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Resumen
La propuesta planteada pretende evaluar la produccion de alcohol de 3 levaduras aisladas del
proceso fermentativo, y comparar sus rendimientos, consumo de sustrato y concentracion final de
etanol con una levadura comercial estandarizada en el proceso denominada cepa patron (PT). Los
ensayos se dividieron en dos etapas, en la etapa 1 el montaje a escala laboratorio para evaluar la
produccion de alcohol y la cantidad de biomasa, en la segunda parte se realiza el montaje a escala
biorreactor de 10 L en condiciones controladas de temperatura (30°C), agitacion (150 rpm), y un
pH de 4.5. El objetivo es identificar la mejor cepa de levadura en cuanto a produccion de etanol
para optimizar el proceso actual de fermentacion alcohdlica en la destileria del ingenio Providencia.
Las 3 cepas con mejores resultados se comparan con la cepa actualmente utilizada, y se determina
que la levadura denominada cepa 4 alcanza las producciones de alcohol de la cepa patrén con un
9.1 % de grado alcohdlico. En la ANOVA se analiza la varianza, concluyendo que no existe
diferencia significativa entre las cepas evaluadas para cada pardmetro, es decir, las levaduras

evaluadas son promisorias y se pueden continuar evaluando en futuros proyectos.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, etanol, fermentacion alcohdlica, sustrato, mieles de

cana.
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Abstract

The proposal aims to evaluate the alcohol production of three yeasts isolated from the fermentation
process, and to compare their yields, substrate consumption and final ethanol concentration called
standard strain (PT). The trials were divided into two stages, in stage 1 the laboratory scale set-up
to evaluate the alcohol production and the amount of biomass, in the second part the set-up is
carried out at a bioreactor scale of ten Liters under controlled conditions of temperature (30°C),
agitation (150 rpm), and a pH of 4.5. The objective is to identify the best yeast strain in terms of
ethanol production to optimize the current alcoholic fermentation process in the distillery. The three
best performing yeasts are compared with the currently used yeast, and it is determined that the
yeast called strain 4, reaches the alcohol yields of the standard strain with 9.1 % alcohol content,
with a similar consumption of fermentable sugars and nitrogen source.

In the ANOVA the variance was analyzed, concluding that there is no significant difference between
the strains evaluated for each parameter, i.e., the yeasts evaluated are promising and can be further

evaluated in future projects.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, ethanol, alcoholic fermentation, substrate, sugarcane

molasses.
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1.Introduccion

La poblacion actual se enfrenta a la busqueda de nuevas energias renovables para implementar una
alternativa al uso de combustibles fosiles que generan problemas ambientales como gases de efecto
invernadero (Demirbas, 2010). Entre las ventajas del uso de energia renovable se encuentra la
disponibilidad. Actualmente se producen biocombustibles como el bioetanol a partir de productos
agricolas como la cana de azucar, sin embargo, resulta ser mas amigable utilizar la biomasa o
residuos lignoceluldsicos para producir etanol de segunda generacion.

Las levaduras son organismos eucariotas con una morfologia variable respecto a su tamafio, color
y forma. Ademas, alcanzan un diametro mayor al de las bacterias y pueden ser ovaladas, esféricas
o incluso elipticas. Se reproducen por gemacidon en condiciones ambientales especificas a una
temperatura de 30°C, pH de 4 a 4,5. Son microorganismos muy importantes en la industria, ya que
a lo largo del tiempo se han utilizado para la produccion de pan, vino y otras bebidas fermentadas.
Estos microorganismos pueden llevar a cabo dos tipos de metabolismo: la fermentacion anaerobia
y la aerobia. En presencia de oxigeno, inicia la fase de reproduccion celular para formar biomasa
y CO2 (ecuacion 1). En ausencia de oxigeno, las levaduras producen menos biomasa y su principal
producto es el alcohol, junto con CO: (ecuacion 2) (Curia, 2011).

Ecuacion 1. CeH1206(aq) + 6 02(9) = 6 O2(9) + 6 H20

Ecuacion 2. CeH1206(aq) = 2 CH3CH20H + 2 CO2(g)

El etanol tiene el potencial para ser la principal fuente de energia renovable en el mundo, ademas,
el retiso de los residuos de la industria agricola favorece el cumplimento de la normatividad
ambiental y demas requisitos de sostenibilidad (Chang, 2007).

De acuerdo con Asocafia (Sector azucarero colombiano), en el afio 2006, 5 de los ingenios
azucareros de Colombia construyeron su propia destileria de alcohol (Incauca, Providencia,
Manuelita, Mayagiiez y Risaralda), logrando una produccion dual de azlcar y etanol. La
implementacion de este proceso productivo resulta ser estratégico para la generacion de empleo,
disminucion del calentamiento global, y la optimizacion del proceso de produccién de caia por la
utilizacioén de subproductos. (Asocaiia, 2014).

En este informe se presenta la evaluacion de un cluster de cepas de levaduras para identificar la
cepa con mejor rendimiento en la fermentacion alcohdlica, es decir, para la produccion de etanol,
usando como sustrato la miel de cafia.
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2. Planteamiento del problema

El proceso de produccion de alcohol en la destileria del Ingenio Providencia utiliza cepas
comerciales de levadura, las cuales son efectivas. No obstante, hay oportunidades para mejorar la
eficiencia, reducir costos y adaptar mejor las condiciones especificas del proceso de fermentacion.
En el proceso de fermentacion se recircula la vinaza, un subproducto de la produccion de alcohol
con alta carga organica, que podria afectar el producto. La vinaza puede ser dificil de gestionar
debido a su alta carga orgénica, lo que representa un desafio de sostenibilidad.

Se busca evaluar cepas que produzcan una mayor cantidad de alcohol para optimizar el proceso y
reducir costos. Es crucial encontrar cepas de levadura que no solo sean mas eficientes en términos
de produccion de alcohol, sino que también se comporten igual o mejor que las cepas actualmente
utilizadas en presencia de vinaza, lo que podria contribuir a una mejor adaptacion y rendimiento
en el proceso de fermentacion.

Este proyecto busca evaluar y comparar varias cepas de levadura productoras de alcohol, tanto
comerciales como levaduras aisladas del mismo proceso en la destileria. Se espera que algunas de
las levaduras aisladas, al estar adaptadas a las condiciones especificas del proceso, ofrezcan
ventajas significativas en cuanto a eficiencia y adaptacion a la vinaza.

El objetivo es identificar cepas de levadura con caracteristicas superiores que puedan reemplazar a
las cepas comerciales actuales. Se pretende encontrar levaduras que requieran menos sustrato o
fuente de nitrogeno para producir una cantidad igual o superior de alcohol, y que ademas muestren

una buena adaptacion a la vinaza.

2.1 Antecedentes

Como lo menciona en su articulo, (Alexis Gomez, 2018), a escala industrial Brasil y EUA,
impusieron el uso del etanol como combustible alternativo de manera exitosa, por ejemplo en EUA,
el 96 % del mercado de gasolina es E10 (10 % v/v de etanol con 90 % v/v de gasolina), por otro

lado el etanol que se produce desde almidon de maiz abarca tres cuartas partes de la produccion de
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biocombustibles del pais, el valor agregado de este es su procedencia de la materia prima de la
industria alimentaria (M.P. Sudhakar, 2016).

Brasil produce gran parte de su etanol a partir de cafia de aztcar, la produccion de etanol en
el 2014 cubrié toda la mezcla E25 (25 % v/v con 75 % v/v de gasolina) disminuyendo la
importacion de 550 x106 barriles de petroleo (ANP, 2014). (Alexis Gémez, 2018)

Para el afio 2012, la produccion en promedio de etanol combustible en el mundo fue 232,000
m? d”!, de los cuales 138,408 m> d-1 (59.5 %) fueron producidos en EUA, y 63 374 m* d1 (27.4 %)
en Brasil (ANP, 2014).

La materia prima usada para la produccion de etanol carburante puede variar, segin la
estructura vegetal y la forma en que almacenan la energia, en el caso de la cafia de azucar, los tallos
almacenan la energia en forma de sacarosa. En 2013 se cultivaron aproximadamente 8.6 millones
de hectareas en Brasil con un rendimiento promedio de 70 t ha-1, para un total anual de 596
millones de toneladas de cafia para producir etanol (Oliveira, 2018).

Para extraer azlicares fermentables y carbohidratos no estructurales mediante el proceso de
difusiéon a partir de biomasa de cafia se han estudiado diversos métodos (Nana Baah
AppiahNkansah, 2015). Para el proceso de molienda y la depuracion de microorganismos que
aumentan la interaccion de las enzimas con el almidon se han estudiado técnicas y el proceso

optimo (Adrian Gonzélez Leos, 2016)

En el proceso de produccion de alcohol artesanal pueden participar diferentes tipos de
levaduras como Saccharomyces sp, Torula sp. y Pichia sp, pero a diferencia de esto, a escala
industrial, es necesario que en el proceso de obtencion del producto, solamente este presente el tipo
de microorganismo Saccharomyces sp, por los requerimientos para un proceso Optimo y
econdmicamente viable, es decir se usan cepas comerciales puras, especificamente para la

produccion de alcohol para controlar la fermentacion (Adrian Gonzélez Leos, 2016).
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3 Justificacion

La eficiencia y rentabilidad en la produccion de alcohol son aspectos de relevancia para las Optimas
condiciones de produccién de alcohol en los ingenios colombianos. Actualmente, las empresas
utilizan cepas de levadura comerciales que pueden ser optimizadas para que no presenten
limitaciones en términos de adaptacion a las condiciones especificas del proceso, especialmente en
lo que respecta a la gestion de la vinaza. Esta situacion no solo incrementa los costos operativos,

sino que también puede afectar negativamente la eficiencia del proceso de fermentacion.

La reutilizacion de la vinaza en el proceso de fermentacion introduce una carga organica
considerable, lo que puede dificultar la actividad fermentativa o aumentar el riesgo de
contaminacion si las levaduras no estan adecuadamente adaptadas. Las cepas aisladas podrian
adaptarse tan bien o incluso mejor que la cepa comercial actualmente utilizada, lo que permitiria
una mayor produccion de alcohol y la evaluacion de nuevas oportunidades de mejora.

El uso de cepas de levadura que no solo sean eficientes en la produccioén de alcohol, sino que
también estén adaptadas a la presencia de vinaza, podria representar una solucidn significativa para
estos desafios. La identificacion y aplicacion de levaduras con estas caracteristicas podrian mejorar
la eficiencia del proceso de fermentacion, reducir los costos operativos y optimizar el manejo de la
vinaza.

Ademas, la evaluacion de cepas de levadura aisladas del mismo proceso en la destileria presenta
una oportunidad valiosa. Estas levaduras podrian estar mejor adaptadas a las condiciones
especificas del proceso de fermentacion en el Ingenio Providencia. La posibilidad de descubrir
cepas con un rendimiento superior o igual al de las cepas comerciales actuales no solo podria
mejorar la eficiencia del proceso, sino que también podria ofrecer una alternativa mas econdmica
y sostenible.

Por lo tanto, investigar y adoptar cepas de levadura més adaptadas a las condiciones especificas del

proceso en la destileria del Ingenio Providencia es crucial para mejorar la competitividad, reducir
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costos y optimizar la produccion de alcohol. Este proyecto proporciona una base para realizar estos

avances, ofreciendo potenciales beneficios tanto econdmicos como operativos para la empresa

4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Evaluar la produccion de etanol para un cluster de cuatro cepas de levaduras aisladas del Ingenio
Providencia SA.

4.2 Objetivos especificos
* Analizar la cinética de crecimiento de cada cepa evaluada.
* Identificar el consumo de sustrato de las levaduras
* Comparar la produccion de etanol y determinar la cepa (s) de levadura que presenten el
mejor rendimiento.
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5 Marco tedrico

¢ (Cana de azicar.

La Cafia de Azlcar (saccharum officinarum), es muy eficiente en la produccion de biomasa tiene
una alta tasa de aprovechamiento de energia solar y tolerancia a la sequia, estas caracteristicas la
convierten en una planta ideal para produccién de azucar y bioetanol. Se conocen diversas
variedades cultivadas que se diferencian por el color y la altura de los tallos. (Alvaro Rincén, 2018)

*  Subproductos.
Mieles

La miel es un liquido denso y viscoso que resulta de la refinacion de la sacarosa de la cana de
azicar durante el proceso de extraccion del jugo, clarificacion, evaporacion cristalizacion,

centrifugacion, clasificacion. (SA., 2016)

Bagazo de caria

Se produce luego de la molienda de la Cafia de Azlcar, este subproducto se utiliza en la planta de
compostaje o también, como combustible en las calderas para la cogeneracion de energia. En el
ingenio providencia SA., entr6 en funcionamiento la planta de cogeneracion de energia a partir del
bagazo de cafia, este proyecto se realizo con el objetivo de emplear eficientemente la energia para
optimizar el uso de los recursos energéticos que provee la cana de azlcar, la cual, es una fuente
importante de biomasa. (SA., 2016) La planta de cogeneracion de energia tiene la capacidad de
generar 38 Megavatios por hora (MWh). Se instal6 una caldera de alta presion con capacidad de
400.000 libras de vapor por hora, dos turbogeneradores con capacidad de 20 y 18 MW cada uno y
una subestacion eléctrica de 25 MVA que eleva el voltaje de 13.200 voltios a 115.000 voltios. (SA.,
2016)

Cachaza

En algunos ingenios, estos residuos organicos (cachaza, ceniza, hojas y vinaza concentrada) los
transforma en un producto estable e higienizado, que es de uso agricola en la agricultura como

abono organico, el cual contiene un 30% de humedad, y, ademas, como mejorador del suelo. La
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planta de compostaje de Ingenio Providencia S.A., tiene capacidad para procesar cada dia 420
toneladas de residuos y 200 toneladas de vinaza, con lo que produce 150 toneladas de compost al
dia. (SA., 2016)

*  Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levaduras mas utilizada para la obtencion de etanol a
nivel industrial, esto se debe a que es un microorganismo de facil manipulacion, no es exigente en
cuanto a su cultivo, tiene bajo costo, tolera altas concentraciones de etanol, en la fermentacion
produce bajos niveles de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones
de azucares, presenta alta viabilidad celular para el reciclado y caracteristicas de floculacion y
sedimentacion para el procesamiento posterior (Asocaia, 2014).

* Fermentacion alcoholica.

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioquimico en el que las levaduras convierten los
azucares presentes en un medio, como el jugo de cana, en alcohol etilico y diéxido de carbono.
Este proceso es fundamental en la produccion de bebidas alcohdlicas como el ron y la cerveza. La
fermentacion alcohodlica a partir de levaduras aisladas de miel de cafia se convierte en una
interesante alternativa para obtener productos con perfiles aromaticos diferentes (segin la

procedencia de la cepa) y sensoriales Unicos. (Garcia Romel, 2015)

¢ Cinética de crecimiento.

La Cinética de Crecimiento se refiere al andlisis cuantitativo de la velocidad a la que las levaduras
se reproducen y se multiplican en un medio de cultivo determinado. Este enfoque permite
determinar como evoluciona la concentracion de células durante la fermentacion, lo que resulta
significativo para estimar la produccion de etanol. Entender la cinética de crecimiento de cepas de
levaduras es esencial para predecir el rendimiento del proceso y aplicar estrategias que mejoren la
eficiencia en la produccién de biocombustibles en la industria. (Alejandro Rincén Santamaria,
2018)

¢ Rendimiento del etanol.

El rendimiento se puede determinar con el grado de fermentacion, este se refiere a la cantidad de
azucares fermentables convertidos en etanol durante el proceso de fermentacion. Es decir, el
parametro esta influenciado por factores como la concentracion de azlcares en el sustrato, la cepa

de levadura utilizada, la temperatura y el pH del medio de fermentacion. Un alto grado de



EVALUACION DE UN CLUSTER DE LEVADURAS PARA LA OPTIMIZACION DE LA...
17

fermentacion y un rendimiento 6ptimo son importantes para maximizar la produccion de etanol.

(Garcia Romel, 2015)

6 Metodologia

6.1 Microorganismos

En el presente proyecto de investigacion, se utilizo el medio miel como indculo para determinar
el crecimiento de levaduras seleccionadas y realizar sus respectivos analisis comparativos con la
levadura denominada como patrén actualmente usado en la planta.

6.2 Bioaumentacion de las cepas seleccionadas.

Para la siembra masiva de las cepas nativas seleccionadas se utilizé el agar CGA como medio de
cultivo. Se incub6 un total de 10 cajas Petri por cepa durante 48 horas a 30°C. Posteriormente se
realiz6 coloracion de Gram a una caja por cepa para tener un control de calidad que permitiera
verificar la pureza de la levadura. De la coloracion de Gram realizada a cada cepa, se pudo
determinar la pureza de cada cultivo, que se utilizara para preparar el indéculo destinado a la
fermer{cagién alcoholica a escala de laboratorio en tipo lote.

Cepa Patron (PT) Cepa 2
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Figura 1: Cepas evaluadas vistas en microscopio en objetivo 100x.

Se verifica la pureza de las 3 levaduras a utilizar y se determina que es posible realizar los

préximos montajes a escala laboratorio y biorreactor para conocer el grado de alcohol producido

de cada levadura induciendo la fermentacion anaerobia, y adicionalmente la produccion de

biomasa usando la fermentacion aerobia.

6.3 Control de calidad

Como procedimiento esencial para determinar la pureza del experimento y corroborar las UFC

esperadas se realiza un control usando una dilucién seriada en agar cloranfenicol Glucosado
(CGA) y Plate Count (PC).

Tabla 1. Control de calidad.

Microorganismo | CGA PC
Patron R1 49 X10%-7 |0
Patrén R2 42 X10~-7 |0
Cepa 3 R1 86 X10*-7 |0
Cepa3 R2 96 X10n-7 |0
Cepa 4 R1 58 X107 |0
Cepa 4 R2 61 X10*-7 |0
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6.4 Montaje a escala laboratorio para fermentacion alcohdlica

El montaje se compone de 9 unidades experimentales teniendo en cuenta el control, cada unidad
contenia inicialmente 450 mL de medio y 50 mL de in6culo. El lote se dejo bajo condiciones
controladas a una temperatura de 30° C y 150 rpm durante 24 horas con un pH de 4.5.

o 1 .

A

Figura 2. Montaje experimental 1 a escala laboratorio.

Al cumplirse las 24 horas del lote de fermentacion, se desmontan las unidades del shaker y se miden
los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos pertinentes.

6.5 Preparacion del medio de fermentacion y estandarizacion del inoculo.

En esta etapa se establecieron los porcentajes de cada componente para la preparacion del medio
de fermentacion, ademas, se prepard solucion salina estéril al 85 % para el indculo.

Balance del medio de fermentacion

Para preparar 4.5 L de medio de fermentacion con una produccion final estimada de alcohol del
10.68 % se adiciona:

Agua de proceso = 1.61 m3
Vinaza = 1.61m3

Inéculo = 0.45 m3

Miel B =0.89 m3

Urea=272g

Luego de homogenizar el medio de fermentacion, se adicionan 450 mL de medio en nueve
Erlenmeyer de un litro, etiquetados con el nombre y la réplica de cada cepa, asi como el control.
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Se mide el pH del medio y se esteriliza en la autoclave a 121°C durante 15 minutos. Una vez
esterilizado y enfriado, se procede a la inoculacion en la cabina de flujo laminar.

Tabla 2. pH inicial y final de cada réplica del montaje de fermentacion 1.

Muestra pH inicial |pH final
Cepa patron R1 | 4,68 4,71
Cepa patron R2 4,67 4,73
Cepa2 R1 4,77 4,82
Cepa 2 R2 4,74 4,85
Cepa 3 R1 4,79 4,9
Cepa 3 R2 4,78 4,85
Cepa 4 R1 4,7 4,81
Cepa 4 R2 4,7 4,82
Blanco 4.8 4.8

* Preparacion del inoculo

Usando cuatro frascos schott de vidrio de 250 ml con 150 ml de solucion salina al 85% estéril, se
recolecta la biomasa de 3 cajas de cada cepa para obtener el inoculo. Se ajusta la densidad 6ptica
a2.0 (200 x 200 x 106 cel/mL) a una absorbancia de 620 nm.

Tabla 3. Ajuste de densidad optica para cada indculo.

Densidad
optica

Muestra

Cepa Patron 2,358-1,880

Cepa 2 2,296

Cepa 3 2,261
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Cepa 4 2,186

6.6 Analisis microbiologico y fisicoquimico de cada levadura usada.

En esta parte del experimento se deben separar 50 mL de cada réplica para los andlisis
microbiologicos, 50 mL para aztcares fermentables y el resto de la muestra para determinacioén
de grado alcoholico (50 mL) y AMNL (100ml).

Tabla 4. Toma de muestras para analisis microbiologicos y fisicoquimicos.

REPLICA MUESTRA REPLICA MUESTRA

C1R2

C2R1

C2R2

6.7 Produccion de biomasa

Para evaluar la cinética de crecimiento en relacion a la biomasa producida, se utilizan muestras
del medio (Montaje a escala biorreactor # 1) las cuales se congelaron previamente. Se determina
la cuantificacion de biomasa utilizando la metodologia peso seco, para esto se utilizaron 50 (g/L)
de muestra, una balanza con (precision g x 0,001), una mufla para secar la muestra un recipiente
metalico.
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6.8 Produccion de Alcohol- Montaje a escala biorreactor

6.8.1 Balance del medio de fermentacion

Para preparar 6.2 L de medio de fermentacion con una produccion final estimada de 10 % de alcohol
se adiciona:

Agua de proceso = 2.4 m3
Vinaza = 2.4 m3

Inéculo = 1.3 m3

Miel B=1.274m?3

Figura 3. Montaje Biorreactor para fermentacion alcoholica.

Se realiza el montaje para fermentacion alcoholica usando las 3 cepas seleccionadas y la cepa
patron por duplicado, durante 24 horas, en condiciones controladas de una temperatura de 30 °C,
150 rpm y un pH igual a 4.5. Se utiliz6 un volumen inicial de 6 L en un biorreactor con capacidad
de10L
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Para las réplicas realizadas en este montaje fue necesario adicionar antiespumante para facilitar la
toma de muestra cada dos horas.

Los analisis realizados para determinar el grado alcohdlico, azlicares fermentables y amino
nitrogeno libre (AMNL) se realizan con la ayuda del laboratorio de fisicoquimica de la destileria
del ingenio Providencia. Para la determinacion de azucares fermentables se utilizo el equipo
HPLC de la marca Agilent usando una columna Hi Plex Ca++.

7 Resultados

7.1 Analisis fisicoquimico

Tabla 5. Grado alcohdlico 16 y 24 horas.

%OH | %OH final | %OH (24 | AMNL

Muestra inicial | (16 h) h) (mg/L)
Cepa patron R1 * 9.8 11

208
Cepa patron R2 * 9.3 11,1

183
Cepa2 R1 * 1,5 NA

4
Cepa2 R2 * 1,6 NA

381
Cepa 3 R1 * 7 8,7 234
Cepa 3 R2 * 7 7,7

197
Cepa 4 R1 * 9 10

66
Cepa 4 R2 * 9.1 9.8

78
Blanco 2 1,4 NA

350

De acuerdo con la tabla 5, se puede observar que luego de 24 horas en el shaker, el grado
alcohdlico producido por la cepa patron es sobresaliente en comparacion a las demas, obteniendo

un grado alcohdlico de 9.8% a 9.3% durante 16 horas, al igual que la cepa 4, con un grado
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alcoholico de 9 % y 9.1%. También, se puede ver que la cepa 3 alcanza 7% de grado alcoholico y
tiene un potencial para seguir explorando. Es notable que la cepa 4 puede igualar la produccion de
alcohol a escala laboratorio. Es importante mencionar que la vinaza utilizada para el medio de

fermentacion contenia un grado alcohélico de 1.4%

A continuacion, se realiza el montaje para evaluacion de la cinética de crecimiento para las

3 cepas seleccionadas y la cepa patrén (PT) por duplicado, durante 16 horas.
7.2 Produccion de biomasa

La produccion de biomasa en el tiempo indica que la levadura PT produjo mayor biomasa
con un valor de 11.16 mg/L, la cepa 4 alcanz6 un valor de 10.87 mg/L y las demas se encuentran
por debajo de 10 mg/L. la cepa tomada como patron empieza a mostrar caracteristicas mejores, esto
se puede atribuir a que se trata de una cepa comercial especificamente hecha para la produccion de
etanol.

Biomasa vs Tiempo

— Cepa2 888; 13:4%
8

00, 9.96)

10

00, 4.80)

Biomasa [mg/L]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (h)

Grdfica 1. Cinética de crecimiento Biomasa (g/L) vs Tiempo(h).

7.3 Azucares fermentables

Los azucares fermentables son carbohidratos que pueden ser descompuestos y
metabolizados por microorganismos como las levaduras, el consumo de azicar fermentable se
puede ver afectado por la concentracion de azucar, la temperatura, el pH, o la ausencia de otros

nutrientes como el magnesio, zinc, y urea como fuente de nitrogeno (Spencer, 1981)
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Comparativo de consumo de sustrato(AF)

Consumo [g/L]
w
=]

N
o
1

10 A

cepa2 cepad cepa3 PT
Levaduras floculantes

Figura 4. Consumo de [AF] (g/L) vs tiempo (h).
En la figura 4 se observa que la cepa PT alcanza un valor de 43.12 (g/L) de azlicares
fermentables y la cepa 4 alcanza 43.88 (g/L), por tal motivo, la cepa 4 presenta las caracteristicas

mas similares a la levadura PT, con un consumo de [AF] entre 43.1 (g/L) y 43.9 (g/L

a)- Cirdtica de consumo |Azucares fermentables|

a lat)

d.
b).
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Figura 5. a.) Consumo de [AF] (g/L) vs tiempo (h). b.) Consumo de sacarosa para cada
levadura. c.) Consumo de glucosa para cada levadura. d.) Consumo de fructosa para cada

levadura

En la figura 5, se observa el resumen del consumo de azicares fermentables [AF] (g/L) en
el tiempo, en la parte a.), se evidencia que la cepa PT, deja mas azicares disponibles en el medio
con 16.6 (g/L), en las demas iméagenes se nota que todas las cepas evaluadas consumen mas glucosa
que fructosa o sacarosa, lo cual se puede describir por la siguiente ecuacién propuesta por el

cientifico Gay-Lussac:

FEcuacion 1:

CeH1206+ 2 ATP — 2 C2Hs0H + 2 CO2+ 2ATP + 2 H20

La ecuacion 1, muestra que el consumo de glucosa produce partes iguales de dioxido de
carbono (CO2) y etanol, que se utilizan para el metabolismo celular de la levadura y que una parte
se pierde en forma de calor, lo que esta ecuacion no tiene en cuenta es que una parte de la glucosa
se utiliza para el crecimiento o reproduccion de la levadura y que se producen otros metabolitos
como glicerol, dcido lactico y succinico entre otros. (Russell, 2003)

7.4 Consumo de AMNL (mg/L)

A partir de la informacién obtenida, se establecen los consumos de AMNL (mg/L) en cada
una de las levaduras. De acuerdo con los experimentos se identifico que la levadura patrén consume
un 84.72% de la fuente de nitrégeno disponible y la cepa 4 un 87.15%, por tanto, se puede concluir

que la diferencia de consumo es 2.43% (ver grafica 7).
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Figura 6. Comparativo de AMNL (mg/L) y (%).
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Gridfica 2. Produccion de alcohol montaje a escala biorreactor.

Respecto al montaje experimental a escala laboratorio, en el que se puso a prueba 3 de las levaduras,
la produccion de alcohol de la cepa 4 a pesar de estar en un medio con exceso de azucares, logrd
el porcentaje de alcohol propuesto en el tiempo estimado, esto demuestra una capacidad adicional
de esta cepa para soportar ambientes mas concentrados con mas fuente de carbono que las otras
cepas evaluadas.

Ademas, se realiza la evaluacion de la produccion de alcohol y se determina que la cepa 3
y 4, alcanzan similitud en el grado alcohoélico producido (ver grafica 2), el porcentaje de alcohol de
la cepa 2 es el mas bajo con valores de 7.9% de grado alcoholico. La cepa 4 alcanz6 un grado
alcohdlico similar a la cepa patrén con un valor de 9.1. Por lo anterior, se puede deducir que el
proceso de produccion de alcohol podria tener como alternativas la cepa 3 y 4, ya que alcanzan el
grado alcoholico propuesto en 24 horas al igual que la cepa PT.

La levadura con menor produccion de alcohol en el montaje a escala laboratorio solo se le
realizaron dos diluciones para el control de calidad, ya que se determind que su consumo de
azucares fermentables es minimo, por esta razon, no se tuvo en cuenta para los siguientes montajes
experimentales.

De acuerdo con la tabla 5, se puede observar que luego de 24 horas en el shaker, el grado
alcohdlico producido por la cepa patron es sobresaliente en comparacion a las demas, obteniendo

un grado alcoholico de 11% a 11.1%. Asi, las cepas PT y 4 son las mas promisorias para produccion
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de alcohol. Es importante mencionar que la vinaza utilizada para el medio de fermentacion contenia
un grado alcoholico de 1.4%

Los objetivos de la investigacion fueron alcanzados, concluyendo con buenos resultados
respecto a la busqueda de una nueva cepa con caracteristicas favorables para el tipo de bioproceso
que se buscaba optimizar, adicionalmente, las cepas identificadas como promisorias (cepa 3 y 4)
con mejores resultados fueron crioconservadas, y se encuentran disponibles en el cepario y banco
de trabajo para investigaciones posteriores.Es importante resaltar que a cada cepa evaluada en este
proyecto se le realizé una ficha técnica en donde se indican las concentraciones adecuadas de
nutrientes, sus rangos de produccioén de alcohol, rango de resistencia a temperaturas mayores a

30°C, entre otros aspectos relevantes para el momento de seleccionarlas para procesos especificos.

Tabla 6. ANOVA. Andlisis de varianza para cada variable

ANALISIS DE VARIANZA
Biomasa (g/L)

Groups Count Sum Average | Variance P-value
Bio Cepa 2 10 138,04 13,80 41,95 0,35
Bio Cepa 3 10 185,06 18,51 304,60
Bio Cepa 4 10 247,53 24,75 353,22
Bio PT 10 239,80 23,98 227,61

Alcohol (%)

Groups Count Sum Average | Variance P-value
OH Cepa 2 10 17,84 1,78 3,17 0,99
OH Cepa 3 10 19,35 1,94 2,93
OH Cepa 4 10 20,125 2,01 3,18
OH PT 10 18,85 1,89 2,94

AMNL (mesg/L)

Groups Count Sum Average | Variance P-value
AMNL Cepa 2 10 1138,02 113,80 6240,87 0,96
AMNL Cepa 3 10 1000,59 100,06 5538,36
AMNL Cepa 4 10 987,22 98,72 4751,51
AMNL PT 10 1014,65 101,46 4419,46

AF(mg/L)
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Groups Count Sum Average | Variance P-value
AF Cepa 2 10 613,17 61,32 1207,02 0,99
AF Cepa 3 10 645,82 64,58 1265,99
AF Cepa 4 10 594,35 59,44 1287,30
AF PT 10 627,91 62,79 965,74

De acuerdo con los conceptos del analisis de varianza, en el que se explica que cuando la
variable P, es menor a .0.04, va a existir diferencia significativa entre los resultados de cada cepa
en cada variable, es decir, en este caso, todas las levaduras nativas evaluadas no presentaron
diferencia significativa en los aspectos evaluados frente a la cepa patron, esto se puede afirmar con
base en las ANOVAS realizadas para cada variable. Sin embargo, la levadura con mayor produccion

de biomasa fue la cepa 4 con 55,8 [g] 0 25,7 [g/L]. La levadura con mayor produccion de OH fue
cepa 4 con 9.1%.
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8 Discusion

En este trabajo se evaluaron varias cepas de un cluster de levaduras del Ingenio Providencia, en el
cual, se tenia como objetivo principal identificar la mejor cepa para la produccion de alcohol, para
esto, se usa inicialmente un montaje a escala laboratorio para conocer el % de alcohol producido y
posteriormente un montaje usando un biorreactor Eppendorf BioFlo 120 de 10 L, del cual, solo se
uso el 70% de su capacidad para simular las condiciones reales en los fermentadores de la planta

de destilacion de alcohol.

Una de las 4 levaduras evaluadas, denominada cepa 4, logra el mismo porcentaje de alcohol que la
cepa PT, alcanzando un valor de 9.1% en el montaje a escala biorreactor en donde se tomaron
muestras durante 24 horas, a una temperatura de 30°C, 150 rpm y pH entre 4.6 y 4.1, de esto se
pudo inferir, que esta cepa tiene similitudes en su metabolismo, sin embargo, esta hipdtesis solo se
puede aclarar realizando una identificacion de forma molecular y fisicoquimica a la colonia original

de esta cepa ( cepa 4).

En la investigacion realizada por (Tuarez, 2020) analizan la capacidad de las levaduras para
producir alcohol a diferentes temperaturas 27, 30 y 33°C, y determinan que la mejor temperatura
es de 30°C, la cual, es la temperatura recomendada para optimizar las condiciones de fermentacion
y asegurar la supervivencia de la levadura sin generar condiciones de estrés y por esta razon desviar

su ruta metabdlica y obtener productos no deseados. (Russell, 2003)

En este montaje experimental no se control6 el pH, solo se midi6. La cepa 4 alcanz6 el mismo
porcentaje de alcohol que la cepa PT en el montaje experimental a escala biorreactor, en el cual, se
utiliz6 partes iguales de vinaza, miel B y agua de proceso en el medio de fermentacion, las cepas 2
y 3 tienen potencial para produccion de alcohol, pero no cuentan con las caracteristicas necesarias
para producir alcohol a escala industrial, teniendo en cuenta que en el proceso de destilacion de
alcohol en el ingenio se espera obtener la mayor cantidad de alcohol posible a una concentracion
final del 10%. En esta parte del proceso se obtiene la vinaza como subproducto, la cual es altamente

contaminante por su indice de acidez para los suelos y efluentes en Colombia (Ospina, 2022), por
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esta razon, se debe recircular un porcentaje de vinaza al proceso fermentativo. Por lo descrito
anteriormente, se conoce la razon por la que se realiza un montaje a escala biorreactor en el que se
estresa la levadura desde el primer momento de la fermentacion anaerobia con vinaza para conocer
sus caracteristicas fisicoquimicas y de fermentacion.

Para alcanzar el pH de 4.5 inicial en el medio de fermentacion se adicion6 acido sulfurico, en
cambio, para el medio con miel B, se agrego6 acido fosforico.

Es importante mencionar que el montaje de fermentacion alcohdlica se realiza con la misma miel
B convencional y vinaza para todos los montajes, éstas, fueron caracterizadas fisicoquimicamente
para conocer su contenido.

Los andlisis realizados prometen hallar una cepa de levadura diferente a la actualmente usada con
caracteristicas similares a esta, por tal motivo, la investigacion realizada se podria complementar
evaluando las producciones de alcohol (%) variando las concentraciones de la fuente de nitrégeno
(Urea) y/o Magnesio (Mg) o el Zinc (Zn), los cuales, son factores de crecimiento cruciales para

estimular la multiplicacion de la levadura y garantizar un metabolismo fermentativo eficaz.

Finalmente, se tiene una levadura promisoria, con la que se puede continuar una amplia
investigacion para conocer sus caracteristicas y su origen, y de esa manera variar el experimento
propuesto, adicionando y variando concentraciones de nutrientes para plantear una ficha técnica en
la que se describan los requerimientos necesarios y lograr optimizar en un mayor porcentaje la cepa

PT o una levadura comercial.
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9 Conclusiones

* Las levaduras evaluadas muestran un potencial para la produccion de alcohol, alcanzando
el valor estimado de grado alcohdlico, sin embargo, la cepa considerada en el informe como
patron, es la que demuestra estar mas estandarizada, ya que consume menos amino
nitrogeno libre (AMNL) (mg/L) y requiere de una menor cantidad de [AF] (g/L).

* Se puede afirmar, que de las cepas evaluadas la mejor es la cepa 4, cumpliendo con la
mayoria de las caracteristicas necesarias, como soportar temperaturas altas y alcanzar el
porcentaje de alcohol planteado por los balances.

* La cepa con menor produccion de biomasa es la cepa 2, la cual, no muestra potencial en los
demas aspectos evaluados.

* Las cepas evaluadas en el montaje en el biorreactor muestran tener buena capacidad para
soportar condiciones estresantes como la presencia de la vinaza.

* Las levaduras seleccionadas como promisorias como la 3 y 4.



EVALUACION DE UN CLUSTER DE LEVADURAS PARA LA OPTIMIZACION DE LA...
34

10. Recomendaciones

Para proximos montajes se recomienda evaluar la levadura denominada cepa 4, en las
condiciones reales de la planta, en el primer propagador de levadura y fermentador del proceso de
destilacion para identificar su viabilidad. Una segunda etapa es analizar el desempefio de esta al
encontrarse mezclada con la vinaza. Es importante dirigirse a las fichas técnicas iniciadas de cada
cepa aislada en donde se constata la cantidad necesaria de cada nutriente para cada alcanzar

levadura para su rendimiento dptimo.
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