer

Matraz de aforacion
Espatula

Termometros

Tubos de ensaye

Tubos de ensaye con tapdn
Vasos de precipitado 100ml 500ml y
1000ml

Viales

Jeringa para cromatografo de gases
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3.2 Reactivos

Los reactivos usados en la presente investigacion fueron los de uso comun
para la determinacion de almidén por yodo, azucares totales por Fenol sulfurico,
azucares reductores por DNS, enzimas a-amilasa y glucosidasa, asi como reactivos

para la preparacién de medios nutritivos (caldo nutritivo).

3.3 Metodologia

3.3.1 Etapa 1: Degradacion de las aguas almidonosas a jarabe glucosado

Para la degradacion de las aguas almidonosas a jarabe glucosado, se
requiere como materia prima las aguas residuales de la industria establecida de
la papa frita, que tienen un contenido elevado del mismo, sin embargo al no
contar con la posibilidad de tener dichas aguas, se procedié a trabajar como lo

sugiere el trabajo realizado por Gonzalez en el 2003.

3.3.1.1  Obtencion de las aguas almidonosas de la papa

Las aguas almidonosas se obtuvieron a partir de la molienda de papas
(variedad Atlantic) en buffer de acetato a un pH de 4.6, posteriormente filtrado
con tela muselina para eliminar el material extrafio, como fibras, trozos de papa,
cascara, etc. volviéndose a filtrar con papel filtro poro abierto con la ayuda de una
bomba de vacio. Todo lo anterior se hizo cuidando la muestra de la oxidacion,

(cubriendo el matraz, de la luz y el calor con papel aluminio).
Después de haber obtenido el agua almidonosa libre de material extrafo, se

determind la concentracidén de almidon por un método espectrofotométrico a 620

nm., al igual que la de azucares totales, por el método del fenol sulfurico.
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3.3.1.2 Degradacion del almidén

En esta etapa se realiz6 la degradacion a partir del almidon de papa entero
que puede llegar a medir aproximadamente de 5-100 p., en su forma natural, a

través de la accion de enzimas amiloliticas.

3.3.1.2.1 Licuefaccion

Es un paso importante pues es la parte inicial de la degradacion de los
granulos de almiddn y consiste en el calentamiento a temperatura de 85° C por 5
minutos. Con este procedimiento los granulos de almidén que estan compactos y
enteros se rompen y liberan las cadenas de amilosa y amilopectina al medio.
Este procedimiento hace mas facil la degradacién con enzimas, puesto que las

cadenas se encuentran libres para proceder a su hidrélisis.

En esta parte se determinan las concentraciones de azucares reductores por

el método del DNS y la concentracidn de almidon presente en el medio.

3.3.1.2.2 Degradacion amilolitica

Esta degradacion, consiste en la adicion de enzimas amiloliticas al medio
almidonoso, para que las cadenas del almidén sean depolimerizadas, mediante

las enzimas a-amilasa y glucosidasa.

3.3.1.2.21 Uso dela enzima a-amilasa

El medio almidonoso se llevo a una temperatura de 20° C y se le adicioné la
enzima a-amilasa a diferentes concentraciones (0.05%, 0.10%, 0.15% 0.20%), a
fin de establecer la 6ptima, monitoreando el proceso por un periodo de 60

minutos, en funcion a las concentraciones de almidén y azucares reductores.

Del procedimiento anterior, se obtuvo maltosa y el medio se preparo para la

accion de la siguiente enzima que es la glucosidasa.
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3.3.1.2.2.2 Uso dela enzima Glucosidasa

El medio almidonoso se elevé a una temperatura de 55° C a pH 4.5 segun las
indicaciones del proveedor y se monitorearon las concentraciones de almidon y
azucares reductores, con el método de espectrofotometria, a diferentes tiempos,
a fin del establecer el tiempo 6ptimo para la maxima obtencién de glucosa.

La concentracion usada de enzima glucosidasa fue de 0.15%, de acuerdo

con la informacién proporcionada por el fabricante.

3.3.2 Etapa2: Fermentacion

En esta etapa se preparo el medio para llevar a cabo la fermentacion, de la

siguiente manera:

- La muestra del jarabe glucosado obtenido en las etapas anteriores; fue
calentado hasta lograr una concentracion de entre 8-10 ° Brix (medida con un
refractometro).

- La muestra se bajo a un pH de entre 3.5 - 4.0, con la ayuda del acido citrico,
tartarico o malico.

- Se adiciond el microorganismo iniciador (Saccharomyces cerevisiae),
previamente cultivado en caldo nutritivo, bajo condiciones de asepsia, ya sea

en forma libre o inmovilizada.

3.3.2.1 Fermentacion Libre

Al total de la muestra antes descrita se adiciond el 5% de la levadura

(Saccharomyces cerevisiae), previamente cultivada.

Se incubd a 25° C en agitacion lenta, y fue monitoreada cada 24 hrs. por un

periodo de 192 hrs., en funcidn a los siguientes parametros:

e ° Brix (azucares reductores)

opH
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e Concentracion de etanol

3.3.2.2 Fermentacion Inmovilizada

El proceso de inmovilizacion consisti6 en la fijacibn espontanea del
microorganismo a la superficie porosa de un soporte organico (palo de

coyonoxtle).

3.3.2.2.1 Inmovilizacién

Se preparo caldo nutritivo de la manera antes mencionada y se le agrego un trozo
del soporte natural (aproximadamente 4cm de diametro), ya esterilizado a 120° C

por 15 minutos.

El trozo del soporte natural previamente esterilizado, se trasladé en condiciones
asépticas, al caldo nutritivo con la levadura (5gr de levadura en 100ml de caldo
nutritivo). El medio anterior conteniendo el trozo de soporte natural, se puso en
agitacion lenta durante 24 horas y dejando reposar por 48 horas con una

temperatura de 25° C.

3.3.2.2.2 Fermentacion

Al medio en condiciones Optimas, se le agregé el trozo de soporte natural

conteniendo la levadura en sus poros (inmovilizada).

Se evalud las concentraciones de los siguientes parametros cada 24 hrs. durante
192 hrs.

e ° Brix (azucares reductores)

opH

e (Concentracion de etanol.

55



OBTENCION DE ETANOL MEDIANTE EL USO DE LEVADURAS (Saccharomyces cerevisiae)
LIBRES E INMOVILIZADAS EN EL SOPORTE NATURAL COYONOXTLE (Opuntia joconostle)
A PARTIR DE AGUAS RESIDUALES RICAS EN ALMIDON.

N. Gaytan Sanchez, 2007

3.3.3. Analisis Estadistico

El disefio experimental al azar constd de 2 tratamientos con tres repeticiones cada
uno. El tratamiento 1 fue en sistema libre, y el tratamiento 2 en sistema inmovilizado.

Los parametros evaluados ya se han descrito anteriormente.
Una vez obtenidos los datos, se procedié a su analisis estadistico. Se realizd un

ANOVA vy prueba t de student (p>0.05), que arrojaron como resultado al mejor

tratamiento, lo cual se discute en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 RESULTADOS

4.1 Etapa 1: Degradacion de las aguas almidonosas a jarabe glucosado

4.1.1 Obtencién de las aguas almidonosas de la papa

El liquido almidonoso proveniente de la molienda vy filtracién de la papa, variedad
Atlantic, presentd un color blanco lechoso, un contenido promedio de almidon de
1687 mg/It y apariencia espumosa, esto es a fin a lo reportado por Gonzalez, (2003),

para un estudio similar.

4.1.2 Etapa: Degradacion del almidén

41.21 Licuefaccion

El efecto observado en este paso del proceso es la formacion de un gel. A
partir del medio se tomaron muestras para calcular las concentraciones de almidén y
azucares presentes en el medio, dichos resultados se presentan en el cuadro No. 8.
Los resultados que se observaron en esta etapa, no tienen mucha variacion de un
paso a otro, ya que el propdsito de la misma es solo la liberacién, previa hinchazon y
ruptura del granulo de almidén, de las cadenas de amilosa y amilopectina al medio,

a fin de facilitar las degradaciones subsecuentes (Nigam y Singh, 1995).

Cuadro No. 8. Concentraciones de almiddn y azucares en mg/It, presentes en el sistema.

Concentracion de almidén y azucares en mg/It
Tratamiento Almidon Azucares
Previo a licuefaccion 1687 878
4_1.2|;)fspués de licuefaccion 1688 833
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4.1.2.3 Degradaciéon amilolitica

4.1.2.3.1 Con enzima a-amilasa

El objetivo de la adicion de diferentes concentraciones enzima al medio, fue para
establecer la 6ptima. Los datos arrojados por dicha prueba se promediaron y se
obtuvieron graficas de las cuales se realizé la determinacion de V,, dichos datos
fueron sometidos a un analisis de varianza (p>0.05%) y se pueden observar en el

cuadro No. 9, donde fue posible establecer como optima a la concentracion 0.15%.

Cuadro No. 9. Actividad enzimatica medida por velocidades.

Determinacién de la 6ptima relacion [Enzima]
[Sustrato]
[ a-amilasa ] Vo (unidades de absorbancia
en ml/min
0.05% 0.273
0.10% 0.270
0.15% 0.425
0.20% 0.457

Una vez determinada la optima concentracion de enzima, se procedido a la

degradacion del material almidonoso, el cuadro No. 10, presenta dichos datos.

Cuadro No. 10. Concentracién de almidén total y azucares reductores.

Concentracion de almidén y azucares reductores en mg/it con
tratamiento enzimatico a-amilasa.
Tiempo min. Almiddn Azucares R.

0 1688 833

15 1673 684

30 1670 777

60 1643 1056
120 1520 1074
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Del cuadro 10 se obtuvieron las figuras 9 y 10, las cuales muestran el descenso
en la concentracion de almidon total, y el consecuente incremento en las
concentraciones de azucares, donde es posible establecer que el tiempo optimo de
contacto es de 120 minutos, lo cual es afin con Gonzalez (2003), quien menciona
que ocurre una rapida degradacion del almidon hasta azucares simples, que

posteriormente seran convertidos totalmente en glucosa por medio de la accion de la

enzima glucosidasa.

1700 . Concentracion de Almidon
S 1650 -
S
% 1600 -
2 1550 -
1500 ‘ | |
0 50 . . 100 150
Tiempo min

Figura No.9. Concentracion de almidon total presente en la muestra.
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Figura No. 10. Concentracion de azucares reductores presentes en la muestra.
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4.1.2.2.2- Con enzima glucosidasa

En esta etapa se partié de una concentracion de almidon de 1520 mg/lt., la cual
fue degrada con enzima glucosidasa y de 1074mg/It., de azucares, se produjo una
cantidad total de glucosa de 18877 mg/lt., en un tiempo optimo de 480 minutos (8
horas), de acuerdo con el analisis de varianza realizado (p<0.05%), como lo muestra
el cuadro 11. El tiempo de produccién de la glucosa es afin con lo presentado por

Gonzalez en el 2003.

Cuadro No. 11. Concentracion de almiddon presente en la muestra y con aplicacion de
tratamiento enzimatico con glucosidasa.

Concentracion de almidén y produccién de glucosa en mg/It
con tratamiento enzimatico glucosidasa.
Tiempo min. Almidoén Glucosa

0 1520 1074

60 0.925 3474

180 0.213 15042
300 0.078 16398
360 0.061 16559
480 0.071 18877
1440 0.053 16045

En las figuras 11 y 12, se observa la eficiencia del trabajo conjunto de las
enzimas ya que es posible tener una concentracion de almidéon minima con su
consecuente incremento en el contenido de glucosa. Esto es afin con Gonzalez en
2003, quien menciona que el tiempo maximo de la produccién de la glucosa fue de 8
horas, en donde también la concentracion de almidon disminuye, hasta obtener las

minimas concentraciones.

Por tanto la degradacion en el presente trabajo y los resultados arrojados de
la hidrolisis del almidon incluyeron tres pasos, licuefaccion con poca liberacion de
azucares monomericos, degradacién amilolitica y glucolitica, donde finalmente se
hidroliza el polimero generando grandes concentraciones de glucosa. Los resultados

anteriores concuerdan con la descripcion presentada por Nigam y Singh en 1995.
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Figura No. 11.

Degradacion del almidon presente en la muestra, con tratamiento enzimatico
con glucosidasa.
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Figura No.12.

Produccién de glucosa, por medio de tratamiento enzimatico con glucosidasa.

La cantidad de almidon todavia presente en el sistema 0.053mg/It, (cuadro

11), posiblemente no fue degradada debido a que la glucosidasa fue inhibida por

algun otro tipo de enzimas, como la transglucosidasa, la cual toma como sustrato a

la glucosa para poder producir maltosa, y es apreciado como un decremento en la

lectura de concentracion de glucosa a las 1440 min., como lo reporta Greenwood en

1970.
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4.2 Etapa 2: Fermentaciones

4.2.1 Fermentacion Libre e inmovilizada

Para poder inmovilizar se necesitd que el soporte natural Opuntia imbricata
(Coyonoxtle), estuviera en condiciones para la fijacién (figura 13), de la levadura, el

cual se tuvo que esterilizar y cortar en pedazos de 5 cm. de alto.

Figura No.13. Soporte natural Opuntia joconostle (Coyonoxtle),
en condiciones de ser usado.

En la figura No. 14, se permite observar la formacion de la biopelicula dentro

del medio, mediante las levaduras.
Después de la formacion de la biopelicula se le dio un suave lavado con agua

destilada estéril y en condiciones asépticas para ser incorporado en el medio de

fermentacion.
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Figura No.14. Formacion de la biopelicula en el soporte natural Coyonoxtle.
4.2.1.1 Comportamiento del consumo de sustrato para la fermentacion libre

e inmovilizada

Para las fermentaciones en el sistema, libre e inmovilizado, se trabajo
inicialmente con una concentracion de 8 ° Brix, (azucares reductores), se trabajé con
este parametro ya que se considera adecuado para el desarrollo levaduriforme y la
consecuente formacion del metabolito de interés, como lo muestran estudios
realizados por Bastidas y Arellano en el 2001, quienes utilizaron concentraciones de

entre 6-8 ° Brix, para la produccion de etanol a partir de jugo de cafa.

El comportamiento de los ° Brix (azucares reductores) se observa en la figura
15, dichos datos fueron sometidos a un analisis de varianza p< 0.05%, anexo A1, de
donde es posible citar que las diferencias entre los sistemas libre e inmovilizados
son estadisticamente significativos teniendo un descenso pronunciado, de 8 a 5.50 °
Brix a un tiempo de 24 horas para el sistema inmovilizado, a diferencia del libre que
llego a 6.7 ° Brix al mismo tiempo, y asi sucesivamente hasta las 196 hrs. donde el

sistema inmovilizado alcanza los 3.9°Brix y el libre solo 5.7°Brix.
Dicho comportamiento se le atribuye a la estabilidad que el microorganismo tiene al

fijarse al soporte, como lo report6 Wiseman en 1985, donde menciona que la

estabilidad y actividad de las células aumenta por la inmovilizacion.
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Figura No.15. Comportamiento de ° Brix para la fermentacion libre e inmovilizada.

4.21.2 Comportamiento del pH para la fermentacion libre e inmovilizada

El siguiente parametro cuantificado fue el comportamiento del pH frente a las
fermentaciones. En la figura 16, se observa que el sistema inmovilizado muestra un
mayor aumento en comparacion con el sistema libre, lo anterior es afin con el autor
Grisales, et al., en el 2002, quien menciona que el pH comprende entre 3 a 4.5, para
la reproduccion de la levadura y una optima fermentacion, ademas el pH de 3 a 4.5
actua como agente precipitante de la materia inorganica y mantiene bajas las

poblaciones de microorganismos contaminantes.

Estadisticamente hay diferencias significativas en los dos sistemas, pues
partiendo ambos sistemas de 3.46, el sistema inmovilizado tuvo una tendencia a
aumentar rapidamente hasta 4.33 y el sistema libre tuvo un aumento no significativo

a 3.65, como se puede observar en el cuadro No. A 4.
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Figura No.16. Comportamiento de pH para la fermentacion libre e inmovilizada.

4.2.1.3 Comportamiento de la formacién de producto para la fermentacién libre
e inmovilizada

La concentracion de alcohol (figura 17) formada por el sistema inmovilizado,
muestra la maxima produccion a las 48 horas, siendo la misma de 2838.26 mg/l y
teniendo un descenso a las 72 horas, de hasta 1926.03 mg/l, dichas
concentraciones fueron mediadas mediante la técnica de cromatografia de gases.
Este descenso en la concentracion del alcohol se puede atribuir a lo propuesto de
Desroiser en 1998 quien cita que el orden de ataque a los carbohidratos es primero
a los azucares simples, seguido por los alcoholes y finalmente los acidos organicos,
comprobandose Io mismo con lo observado en el cromatograma obtenido de la
muestra donde se presenta el pico para la presencia de acido acético en la muestra
de las 72 hs. donde ocurre el citado descenso en la concentracion, y al observar el
comportamiento de los grados brix, donde también se aprecia este descenso
marcado a las 48 y después de las 72 hs., las concentraciones de los mismos no

presentan disminuciones tan marcadas.

En dicha figura, es posible apreciar diferencia altamente significativa para
ambos sistemas, donde, el sistema inmovilizado trabajo a un tiempo menor y con
una maxima produccidén a las 48 horas a comparacién del sistema libre, quien
muestra su maxima produccion a las 96 horas y siendo menor que la fermentacion
inmovilizada (2343.73 mg/l), como se puede apreciar en el anexo A3. La actividad

observada por el sistema inmovilizado concuerda con los autores Trevan, Rosevear,
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en 1993; Kosaric en 1983 y Linko en 1981, quienes mencionan que el uso de células
inmovilizadas aumenta la produccion de metabolitos en un periodo corto de tiempo,

debido a que se aumenta la estabilidad y disminuye considerablemente costos de
produccion.
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Figura No.17. Concentracion de alcohol mediante la fermentacion con celulas libres e
inmovilizadas.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Las enzimas amiloliticas (amilasa y glucoamilasa), fueron capaces de
degradar el almidon, teniendo que la concentracion optima para la amilasa es de
0.15% con un tiempo de contacto de 120 min. Y de 480 min., para la
glucosidasa, permitiendo con ello la obtencidn de un jarabe glucosado apropiado

para el proceso fermentativo.

Periodos de contacto mas prolongados con la glucosidasa dan como
resultado decrementos en el contenido de glucosa, debido a la accion de la

enzima transglucosidasa.

Las condiciones fisicas del soporte natural del palo de coyonoxtle fueron
aptas para la fijacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual fue capaz

de inmovilizarse y formar una biopelicula.

Del seguimiento cinético al proceso fermentativo es posible citar que el
microorganismo fijo en al sustrato presenta mayor estabilidad, expresado en un
alto consumo del sustrato (azucares reductores, expresados como grados Brix)

al compararlo con el sistema libre.

La obtencién de etanol a partir de aguas ricas en almidon degradadas a
jarabes glucosados, mediante una fermentacibn mediada por la levadura

Saccharomyces cerevisiae libre e inmovilizadas fue posible.

La fijacidon de las levaduras al soporte permitié que el tiempo para la maxima
produccion de alcohol fuera de 48 hrs., considerablemente menor en
comparacion con las 96 hrs. requeridas para el sistema con microorganismos
libres, lo cual trae consigo ventajas desde el punto de vista econémico para su

produccion a gran escala.
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CAPITULO 7

ANEXOS

Cuadro No. A1. ° Brix para los sistemas libres e inmovilizados por tiempo.

Tiempo/
Ferment

oL
0,2
24,1
48,L
72,L
96,L
120,L
144,L
168,L
192,L
24,7
72,2
48,7
96,2
120,Z2
144,72
168,Z
192,72

OO0

OO0 OG0

mimm

m

Minimo
cuadrado
medio

8,0000000
8,0000000
6,7000000
6,3000000
6,2000000
6,1500000
6,0500000
6,0000000
5,9000000
5,7000000
5,5000000
4,9000000
4,8500000
4,7000000
4,3000000
4,1000000
4,1000000
3,9000000
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Cuadro No. A2. pH para los sistemas libres e inmovilizados por tiempo.

Tiempo/ Minimo
Ferment cuadrado

medio
192,7 A 4,3300000
168,Z A 4,2950000
144,7 B 4,1150000
120,Z C 4,0300000
96,Z D 3,9650000
72,7 E 3,8450000
48,2 F 3,7800000
24,7 G 3,6500000
192,L G 3,6500000
168,L H 3,5500000
144 L H 3,5350000
120,L H | 3,5000000
24,L I J 3,4800000
o,L I J K 3,4600000
0,Z I J K 3,4600000
48,L I J K 3,4600000
96,L J K 3,4400000
72,L K 3,4200000
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Cuadro No. A3. Alcohol para los sistemas libres e inmovilizados por tiempo.

Tiempo/ Minimo
Ferment cuadrado

medio
48,7 A 2838,2600
144,7 B 2433,8500
96,Z C 2397,3100
144,L D 2362,8900
96,L E 2343,7300
120,L F 2297,8300
72,L G 2182,2100
120,Z H 2143,8700
48,L I 2114,9500
24,7 J 2014,5700
24,L K 1969,9200
72,2 L 1926,0300
0,Z M 1636,1200
o,L N 1536,1300
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