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RESUMEN

El glicerol es el principal subproducto del proceso de transesterificacion de
triglicéridos con alcohol para la obtencion de biodiesel, representando el 10%
(p/p) del total del biocombustible producido. A pesar de su bajo valor de mercado,
el glicerol crudo contiene impurezas que limitan su utilizacién en la industria
guimica, requiriendo operaciones de elevado costo para su purificacion. En este
sentido, pequefias industrias del sector acumulan o descartan este producto al
ambiente, afectando su equilibrio. Una alternativa para su aprovechamiento
consiste en su uso como sustrato alternativo para la obtencion de biomasa de
microorganismos y bioproductos de interés comercial, como probidticos. En este
trabajo, glicerol crudo, de concentracién inicial de 430 g/L, fue sometido a
pretratamiento con HsPO. (85%, p/p) hasta pH 2 para remocién de jabones,
acidos grasos libres y otras impurezas, obteniendo glicerol de 610 g/L.
Posteriormente, fue evaluada la capacidad de crecimiento de Saccharomyces
boulardii en medio formulado con glicerol tratado en un reactor tipo air-lift de 500
mL, y se evalud la influencia de la concentracion inicial de glicerol tratado (20, 60
y 100 g/L) y la aireacion (0,5, 1,0 y 1,5 vwm) en la producciéon de biomasa.
Alicuotas fueron obtenidas en intervalos regulares por un periodo maximo de 30
h. La maxima produccién de biomasa (8,13 g/L) fue alcanzada a las 30 h, en
medio conteniendo la menor concentracién de glicerol y aireacién de 1,0 vvm,
con una productividad volumétrica (Qp) de 0,59 g/L.h y factor de conversion (Yxs)
de 0,49 g biomasa/g glicerol. Los resultados revelan que el glicerol de biodiesel
representa un sustrato potencial para la produccion de la levadura probidtica

Saccharomyces boulardii.

Palabras-claves: glicerol de biodiesel, Saccharomyces boulardii, biomasa,

reactor air-lift.
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SUMMARY
Glycerol is the main by-product of the transesterification process of triglycerides
with alcohol to obtain biodiesel, representing 10% (w/w) of the total biofuel
produced. Despite its low market value, crude glycerol contains impurities that
limit its use in the chemical industry, requiring high-cost operations for its
purification. In this sense, small industries in the sector accumulate or discard this
product into the environment, affecting its balance. An alternative for its use
consists of its use as an alternative substrate for obtaining biomass of
microorganisms and bioproducts of commercial interest, such as probiotics. In
this work, crude glycerol, with an initial concentration of 430 g/L, was subjected
to pretreatment with HzPO4 (85%, w/w) up to pH 2 to remove soaps, free fatty
acids and other impurities, obtaining 610 g glycerol /L. Subsequently, the growth
capacity of Saccharomyces boulardii was evaluated in a medium formulated with
glycerol treated in a 500 mL air-lift type reactor, and the influence of the initial
concentration of treated glycerol (20, 60 and 100 g/L) was evaluated. and aeration
(0,5, 1,0 and 1,5 vvm) in biomass production. Aliquots were obtained at regular
intervals for a maximum period of 30 h. The maximum biomass production (8,13
g/L) was reached at 30 h, in the medium containing the lowest concentration of
glycerol and aeration of 1,0 vvm, with a volumetric productivity (Qr) of 0,59 g/Lh.
and conversion factor (Yxs) of 0,49 g biomass/g glycerol. The results reveal that
biodiesel glycerol represents a potential substrate for the production of the

probiotic yeast Saccharomyces boulardii.

Key words: biodiesel glycerol, Saccharomyces boulardii, biomass, air-lift reactor.
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Capitulo |

1. INTRODUCCION

Los combustibles fésiles, en particular el petréleo, constituye la fuente de energia
principal que impulsa el desarrollo del planeta. Se estimé una demanda promedio de
91 millones de barriles diarios en 2020, con aumento del 4% previsto para 2026 (IEA,
2021), encaminandose al agotamiento de esta fuente energética en un mediano
plazo, generando un impacto en la economia a nivel mundial, elevando el precio de

los mismos a cantidades mayores a los ultimos afios (Morrow, 2021).

Ademas, la situacion alarmante del medio ambiente y los problemas para la salud
gue ocasiona la emisién de gases de efecto invernadero provenientes de estos
combustibles (Lelieveld et al., 2019; Martins et al., 2019), ha llevado a distintos paises
al desarrollo de nuevas fuentes de energia que puedan reemplazarlos gradualmente,
buscando que estas cumplan con las exigencias de rendimiento y al mismo tiempo
con las reglamentaciones medioambientales que regulan el uso de los mismos (Abas
et al., 2015; Casoéla et al., 2018).

Entre las fuentes de energia alternas se encuentra el biodiesel, que en los ultimos
afios su produccion en aumento, reportandose 48.800 millones de litros producidos
en el 2020, 1% mas con respecto al afio anterior, siendo Indonesia el pais productor
de la mayor cantidad (17% de la produccion mundial), superando a Estados Unidos
(14,4%) y Brasil (12,7%) (REN21, 2021).

Este biocombustible al ser quemado produce 78% menos de CO,, ademas de menor
cantidad de particulas (Mishra et al.,, 2018), presentando una gran ventaja
medioambiental en comparaciéon a los combustibles fésiles. Paises como Brasil,
Argentina, Paraguay, entre otros, exigen que los combustibles distribuidos posean un
pequefio porcentaje de biodiesel, promoviendo el uso de los mismos, con el fin de

resolver las problematicas energéticas, ambientales y socioeconémicas.

El biodiesel es obtenido por transesterificacion de aceites vegetales o grasa animal,
y alcohol (metanol o etanol) en presencia de catalizadores basicos o acidos, siendo
el glicerol el principal sub-producto del proceso (Melero et al., 2012). Este glicerol

crudo es un compuesto con innumerables aplicaciones industriales y posee precio de



mercado bajo por el elevado volumen ofertado, entre 0,04 y 0,33 $/kg (Anitha et al.,
2016; Mota et al., 2017).

Debido a la presencia de agua, sales, ésteres, alcohol y aceite residual, el glicerol
crudo debe ser sometido a tratamientos de purificacion a fin de obtener glicerol de
grado técnico (pureza> 99%) que pueda ser utilizado como materia prima para la
produccion de compuestos de interés industrial. No obstante, la purificacién del
glicerol para uso farmacéutico y alimenticio requiere de operaciones unitarias de
costo estructural y energético elevados (Ardi et al., 2015), que inviabilizan la inversién

a pequefias y medianas industrias que operan en Paraguay.

Consecuentemente, debido al exceso y acumulacion de glicerol en el mercado, existe
el riesgo de que una fraccion sea descartada directamente al ambiente llevando a la
misma problematica que se desea evitar. Es por ello que actualmente se buscan la
manera de utilizar el glicerol crudo para la obtencién de compuestos de mayor valor
agregado como, por ejemplo, probiéticos como suplemento alimenticio de animales,
gue constituyen una alternativa potencialmente factible de aplicacion en nuestro pais,

siendo una opcidn interesante y econdémica.

Los probidticos son organismos que, cuando son administrados en cantidades
especificas, promueven el bienestar y estimulan el sistema inmunolégico del
hospedero (FAO, 2013). En rumiantes (vacunos, ovinos, caprinos) y no rumiantes
(equinos, porcinos), estos organismos tienen efectos positivos sobre la produccion
de carne (Suarez-machin et al., 2017; Castillo Baron, 2016), al tiempo de constituir
una alternativa a uso excesivo de antibiéticos (Hossain et al., 2017; Mingmongkolchai
et al., 2018).

Entre los probibticos destacados por sus efectos benéficos para la salud tanto
humana como animal se encuentran las levaduras como la Saccharomyces boulardii,
microorganismo muy estudiado en los ultimos afios sobre todo por su potencial como
alternativa al uso antibiéticos y su capacidad de evitar y controlar malestares
intestinales provocada por estos (Feizizadeh et al., 2014; Moré, 2015; Manafi et al.,
2018; Lee et al., 2019).

Estos microorganismos son capaces de asimilar glicerol y otros compuestos

orgénicos como substrato (Gaboardi et al., 2018; de Paula et al., 2019; Du, 2012).
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No obstante, no hay informacion sobre las condiciones y caracteristicas de
crecimiento de esta levadura en glicerol descritas en la literatura cientifica. Establecer
procesos que permitan el uso de sustrato de bajo costo para la produccion de
probiéticos podria ser atractivo como oportunidad de negocio.

Dentro del costo para la produccién de microorganismos probidticos también se debe
de considerar al reactor a ser utilizado. El reactor de tipo air-lift, en comparacion al
reactor comdn de pistdn, presenta caracteristicas ideales para el crecimiento de
microorganismos, como un sistema de recirculacion de aire que permite una mayor

transferencia de masa con menor consumo de energia (Guieysse et al., 2011).

Una variable de operacion dentro del reactor es el caudal de aire, por lo que conocer
la condicién de aireacion 6ptima para la produccion de microorganismos es de vital
importancia a la hora de trabajar con ellos, para lograr procesos mas eficientes y con

menor costo energético.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de glicerol crudo, la necesidad de buscar
estrategias para su aprovechamiento y los beneficios del uso de levaduras
probidticas, en este trabajo se evaluara la produccién de biomasa de la levadura
probidtica Saccharomyces boulardii utilizando glicerol de biodiesel como sustrato de
cultivo, evaluando principalmente, la influencia de la concentracién de glicerol y la

aeracién en reactor air-lift para la maximizacién de la produccién de biomasa celular.
1.1.  Justificacion

En los ultimos afios se ha observado un aumento considerable en el volumen de
produccion de biodiesel Latinoamérica, principalmente gracias a la aplicacion de
politicas de obligatoriedad de la adicion de este al diésel comin y basqueda de
fuentes de energia alterna (FAO, 2013), con el fin de resolver la problematica

energética, ambiental y socioeconémica.

De acuerdo con la Camara Paraguaya de Biodiesel, el volumen de produccion de
biodiesel en Paraguay en 2020 fue de 28.470.704 litros, con prevision de aumento
en funcién del reciente Decreto 3500/20 que reglamenta la Ley No. 6389/19 “Que

establece el régimen de promocion para la elaboracion sostenible y utilizacion



obligatoria del biocombustible apto para utilizacion en motores diésel”, que prevé la

adicion de hasta 5%. Actualmente la adicién obligatoria en Paraguay alcanza 2% *.

El glicerol es uno de los principales subproductos de la produccion de biodiesel,
donde se obtiene 10 kg por cada 100 kg del biocombustible mencionado (Melero et
al., 2012). Como la produccion anual de biodiesel va en aumento, también incrementa
la cantidad de glicerol, convirtiéndose esto en un obstaculo, amenazando los
beneficios ambientales de reemplazar los combustibles fésiles con recursos

renovables.

Este subproducto se descartaria directamente al ambiente y se acumularia,
afectando el equilibrio ecoldgico de suelos y recursos hidricos, sobre todo por las
impurezas presentes en este (Aguilar et al., 2016). Por este motivo, es fundamental
la basqueda de alternativas para utilizacion de este subproducto con miras a su
valorizacién, garantizando la sostenibilidad de su produccién, teniendo en cuenta su

gran potencial para aplicaciones industriales.

Como también en Paraguay la produccion de biodiesel va en aumento, segun los
datos de la Cadmara Paraguaya de Biodiesel, en unos afios la cantidad de glicerol se
acumularia en el ambiente, ya que no hay informes que indiquen el aprovechamiento
del mismo a nivel pais. Es por ello que en este trabajé se evaluara el uso de este
subproducto como sustrato para la obtencion de levadura probibtica Saccharomyces
boulardii, con el fin de encontrar un uso que sea factible, con procesos econémicos

de purificaciéon del glicerol, dando a este un valor agregado.

L Informacién suministrada por el Ingeniero Marcelo dos Santos, Secretario General de la
Cémara Paraguaya de Biodiesel.



1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general:

Evaluar el potencial del glicerol proveniente de la fabricacion de biodiesel como
sustrato para el cultivo de levadura probidtica.

1.1.2. Objetivos especificos:

o Analizar el crecimiento de la levadura probidtica Saccharomyces boulardii en
glicerol quimicamente tratado en reactor air-lift.

o Determinar la influencia de las variables concentracion del glicerol y flujo de
aire sobre los parametros bioquimicos produccion de biomasa, productividad
volumétrica en biomasa, factor de conversion de glicerol a biomasa, velocidad
volumétrica de consumo de sustrato, velocidad especifica de crecimiento
maxima y tiempo de generacion, mediante la aplicacion de un disefio
experimental.

o Determinar la maxima productividad volumétrica de biomasa por medio de

una optimizaciéon numérica por el método de la funcién de deseabilidad.



CAPITULO Il

2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Generalidades del glicerol

Glicerol (C3HsOs3) es la denominacion coman para el compuesto organico 1,2,3-
propanotriol (Figura 1), aislado por primera vez por Carl W. Scheele en Suecia en
1779 mediante la destilacién del liquido dulce sobrenadante obtenido al calentar
aceite de oliva con PbO y agua. Componente principal de los triglicéridos y se puede
encontrar en grasas animales, aceites vegetales o materias primas petroquimicas,
obteniéndose como subproducto de la produccién de biodiesel o jabén (Salimon et
al., 2012).

Figura 1. Estructura molecular del glicerol (Blieck et al., 2005).

En su estado puro el glicerol es un liquido viscoso, inodoro, incoloro, de sabor dulce,
no téxico, soluble en agua, higroscépico y con un punto de ebullicion de 290° C
(Quispe et al. 2013). Su pH es neutro, no presenta inconvenientes a la hora de
almacenar y transportar debido a su estabilidad quimica bajo condiciones normales
y su nivel de toxicidad con el medio ambiente es muy bajo (Aguilar et al., 2016). En

la Tabla 1 se pueden observar otras propiedades fisicoquimicas del glicerol.

Al glicerol también se lo llama comunmente “glicerina”, esto es aplicado a productos
comerciales purificados que contienen mas del 95% de glicerol. Este puede ser
clasificado en tres tipos, dependiendo principalmente del grado de pureza: glicerol

crudo, glicerol purificado/refinado y glicerol sintetizado comercialmente, con



porcentajes de peso entre 60-80%, 99,1-99,8% y 99,2-99,8% respectivamente
(Quispe et al., 2013).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del glicerol a 20° C (Quispe et al., 2013).

Propiedades Valor
Masa molar 92,09382 g/mol
Densidad 1,261 g/cm?®
Viscosidad 1,5Pa.s
Punto de fusion 18,2° C
Punto de ebullicion 290° C
Punto de inflamacion 160° C
Calor especifico 2,386 J/kg.°C
Tension superficial 64,00 mN/m

El glicerol crudo es aquel obtenido como subproducto del biodiesel producido por
transesterificacion. Esta reaccion se lleva a cabo cuando triglicéridos presentes en
grasas animales o aceites vegetales reaccionan con un alcohol, generalmente
metanol o etanol, en presencia de un catalizador, los cuales pueden ser basicos como
KOH o NaOH, o acidos como el acido clorhidrico, sulfarico o sulfénico, obteniendo
tres moléculas de biodiesel y una de glicerol como productos (Figura 2). Se estima
una relacion de 1 kg de glicerol por cada 10 kg de biodiesel producido (Melero et al.,
2012).

En la transesterificacién ocurren tres reacciones, formandose di y monoglicéridos
como productos intermediarios. Estequiométricamente hablando, esta reaccién esta
dada por tres moles de alcohol por cada mol de triglicéridos, pero generalmente es
necesario utilizar un exceso del alcohol para que la reaccion se lleve a cabo y con
esto aumentar el rendimiento, siendo un exceso del 100% el utilizado en las industrias
(Bharathiraja et al., 2014).
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Figura 2. a) Reaccién global y b) Reacciones consecutivas de transesterificacion de
triglicéridos. Adaptado de Rivaldi et al. (2008).

El glicerol crudo, el cual presenta un color oscuro, a diferencia del glicerol puro, es
en realidad una mezcla de glicerol, alcohol, agua, sales inorganicas (como residuos
de catalizadores), acidos grasos libres, mono, di y triglicéridos, ésteres metilicos y
otros materiales organicos distintos del glicerol. Estas impurezas pueden variar del
20% al 60%, dependiendo de la materia prima, la eficiencia del proceso catalitico y
las etapas de preparacion y purificacion del biodiesel (Schwengber et al., 2016). Esta
es la causa principal del bajo precio del glicerol crudo en el mercado, pudiendo ser

tratado para separarlo de los demas compuestos.

Para encontrar alternativas de uso al glicerol derivado de la produccién de biodiesel,
€S necesario conocer sus caracteristicas, especialmente su composicion. Hu et al.
(2012) caracterizd 5 muestras de glicerol crudo de distintas fuentes, comparando sus
propiedas fisicas y composicion de los mismos, en donde los valores de densidad
iban desde 1,01 a 1,31 g/cm?®, el pH 6,4 a 10 y su viscosidad de 15 a 1213 mPa.s,

siendo este valor mas alto para glicerol a partir de aceite vegetal desecho.

Los mismos autores reportaron el andlisis elemental del glicerol crudo, siendo
carbono el principal componente, alcanzando valores superiores a 40% (p/p),
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seguido del nitrégeno, ademas de contar con magnesio, calcio, sodio fosforo y hierro
en cantidades inferiores. Con respecto a la composicion de glicerol libre, fueron
observadas concentraciones de 22,9 a 63% (p/p), seguido de metanol, agua, jabones
y ésteres metilicos de acidos grasos, en cantidades de hasta 30% (p/p), ademas de
glicéridos, acidos grasos libres y cenizas, en cantidades inferiores al 7% (p/p) (Tabla
2).

Tabla 2. Composicion de varias muestras de glicerol crudo. Adaptado de (Hu et al.,

2012).

Muestra GC-Basl1 GC-Bas2 GC-Bas3 GC-AVD GC-MIX
oy PP 630503 229502 333501 278502 57100
Metanol (p/p %) 6,2+00 109+0,2 126+0,1 86+00 11,3+0,0
Agua (p/p %) 28,7+0,3 182+01 65+01 41+01 100,21
Jabén (p/p %) DLD 26,2+0,2 26,1+0,1 205+01 31,4+0,1
EMAG (p/p %) DLD 213+0,2 19,3+0,3 288+11 05+01
Glicéridos (p/p %) DLD 1,2+0,2 16+£03 70+£05 04+0,1
AGL (p/p %) DLD 1,001 14+01 3,0+01 DLD
Ceniza (p/p %) 27+01 30x00 2801 2700 7,7+£0,2

>-Bas: Glicerol Crudo a base de aceite de soja

>-AVD: Glicerol Crudo a base de aceite vegetal de desecho

>-Mix: Glicerol Crudo a base de la mezcla de aceites anteriores

.D: Por debajo del limite de deteccién

NAG: ésteres metilicos de acidos grasos

5L: acidos grasos libres

Los usos mas comunes que se le da al glicerol, como en la industria farmacéutica y
de cosméticos (Cornejo et al., 2017), son dependientes del grado de pureza del
mismo, que debe ser igual o superior al 95%, debido que al contener impurezas sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas cambian de acuerdo a la cantidad de las
mismas, por lo que debe pasar por un proceso de purificacion para poder ser

empleado (Posada-Duque et al., 2010).
2.2.  Purificacién del glicerol

Los procesos para la purificacion del glicerol crudo dependen de la materia prima
utilizada para su produccion y del grado de pureza requerida para su posterior
aprovechamiento. Generalmente la purificacion inicia con una precipitacion
acompafnada de una neutralizacion para eliminar jabones y sales, evaporacion al
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vacio para eliminar alcoholes y agua y un refinado final (destilacion) para aumentar
la pureza (Luo et al., 2016).

La neutralizacién consiste en agregar un acido concentrado como &cido fosférico o
acido sulfarico, promoviendo la reaccién con los jabones y formacion de &cidos
grasos libres insolubles en el glicerol, mientras que por el otro lado, al reaccionar con
el catalizador basico utilizado, se formaran sales y agua, obteniéndose una mezcla
con una fase superior formada por los acidos grasos libres, una fase intermedia rica

en glicerol, con sales inorganicas en la fase inferior (Ardi et al., 2015).

La segunda etapa de purificacién consiste en evaporacion al vacio para eliminar el
alcohol (metanol o etanol) y agua. En laboratorio, generalmente es utilizado un
evaporador rotatorio en condiciones de vacio entre 50 y 90° C durante 2 horas (Xiao
et al., 2013). La recuperacion de alcohol, especialmente metanol, es importante para

la economia del proceso y para la preservacion del medio ambiente.

Por ultimo, el glicerol puede pasar por distintas etapas con el fin de obtener un
productor con la pureza minima para su uso en industrias alimentarias vy
farmacéutica. Dichos procesos pueden incluir destilacion al vacio, adsorcion por
intercambio i6nico y, por ultimo, adsorciébn con carbdn activado para eliminar
compuestos que dan color al glicerol, acidos grasos y otras impurezas (Ardi et al.,
2015).

El aumento de la produccién de biodiesel y el elevado costo del proceso de
purificaciébn para industrias pequefas, ha incrementado la busqueda de alternativas
econdmicas Yy viables de aprovechamiento del glicerol crudo (Christy et al., 2018;
Monteiro et al., 2018). Tratamientos simples y econémicos con acidos concentrados
y calentamiento han arrojado resultados favorables en lo que a purificacién se refiere
(Nanda et al., 2014).

2.3.  Usos del glicerol

Este subproducto del biodiesel puede llegar a usarse como combustible para la
misma caldera de operacion de la fabrica, por su alto contenido de carbono, pero trae
consigo varios problemas desde el punto de vista tecnoldgico, como su bajo poder

calorifico, cerca de 16 MJ/kg, alta temperatura de autoignicion, aproximadamente de
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370° C, emision de material particulado y dioxido de azufre (Coronado et al., 2014),

siendo necesario el control de las emisiones atmosféricas.

El glicerol también puede ser aprovechado para la produccion de biocombustibles,
entre los cuales se destacan el hidrégeno (Schwengber et al., 2016; Leoneti et al.,
2012) y el metano (Siles et al., 2010). Otro uso alternativo seria la produccion de
aditivos para combustibles, mejorando sus propiedades en frio, reduciendo su

viscosidad y la emisién contaminantes (Hernandez et al., 2012).

Debido a la cantidad de carbono presente en el glicerol, este podria ser utilizado
como sustrato en la asimilacion por bacterias o levaduras para obtener compuestos
de valor agregado, siendo una alternativa viable para este subproducto (Rivaldi et al.,
2008; Ochoa-Estopier et al., 2011; Mayorga et al., 2012; Rivaldi et al., 2013). También
los elementos como fésforo, magnesio, calcio, nitrdgeno y sodio podrian potenciar el

crecimiento del microorganismo una vez asimilados.

Sin embargo, las impurezas como los acidos grasos, alcoholes, jabones, sales y
metales pesados pueden actuar como inhibidores para el crecimiento de los
microorganismos (Chatzifragkou et al., 2012). Segun Venkataramanan et al. (2012)
los 4cidos grasos libres son los de mayor efecto inhibidor a la hora de usar el glicerol
como sustrato para cultivo, a diferencia del metanol y las sales, que presentan efectos

casi nulos.
2.4. Asimilacion del glicerol

Para ser metabolizado, el glicerol debe primeramente entrar en la célula, atravesando
la membrana plasmatica por medio de transporte pasivo (simple y facilitado) y/o
transporte activo (Klein et al., 2017). El transporte pasivo simpleconsiste en el paso
de glicerol a través la capa lipidica de la membrana plasmatica por difusion simple
impulsada por un gradiente de concentracion (Konings, 2006). El transporte pasivo
facilitado es mediado por proteinas con actividad bioldgica (permeasas) localizadas
em las capas internas de la membrana plasmatica. En ambos casos no se requiere
de gasto energético celular. Las permeasas Fpsl son encontradas en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, proteinas especificas para el transporte de glicerol
(Luyten et al., 1995).
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El transporte activo necesita de una fuente de energia para que este se lleve a cabo.
El glicerol se transporta activamente mediante el simportador glicerol/H* y
glicerol/Na* (dependientes de ATP), fueron descritas en distintas levaduras altamente
osmotolerantes como Debaryomyces hansenii (Prista et al., 2005), Pichia sorbitophila
(Lages et al., 1995) y Zygosaccharomyces rouxii (van Zyl et al., 1990).

La asimilacion del glicerol puede ocurrir mediante dos vias metabdlicas en
condiciones aer6bicas, entre los cuales puede mencionarse un sistema de
deshidrogenacion de glicerol y un sistema de fosforilacién del mismo (Anexo A). Las
enzimas glicerol deshidrogenasas catalizan la deshidrogenaciéon del glicerol para
producir dihidroxiacetona (DHA), que luego es fosforilada por la DHA quinasa. Por
otro lado, la fosforilacion del glicerol por la enzima glicerol quinasa forma glicerol-3-
fosfato, que es reducido por la enzima glicerol-3-P-deshidrogenasa, obteniendo DHA
fosfato en ambas vias (Klein et al., 2017). Este producto actlla como intermediario en

la glucogénesis, con lo que se generan diversos productos, entre ellos el etanol.

En condiciones anaerébicas actla la enzima glicerol deshidratasa, provocando la
deshidratacién del glicerol y obteniendo 3-hidroxipropionaldehido, actuando
posteriormente la enzima 1,3 — propanodiol oxidoreductasa, lo cual genera el
compuesto 1,3 — propanodiol, el cual puede ser usado en la industria de polimeros,

pinturas, lubricantes y mas (Mayorga et al., 2012).

Siendo utilizado como fuente de carbono, el glicerol crudo también puede ser
asimilado por distintos tipos de microorganismos probiéticos (Rivaldi et al., 2013),
produciendo biomasa con caracteristicas propia de los microorganismos
mencionados. Mediante este tipo de procesos biotecnoldgicos, el glicerol puede ser
aprovechado para obtener productos de valor agregado, logrando disminuir el

impacto ambiental de las industrias del biodiesel.
2.5. Microorganismos probiéticos

Los probiéticos son complementos alimenticios a base de microorganismos vivos,
gue confieren beneficios a la salud del huésped si son administrados en cantidades
adecuadas (FAO/MWHO, 2001). Comprende algunas especies de bacterias y
levaduras que pueden utilizarse para la obtencién de alimentos funcionales (Sharma
et al., 2020).
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Los probidticos ayudan en la recomposicion de la flora intestinal mediante tres
mecanismos. Primeramente, estos se adhieren a la mucosa intestinal y liberan
metabolitos protectores, como arginina y glutamina, evitando que las bacterias
patbgenas lo hagan. Posteriormente los probiéticos compiten con los
microorganismos indeseables por los nutrientes disponibles. Por ultimo, estos
producen compuestos antimicrobianos, como acidos organicos, H>O- y bacteriocinas,
gue son péptidos sintetizados por bacterias acido-lacticas (Beristain-Bauza et al.,
2012), logrando evitar el crecimiento de los microorganismos patégenos

(Hemaiswarya et al., 2013).

Los beneficios para la salud atribuidos a la ingestion de cultivos probiéticos dependen
de la cepa (Williams, 2010), entre ellas se encuentra el control de la flora intestinal,
aumento de la respuesta inmune a organismos patégenos, diarrea asociada al
consumo de antibiéticos, proteccion contra alergias (George Kerry et al, 2018), ayuda
en la digestion de lactosa en individuos intolerantes a la lactosa (Pelletier et al., 2001),
reduccion de los sintomas del sindrome del intestino irritable (Moayyedi et al., 2010)

y otros beneficios relacionados a la prevencion de diversos desérdenes intestinales.

La ingesta diaria de los probidticos es necesaria para garantizar los efectos continuos
gue estos ofrecen. Por ello, estos microorganismos son considerados como posibles
suplementos alimenticios en animales, con el fin de aumentar la productividad de los
mismos, mejorando su calidad al mantener una buena salud intestinal,

protegiéndolos contra posibles microorganismos patégenos (Castillo Baron, 2016).

Los productos lacteos, en especial la leche fermentada y una gran variedad de
yogures, son los principales alimentos comercializados que contienen cultivos
probidticos, dotandolos con los beneficios mencionados (Saad, 2006). También se
puede encontrar a este microorganismo en forma de cdpsulas de cultivos liofilizados,
sobrenadantes de cultivos secados con calor y en otros alimentos como el chocolate
(McFarland L. V., 2010).

2.6. Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii es una levadura no patégena que tiene propiedades que la
convierten en un agente probiotico, como capacidad de sobrevivir al transito por el
tracto gastrointestinal y crecimiento a 37 °C. Fue descubierta por el microbiélogo
francés Henri Boulard en 1920, en Indochina, al percatarse que durante un brote de
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cOlera algunas personas no desarrollaban dicha enfermedad al beber cierto té a base
de una fruta tropical llamada lichi, logrando aislar la cepa de levadura causante de
dichos efectos. No fue hasta 1947 que la patente de esta levadura fue adquirida por
Laboratorios Biocodex (McFarland L. V., 2010).

Esta levadura tiene un tamafio diez veces mas grande que las bacterias probitticas,
caracteristica propia que diferencia a las células procariotas (bacterias) de las células
eucariotas (levaduras); presenta resistencia natural a los antibiéticos pudiendo
aplicarse en combinacién con ellos (Czerucka et al., 2007). Por esto es recetada para
prevenir la diarrea y colitis asociada a antibiéticos, causado por el agente Clostridium

difficile tanto en adultos como en nifilos (McFarland et al., 2016; Dinleyici et al., 2019).

Se prescribe ampliamente en varios paises en forma liofilizada, como agente
preventivo y terapéutico para la diarrea aguda, diarrea asociada a antibiéticos,
sindrome del intestino irritable, colitis y otros malestares gastrointestinales (Dinleyici
et al., 2012; Moré et al., 2015). Ademas, este probibtico se presenta como una
alternativa para mejorar la respuesta inmune de vacunas frente a BoHV-5

(Herpesvirus bovino tipo 5) en ratones (Roos et al., 2018) y ovejas (Roos et al., 2018).

Sen et al. (2020) mencionan en su trabajo recopilatorio que la levadura
Saccharomyces boulardii puede ser Gtil para combatir diversas infecciones del tracto
gastrointestinal, tanto en modelos de rata y en seres humanos, debido a la capacidad
de modular la inmunidad del huésped y de excluir competitivamente las bacterias
patégenas. Sin embargo, sugiere que los potenciables beneficios pueden variar en

funcion de la naturaleza de la infeccion y del huésped consumidor.

Como suplemento alimenticio en terneros lecheros Holstein, la levadura
Saccharomyces boulardii puede llegar actuar como antiestresante, reduciendo la
temperatura rectal, la frecuencia cardiaca y la diarrea tanto en condiciones térmicas
neutras, como en condiciones ambientales estresantes causadas por altas

temperaturas y alta humedad (Lee et al., 2019).

A diferencia de los demas probidticos, esta levadura es capaz de crecer a
temperaturas de entre 20 y 50° C, siendo la temperatura 6ptima entre 30 y 35° C,
ocurriendo a 55° C la muerte térmica (Farinazzo et al., 2017). El pH de crecimiento
de este microorganismo debe ser acido, teniendo la ventaja de que este se puede
adaptar a pH méas bajo que otras levaduras, como la Saccharomyces cerevisiae,
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creciendo hasta en un medio de pH 2, siendo entre 4,5y 5,5 los valores éptimos de
crecimiento (Du et al, 2012). Estos autores mencionan ademas que este
microorganismo es capaz de fermentar carbohidratos como glucosa, fructosa,

manosa, sacarosa y maltosa.

Estas caracteristicas colocan al Saccharomyces boulardii como un microorganismo
con un amplio margen para su cultivo, en lo referente al sustrato, por lo que se
podrian buscar fuentes alternativas de carbono para ser asimiladas, con un medio de
cultivo con los nutrientes y condiciones necesarias para el crecimiento 6ptimo de

biomasa de este probidtico, logrando que el proceso sea rentable.
2.7. Reactores air-lift

Los reactores air-lift son utilizados en procesos fermentativos debido a que presentan
un modelo simple con ausencia de partes moviles donde el liquido circula entre dos
zonas interconectadas, conocidos como el tubo ascendente y el tubo descendente
(Figura 3). En este tipo de reactores se promueve una conexién entre el liquido
superior e inferior, por medio del direccionamiento del gas (generalmente aire

filtrado), provocando una recirculacion del liquido (Guieysse et al., 2011).

Salida de aire

0 o] Tubo
o+

Tubo descendente

f— 1\

Tubo ascendente

o
o] [~
O

| —— Distribuidor de aire

T Entrada de aire

Figura 3. llustracion de un reactor air-lift y sus componentes. Adaptado de Guieysse
et al. (2011).
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Son clasificados segun su estructura, en reactores de bucle externo y de bucle interno
(Figura 4). En los reactores bucle externo los tubos estan separados y se conectan
por conductos haorizontales; mientras que los de bucle interno poseen un tubo o placa
dentro del reactor con el que se crean las dos zonas interconectadas (Xu et al., 2011).
Con este tipo de configuracién se logra una mezcla mas eficiente y mayor
transferencia de masa con un menor consumo de energia por unidad de volumen
gue los reactores comunmente usados, pudiendo adicionar caracteristicas como el
uso de microburbujas con diametro de 50 um, llegando flujos de aire mucho mayores,

traduciéndose en una mejor mezcla (AL-Mashhadani et al., 2015).

Estos equipos son ideales a la hora de trabajar con microorganismos a gran escala,
en especial por sus bajas fuerzas de cizallamiento y por su mejor distribucion de
oxigeno en comparaciéon a otros equipos, otorgandoles una gran ventaja ya que la
aireacion esta relacionada directamente con la formacion de biomasa (Muller et al.,
2007).

(a) Salida de aire (b} Salida de aire {C) Salida de aire {d} Salida de aire
— —
o] ‘;:‘On o Qe o p‘- ‘p"::.\ L% =
- g S ool T s TS
| ; £ B8 OB -
i Qi s L n o o
l EEE o o @ CAl ] ] OT:(; o BGGT.E
(#] (8]
o g "EO { } o0 (] 1 2 o &
s e
(ool QQ a 0D Qe a o
l Lo S o?)o ° P.OA © CJ|: o o
alh 1N D o o o p-o =] o o -] o
Ll el e o o e
S _5’ Qo0 °l & ; Beet >
et ] a a '
v 3«
Entrada de aire Entrada de aire Entrada de aire Entrada de aire

Figura 4. Estructura de (a) un air-lift de bucle externo; (b) un air-lift de bucle interno
dividido; (c) air-lift de bucle interno con tubo de aspiracion concéntrica; y (d) un air-lift

de bucle interno con burbujeado anular. Adaptado de Guieysse et al. (2011).
2.8. Antecedentes

Ochoa-Estopier et al. (2011) mencionan que el glicerol crudo puede utilizarse como

sustrato para la obtencioén biomasa a partir de una cepa mejorada de Saccharomyces
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cerevisiae, con rendimientos similares a los obtenidos con sustratos a base de
glucosa, con la ventaja de tener un monitoreo del sustrato menos riguroso, al ser una
fuente de carbono no fermentable, evitando la formacion de sub-productos, como
etanol, durante el cultivo de levaduras, pudiendo trabajar a mayores rangos de
concentracion de sustrato, a diferencia de la glucosa que debe mantener

concentracion residual muy baja (<1 g/L).

Para mejorar la capacidad de crecimiento de microorganismos en glicerol crudo es
necesario que este pase por un tratamiento previo para eliminar compuestos que
puedan inhibir el crecimiento de microorganismos. Rivaldi et al. (2017) demostr6 que
el uso de acido fosforico al 85% puede ser una alternativa viable para la eliminacion
de varias impurezas como los acidos grasos libres, jabén y alcohol presentes en el
glicerol, permitiendo una mayor asimilacion de este sustrato y consecuente
produccion de biomasa por bacteria de género Lactobacillus (Lb. delbrueckii, Lb.
plantarum, Lb. acidophilus), con caracteristicas probi6ticas. También, este

tratamiento proporciona fésforo necesario para el metabolismo microbiano.

El glicerol crudo fue utilizado como sustrato a diferentes concentraciones con el fin
de producir aceites unicelulares (SCO, por sus siglas en inglés, single cell oil)
empleando varias cepas de levadura. Primeramente, se comparé el crecimiento de
biomasa y lipidos para todas las levaduras con una concentracion inicial de glicerol
de 30 g/L, siendo las cepas Lipomyces starkeyi y Rhodosporidium toruloides las que
reflejaron un mayor crecimiento celular. Posteriormente, la cantidad de biomasa y
SCO producidos por estas dos cepas fue comparada para distintas concentraciones
de glicerol crudo, dentro de un rango de 50 a 180 g/L, logrando resultados favorables
en todas las concentraciones, comprobando que estas levaduras pueden crecer

inclusive a concentraciones muy altas de dicho sustrato (Tchakouteu et al., 2015).

Como la levadura Saccharomyces boulardii es capaz de asimilar distintas fuentes de
carbono para obtener biomasa probiética, esta fue utilizada para la biorremediacion
de efluentes de arroz parvolizado, agregando también distintos suplementos como
sacarosa Yy glicerol crudo durante el cultivo del microorganismo. Entre los cinco
medios evaluados fue el que contenia el efluente suplementado con sacarosa al 1%
el que presentd los mejores resultados en cuanto a crecimiento de células y
eliminacion de nitrogeno, fésforo y demanda quimica de oxigeno (DQO). Este medio

fue llevado a un biorreactor en el cual se generd biomasa con una media de 3,8 g/L,
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ademds se eliminaron compuestos como fosforo y DQO en un alto porcentaje
(Gaboardi et al., 2018).

Muller et al. (2007) compararon el crecimiento de Saccharomyces boulardii, siendo
el sustrato glucosa, en un biorreactor de agitacion normal y uno del tipo air-lift, para
una aireacion de 1,0 y 1,5 vvm, obteniendo resultados casi idénticos en la fase de
latencia y exponencial, correspondiente desde las 0 a 6 horas. Luego de esas 6
horas, fue observado un cambio significativo en la velocidad de formacion de células,
siendo el mayor valor para el fermentador airlift a 1,5 vvm, concluyendo que la mayor
aireacion otorga una oxigenacién mas eficiente, que conlleva a una mayor tasa de

crecimiento de célula.

Elsayed et al. (2018) también realizaron un estudio en donde comparé el crecimiento
de Saccharomyces boulardii y produccion de invertasa para aireaciones de 0,5, 1,0
y 2,0 vvm, teniendo como resultado mayor formacion de células a 2,0 vvm (9,8 g/L),
mientras que a 1,0 vvm de aireacion fue alcanzada la mayor produccion de la enzima
invertasa (14950 U/L).

El glicerol ya fue probado como sustrato para el crecimiento de Saccharomyces
boulardii, en medios que contenian 2, 3y 5% de glicerol, a diferentes pH, 4,5y 7, en
donde el microorganismo no pudo crecer en ninguna concentracion del sustrato a un
pH de 7, mientras que para pH 4 y 5 si se observo formacion de células, concluyendo
que el pH 6ptimo de crecimiento para este probidtico se encuentra entre 4,5y 5,5
(Bzducha-Wrobel et afi., 2013).

De acuerdo a la literatura consultada, es posible utilizar glicerol de biodiesel como
substrato para el crecimiento de levaduras probibticas y otros microorganismos de
interes biotecnolégico. Ademas, la abundancia de glicerol en el mercado, tanto local

como internacional, lo hace propicio como substrato para procesos fermentativos.
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CAPITULO lII
3. MATERIALES Y METODOLOGIA

El enfoque de la investigacion fue de caracter cuantitativo, siendo el alcance
correlacional y descriptivo, puesto que se evalud el grado de asociacion existente
entre las variables que influyen en la produccion, rendimiento y productividad de la

biomasa de la levadura probiética.
3.1. Materia prima
3.1.1. Sustrato

El sustrato estudiado fue glicerol de biodiesel crudo proveido por la empresa
Bioenergy Paraguay S.A., localizada en la ciudad de Villeta (Central, Paraguay),
siendo el subproducto de la elaboracion de biodiesel, conteniendo impurezas como
jabones, agua, metanol y sales. Esta materia prima fue almacenada en contenedores

cerrados a temperatura ambiente.
3.1.2. Microorganismo

En cuanto a la cepa de levadura Saccharomyces boulardii comercial, fue adquirida
en farmacias de la zona y evaluada en cuanto a su capacidad de crecimiento en un

medio formulado con glicerol tratado como fuente de carbono y nutrientes.
3.2. Tratamiento del glicerol

Con el fin de eliminar el exceso de NaOH, jabones y otras impurezas que puedan
inhibir el crecimiento de la levadura Saccharomyces boulardii, el glicerol crudo fue
acidificado con acido fosférico (HsPO4) 85%, conforme metodologia descrita por
Rivaldi et al. (2017).

El proceso consisti6 en calentar 400 mL de glicerol crudo a 75°C bajo agitacion
constante de 200 rpm durante 30 minutos para reducir la viscosidad y evaporar la
mayor cantidad de metanol. Al mismo tiempo, se adicioné progresivamente 0,1 mL
de acido fosférico 85% a la muestra para ajustar el pH a 2,0 + 0,5. Luego de reducir
la viscosidad y observar formacién de capa bifasica el glicerol pretratado, fue

transvasado a un embudo de decantancion, permaneciendo en reposo por 24 h para
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separacion de compuestos insolubles, en este caso acidos grasos, de la fase de
glicerol.

3.3.  Preparacion de inéculo

Se prepararon frascos Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 100 mL de solucién de
composicion: glicerol de biodiesel tratado, 20 g/L; fosfato acido de amonio, 2,0 g/L;
fosfato acido de potasio, 2,0 g/L, extracto de levadura, 3,0 g/L, sulfato de manganeso,
0,1 g/L, sulfato de magnesio heptahidratado, 0,5 g/L, cloruro de calcio dihidratado,
0,05 g/L a pH 5,0 (Rivaldi et al., 2012). Los frascos fueron inoculados con células
liofilizadas en una concentracion inicial de células de 0,1 g/L, e incubadas a 30°C por
24 h bajo agitacion orbital de 150 rpm. Dos alicuotas de 45 mL fueron obtenidas al
final del cultivo, centrifugadas a 3500 rpm, lavadas dos veces con agua destilada
estéril, enseguida fue determinada la concentracion celular para inoculacién, segun

metodologia descrita por Rivaldi et al. (2012).
3.4. Evaluacién de las mejores condiciones de crecimiento en reactor air-lift

Los cultivos fueron conducidos en reactor tipo air-lift, con volumen til de 500 mL,
conteniendo el mismo medio de cultivo indicado anteriormente (item 3.3), con
concentraciones variables de glicerol. El reactor air-lift utilizado consistié en un
cuerpo cilindrico de vidrio encamisado para recirculacion de agua, con el fin de
mantener su temperatura constante, en cuyo interior se encuentra un cilindro de vidrio
de diametro interno de 3 cm separado 3 cm de fondo, en cuyo interior se inyecta aire
mediante un difusor de acero inoxidable colocado en la parte inferior del cilindro

central.

El reactor fue conectado a un compresor de aire, cuyo flujo de entrada al sistema fue
regulado por un conjunto de valvulas, ademas de filtros de aire (0,2 um) estéril para
eliminar posibles impurezas (particulas, esporos o microorganismos) que pudieran
contaminar el medio (Figura 5). El control de la temperatura del cultivo microbiano
fue regulado mediante encamisado con circulacion de agua precalentada a la

temperatura éptima de crecimiento de la levadura, 30° C.
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Figura 5. Representacion esquematica de sistema de cultivo. Bomba de aire (1), filtro
(2), reactor de vidrio (3) calentador de agua (4), salida para medicion de caudal (5).

Fuente: Elaboracion propia.

El medio de cultivo contiendo glicerol de biodiesel 0,1 g/L de penicilina y
antiespumante consistente en una emulsién acuosa de silicona, fue inoculado con
0,1 g/L de células, siendo el cultivo conducido a 30° C por un periodo de 30 h.
Alicuotas de 5 mL de medio fueron obtenidas a intervalos de 3 h. y almacenadas para

posterior analisis.
Disefio experimental

La influencia de las variables independientes concentracién de glicerol y aireacion
(volumen de aire por volumen de medio de cultivo, vwm) sobre las variables
dependientes, produccion de biomasa (g/L), productividad volumétrica (g/L.h, Qp),
factor de conversion (g/g glicerol, Yxs) y consumo volumétrico de sustrato (g/L.h, Qs)
fue estudiada seglin un Disefio Central Compuesto 22 con tres réplicas en el punto
central. Los experimentos fueron conducidos bajo condiciones variables de glicerol y
aireacion (Tabla 3), totalizando 11 experimentos, conforme la matriz experimental de
la Tabla 4.
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Tabla 3. Niveles de las variables del proceso de cultivo.

Niveles de variables

Factores Simbolo -1 0 +1
Concentracion de glicerol (g/L) A 20 60 100
Aireacion (vvm) B 0,5 1,0 15

(-1) factor relativo al menor valor evaluado, (0) factor relativo al valor evaluado en
el punto central, (+1) factor relativo al mayor valor evaluado

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 4. Matriz experimental del disefio central compuesto 22 con tres réplicas en el

punto central.

Valores de las variables

Experimentos Codificadas Reales
Variable A Variable B Variable A Variable B
1 -1 -1 20 0,5
2 +1 -1 100 0,5
3 -1 +1 20 1,5
4 +1 +1 100 1,5
5 -1 0 20 1,0
6 +1 0 100 1,0
7 0 -1 60 0,5
8 0 +1 60 1,5
9 0 0 60 1,0
10 0 0 60 1,0
11 0 0 60 1,0

Fuente: Elaboracion propia.

Este tipo de disefio fue escogido con el fin de un mejor estudio de la region del
espacio experimental y la posible curvatura presente en esta (Gutiérrez Pulido et al.,
2008). También, se opté por un valor de a igual a 1, obteniendo un espacio
experimental mas acotado, esto debido a las limitaciones para la medicién del flujo

de aire en rangos distintos a los definidos para la investigacion

La eleccidn de los niveles de concentracion de glicerol (g/L) mostrados en la Tabla 3
se basaron en estudios previos en los que se demuestra que algunos
microorganismos son capaces de asimilar este sustrato hasta concentraciones
elevadas (Tchakouteu et al., 2015). Para la aireacion se tomaron en cuenta varias

bibliografias que estudiaron el crecimiento de la levadura Saccharomyces boulardii
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en distintas condiciones de aireacion dentro del rango elegido (Muller et al., 2007;
Elsayed et al., 2018)

3.5. Meétodos analiticos
3.5.1. Determinacién de concentracién celular

La concentracion de células expresada (g/L) se determiné a partir de una curva de
calibracion de absorbancia vs concentracién de célula en espectrofotometro de la
marca Thermo Scientific, modelo Orion Aquamate 8000 UV-VS a 600 nm conforme
metodologia descrita por Rivaldi et al. (2012).

3.5.2. Determinacién de concentracion de glicerol

La determinacion de la concentracién de glicerol se realiz6 utilizando la metodologia
propuesta por (Kuhn et al., 2015), donde se construy6 una curva de calibracion de
absorbancia en funcién de la concentracion de glicerol en espectrofotometro de la
marca Thermo Scientific, modelo Orion Aquamate 8000 UV-VS a 410 nm, con previo
tratamiento del glicerol con &cido fosférico y calentamiento para eliminar las sales,

jabén y metanol (Rivaldi, et al. 2013).
3.5.3. Anadlisis de Resultados

Los parametros bioquimicos del cultivo de las levaduras en medio conteniendo

glicerol fueron determinados conforme:

- Productividad volumétrica en biomasa (Qp): relacién entre la cantidad de

biomasa producida y el tiempo de cultivo.

XX
Q=" (1)

Dénde:

p = productividad volumétrica en biomasa (g/L.h); X; = concentracién final de
biomasa (g/L); Xi = concentracién inicial de biomasa (g/L); At = intervalo de

tiempo de cultivo (h).
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- Factor de conversion de glicerol a biomasa (Yxss): relacion entre la cantidad de
biomasa producida y la correspondiente variaciéon en el sustrato consumido

durante el cultivo.

:g:@ (2)
XSTAST S-S;

Dénde:

Yx;s = factor de rendimiento de biomasa (g/g); Xi = concentracion inicial de
biomasa (g/L); X;= concentracion final de biomasa (g/L); St= concentracion final

de sustrato (g/L); Si= concentracion inicial de sustrato (g/L).

- Velocidad volumétrica de consumo de sustrato (Qs): relacién entre la cantidad
de sustrato consumido y el tiempo de cultivo.
_ S-S

Qs=— 3)

Dénde:

Qs = consumo volumétrico de sustrato (g/L.h); S;= concentracion final de sustrato
(g/L); Si = concentracién inicial de sustrato (g/L); At = intervalo de tiempo de

cultivo (h).

Ademas, se determinaron las velocidades maximas especificas de crecimiento
(umax) mediante los coeficientes angulares de las lineas ajustadas de la variacion
del logaritmo neperiano de las concentraciones determinadas con el tiempo.
También el tiempo de generacion (tg) se determiné mediante la relacion entre el

logaritmo neperiano de 2 y umax (Arredondo-Vega et al., 2007).

_ (InX2-InX1)
max to-t;

(4)

In2

td:

(5)
umax

El analisis estadistico del efecto de las variables sobre las respuestas sera realizado

mediante el programa Protimiza ® Experimental Design y Design Expernt® Software

Version 11 (DEMO), utilizando conceptos de estadistica descriptiva y multivariada.

24



Para analizar los datos obtenidos y la correlacion entre las variables independientes
sobre las variables dependientes sera empleado el analisis de varianza y el método
de superficie de respuesta, con un intervalo de confianza del 95% (p<0,05).

A partir de los resultados de ANOVA y regresion sera establecido el modelo
matemético que representa la produccién de biomasa (g/L), rendimiento (g/g glicerol)
y productividad volumétrica celular (g/L.h) de la levadura probiética en funcién de las

variables independientes estudiadas.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Tratamiento del glicerol crudo

El glicerol proveniente de la industria contiene gran cantidad de impurezas, entre
ellas ésteres, metanol, sales utilizadas como catalizadores (Hu et al., 2012), por lo
gue fue necesaria la eliminacion de la mayor cantidad de estos compuestos a fin de
evitar que estos actien como inhibidores durante el proceso de crecimiento celular
(Venkataramanan et al., 2012).

El tratamiento con &cido fosfdrico concentrado, en una proporcion de 0,14 mL/mL de
glicerol crudo, permitié la neutralizacion total del glicerol crudo y la separacion de
acidos grasos libres derivados de la descomposicion &cida de jabones. En la Figura
6 es posible observar la separacion de las fases luego de las 24 h de decantacion,
siendo la fase superior compuesta de acidos grasos libres y la otra fase rica en
glicerol, conteniendo pequefias cantidades de sales, agua y metanol. Este ultimo fue
eliminado en gran parte durante el agregado del &cido realizado bajo calentamiento
continuo a 75° C por 1 h, considerando que la temperatura de vaporizacién del

metanol es de 64,7 °C.

La fraccién correspondiente al glicerol tratado fue separada, caracterizada en cuanto
a su concentracion y utilizada para la formulacién de medios de cultivo. El tratamiento
permitié ademas la incorporacién de fésforo en forma de fosfatos al glicerol tratado,
siendo importante para el desarrollo de microorganismos en procesos fermentativos.
Resultados similares fueron obtenidos durante el tratamiento del glicerol crudo de

biodiesel descrito por Nanda et al., 2014 y Rivaldi et al., 2017.

El contenido inicial de glicerol en el residuo crudo fue de 430 g/L alcanzando una
concentracion final promedio de 610 g/L, al final del tratamiento acido. En la Figura 7
se puede observar la diferencia entre el glicerol crudo y el tratado, denotando un color
mas claro luego del tratamiento debido a la eliminacién de la mayoria de sus

impurezas.
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Figura 6. Separacion de glicerol después del tratamiento con acido fosférico al 85%,
la fase superior corresponde a los acidos grasos y la fase inferior: glicerol y sales.

Fuente: elaboracion propia.

Figura 7. Glicerol crudo y glicerol tratado. Fuente: elaboracién propia.

Los &cidos grasos obtenidos durante la purificaciébn pueden ser caracterizados y al
conocer su composicion encontrarles usos alternos para aprovechar este nuevo
subproducto. Este puede ser utilizado para la produccion de biodiesel (Duong et al.,
2021; Reis et al., 2015; Oliveira et al., 2008) logrando un proceso eficiente y abriendo

posibilidades a futuras investigaciones.
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4.2. Evaluacion de las condiciones de crecimiento de Saccharomyces
boulardii en glicerol

El glicerol tratado fue utilizado como sustrato, en adicion con otros nutrientes, para la
produccion de biomasa de levadura probioétca Saccharomyces boulardii. En la Tabla
5 se presenta la concentracién celular (g/L) y la concentracion de glicerol (g/L) medida
en los distintos tiempos para los 11 ensayos realizados en el reactor air-lift. Ademas,
la Figura 8 presenta las curvas cinéticas de consumo de sustrato y crecimiento

celular, denotando el comportamiento de cada experimento llevado a cabo.

La mayor produccion de biomasa, 8,13 g/L, se alcanz6 a las 30 h de cultivo, en las
condiciones de 20 g/L de glicerol y 1,0 vvm de aireacion, correspondiente al ensayo
5. Aparentemente, esta condicion favorecio la formacion celular sin generar estrés en
la levadura S.boulardii. A altas concentraciones de glicerol (100 g/L) y alto flujo de
aire (1,5 vvm) se observo la menor cantidad de biomasa producida, 1,82 g/L en 30 h

de cultivo.

El glicerol a altas concentraciones ocasiona tensiones sobre la membrana biolégica
de microorganismos (Cray et al., 2015), por lo que se dificulta la asimilacion de este
sustrato, es por ello que la menor cantidad de biomasa producidad fue a 100 g/L de
concentracion inicial de glicerol. Ademas al agregar mayor cantidad de glicerol, las
impurezas que no pudieron ser removidas, como pequefias cantidades de acidos

grasos, también actuaron como inhibidores del crecimiento celular.

En lo que respecta a la aireacion, al aumentar este la cantidad de oxigeno disuelto
disponible dentro del reactor es mayor, por lo que el metabolismo microbiano es mas
activo, logrando las células crecer rapidamente en estas condiciones (Elsayedet al.,
2018)., es por ello que al aumentar el flujo de aire, mayor fue la producciéon de

biomasa hasta llegar a la aireacién de 1,0 vvm.

Que la produccion de biomasa haya disminuido al llevar la aireacién al valor mas alto
seleccionado pudo deberse al estrés oxidativo generado en el medio, que ocurre
cuando se forman especies reactivas de oxigeno (ERO), que son subproductos
normales del metabolismo celular. Estos compuestos en concentraciones altas tales
gue las células no son capaces de eliminarlas, terminan dafiando a varios
componentes celulares como los lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos,
pudiendo llegar a la muerte celular (Landolfo et al., 2008; Folch-Mallol et al., 2004).
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Figura 8. Curvas de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (rojo, A) y concentracién de glicerol (azul, o) en funcién del tiempo.
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5. Valores resultantes de concentracion celular y concentracion de sustrato en los ensayos realizados.

oo &%ﬂﬁiﬁ& Células (g/L) Glicerol (g/L)
A B 0O 3 6 20 24 27 30 0 3 6 20 24 27 30
1 4 - 010 011 040 482 541 558 597 2378 2262 2083 1109 934 867 7,76
> +1 -1 010 014 019 081 113 176 2,07 103,85 101,91 100,66 9872 9717 9623 9525
3 4+ 010 018 039 555 669 746 7,71 2210 2152 2083 988 759 680 6,50
4 +1 +1 010 011 017 082 085 131 18 9827 9342 9304 90,70 8810 8622 8391
5 41 0 010 024 067 534 7,64 7,90 813 1950 1813 1789 416 399 279 174
6 + 0 010 014 027 114 137 152 206 102,05 10038 97,89 9331 90,82 89,15 8541
7 0 -1 010 013 021 1,07 184 316 457 6272 6182 61,32 5695 5581 52,80 49,74
8 0 +1 010 024 032 269 347 464 601 6314 6124 5992 5404 5215 50,18 48,06
9 0 0 010 014 022 200 318 399 442 6352 6283 6179 5223 5097 4892 47,82
10 0 0 010 018 028 354 453 543 594 5815 5529 51,73 4688 4229 4125 40,04
11 0 0 010 012 019 38 440 526 58 5832 5373 5347 4168 41,08 39,95 38,04

A: glicerol; B: aireacion. Fuente: Elaboracién propia.
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Al mismo tiempo, una mayor aireacién provoca mayor formacion de espuma dentro
del reactor, que también pudo ser un factor inhibidor del crecimiento celular, ya que
disminuye la eficiencia de transferencia de masa de oxigeno (Vardar-Sukan, 1998).
Ademas, el estallido de las burbujas puede dafar las células y proteinas, dificultando
su crecimiento (Holmes et al., 2006).

Comparando los resultados con referencias bibliograficas, Muller et al. (2007) que
evaluaron el crecimiento de Saccharomyces boulardii en medio con glucosa (10 g/L)
en un reactor de tanque agitado y también de tipo air-lift, observando la mayor
produccion de célula, 4,1 g/L, para la mayor aireacion (1,5 vvm) dentro del tanque.

En el trabajo realizado por Elsayed et al. (2018), la mayor produccén de biomasa, 9,8
g/L, de Saccharomyces boulardii fue registrada a para un flujo de aire de 2,0 vvm,
habiendo utilizado glucosa como sustrato en un reactor de tanque agitado durante
50 horas. Rivaldi et al. (2012) registraron crecimientos de biomasa de hasta 21 g/L al
utilizar glicerol tratado como sustrato para el crecimiento de la levadura Hansenula

Anomala CCT 2648, durante 24 h de cultivo con aireacion de 0,5 vvm.

Rivaldi et al. (2013) utilizo el glicerol de biodiesel como sustrato en una concentracion
inicial de 10 g/L, llevando a cabo el crecimiento de tres cepas probidticas de
Lactobacillus obteniendo en matraces de Erlenmeyer, en donde se alcanzé valores
de 2,11 g/L en 24 h de cultivo para la L. acidophilus, consumiendo 4,57 g/L de sustrato

en el proceso.

Los resultados referentes al factor de conversion de glicerol a biomasa (Yys),
productividad volumétrica en biomasa (Qp) y velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (Qs) son presentados en la Tabla 6. Estos valores fueron calculados a las
24 h de cultivo debido a que la mayoria de los ensayos alcanzaron la fase

estacionaria en dicho periodo.

Los valores maximos para el factor de conversion (Yys) y la productividad volumétrica
de biomasa (Qr) se obtuvieron a la concentracion inicial minima de sustrato, 20 g/L,
y a la aireaciéon de 1,0 vvm. En cambio, la velocidad volumétrica de consumo de
sustrato (Qs) mayor se logré para la concentracion de 60 g/L de glicerol a 1,0 vwwm de
aireacion, coincidiendo en este ultimo factor con los anteriores parametros, pero para

una mayor concentracion inicial de sustrato.
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Tabla 6. Pardmetros bioguimicos medidos en los distintos ensayos.

Niveles de las

Ensayo variables Yws (9/9) Qr (g/L.h) Qs (g/L.h)
A B
1 -1 -1 0,37 0,22 0,60
2 +1 -1 0,15 0,04 0,28
3 -1 +1 0,45 0,27 0,60
4 +1 +1 0,07 0,03 0,42
5 -1 0 0,49 0,31 0,65
6 +1 0 0,11 0,05 0,47
7 0 -1 0,25 0,07 0,29
8 0 +1 0,31 0,14 0,46
9 0 0 0,25 0,13 0,52
10 0 0 0,28 0,18 0,66
11 0 0 0,25 0,18 0,72

A: glicerol; B: aireacién; Yys: factor de conversién de glicerol a biomasa; Qe:
productividad volumétrica de biomasa; Qs: velocidad volumétrica de consumo de

sustrato. Fuente: Elaboracion propia.

El factor de conversion de mayor valor a las 24 horas (0,49) es comparable a otros

trabajos ya mencionados, como el de Elsayed et al. (2018) que alcanzé también 0,49

g/g, pero a las 50 h de cultivo del Saccharomyces boulardii. Rivaldi et al. (2012)

obtuvieron una conversién del 0,45 g/g al utilizar glicerol como sustrato a 0,5 vvm a

las 24 h del cultivo de H. anomala CCT 2648 habiendo consumido todo el glicerol.

Tabla 7. Comparacién de los resultados obtenidos con la literatura.

Aireacién  Tiempo Biomasa Factor de

Sustrato  Microorganismo (wm) (h)p producida conversion Fuente
(9/L) (9/9)

. Saccharomyces Este
Glicerol boulardii 1,0 24 7,64 0,49 trabajo
Hansenula Rivaldi
Glicerol Anomala 0,5 24 21 0,45 et al.
CCT 2648 (2012)
Muller
Glucosa Sacggﬁlrgrrgﬁ’ces 15 12 4,1 0,393+ et al.
(2007)
Elsayed
Glucosa Sacggﬁlrgrrgﬁ’ces 2.0 50 9,8 0,49 et al.
(2018)

* Medido durante la fase exponencial

. Fuente: Elaboracion propia.
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En otro trabajo realizado por Rivaldi et al. (2013) llegaron a un valor de 0,46 g/g en
lo que se refiere al consumo de glicerol a las 24 h de cultivo de Lactobacillu
acidophilus habiendo consumido el 46 % del sustrato. Estos resultados muestran que
el rendimiento logrado al utilizar glicerol de biodiesel tratado como sustrato es similar
a pesar de cultivar diferentes microorganismos. Un resumen de las comparaciones

con los otros trabajos mencionados se ve en la Tabla 7.
4.3. Analisis estadistico

A través del analisis de varianza con un intervalo de confianza del 95% (p<0,05) se
pudo conocer la influencia de las variables independientes sobre las dependientes.
Primeramente, en la Tabla 8 se observa como A y B? tienen un efecto significativo
sobre la biomasa producida. Esto coincide con la literatura, en la que se indica que
tanto la concentracion de sustrato como el flujo de aire influyen en el crecimiento

celular (Muller et al., 2007; Rivaldi et al., 2017; de Paula et al., 2019).

Tabla 8. Analisis de varianza de los factores estudiados en la produccion de biomasa

probiodtica Saccharomyces boulardii.

Factores SC GL MC F p

Modelo 50,45 5 10,09 25,91 0,0014 Significativo
A 44,77 1 44,77 114,96 0,0001

B 1,15 1 1,15 2,96 0,1460

AB 0,6084 1 0,6084 1,56 0,2667

Az 1,10 1 1,10 2,82 0,1541

B2 3,60 1 3,60 9,24 0,0288

Residual 1,95 5 0,3895

Falta de ajuste 1,03 3 0,3447 0,7549 0,6130 No significativo
Error puro 0,9133 2 0,4566

Total 52,40 10

Desv. estandar 0,6241 R2 0,9628 P.a. 14,5440

Total 3,59 Rzaj. 0,9257

CV.% 17,37 R2pr. 0,7675

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precisiobn adecuada.

Fuente: Elaboracién propia.
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X (% ) = 3,88-2,73A+0,4383B-0,39AB+0,6582A%-1,198° (6)

El modelo matematico que muestra el efecto de las variables sobre la produccion de
biomasa fue representado en la ecuacion 6, siendo esta significativa al presentar un
valor p 0,0014 (p<0,05), ademas la falta de ajuste en este caso no fue significativa.
El R? presenta un valor mayor a 0,9 (0,9628), ademas la diferencia entre el R?
ajustado (0,9257) y el R? predicho (0,7675) es menor a 0,2, demostrando que el
modelo se ajusta a los datos experimentales y puede ser utilizado para predecir la
concentracion de biomasa en estas condiciones.

La Figura 9 representa la superficie de respuesta generada por el modelo
matematico, incluyendo todos los términos, significativos y no significativos. Se
puede observar una curvatura debida a los términos cuadraticos de la ecuacion. Es
posible comprobar graficamente la relacion existente entre los valores predichos por

el modelo y los obtenidos de manera experimental para la produccion de biomasa en

la Figura 10.
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Figura 9. Superficie de respuesta correspondiente a la biomasa producida (g/L) en

funcién de las variables independientes. Fuente: Elaboracion propia.

Los términos no significativos fueron removidos por medio de la técnica de seleccion

de variables por pasos hacia atras, la cual consistio en eliminar uno por uno los
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términos de menor contribucion al ajuste, siendo estos los de mayor valor p en la
Tabla ANOVA (Gutiérrez et al., 2008). Esto fue realizado con el fin de mejorar la

capacidad predictiva del modelo.

Predicho vs. Real

Predicho

T T T I
0 2 4 6 8

Real

Figura 10. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los

reales obtenidos para la produccion de biomasa (g/L). Fuente: Elaboracién propia.

Se puede observar en la Tabla 9 como el valor p para el modelo y A disminuyeron y
aumenté para B?, manteniendo la significancia de estos para la produccion de
biomasa. La ecuacion 7 presenta al nuevo modelo matematico que representa la
superficie de respuesta de la Figura 11. Se ve también como la curvatura de la
superficie es menos pronunciada por la eliminacién de los términos AB y A? de la

ecuacion.

La aplicacién de la técnica mencionada mejoré la capacidad predictiva del modelo,
pudiendo ver esto en la diferencia entre el valor del R? ajustado (0,9004) y el R?
predicho (0,8125). Sobre todo, el nuevo modelo es capaz de predecir de una manera
mas exacta el comportamiento de cultivo de levaduras llevados en condiciones
diferentes al experimento realizado. En la Figura 12 se puede ver cémo fueron pocos

los valores reales que se alejan de los predichos.
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Tabla 9. Andlisis de varianza de los factores estudiados correspondiente a la

produccion de biomasa posterior a la seleccién de los términos significativos.

Factores SC GL MC F p

Modelo 48,74 3 16,25 31,13 0,0002 Significativo
A 44,77 1 44,77 85,79 <0.0001

B 1,15 1 1,15 2,21 0,1808

B2 2,82 1 2,82 540  0,0531

Residual 3,65 7 0,5219

Falta de ajuste 2,74 5 0,5480 1,20 0,5129 No significativo
Error puro 0,9133 2 0,4566

Total 52,40 10

Desv. Estandar 0,7224 R2 0,9303 P.a. 15,8805

Total 3,59 Rzaj. 0,9004

CV.% 20,10 R2pr. 0,8125

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precision adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.
X (% ) =4,15-2,73A+0,4383B-1,02B° @)

Este analisis de varianza fue realizado también para la productividad volumétrica de
biomasa (g/L.h). Al ser esta el cociente entre la cantidad de biomasa producida y el
tiempo transcurrido en el cultivo, debido a esto, los resultados obtenidos son similares
entre si, como se puede ver en la Tabla 10, siendo A y B? factores que poseen un

efecto significativo sobre la productividad.

De igual manera, el modelo matematico que representa la superficie de respuesta
gue corresponde a la productividad volumétrica de biomasa se denota en la ecuacion
8. Este modelo fue significativo al presentar un valor p 0,0016 (p<0,05), ademas la
falta de ajuste tampoco fue significativa. El R? presenté un valor de 0,9606 y la
diferencia entre el R? ajustado (0,9212) y el R? predicho (0,7537) fue menor a 0,2, por
lo que es posible utilizar este modelo para predecir la productividad volumétrica en

células en las condiciones del experimento.
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Biomasa Producida (g/L)

20 15

1.1

AlGlicerol (91 B: Aireacion (wm)

100 05

Figura 11. Superficie de respuesta correspondiente a la produccién de biomasa (g/L)
en funcion de las variables independientes posterior a la seleccion de los términos
significativos. Fuente: Elaboracién propia.

Predicho vs. Real

Predicho

Figura 12. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los
reales obtenidos para la produccion de biomasa (g/L) posterior a la seleccion de los
términos significativos. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 10. Andlisis de varianza de los factores estudiados correspondiente a la
productividad volumétrica de biomasa de levadura Saccharomyces boulardii.

Factores SC GL MC F p

Modelo 0,0865 5 0,0173 24,39 0,0016 Significativo
A 0,0771 1 0,0771 108,68 0,0001

B 0,0020 1 0,0020 2,84 0,1525

AB 0,0009 1 0,0009 1,27 0,3111

A2 0,0018 1 0,0018 2,47 0,1766

B2 0,0060 1 0,0060 8,47 0,0334

Residual 0,0035 5 0,0007

Falta de ajuste  0,0019 3 0,0006 0,7516 0,6142 No significativo
Error puro 0,0017 2 0,0008

Total 0,0900 10

Desv. estandar 0,0266 R2 0,9606 P.a. 14,1701

Total 0,1473 R2aj. 0,9212

CV.% 18,08 R2pr. 0,7537

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precisidbn adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.
Qp (% ) = 0,1595-0,1133A+0,0183B-0,015AB+0,0263A%-0,0487B%>  (8)

Elaboracion propia.

La superficie de respuesta generada por el modelo matematico para la productividad
es presentada en la Figura 13, denotando una curva al igual que la superficie
generada para la produccibn de biomasa, siendo de igual manera a una
concentracion inicial de glicerol de 20 g/L y aireacion de 1,0 vvm en donde se obtuvo
la mayor productividad. Con la Figura 14 se puede corroborar la relacion existente
entre los valores predichos por el modelo matematico y los obtenidos durante el

experimento.

También se realizé la eliminacién de los términos no significativos del modelo por
medio de la técnica de seleccién de variables por pasos hacia atras. El valor p para
el modelo y A disminuyeron y aumenté para B2, como se puede ver en la Tabla 11.

La superficie de respuesta (Figura 15) presentdé una menor curvatura por la
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eliminacioén de los términos no significativos, siendo la ecuacion 9 la que representa
de manera matematica dicha superficie.

04

Productividad (g/L*h)

15
1.3
1.1
A: Glicerol (g/L)

100 T 05 0.7 B: Aireacion (wm)

Figura 13. Superficie de respuesta para la productividad volumétrica de biomasa

(g/L.h) en funcion de las variables independientes. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los

reales obtenidos para la productividad volumétrica de biomasa (g/L.h). Fuente:
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Tabla 11. Andlisis de varianza de los factores estudiados correspondiente a la

productividad volumétrica de biomasa posterior a la seleccion de los términos

significativos.
Factores SC GL MC F p
Modelo 0,0838 3 0,0279 31,54 0,0002 Significativo
A 0,0771 1 0,0771 87,01 <0,0001
B 0,0020 1 0,0020 2,28 0,1751
B2 0,0047 1 0,0047 5,35 0,0540
Residual 0,0062 7 0,0009
Falta de ajuste  0,0045 5 0,0009 1,09 0,5428 No significativo
Error puro 0,0017 2 0,0008
Total 0,0900 10
Desv. Estandar 0,0298 R2 0,9311 P.a. 15,9734
Total 0,1473 R2aj. 0,9016
CV.% 20,21 R2zpr. 0,8179

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precisidbn adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.
Qp ( Lih ) =0,1700-0,1133A+0,0183B-0,041 78° 9)

El valor de R? predicho aumenté (0,8179), por lo que la diferencia entre este y R?
ajustado (0,9016) disminuyd, por lo que mejord la capacidad predictiva del modelo,
pudiendo ver esto en la Figura 16, al comparar graficamente los valores reales con

los valores predichos.

Con respecto al factor de conversion, este mostrdé una tendencia positiva al disminuir
la concentracion del glicerol y aumentar la aireacion dentro del reactor. Su analisis
de varianza se puede apreciar en la Tabla 12. En este caso A fue una variable
significativa para el modelo en el intervalo de confianza del 95% (p<0,05), mientras
que B no. El efecto de las diferentes variables estudiadas sobre el factor de
conversién fue expresado en la ecuacion 10, siendo el modelo significativo para el

intervalo de confianza mencionado anteriormente.
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Figura 15. Superficie de respuesta correspondiente a la productividad volumétrica
de biomasa (g/L.h) en funcién de las variables independientes posterior a la

seleccién de los términos significativos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 16. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los
reales obtenidos para la productividad volumétrica de biomasa (g/L.h) en funcion
de las variables independientes posterior a la seleccion de los términos significativos.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 12. Andlisis de varianza de los factores estudiados correspondiente al factor
de conversion de la levadura Saccharomyces boulardii.

Factores SC GL MC F p

Modelo 0,1666 5 0,0333 24,11 0,0016 Significativo
A 0,1601 1 0,1601 115,84 0,0001

B 0,0001 1 0,0001 0,0482 10,8348

AB 0,0064 1 0,0064 4,63  0,0840

A2 0,0000 1 0,0000 0,0081 0,9317

B2 0,0000 1 0,0000 0,0081 0,9317

Residual 0,0069 5 0,0014

Falta de ajuste  0,0063 3 0,0021 7,01 0,1274  No significativo
Error puro 0,0006 2 0,0003

Total 0,1735 10

Desv. estandar 0,0372 R2 0,9602 P.a. 14,8130

Total 0,2745 R2aj. 0,9203

CV.% 13,54 R2pr. 0,6984

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precision adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.
Yyxss (9/g9) = 0,2768-0,1633A+0,0033B-0,04AB-0, 0021A%-0,0021B>  (10)

La superficie de respuesta para el factor de conversién presentd una leve curvatura
gue se puede observar en la Figura 17. Asi mismo a través de la grafica se denota
gue los valores maximos se logran a concentraciones bajas de glicerol, 20 g/L, y a
altos flujos de aire, 1,5 vvm, produciendo mayor cantidad biomasa por sustrato

consumiendo durante el cultivo.

A pesar de que el modelo matematico fuera significativo y que tanto el valor de R? y
del R? ajustado sean elevados, 0,9602 y 0,9203 respectivamente, la diferencia entre
este Ultimo coeficiente y el R? predicho (0,6984) es mayor a 0,2, lo que se traduce en
gue el modelo tiene la capacidad de predecir las variaciones de las respuestas debida
a los datos experimentales, pero no para futuros experimentos en diferentes
condiciones (Montgomery, 2004). Por ello en la Figura 18 se ve como los valores

reales no estdn muy alejados de los valores predichos.
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Figura 17. Superficie de respuesta correspondiente al factor de conversion (g/g) en

funcién de las variables independientes. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los
reales obtenidos para el factor de conversion de biomasa (g/g). Fuente: Elaboracion

propia.

Un modelo matematico debe explicar tanto la respuesta obtenida con los resultados

experimentales y también poder predecir el comportamiento del mismo en
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condiciones distintas al experimento. Por esta raz6n se mejor6 la capacidad

predictiva del modelo con la técnica de seleccion de variables por pasos hacia atras.

Al haber eliminado los términos cuadraticos de la ecuacion el valor p correspondiente
al modelo disminuye considerablemente (Tabla 13), por lo que sigue siendo
significativo. También ocurri6 esto para la interaccion AB, llegando a ser significativa
para la ecuacién, demostrando de manera estadistica que la aireacion también tiene

un efecto sobre el factor de conversion.

Tabla 13. Analisis de varianza de los factores estudiados correspondiente factor de
conversion de la levadura Saccharomyces boulardii posterior a la seleccién de los

términos significativos.

Factores SC GL MC F p

Modelo 0,1665 3 0,0555 56,00 <0.0001 Significativo
A 0,1601 1 0,1601 161,46 <0.0001

B 0,0001 1 0,0001 0,0672 0,8028

AB 0,0064 1 0,0064 6,46 0,0386

Residual 0,0069 7 0,0010

Falta de ajuste  0,0063 5 0,0013 4,23 0,2023  No significativo
Error puro 0,0006 2 0,0003

Total 0,1735 10

Desv. Estandar 0,0315 R2 0,9600 P.a. 21,4187

Total 0,2745 R2aj. 0,9429

CV.% 11,47 R2pr. 0,8615

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precisiobn adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.
Yys ( g ) = 0,2745-0,1633A+0,0033B-0,0400AB (11)

Tanto el valor de R? ajustado (0,9429) y de R? predicho (0,8615) aumentaron al
realizar la reduccién de términos, por lo que la ecuacion 11 en este caso es adecuada
para predecir el factor de conversion. La superficie de respuesta (Figura 19) y la
grafica de valores reales vs. predichos (Figura 20) no presentaron grandes cambios
con respecto a las Figuras anteriores. En la superficie de respuesta se observa una
contraccion debido a la interaccidn, ya que la respuesta varia en relacion a las
distintas combinaciones, para bajas concentraciones de sustrato, al aumentar la
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aireacion aumenta el factor de converson, mientras que el efecto se invierte para

altas concentraciones.

Factor de conversion (g/g)

20

A: Glicerol (g/L)

100 05

1.5

B: Aireacion (wm)

Figura 19. Superficie de respuesta correspondiente al factor de conversion (g/g) en

funcion de las variables independientes posterior a la seleccion de los términos

significativos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 20. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los

reales obtenidos para el factor de conversidén de biomasa (g/g) posterior a la seleccion

de los términos significativos. Fuente: Elaboracion propia.
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Para analisis de varianza de la velocidad volumétrica de consumo de sustrato se
presenta la Tabla 14. Tanto el A como B2 tuvieron una influencia significativa dentro
del modelo, presentando un valor p menor a 0,05. Por otro lado, el modelo no fue
significativo en el intervalo de confianza del 95% (p<0,05), siendo su valor muy
préximo a 0,05 (0,0522).

Tabla 14. Andlisis de varianza de los factores estudiados correspondiente a la

velocidad volumétrica de consumo de sustrato.

Factores SC GL MC F p

Modelo 0,1848 5 0,0370 4,94  0,0522 No significativo
A 0,0771 1 0,0771 10,29 0,0238

B 0,0160 1 0,0160 2,14  0,2034

AB 0,0049 1 0,0049 0,6546 0,4552

A2 0,0001 1 0,0001 0,0094 0,9266

B2 0,0818 1 0,0818 10,93 0,0213

Residual 0,0374 5 0,0075

Falta de ajuste  0,0302 3 0,0101 2,80 0,2742 No significativo
Error puro 0,0072 2 0,0036

Total 0,2222 10

Desv. estandar 0,0865 R? 0,8316 P.a. 7,7162

Total 0,5227 R2aj. 0,6631

CV.% 16,55 R2pr. -0,0608

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precision adecuada.

Fuente: Elaboracion propia.

La ecuacion 12 representa la superficie de respuesta de la Figura 21, teniendo en
cuenta todos los factores analizados. Se pudo notar el maximo consumo de sustrato
por hora para la menor concentracién inicial de glicerol y para la aireacién de 1,0 vvm,
lo que coincide con la produccion de biomasa, ya que en estas condiciones fue la
mayor generacion de la misma, por lo que fue necesario mayor consumo del sustrato.
Ademads, la superficie de respuesta presentd una curva pronunciada, debido

mayormente al factor que corresponde a la aireacion cuadratica.

Qs (%) = 0,6179-0,1133A+0,0517B+0,035AB+0,0053A%-0,17978° (12)
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Figura 21. Superficie de respuesta correspondiente a la velocidad volumétrica de

consumo de sustrato (g/L.h) en funcion de las variables independientes. Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 22. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los

reales obtenidos para la velocidad volumétrica de consumo de sustrato (g/L.h).
Fuente: Elaboracion propia.

Como los valores de R? (0,8316), R? ajustado (0,6631) y R? predicho (-0,0608) son
muy bajos, en especial los dos ultimos mencionados, este modelo no pudo ser valido
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para predecir el comportamiento de la velocidad de consumo volumétrico de sustrato,
como se puede notar en la Figura 22, donde los valores reales se alejan de los valores
predichos en la mayoria de los casos, por lo que fue necesario aplicar nuevamente

la técnica de seleccién de variables por pasos hacia atras.

La Tabla 15 muestra el andlisis de varianza luego de la eliminacion de los términos
correspondientes a AB y A2. Con esto el valor p para el modelo disminuyo, siendo
ahora significativo en el intervalo de confianza mencionado anteriormente. También
ocurrio esto con el valor p de los factores del modelo, manteniendo la significancia
del Ay B2

La ecuacion 13 representa la nueva superficie de respuesta generada luego de la
eliminacién de términos, la cual presenté una curvatura menos pronunciada como se
puede ver en la Figura 23. El valor de R? ajustado (0,7274) y de R? predicho (0,5121)
aumentd, sin embargo, estos valores siguen siendo bajos, lo que se traduce como
una dificultad para el modelo a la hora de predecir la respuesta de la variable
dependiente analizada, notandose en la Figura 24 como algunos valores reales se

siguen alejando de los predichos en gran medida.

Tabla 15. Analisis de varianza de los factores estudiados correspondiente a la
velocidad volumétrica de consumo de sustrato posterior a la seleccion de los términos

significativos.

Factores SC GL MC F P

Modelo 0,1798 3 0,0599 9,90 0,0065 Significativo
A 0,0771 1 0,0771 12,72 0,0091

B 0,0160 1 0,0160 2,64 0,1480

B2 0,0867 1 0,0867 14,32 0,0069

Residual 0,0424 7 0,0061

Falta de ajuste 0,0352 5 0,0070 1,96 0,3720 No significativo
Error puro 0,0072 2 0,0036

Total 0,2222 10

Desv. Estandar 0,0778 R2 0,8092 P.a. 9,7304

Total 0,5227 R2aj. 0,7274

CV.% 14,89 R2pr. 0,5121

A= glicerol; B= aireacion; SC= suma de cuadrados; GL= grados de libertad; MC=
media cuadratica; C.V.%= coeficiente de variacion; P.a.= precision adecuada.

Fuente: Elaboracién propia.
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Qs (% ) =0,6200-0,1133A+0,0517B-0,1783B> (13)
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Figura 23. Superficie de respuesta correspondiente a la velocidad volumétrica de
consumo de sustrato (g/L.h) en funcion de las variables independientes posterior a la

seleccién de los términos significativos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 24. Relacion de valores predichos por el modelo cuadratico con relacion a los
reales obtenidos para a la velocidad volumétrica de consumo de sustrato (g/L.h) en
funcion de las variables independientes posterior a la seleccion de los términos

significativos. Fuente: Elaboracién propia.
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4.4. Optimizacion

A partir de las superficies de respuesta obtenidas se realizd6 una exploracion de las
mismas con el fin de conocer las condiciones del experimento en donde se consiguen
los valores Optimos, delimitado la busqueda a valores dentro de la region
experimental de la investigacion. Este proceso fue llevado a cabo para la

productividad volumétrica de biomasa.

Con el programa Design Expert se realizé la basqueda de las condiciones optimas.
Este lo realiz6 partiendo de la metodologia de la deseabilidad, que consiste en definir
una funcién en el espacio de factores que estima la deseabilidad global del producto
en cada punto, maximizandola, dentro de un rango entre 0 y 1, para obtener el punto

Optimo buscado (Gutiérrez et al., 2008).

Dentro del programa se definié el rango de trabajo para la concentracion inicial de
glicerol y la aireacion, 20 g/L a 100 g/L y 0,5 vwvm a 1,5 vvm. En este intervalo el valor
de la productividad volumétrica de biomasa 6ptima fue 0,29 g/L.h, obteniendo este
resultado para una concentracion inicial de sustrato de 20 g/L y 1,1 vwvm para el flujo
de aire, con una deseabilidad de 0,941. Los resultados son muy parecidos a los vistos
en la experimentacion, ya que los valores mas altos se lograron a 20 g/L de glicerol

inicial y 1,0 de aireacion.

Cabe destacar que el valor 6ptimo, 0,29 g/L.h, fue menor al obtenido de manera
experimental, 0,31 g/L.h, esto debido a que para los calculos se tomé en cuenta la
superficie de respuesta con los términos ya reducidos y a pesar de que esta posee
una gran capacidad para predecir los resultados, algunos valores reales fueron

diferentes a los predichos, como en este caso, en donde supera a este.

En estas condiciones el programa calcul6 el factor de conversion correspondiente,
llegando a 0,45 g/g. Con esto se calcul6 la biomasa producida multiplicando la
productividad volumétrica de biomasa por 24, que serian las horas de cultivo, dando
como resultado 6,96 g/L de célula. También se calculé la velocidad volumétrica de
consumo de sustrato, siendo este le cociente entre la productividad y el factor de

conversién, dando un valor de 0,64 g/l.h, consumiendo asi el 76,8% del sustrato.
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4.5. Velocidad especifica de crecimiento méaxima (umax) Yy tiempo de
generacion (tq)

Los resultados obtenidos para la velocidad especifica de crecimiento maxima (Umax)
y el tiempo se pueden ver en la Tabla 16, medidos durante la fase exponencial. El
mayor valor para la primera variable dependiente se presentd para la concentracion
de glicerol de 20 g/L y para la maxima aireacion, 1,5 vvm, por ello su tiempo de
generacion (ts) fue el menor, al ser este calculado a partir de la relacion entre el
logaritmo neperiano de 2 y la umax. EI mayor valor alcanzado por este fue para la

condicion de mayor concentracion de sustrato (100 g/L) y menor aireacion (0,5 vvm).

En la Figura 25.a se nota la tendencia que sigue la velocidad especifica de
crecimiento maxima, viendo valores similares para las concentraciones de 20 y 60
g/L de glicerol, habiendo una disminucion de su valor para la concentracién mas alta.
La tendencia contraria se ve para el tiempo de generacion (Figura 25.b) en donde

tiempos mayores fueron obtenidos para la concentracién maxima.

Tabla 16. Velocidad especifica de crecimiento maxima (umax) Y tiempo de generacién

(ta) para los distintos ensayos.

Ensayo Condiciones e (L) ta(h)
A B
1 20 0,5 0,153 4,52
2 100 0,5 0,104 6,68
3 20 15 0,167 4,15
4 100 15 0,097 7,12
5 20 1,0 0,139 4,99
6 100 1,0 0,084 8,26
7 60 0,5 0,148 4,69
8 60 15 0,137 5,07
9 60 1,0 0,149 4,64
10 60 1,0 0,147 4,71
11 60 1,0 0,166 4,17

A: glicerol (g/L); B: aireacién (vvm); umax: Velocidad maxima especifica de crecimiento;

tq: tiempo de generacion. Fuente: elaboracién propia.

Esto podria indicar que a menor concentracion de glicerol mayor es el incremento de
células por hora en el medio. Mientras que para mayores concentraciones de
substrato las células presentan una reduccion de la velocidad de multiplicacion,
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confirmando los resultados de mayor produccién celular (biomasa) a la menor

concentracion de sustrato.
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Figura 25. Velocidad especifica de crecimiento maxima (a) y tiempo de generacion

(b) para los diferentes ensayos. Fuente: Elaboracién propia.

Estos valores fueron menores a los presentados por Muller et al. (2007), que

alcanzaron una velocidad especifica maxima de crecimiento de 0,382 h, para el

cultivo de Saccharomyces boulardii ultilizando glucosa como sustrato en reactor air-

lift a 1,5 vwvm. En el trabajo presentado por Rivaldi et al. (2017) esta variable alcanz6

un valor de 0,24 h en un reactor de tanque agitado utilizando glicerol como sustrato

y siendo el microorganismo Lactobacillus plantarum.
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Comparado a estos trabajos la tasa de crecimiento es menor, habiendo alcanzado

un valor maximo de 0,167 h'l. Esto pudo ser debido a las condiciones del medio, ya

gue fue durante la fase exponencial donde se dificulto el control del cultivo, ya que

fue en un horario sin acceso a los laboratorios, habiendose formado espuma que

inhibio la duplicacién de la célula durante esta etapa. Ademas a la hora de armar la

curva en esta fase faltaron méas datos para una mayor precision.

Tabla 17. Comparacién de los resultados obtenidos para pmax con la literatura.

Sustrato  Microorganismos A'Z\?\iﬂ)o n Tiempo (h) U, (1/0) Fuente
. Saccharomyces .
Glicerol boulardii 1,0 24 0,167 Este trabajo
: Lactobacillus Rivaldi et al.
Glicerol plantarum - 24 0,24 (2012)
Saccharomyces Muller et al.
Glucosa boulardii 15 12 0,382 (2007)

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES

El glicerol tratado con &cido fosforico al 85% puede ser utilizado como fuente de
carbono para el crecimiento de biomasa probibtica Saccharomyces boulardii.

La concentracion inicial del sustrato y la aireacion mostraron ser parametros
significativos para la produccion de biomasa, productividad volumétrica (Qpg),
velocidad de consumo de sustrato (Qs) y el factor de conversion (Yxs) durante el

proceso de cultivo.

La mayor produccién de biomasa (8,13 g/L) se logr6 a baja concentracion inicial de
glicerol, (20 g/L), y aireacion (1,0 vwm). La misma tendencia fue presentada para el
consumo de sustrato. En cambio, el proceso realiz6 una conversién mas eficiente a

una aireacion aun mayor, 1,5 vwm.

La velocidad especifica maxima de crecimiento fue influenciada mayormente por la
concentracion inicial del sustrato, alcanzando su mayor valor (0,167) para el

contenido inicial de glicerol mas bajo.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran el potencial que posee el
glicerol como sustrato, dandole un valor agregado al mismo y pudiendo economizar

la produccion de microorganismos probidticos.
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CAPITULO VI
6. SUGERENCIAS

Caracterizar el glicerol para conocer los distintos componentes del mismo, a través
de técnicas que emplean FTIR, espectroscopia atomica, asi como HPLC con
deteccion de indice de refraccion. Ademas, de ser posible, utilizar esta Ultima técnica

para la medicidbn mas precisa de la concentracion del sustrato durante el cultivo.

Contar con equipos de deteccion de nivel de espuma, con el fin de agregar
antiespumante de manera automatica en caso de que el investigador no se encuentre

en el laboratorio durante el cultivo.

Obtener mayor cantidad de muestras durante la fase exponencial de crecimiento, en

laboratorios de libre acceso durante las 24 horas.

Realizar analisis a los acidos grasos obtenidos durante la purificacién para futuras

investigaciones.

Evaluar las condiciones de crecimiento del Saccharomyces boulardii en un rango

menor de concentracion de sustrato.
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ANEXOS

Anexo A

Figura Al. Vias del metabolismo del glicerol en condiciones anaerdbicas y aerdbicas.

Adaptado de Rivaldi et al. (2008).
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Anexo B

Ensayo 1

30 12

11

25 10

O...

"O... 9
=N .. 8 o
@ 3
= ¥
§ R A6 %
s e Ageeeee A 5 :
; . :
5 oty g
010 e T o i

...... o

ol 4

| 2

- :

Q Lseeeeees Aeeet A 0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo (horas)

Figura Bl. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 1.

Tabla B1. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtencién de biomasa (Ensayo 1).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factorde umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon (h) (%)
0 58,32 0,10 0,00 0,166 4,17 34,77
3 53,73 0,12 0,00
6 53,47 0,19 0,02

20 41,68 3,88 0,23

24 41,08 4,40 0,25

27 39,95 5,26 0,28

30 38,04 5,85 0,28
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Figura B2. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 2.

Tabla B2. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtencién de biomasa (Ensayo 2).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon

(h) (%)
0 103,85 0,10 0,00 0,104 6,68 8,28
3 101,91 0,14 0,02
6 100,66 0,19 0,03
20 98,72 0,81 0,14
24 97,17 1,13 0,15
27 96,23 1,76 0,22
30 95,25 2,07 0,23
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Figura B3. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 3.

Tabla B3. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtencién de biomasa (Ensayo 3).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon h) (%)
0 22,10 0,10 0,00 0,167 4,15 70,56
3 21,52 0,18 0,14
6 20,83 0,39 0,22
20 9,88 5,55 0,45
24 7,59 6,69 0,45
27 6,80 7,46 0,48
30 6,50 7,71 0,49
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Figura B4. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 4.

Tabla B4. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtenciéon de biomasa (Ensayo 4).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon

(h) (%)
0 98,27 0,10 0,00 0,097 7,12 14,61
3 93,42 0,11 0,00
6 93,04 0,17 0,01
20 90,70 0,82 0,10
24 88,10 0,85 0,07
27 86,22 1,31 0,10
30 83,91 1,82 0,12
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Figura B5. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 5.

Tabla B5. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtencién de biomasa (Ensayo 5).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon h) (%)
0 19,50 0,10 0,00 0,139 4,99 91,07
3 18,13 0,24 0,11
6 17,89 0,67 0,35
20 4,16 5,34 0,34
24 3,99 7,64 0,49
27 2,79 7,90 0,47
30 1,74 8,13 0,45
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Figura B6. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 6.

Tabla B6. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtencién de biomasa (Ensayo 6).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon

(h) (%)
0 102,05 0,10 0,00 0,084 8,26 16,30
3 100,38 0,14 0,02
6 97,89 0,27 0,04
20 93,31 1,14 0,12
24 90,82 1,37 0,11
27 89,15 1,52 0,11
30 85,41 2,06 0,12
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Figura B7. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracién de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 7.

Tabla B7. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtenciéon de biomasa (Ensayo 7).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factorde Umax (1h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon (h) (%)
0 62,72 0,10 0,00 0,148 4,69 20,70
3 61,82 0,13 0,04
6 61,32 0,21 0,07

20 56,95 1,07 0,17

24 55,81 1,84 0,25

27 52,80 3,16 0,31

30 49,74 4,57 0,34
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Figura B8. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 8.

Tabla B8. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtenciéon de biomasa (Ensayo 8).

Tiempo Glicerol Biomasa Factor(_jfe e (1/h) ;]-;rgfa%%i g)eogﬁgé?gl
(h) (g/L) (g/L) conversiéon h) (%)
0 63,14 0,10 0,00 0,137 5,07 23,89
3 61,24 0,24 0,08
6 59,92 0,32 0,07
20 54,04 2,69 0,28
24 52,15 3,47 0,31
27 50,18 4,64 0,35
30 48,06 6,01 0,39
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Figura B9. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 9.

Tabla B9. Resultados de los analisis del cultivo de levadura Saccharomyces boulardii

en medio contenido con glicerol para la obtenciéon de biomasa (Ensayo 9).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon

(h) (%)
0 63,52 0,10 0,00 0,149 4,64 24,72
3 62,83 0,14 0,05
6 61,79 0,22 0,07
20 52,23 2,00 0,17
24 50,97 3,18 0,25
27 48,92 3,99 0,27
30 47,82 4,42 0,28
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Figura B10. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 10.

Tabla B10. Resultados de los andlisis del cultivo de levadura Saccharomyces

boulardii en medio contenido con glicerol para la obtencion de biomasa (Ensayo 10).

Tiempo Glicerol Biomasa Factor(_jfe e (1/h) ;]-;rgfa%%i g)eogﬁgé?gl
(h) (g/L) (g/L) conversiéon h) (%)
0 58,15 0,10 0,00 0,147 4,71 31,14
3 55,29 0,18 0,03
6 51,73 0,28 0,03
20 46,88 3,54 0,31
24 42,29 4,53 0,28
27 41,25 5,43 0,32
30 40,04 5,94 0,32
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Figura B11l. Curva de crecimiento celular de Saccharomyces boulardii (A) y

concentracion de glicerol (o) en funcion del tiempo para el ensayo 11.

Tabla B1l. Resultados de los andlisis del cultivo de levadura Saccharomyces

boulardii en medio contenido con glicerol para la obtencion de biomasa (Ensayo 11).

Tiempode  Consumo

Tiempo Glicerol Biomasa  Factor de umax (1/h)  generacion  de glicerol

(h) (g/L) (g/L) conversiéon

(h) (%)
0 58,32 0,10 0,00 0,166 4,17 34,77
3 53,73 0,12 0,00
6 53,47 0,19 0,02
20 41,68 3,88 0,23
24 41,08 4,40 0,25
27 39,95 5,26 0,28
30 38,04 5,85 0,28
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Anexo C

Figura C1. Preparacion de medio en Figura C2. Reactor luego de 30 h de

el reactor air-lift. cultivo.

Figura C3. Reactor en funcionamiento.
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