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RESUMEN

En tiempos recientes se ha observado como el gas, carbén e hidrocarburos han
dejado de ser una opcion energética viable, pues estan directamente implicados
en el calentamiento global. El uso irresponsable y la explotacion de combustibles
fésiles hace necesaria la inclusion de nuevas tecnologias, que apoyen la
economia, la sociedad y el medio ambiente. En este contexto, el manejo de
microorganismos para la produccion de metabolitos de interés brinda beneficios,
asi como el aprovechamiento de residuos industriales para la produccion de
energias alternativas como los biocombustibles de segunda generacion, caso
especifico del bioetanol. Recientemente técnicas de fermentacion han logrado
dirigir de manera mas selectiva la produccion de metabolitos primarios, a través de
una corriente eléctrica que esta en contacto directo con el fermento; a esta técnica
se le ha definido como sistema de electrofermentacién. La propuesta de este
trabajo se centra en el aprovechamiento del sistema de fermentacién electrostatico
para la produccion de bioetanol usando cepas de Saccharomyces cerevisiae, que
seran sometidas a estimulos eléctricos con diferente intensidad de corriente
mientras crecen en un medio de cultivo con sacarosa. Los mejores resultados se
obtuvieron con un tratamiento de corriente eléctrica a 5 mA utilizando 2 electrodos
de grafito con un area de 40 cm? a un volumen de fermentacion de 100 mL. En
dicho tratamiento se logré obtener un crecimiento reflejado en absorbancia de 1.3
veces mayor que el control a las 48 horas y una concentraciéon 2 veces mayor de
etanol que el control a las 12 horas de iniciado el tratamiento.

Palabras clave: biocombustibles, bioetanol, electrofermentacion.



ABSTRACT

In recent years it has been observed how gas, coal and hydrocarbons have ceased
to be a viable energy option, since they are directly involved in global warming. The
irresponsible use and exploitation of fossil fuels makes necessary the inclusion of
new technologies, which support the economy, society and the environment. In this
context, the management of microorganisms for the production of metabolites of
interest provides benefits, such as the use of industrial waste for the production of
alternative energy like second generation biofuels, specific case the bioethanol.
Recently fermentation techniques have achieved to manage more selectively the
production of primary metabolites, through an electric current that is in direct
contact with the fermentation mixture; this technique has been defined as an
electrostatic fermentation system. The proposal of this work focuses on the use of
the electrostatic fermentation system for the production of bioethanol using strains
of Saccharomyces cerevisiae, which will be subjected to electrical stimuli with
different current intensity and duration while growing in a culture medium with
sucrose. The best results were obtained with an electric current treatment at 5 mA
using 2 graphite electrodes with a total area of 40 cm? at a fermentation volume of
100 mL. In this treatment, it was possible to obtain a reflected growth in
absorbance of 1.3 times greater than the control at 48 hours and a concentration 2
times higher than ethanol control 12 hours after the start of treatment.

Keywords: biofuels, bioethanol, electrofermentation.
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1. ANTECEDENTES

La crisis energética y la contaminacion ambiental son dos grandes retos
medioambientales a los que se enfrenta actualmente el mundo. Por su parte, la
energia es un factor fundamental para cada sector de la economia moderna, la
cual es obtenida principalmente de combustibles fosiles; alrededor del 80 % de la
oferta total de energia en el mundo depende de esta fuente (Potumarthi et al.,
2014). Productos derivados del petroleo crudo como la gasolina y el diésel son los
principales combustibles fosiles utilizados para la generacion de energia; dichos
combustibles se emplean en el sector transporte, comercial, doméstico, industrial y

agricola (Liew et al., 2014).

Los climatdlogos han observado que las concentraciones de dioxido de carbono
(CO2) en la atmésfera ha aumentado significativamente durante el siglo pasado;
en comparacion con la era preindustrial, alrededor de 280 partes por millén (ppm)
de acuerdo con la Agencia Internacional de Energia (2015). La concentracién de
CO2 de 2014 (397 ppm) fue aproximadamente 40 % mas alta que a mediados de
los anos 1800, con un crecimiento promedio de 2 ppm/afio en los ultimos diez
afnos (NOAA/ESRL, 2015). También se han producido aumentos significativos en
los niveles de metano (CH4) y 6xido nitroso (N20). En 2013, las emisiones
mundiales de dioxido de carbono alcanzaron 32.2 GtCO2, un aumento del 2.2 %
con respecto a los niveles de 2012. Este crecimiento fue superior al de 2012 (0.6
%), pero inferior al promedio anual desde 2000 (2.5 %). Este crecimiento puede
verse en la Figura 1 (IEA, 2015) que muestra la creciente demanda mundial de
energia a partir de combustibles fésiles, la cual juega un papel clave en la
tendencia al alza de las emisiones de CO.. Desde la Revolucion Industrial, las
emisiones anuales de CO: procedentes de la quema de combustibles han

aumentado dramaticamente de cerca de cero a mas de 32 GtCO2 en 2013
(CDIAC, 2014).



Otra evidencia de la futura crisis ambiental y energética son las emisiones
globales de CO2 por combustibles no renovables. La Figura 2 ilustra los diferentes
tipos de transporte con sus respectivas emisiones de CO, donde puede verse que
en transporte terrestre fueron de 5.5 Gigatoneladas en 2013, un 68 % mas que en
1990. Anadiendo la aviacién y la navegacion, tanto internacionales como
nacionales, las emisiones ascienden a cerca de 7.2 Gigatoneladas en 2013 (IEA,
2015).

25 1
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Emisiones mundiales
de CO2en Gt

5

0
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Figura 1. Tendencia de las emisiones de CO2 por combustibles fosiles.

Si bien la produccion mundial de combustibles fosiles, como los derivados del
petroleo crudo, ha venido aumentando, las tendencias actuales apuntan a que
estas fuentes se tornaran escasas y costosas; en la medida en que aumenta la
poblacién mundial y que las economias se industrializan (IBRD, 2015). Diversos
autores concuerdan al mencionar que estas fuentes han sufrido un agotamiento
progresivo, debido a la creciente demanda de energia; ademas de que han sido
los mayores contribuyentes en las emisiones de gases invernadero (Maltsoglou et
al., 2015; Thangavelu et al., 2016; Lopez-Hidalgo et al., 2017)

Entre las alternativas de energia que han sido estudiadas para la sustitucion de

combustibles fésiles estan el hidrégeno, el gas natural, el gas de sintesis y los

biocombustibles; siendo estos ultimos la fuente de energia mas amigable con el
2



medio ambiente, ya que provienen de fuentes renovables, son biodegradables y
su baja emision de gases es aceptable (Gaurav et al, 2017; Rastogi y
Shrivastava, 2017). Dentro de los biocombustibles, el etanol como combustible
renovable, y favorable para el medio ambiente, ha atraido interés significativo. En
afos recientes la produccion de etanol en los Estados Unidos ha aumentado de
4.89 mil millones de galones en 2006 a 14 mil millones de galones en 2011, lo que
indica un aumento de casi tres veces (RFA, 2016). Aumentos similares se han
producido en otros paises como China e India (Mathew et al., 2015). Sin embargo,
Brasil ha sido el pionero y lider en el despliegue del etanol como energia
renovable proveniente de la cafa de azucar; pues desde 1979 tuvo la introduccion
del motor a etanol y hasta 1985 90 % de los automdviles nuevos se fabricaban
esta tecnologia (Isabella, 2017). Para 2014 Brasil tuvo una produccién de 7.2 mil

millones de galones (Gongalves, 2015).

GtCO:2
8
7
6
5 [l Aviacién internacional
[ Navegacion internacional
4 [ Otros transportes
B Aviacion nacional
[l Navegacion nacional
3 [ Transporte terrestre
2
1
0

1990 2013

Figura 2. Diferentes tipos de transporte y sus emisiones de COs..



1.1. Biocombustibles

Biocombustibles es un término utilizado para describir la biomasa que fue
procesada para ser utilizada como combustible. Es comunmente aplicado a los
biocombustibles liquidos para el transporte, pero también puede referirse a los
combustibles gaseosos y solidos (como pellets y briquetas). Los biocombustibles
se producen a partir de recursos vegetales renovables que reciclan el diéxido de
carbono generado cuando se queman los biocombustibles (Saladini et al., 2016).
Los biocombustibles tienen el potencial de reemplazar los actuales combustibles
derivados del petroleo para el transporte, en donde quedan incluidos el biodiésel y

bioetanol (Nagarajan, 2017).

En este contexto, los biocombustibles liquidos, biodiésel y bioetanol se consideran
opciones prometedoras debido a varias ventajas como la sostenibilidad, el cuidado
con el medio ambiente y una buena adaptabilidad para ser utilizados en motores
de combustion existentes en mezclas con gasolina o diésel de petroleo
(Ashokkumar, 2017).

Enfocando el uso de bioetanol como combustible se ha observado una la
reduccion de las emisiones nocivas de monéxido de carbono, reduccion de las
particulas resultantes de la combustion y en los 6xidos nitrosos (Baeyens, 2015).
Un estudio realizado por el Laboratorio Nacional Argonne (EE.UU.) compard las
emisiones de gases de efecto invernadero de diferentes combinaciones de
motores y combustibles. Las mezclas de etanol con la gasolina mostraron
reducciones de 17 % cuando se utilizaba una la mezcla de etanol convencional
E85 (85 % etanol y 15 % gasolina en volumen), mientras que se observd una
reducciéon de las emisiones de 64 % cuando se utilizé6 la mezcla E85 de etanol

proveniente de materia lignoceluldsica (Baeyens, 2015).



1.1.1. Generaciones del bioetanol

A diferencia de la produccion de combustibles fésiles, la produccién de bioetanol
es sustentable, y la biomasa de la que es obtenido mas ampliamente distribuida.
Actualmente, existen tres generaciones de bioetanol que han florecido basandose

en sus diferentes materias primas (Jambo, 2016).

El bioetanol de primera generacion se obtiene de la fermentacion de la glucosa
contenida en los cultivos de almidon y azucar utilizados con fines alimentarios.
Estados Unidos y Brasil son los principales productores de bioetanol en el mundo
a partir de maiz y cafa de azucar, respectivamente; mientras que la patata, el trigo
y la remolacha azucarera son la materia prima comun para la produccion de
bioetanol en Europa. Sin embargo, el principal inconveniente del bioetanol de
primera generacion es la competencia con el suministro de alimentos, que podria

afectar a la poblacion mundial (Arifin et al., 2014).

El bioetanol de segunda generacion surgié para superar la rivalidad "alimento
versus combustible" que veia enfrentada el bioetanol de primera generacién. El
bioetanol de segunda generacion, también denominado biocombustible avanzado,
se produce mediante procesos innovadores que utilizan principalmente materia
prima lignocelulosica y residuos forestales agricolas. Las ventajas de estas
materias primas son la facilidad de disponibilidad, que no compiten con los
alimentos y presentan un impacto mucho menor en el medio ambiente (Mohr y
Raman, 2013).

El bioetanol de tercera generacion se centra en el uso de organismos acuaticos
como las algas. Las algas representan una materia prima alternativa prometedora,
debido a su alto contenido en lipidos e hidratos de carbono; tienen una alta
conversion de protones, y sus métodos de cultivo son sencillos en una amplia
variedad de ambientes acuaticos, su uso de tierra es relativamente bajo y tienen

una alta absorcién de didxido de carbono (CO2) (Singh y Olsen, 2011). El cuello de
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botella que enfrenta esta generacion de bioetanol es la huella hidrica que implica

su cultivo (Yang et al., 2011).

A continuacion se muestra el Cuadro 1 que resume las generaciones de bioetanol
con sus principales caracteristicas. Del Cuadro 1 se observa que el bioetanol de
segunda generacion con las actuales tecnologias tiene un rendimiento medio
mientras que la tercera un rendimiento alto. En el impacto al ambiente puede
observarse como la segunda y tercera generacion de bioetanol aportan una alta
contribucion a la mitigaciéon de COz2, debido a su aprovechamiento como residuo y
la incorporacién de CO: algal, respectivamente. Otra importante comparacién a
resaltar son sus principales desventajas; para la segunda generacion son las
estructuras recalcitrantes que estan relacionadas con el contenido de lignina de la
biomasa lignocelulésica; para el caso de la tercera generacién son las inversiones
limitadas y las dificultades que enfrentan para el disefio del proceso, como lo es

cosecha de las algas.

Cuadro 1. Generaciones del bioetanol y sus caracteristicas.

Comparacion

Primera Generacion

Segunda Generacion Tercera Generacion

Materia prima

Suelo para cultivo

Tecnologias de
conversion

Rendimiento de
bioetanol

Impacto al medio
ambiente

Principales ventajas

Principales
desventajas

Cultivos alimenticios

Tierras para cultivo

Extraccién de azlcar,
fermentacion,
destilacion

Bajo

Baja contribucién a la
mitigacion del CO2

Proceso de conversion
relativamente simple

Debate "Alimentos vs
combustible"

Cultivos no
alimenticios (residuos
lignocelulésicos y
forestales)

Tierras para cultivo y
tierras marginadas

Pretratamiento,
hidrélisis,
fermentacion,
destilacion

Medio

Alta contribucion a la
mitigacion del CO2

No hay competencia
por los recursos
alimentarios

Estructuras
recalcitrantes de la
materia prima

Biomasa algal

Agua de mar, agua
dulce y agua de
desecho

Hidrdlisis,
fermentacion,
destilacion

Alto

Alta contribucion a la
mitigacion del CO2

Alta tasa de
crecimiento

Inversiones limitadas y
dificultades en el
disefio del proceso
Huella hidrica



1.1.2. Biocombustibles de segunda generacion

La biomasa lignocelulosica se puede dividir en varios grupos, como cultivos
energéticos (hierbas perennes y otros cultivos energéticos dedicados), plantas
acuaticas (como el jacinto de agua), materiales forestales (madera blanda, madera
dura, aserrin, y residuos de corteza y de la poda de arboles y arbustos), residuos
agricolas (paja de cereales, tallos y bagazo), y la porcion organica de los residuos
sélidos municipales. De esta forma, la biomasa lignoceluldsica evidencia ser una
prometedora y abundante materia prima que puede utilizarse para producir
bioetanol; sin necesidad del uso de tierra para cultivos o la interferencia en la
produccion de alimentos. La produccion mundial de biomasa vegetal es de
aproximadamente 200 x 10° t/afio, donde se pueden utilizar cerca de 8 x 109 - 20 x

109 t para la produccion de biocombustibles (Zabed, 2017).

Si se consideran los desechos agroindustriales y de la confiteria como una materia
prima de desecho puede tomarse ventaja de su falta de competencia como
alimento; y a la vez como una biomasa previamente procesada pudiendo ser
directamente fermentada, como es el caso de la sacarosa o azucar de barredura
de diversas empresas. Estas materias primas se convierten en un desperdicio
para la empresa, pero pueden emplearse para la produccién de productos con

mayor valor agregado como el bioetanol.

1.2. Alcohol etilico

1.2.1. Etanol

Los alcoholes, y entre ellos el etanol, son compuestos muy frecuentes en la
naturaleza, utiles en la industria y la vida diaria que pueden ser sintetizados a
partir de una gran variedad de métodos. La Figura 3 muestra sus diferentes
formas de representacion, donde puede apreciarse el grupo hidroxilo que denota a

estas moléculas. La palabra alcohol es uno de los términos mas antiguos de la
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quimica, deriva del término arabe al-kuhl, originalmente significaba “el poder” y
mas tarde “la esencia”. El etanol, destilado a partir del vino, fue considerado como

“la esencia del vino” (Wade, 2004).

C2Hs0OH CH3;—CH>—OH

Formula condensada Formula semidesarrollada
i 4

H—CII—(IJ—OH
H H

Férmula desarrollada Estructura tridimensional

Figura 3. Diferentes formas de representar el etanol o alcohol etilico.

El etanol o alcohol etilico (CH3CH20H) es un liquido incoloro, volatil e inflamable,
con un peso molecular de 46.07 g y una densidad de 789 kg/m3 a 294 K (la Figura
3 muestra las diferentes formas de representar la formula del etanol). El etanol
presenta una combustion con una flama azul sin humo que generalmente es
invisible a la luz. Las mezclas de etanol y agua a presién atmosférica forman un

azeotropo de ~ 89 % en moles de etanol a una temperatura de 351 K.

Las principales propiedades fisicoquimicas del etanol se presentan en el Cuadro 2.
La temperatura de autoignicion es la temperatura mas baja a la que el etanol se
encendera espontaneamente en una atmadsfera normal sin una fuente externa de
ignicion, como una llama o una chispa. El punto de inflamabilidad es una de las
propiedades fisicas mas importantes utilizadas para determinar el potencial de
riesgo de incendio y explosion de los liquidos, asi como su almacenamiento y

transporte. Un valor de punto de inflamacién bajo indica que un liquido dado es



mas peligroso en relacién con un liquido diferente con un valor mas alto (Baeyens,
2015).

Cuadro 2. Propiedades fisicoquimicas del etanol.

Propiedad Valor

Punto de ebullicion 351.37 K
Punto de inflamabilidad 289.6 K
Temperatura de autoignicion 698 K

Calor de combustion 26.800 kJ/kg

Sin importar si proviene de biomasa o procesos tanto petroquimicos como
carboquimicos el etanol es un combustible; es decir, libera significativas
cantidades de calor al quemarse. Sin embargo, el etanol presenta algunas
diferencias importantes con relacion a los combustibles convencionales derivados
de petroleo. La principal es el elevado contenido de oxigeno, que constituye cerca
del 35 % en masa del etanol, comparada con la ausencia de éste en la gasolina.
Esta caracteristica posibilita una combustién mas limpia y un mejor desempefio de
los motores; lo que contribuye a reducir las emisiones contaminantes aun en
mezclas con gasolina. El etanol puede ser utilizado como combustible en motores
de combustion interna con ignicion a chispa (ciclo Otto) de dos maneras
basicamente: 1) en mezclas de gasolina y etanol anhidro; o 2) como etanol puro.
El Cuadro 3 presenta una comparativa de las principales caracteristicas del etanol
y de la gasolina, donde puede verse que el poder caldrico inferior del etanol es
poco mas de tres quintas partes al de la gasolina; sin embargo, los octanajes son
mas altos lo que reduce las combustiones tempranas por compresion,
favoreciendo el movimiento coordinado del ciguenal y el rendimiento del
combustible (BNDES y CGEE, 2008).



Cuadro 3. Comparativa de las caracteristicas de la gasolina y el etanol

Parametro Unidad Gasolina  Etanol
Poder calorifico inferior kJ/kg 43.5 28.225
Densidad kg/litro 0.71-0.78 0.792
Octanaje RON (Research Octane Number) — 90-100 102-130
Octanaje MON (Motor Octane Number) — 80-92 89 - 96
Calor latente de vaporizacion kJ/kg 330-400 842-930
Relacion aire/combustible estequiométrica — 14.5 9.0
Presién de vapor kPa 40-65 15-17
Temperatura de ignicion °C 220 420
Solubilidad en agua % Vol ~0 100

Entre las caracteristicas del etanol que lo definen como un combustible sostenible
pueden mencionarse: la reduccion en el consumo de los combustibles fésiles, en
los gases de efecto invernadero, y en las emisiones toxicas de gases de escape.
Para un motor de combustiéon interna encendido por chispa, la mezcla del etanol
como aditivo mejora en el octanaje la capacidad antidetonante, reduce las
emisiones de mondxido de carbono (CO) y de hidrocarburos no quemados (Yusri,
2017).

1.2.2. Bioetanol

El bioetanol es producido a través de la fermentacion anaerobia de diferentes
fuentes de carbohidratos (como la celulosa y la hemicelulosa), siendo las

levaduras quienes llevan a cabo la conversion metabdlica de éstos a bioetanol.

El bioetanol es un combustible liquido renovable y sostenible, que se espera tenga
un futuro prometedor para hacer frente a la crisis energética global de hoy y al
empeoramiento de la calidad del medio ambiente. En 2011, la produccién mundial

de bioetanol se declaré por encima de los 100,000 millones de litros, y se espera
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que aumente hasta un 3-7 % anual en el periodo 2012-2015; lo que demuestra
que el bioetanol ya esta siendo visto como una fuente de energia alternativa
preferible para sustituir a la gasolina (OECD/FAOQO, 2016).

Muchos paises como Brasil, Estados Unidos, China, Canada y varios miembros de
la Unidn Europea ya han proclamado compromisos con los programas de
bioetanol, como intentos para reducir la dependencia de los combustibles fosiles ;
donde Brasil y los Estados Unidos han mostrado los mayores compromisos hasta
el momento. En respuesta a la demanda actual, la produccion mundial de
bioetanol se ha incrementado con el tiempo, como se muestra en la Figura 4a.
Estados Unidos produce la mayor cantidad de etanol, que se estima es mas de la
mitad del total del etanol mundial producido en 2015. La produccion total de etanol
en los Estados Unidos ha aumentado dramaticamente de 175 millones de galones
en 1980 a 14,810 millones de galones en 2015, como se muestra en la Figura 4b
(Zabed, 2017).

1.3. Fermentacion

La fermentacion ha jugado un papel fundamental en la produccion, transformacion
y conservacion de alimentos a través de la historia de la humanidad. Durante
siglos, los alimentos han sido fermentados para facilitar su almacenamiento,
incrementar su estabilidad y modificar sus propiedades organolépticas (Soccol et
al., 2013). La fermentacion es la operacién unitaria en la que el etanol es
producido directamente a partir de la actividad metabdlica del agente de
fermentacion. Al hidrolizado, en este proceso, se introduce un agente de
fermentacion especifico (levadura o bacterias), que mejor se acople con la
idoneidad de la digestion para los respectivos compuestos de azucar (Aditiya et
al., 2016).
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Figura 4. Produccion global de etanol
(a) Produccién global de etanol por pais o regién durante los afios 2007-2015; (b)
Produccién de etanol por los Estados Unidos durante los afios 1980-2015 (RFA, 2016).

1.3.1. Levaduras

Las levaduras son microorganismos eucarioticos que fermentan una variedad de
azucares de diferentes fuentes, teniendo como productos finales CO2 y alcohol. Se
clasifican en el reino Fungi, con 1500 especies descritas actualmente (alrededor
del 1 % de todas las especies de hongos descritas). La mayoria de las levaduras

se reproducen asexualmente por mitosis, mas a menudo por un proceso de
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division asimétrica llamado gemacion o brotacién (Poughon, 2017). Las células de
las levaduras son mucho mas grandes que las bacterias, y pueden distinguirse de
ellas no solamente por su tamafio sino también por poseer sistemas
membranosos intracitoplasmaticos asi como nucleo. Algunas levaduras poseen
reproduccion sexual por conjugacion en la que se fusionan dos células. La célula
resultante es un zigoto verdadero, y de él emergen esporas sexuales por
reduccion meidtica. Las levaduras prosperan tipicamente en habitat con azucares,
tales como frutos, flores y cortezas de arboles. Muchos de estos microorganismos
viven en simbiosis con animales incluido el hombre. La levadura mas conocida es

Saccharomyces cerevisiae (Madigan, 2004).

1.3.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es una levadura ampliamente utilizada para producir
etanol y CO2, encontrada en varios materiales ricos en azucar como zumos de
fruta y néctar; esta levadura puede llevar a cabo dos tipos opuestos de
metabolismo quimiorganotréfico: la fermentacion y la respiracion. Cuando el
oxigeno esta presente, las levaduras crecen eficazmente sobre el azucar
formando biomasa y CO2. Sin embargo, en ausencia de oxigeno las levaduras
cambian a un metabolismo anaerdbico que origina menor cantidad de biomasa

celular, pero cantidades notables de etanol (Madigan, 2004).

Saccharomyces cerevisiae es el organismo mas ampliamente utilizado para la
produccion de etanol a partir de azucares en la industria; esto gracias a las altas
tasas de crecimiento y produccion de etanol en condiciones anaerdbicas, asi como
su tolerancia a una alta concentracion de etanol y pHs bajos (Rosanov, 2015). Una
micrografia electronica de Saccharomyces cerevisiae se muestra en la Figura 5
donde puede observarse una morfologia esférica o elipsoidal con dimensiones
aproximadas de 8 x 7 um, dependiendo de la cepa y el medio de crecimiento. La
mayoria de las cepas de S. cerevisiae son capaces de producir niveles de alcohol

hasta el 16 % en volumen (Sharma, 2017).
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Figura 5. Micrografia electrénica de Saccharomyces cerevisiae.

Por lo anterior esta levadura es uno de los microorganismos mas utilizados para la

produccion de biocombustibles, debido a sus altos flujos de carbono en sus vias

metabdlicas y por su maleabilidad genética (Wei et al., 2015).

1.3.1.1.1. Rutas metabdlicas de Saccharomyces

Las principales rutas del metabolismo del carbono en Saccharomyces se
representan en la Figura 6. Las rutas operacionales dependeran del sustrato
disponible y de las condiciones de crecimiento. La disponibilidad de oxigeno
desempefa un papel critico en el metabolismo, ya que se requiere oxigeno
molecular como aceptor terminal de electrones durante la respiracion, pero
teniendo un papel diferente durante altas concentraciones de azucar, en

fermentaciones relativamente anaerobias (Boulton et al., 1999).
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1.4. Sistemas de fermentacion

La fermentacion puede ser llevada a cabo en lote, lote alimentado y de modo
continuo. La fermentacién por lote es un sistema de cultivo cerrado. La biomasa y
el sustrato se iniciales se conservan durante toda la fermentacion; es decir no se
retira o afiade medio al biorreactor en el tiempo que se realiza la fermentacion. La
principal desventaja de este modo de fermentacién es la inhibicién por sustrato
que afecta el crecimiento de la levadura. La otra modalidad de fermentacion es por
lote alimentado, que se inicia como una fermentacién por lote pero con una
cantidad inicial de biomasa y sustrato menores; posteriormente se alimenta con
medio, a intervalos o de forma continua, una vez el biorreactor haya consumido la
mayor parte del sustrato inicial. Este proceso puede aumentar el contenido total de
sustrato en el biorreactor mientras se mantiene una baja concentracién de sustrato
durante la fermentacién para reducir los efectos negativos de la presién osmotica
sobre la levadura. Las ventajas de este procedimiento incluyen la reduccién de la
inhibiciéon del sustrato, mayor productividad, tiempos menores de fermentacién y
una reduccion de los efectos téxicos de los componentes del medio, que estan

presentes a altas concentraciones (Phukoetphim, 2017).

1.4.1. Fermentacion tradicional

Una fermentacion tradicional suele realizarse en un rango de temperatura de 32—
34 °C con una concentracién inicial de glucosa inferior a 180 g/L; y produce una
concentracion maxima de etanol del 7-8 % (v/v), concentracién que se limita
principalmente por el estrés producido a la levadura por el etanol. Para lograr un
mayor rendimiento de etanol se ha demostrado que la fermentacion de alta
gravedad (HG por sus siglas en inglés), con una alta concentracion inicial de
glucosa en un rango de 180-220 g/L, puede llegar a producir una concentracion
maxima de etanol del 10-12 % (v/v) (Mathew et al., 2015). En ambos casos el

tiempo requerido para llevar a cabo tanto una fermentacion tradicional como una
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de alta gravedad para producir su concentracion maxima de etanol es usualmente
50 a 70 horas (Bai, 2008).
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Figura 6. Principales rutas metabdlicas del carbono en Saccharomyces.

1.4.2. Electrofermentacion

Tomando en consideracion que los tiempos de fermentacién convencionales son
largos en un rango de 50 a 70 horas y que la produccion mas alta de etanol
obtenida a través de concentraciones de sustrato elevadas de hasta 220 g/L hace
necesaria la inclusion de nuevos sistemas de fermentacion con una productividad
mas elevada como la electrofermentacion o fermentacion electrostéatica; en la cual
un campo eléctrico fluye en el medio de fermentacion y modifica el metabolismo
microbiano de una manera reductiva u oxidativa. Las ventajas de este sistema

incluyen la produccién de metabolitos de manera mas selectiva, aumento en la
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eficiencia del carbono, disminucién en el uso de reactivos para equilibrio redox o
control del pH, aumento del crecimiento microbiano y un mejoramiento en la
recuperacion del producto (Schievano et al., 2016).Este sistema se basa en el
principio del equilibrio metabdlico electroquimico, en el cual todos los organismos
necesitan un donador y aceptor de electrones para mantener su metabolismo. Una
alternativa al proceso bioldgico es proveer o sustraer electrones al metabolismo
microbiano a través de medios electroquimicos de una fuente externa (Rabaey y
Rozendal, 2010).

Los microorganismos capaces de usar compuestos inorganicos como donadores/
aceptores de electrones son denominados litétrofos; que dependiendo de la fuente
de carbono pueden ser litoheterotrofos utilizando compuestos organicos o
litoautotrofos utilizando el CO2 atmosférico. Estos organismos han demostrado
tener la particular capacidad de usar conductores soélidos como donadores o
aceptores de electrones (Lovley, 2011). Este efecto puede lograrse directamente a
través de la transferencia extracelular de electrones (EET por sus siglas en inglés)
y membranas transportadoras, nanocables, ctitocromos, oxidoreductasas de
NADH-ubiquitinona, hidrogenasas y otras enzimas de ancladas a membrana
(Reguera, 2005).

En una electrofermentacion que comprende una fermentacion de un sustrato rico
en energia, tal como un carbohidrato o un alcohol, los electrodos proporcionan una
donador o aceptor de electrones. Cuando el producto final esta mas oxidado que
el sustrato (por ejemplo, etanol a partir de glicerol), un electrodo que aplica el
potencial de trabajo funciona como un anodo y se usa para disipar el exceso de
electrones. Por el contrario, para un producto final reducido (por ejemplo, butanol a
partir de glucosa), el electrodo suministra electrones como un catodo (Moscoviz et.
al., 2016).

Si bien los mecanismos subyacentes en la fermentacion electrostatica no se

encuentran bien descritos, debido a la temprana etapa de investigacion en este
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campo, se sabe que algunos mecanismos basicos se encuentran involucrados;
por ejemplo, la transferencia de electrones hacia el anodo para la conversidn
directa del sustrato en producto, la generacion de NADH por vias celulares
compensatorias cuando la disipacién de electrones en el anodo tiende a disminuir
la relacion NADH / NAD+. Cuando hay interaccion de dos microorganismos, uno
fermentativo y uno electroactivo, el fermentativo consume el sustrato y el
electroactivo actua como mediador entre el microorganismo fermentativo y el
anodo a través de mecanismos de transferencia de electrones interespecies (Choi
y Sang, 2016).

A lo anterior se puede también afadir que la corriente eléctrica sirve no solo para
sostener la reaccion de fermentacién, ya que se ha visto que pequefias
densidades de corriente pueden afectar al potencial oxido-reductor extracelular e
intracelular; y por lo tanto a la regulacion biolégica global, a través de cambios en
el balance de NADH / NAD+, que pueden afectar significativamente el espectro de

productos finales de fermentacién (Lui et. al., 2013)

1.5. Destilacion

Entre las operaciones unitarias para la separacién del etanol del medio de
fermentacion pueden encontrarse muchas pero la mas ampliamente estudiada es
la destilacion. La operacion unitaria de destilacion es un método que se usa para
separar los componentes de una solucion liquida, el cual depende de la
distribucion de estos componentes entre una fase de vapor y una fase liquida. Los
componentes estan presentes en las dos fases. La fase de vapor se origina de la
fase liquida por vaporizaciéon en el punto de ebullicion. El requisito basico para
separar los componentes por destilacién consiste en que la composicién del vapor
sea diferente de la composicion del liquido con el cual esta en equilibrio en el
punto de ebulliciéon de este ultimo. La destilacion se basa en soluciones en las que
todos los componentes son bastantes volatiles, como soluciones etanol-agua, en

las que ambos componentes también estan en fase de vapor (Geankoplis, 2006).
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El bioetanol, que es producido por la fermentaciéon de la biomasa, es obtenido en
una solucion acuosa de aproximadamente 10 % en peso generalmente. Después
de la destilacion una nueva solucidn de etanol con agua es obtenida cuya
composicidén es cercana al punto azeotropico etanol / agua de 96.5 % en peso de
etanol. A partir de este punto el proceso de destilacion ya no puede obtener un
porcentaje mas alto de etanol (Uragami et al., 2015), por lo que otros métodos de
separacion son necesarios para obtener el bioetanol en una concentracion de 99.5

% en peso para su uso como combustible o aditivo.
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2. JUSTIFICACION

Debido al incremento de las emisiones de CO: producidas a partir de la
combustion de combustibles fosiles se han comenzado a desarrollar tecnologias
que sean sostenibles, pero sin tener implicaciones negativas para el medio
ambiente. Teniendo en cuenta que México es un pais productor de materia prima
para una innumerable cantidad de alimentos, bebidas, y consecuentemente
desechos agroindustriales, se puede tomar ventaja de estos ultimos para la
transformaciéon de biomasa a otros productos de valor agregado. Dentro de estos
productos se puede hacer menciéon de los biocombustibles o biopolimeros de
origen organico. Especificamente el bioetanol como un biocombustible de segunda
generacion puede ser generado a partir de desechos agroindustriales; y ofrece
una solucién que trata a la vez dos problematicas en la sociedad actual: el manejo
responsable de los desechos organicos y la generacion de energia de manera

renovable.

Para la produccion de bioetanol se existen sistemas como el lote y lote alimentado
que han ofrecido una solucion a la demanda actual. Sin embargo, para hacer la
oferta mas atractiva y evolucionar como un combustible con alto impacto en la
sociedad es necesario tener una produccion con mayores rendimientos y mejores
tiempos de biosintesis. Nuevos sistemas como la fermentacion electrostatica
implementan un campo eléctrico constante, que simula un ambiente reductor que

puede ser capaz de aumentar los rendimientos y productividad.

Por estas razones la propuesta de este trabajo es la aplicacion de las nuevas
técnicas de electrofermentacién en un fermentador capaz de generar ambientes
reductores que permitan modular la producciéon de bioetanol y consumo de
carbono de Saccharomyces cerevisiae por lote y lote alimentado. El desarrollo de
este fermentador sera la base para la futura utilizacion del sistema de

electrofermentacion en sustratos como los desechos agroindustriales.
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3. HIPOTESIS

La aplicaciéon de un voltaje continuo durante la fermentaciéon puede coadyuvar a
dirigir el metabolismo microbiano de Saccharomyces cerevisiae, modificando el
caracter o6xido reductor del medio de cultivo para aumentar la produccién de
bioetanol.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la corriente eléctrica constante aplicada a un sistema de

fermentacion con Saccharomyces cerevisiae sobre la produccion de bioetanol.

4.2. Objetivos particulares

Construir un sistema de electrofermentacién de 100 mL de capacidad evaluando

diferentes electrodos de carbono y cobre.
Evaluar el efecto de diferentes voltajes y corrientes aplicados al sistema de
electrofermentacion por lote sobre la produccion de bioetanol y consumo de

carbono de Saccharomyces cerevisiae.

Evaluar el efecto del flujo por lote alimentado al mejor tratamiento encontrado en el

sistema de electrofermentacion utilizando Saccharomyces cerevisiae.
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5. METODOLOGIA

5.1. Materia prima

Se utiliz6 como materia prima azucar comercial obtenida de distribuidores locales.

5.2. Material biolégico

La cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae que se uso en experimentacion
para el sistema de electrofermentaciéon fue WLP530 Abbey Ale Yeast (White Labs,
San Diego, CA, EE.UU.). La cepa se propagd en medio liquido con extracto de
levadura, peptona de caseina y sacarosa (YPS) compuesto por (g/L): extracto de
levadura, 10; peptona de caseina, 20; y sacarosa, 20; a pH 5.0. Para la
preservacion la cepa, ésta se mantuvo en crioconservacion (- 80 °C) con glicerol al
20 % (v/iv) y 80 % (v/v) del indculo de levadura en medio YPS, segun la

metodologia descrita por Sherman (2002).

5.3. Medio YPS

El medio estandar YPS para activacion de levaduras se elabor6 con las
concentraciones de (g/L): 10 extracto de levadura, 20 peptona de caseina y 20
sacarosa en agua corriente. Para la elaboracion de agar YPS se afadié 10 g/L de

agar base al medio estandar YPS.

5.4. Medio de fermentacion

Las fermentaciones llevadas a cabo por Saccharomyces cerevisiae contenian en
el medio una relacién C/N = 20, con las concentraciones de (g/L): 90 de sacarosa,
10.2 de sulfato de amonio y 1 fosfato de sodio. El medio se inoculé con 10 % (v/v)
de S. cerevisiae previamente activada con una densidad celular de 107 o 108
UFC/mL.
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5.5. Preinoculo

Se prepard un preinéculo tomando una colonia de caja petri con agar YPS para
ser cultivada en 100 mL de medio estandar YPS. Posteriormente fueron incubadas
por 24 horas a 30 °C y pH 5.0. Posteriormente, se medi6 la absorbancia con un

espectrofotometro hasta alcanzar valores de 0.5-0.8.

5.6. In6culo

Se determiné la curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae para hacer su
correlacion en unidades formadoras de colonia (UFC). Se crecio la levadura en
250 mL de medio YPS a pH 5.0, y una vez alcanzada una densidad celular de 107

0 108 UFC/mL a 30 °C fue utilizada para los medios de fermentacién de la seccion
5.4.

5.7. Construccion del biorreactor.

Se construyeron siete sistemas de electrofermentacion a lo largo de la
experimentacion. El sistema de electrofermentacion inicial fue un modelo
modificado del reportado en la metodologia de Mathews et al. (2015), en donde un
electrodo embobinado y el medio de fermentacion son contenidos en un frasco de
100 mL de capacidad. El electrodo consistié en una pieza de grafito y un alambre
de cobre AWG 24 que lo revestia. El electrodo fue suspendido de la tapa del
recipiente, y conectado a una fuente de voltaje (rango iniciales de voltaje de 15 -

30 V), como se muestra en la Figura 7.

5.8. Fermentacion en lote.

Se llevaron a cabo las fermentaciones con los medios descritos en las secciones
5.3. y 5.4. para evaluar su cinética de crecimiento siendo ésta la primera prueba

para validar el sistema de electrofermentacion. Las fermentaciones se llevaron a
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cabo en 100 mL de medio de fermentacion de modo estatico, a temperatura
ambiente, pH 5.0 y durante 48 o 72 horas. Estos tiempos de fermentacion fueron
dependientes del tipo de biorreactor. Obteniendo una diferencia significativa entre
controles y tratamiento en biomasa se prosiguio a la cuantificacion de consumo de
carbono y produccion de bioetanol. Las fermentaciones tuvieron un lapso de

tiempo de 48 o 72 horas.

Fuente
de voltaje
i
dNEiR
Electrodo
de carbono | !
”~
”~
z
Alambre___ | S =
de cobre z
d Mezcla de

L

fermentacion

Figura 7. Disefio del sistema de fermentacion electrostatico.

5.9. Fermentacion en lote alimentado.

De las fermentaciones previamente realizadas en lote se continu¢ trabajando
unicamente con el tratamiento que tuvo la mejor velocidad de crecimiento,
consumo de carbono y produccion de bioetanol. Para la fermentacién en lote
alimentado a pequefa escala, a 50 mL de lote inicial (ilustrado en en la Figura 8)
se alimentdé continuamente a una velocidad de 0.05 L/h utilizando el medio
descrito en la seccidn 4.4. La alimentacion fue controlada utilizando un controlador
l6gico programable (PLC) Zelio SR3 B261BD (Schneider Electric, Francia) que
suministré cada hora durante 14 segundos el medio de fermentacién; para tal fin
se empled una bomba de flujo peristaltico Masterflex L/S 07516-10 (Cole Parmer,
USA) a través de una manguera silicona de calibre 14. La ilustracion del sistema

se muestra en la Figura 9.
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Alimentacion

...j.

Mezcla de
fermentacion
inicial

Figura 8. llustracion de la fermentacién por lote alimentado.

5.10. Métodos analiticos

Para los ensayos de biomasa, 250 uL de las muestras fueron adicionadas a una
microplaca a la que se midi6é su absorbancia a 595 nm. Para la cuantificacién de
azucares totales y produccion de bioetanol, el medio fermentado fue centrifugado
a 10,000 rpm durante 10 min a 21 °C, el sobrenadante fue recolectado y
resguardado para su cuantificacion en congelacion a -20 °C. El consumo de
azucares fue cuantificado utilizando 300 pL del sobrenadante previamente
recolectado con un refractometro Hanna Hi 96813 (Hanna Instruments, Italia) cuya
lectura resultante fue en grados Brix (°Bx). La cuantificacion de bioetanol se
realizé usando curvas estandar determinadas por espectroscopia infrarroja (IR).
100 pyL del sobrenadante previamente recolectado fueron utilizados para dicha

cuantificacion.

5.11. Tratamientos y unidad experimental.

Se manejé como unidad experimental el sistema de electrofermentacién, en la
cual se evalud la cepa descrita en la seccion 5.2. a los voltajes de 15, 20 y 25

Volts para la fermentacion en lote. Los primeros voltajes evaluados y
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seleccionados fueron los basados en la experimentacion de Mathew et al. (2015).
El Cuadro 4 muestra los factores y niveles iniciales que fueron aplicados a la
unidad experimental. El blanco a comparar para los consumos de carbono y
produccion de bioetanol en los experimentos fue una fermentacion tradicional, con
las mismas concentraciones de sustrato y temperatura. Cabe mencionar que
debido a la naturaleza de los experimentos tuvieron que ser realizados diferentes

bioreactores a lo largo de la investigacidén, cada uno con su disefo unifactorial.

Alimentacion durante
14 segundos

Encendido
cada hora

L@

T

Tiempo total 44 horas

Volumen inicial
50 mL

Figura 9. llustracion del modo operacional por PLC.

5.12. Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y fueron reportadas como la
media de los ensayos. El disefio unifactorial y la comparacion de medidas (con p<

0.05 como el nivel minimo significativo) se realizé haciendo uso del software J.M.P
5.0.1 (2002, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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Cuadro 4. Diseno experimental unifactorial
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6. RESULTADOS

6.1 Objetivo |

El primer objetivo especifico del presente proyecto es construir un sistema de
electrofermentacion de 100 mL de capacidad evaluando diferentes electrodos de
carbono y cobre. A continuacion se describen los diferentes biorreactores

construidos junto con sus configuraciones y resultados preliminares.

6.1.1 Biorreactor con electrodo de grafito con embobinado de cobre con voltaje

aplicado (biorreactor 1)

Para este primer disefio de biorreactor de campo electrostatico se construyeron 3
réplicas conformadas por un frasco de 125 mL con un electrodo de grafito,
recubierto por 75 vueltas de alambre magneto (calibre 24 AWG) con un area
aplicada resultante de 20 cm2. Las Figuras 10 y 11 representan el biorreactor y
configuracion del electrodo, respectivamente. Los tratamientos aplicados fueron de
15, 20 y 25 V. Con estos biorreactores se evalué el efecto de dichos voltajes sobre
la cinética de crecimiento. Siendo esta primera prueba de biomasa la descartante

para las pruebas de consumo de carbono y produccion de bioetanol.

Los resultados de absorbancia muestran que no existe una diferencia entre el
control y el tratamiento aplicado de 15 V. Como se muestra en la curva de
absorbancia de la Figura 12 no se refleja una diferencia entre el tratamiento y el
respectivo control. La prueba de Tukey para el tratamiento de 15 V se realizé en
dos tiempos, 24 y 48 horas, siendo éstos los resultantes de un valor intermedio y
final de la fermentacion. Estos tiempos se siguieron evaluando en el resto de los

biorreactores.

En el andlisis de comparacion de medias por Tukey, la Figura 14 no muestra

diferencia significativa para la aplicacion de voltaje a 15 V y el control pues son
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englobados al mismo grupo A. Ademas de mostrar un valor alto de p 0.2030 que
nos indica que hay una alta probabilidad de que las medias no sean distintas entre
si. Una situacién similar se observa para los tiempos de 48 horas para el control y
tratamiento de 15 V, donde nuevamente son pertenecientes al mismo grupo A de
la prueba de Tukey; y ademas tienen un valor alto de p 0.9493 que indica que
practicamente son idénticos los valores obtenidos. Estos primeros resultados
muestran un comportamiento de crecimiento de la levadura muy distinto a lo
reportado en el disefio de Mathew et al. (2015).

Fuente Fuente
de voltaje de voltaje

I — ;“' —

Electrodo
de carbono

Alambre
de cobre

Mezcla de
fermentacion

Figura 10. Disefo del biorreactor de campo electrostatico - biorreactor I.

Electrodo
de carbono
75 Alambre s 75
vueltas de cobre vueltas

Figura 11. Electrodo de carbono recubierto por alambre magneto.
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Figura 12. Absorbancias en el tratamiento de 15V - biorreactor I.
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Figura 13. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h a 15 V - biorreactor I.
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Todos los pares
Tukey-Kramer

¥ Comparacion de medias
v |~/ Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
2.77645 0.05
Abs(Dif)-LSD

15V 24 hControl 24 h
15V 24 h -0.04504 -0.02037
Control 24 h  -0.02037 -0.04504

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
15V24h A 0.25966667
Control 24 h A 0.23500000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
15V 24 h Control 24 h  0.0246667 0.0162207 -0.020369  0.0697026 0.2030

Figura 14. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 15V - biorreactor I.
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Control 48 h  -0.02669 -0.02736

Los valores positivos muestran pares de medias que son
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Nivel Promedio
15V48h A 0.94766667
Control 48 h A 0.94700000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
15V 48 h Control 48 h  0.0006667 0.0098545  -0.026694  0.0280272 0.9493 | | |

Figura 15. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 15 V con biorreactor I.
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Abs (595 nm)

Para el tratamiento con el biorreactor tipo | a 20 V se observd que el crecimiento
de biomasa reflejado en absorbancia se vio aminorado, comparado con los 15 V
aplicados. En la Figura 16 se observa que tanto el control como el tratamiento son
muy similares en su comportamiento. Por su parte, en la Figura 17 se observa una
variacion para el tiempo de 24 horas entre control y tratamiento a 20 V; por otra
parte la variacion correspondiente al tiempo de 48 horas no es tan notoria. Para
corroborar la diferencia de ambos tiempos se realizé una prueba de Tukey, en la
cual se observa en la Figura 18 que no existe una diferencia de grupos para el
tiempo 24 control y tiempo 24 con los 20 V aplicados pues ambos estan en el
grupo A; con el p valor de 0.9715 se confirma que no hay una diferencia entre los
valores. Para el tiempo 48 en la prueba de Tukey de la Figura 19 se obtuvo
nuevamente un mismo grupo para ambos valores y un valor p de 0.2557 que es
un valor alto para corroborar que no son estadisticamente diferentes los datos

comparados.
Biomasa 20 V / biorreactor tipo |
1
O Control Tratamiento 20 V

0.788

0.576 é é é
0.364 @ T

®
0.152 & @

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

Figura 16. Absorbancia en el tratamiento de 20 V - biorreactor I.
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Figura 17. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h a 20 V - biorreactor .
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Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 24 h 20V 24 h 0.0006667 0.0175373 -0.048025  0.0493579 0.9715 | : |

Figura 18. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 a 20 V - biorreactor I.
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Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
20V 48 h Control 48 h  0.0293333 0.0221309 -0.032112  0.0907787 0.2557 | [ [

Figura 19. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 a 20 V - biorreactor I.

Para el tratamiento de 25 V aplicados con el biorreactor tipo | se observa que no hay un
comportamiento distinto en las cinéticas de crecimiento por la aplicacion de dicho voltaje
comparado con el control dentro de las 48 horas que durd el experimento. La Figura 21
correspondiente a las absorbancias al tiempo de 24 horas no muestran una diferencia el
control y el tratamiento de 25 V; este argumento es soportado en la prueba de Tukey
donde no hay una separacion de grupos ni una p pequefa en la Figura 22. Por otra parte
a las 48 horas en la Figura 22 se muestra una diferencia que es corroborada en la prueba
de Tukey. La Figura 23 muestra al control y al tratamiento de 25 V en grupos distintos, Ay
B, con una p pequefa con un valor de 0.0283 que indica que hay una baja probabilidad de
que los datos comparados sean estadisticamente similares.
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Figura 21. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h a 25 V - biorreactor |.
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Figura 22. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 25 V - biorreactor |.
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Figura 23. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 25 V - biorreactor I.
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6.1.2. Biorreactor de 50 mL con electrodo de cobre, embobinado exterior de cobre

y voltaje aplicado (biorreactor tipo IlI)

Debido a la falta de un efecto en la aplicacién de voltajes de 15, 20 y 25 V sobre
las cinéticas de crecimiento reflejadas en absorbancia utilizando el biorreactor | se
decidi6 modificar la configuracion del embobinado en la nueva configuracion
denominada biorreactor Il con una capacidad de 50 mL. El embobinado en esta
configuracion fue alrededor del propio biorreactor y no del electrodo, constando de
300 vueltas, como puede observarse en la Figura 24.

Fuente de
< )
Il" voltaje

Electrodo |
de cobre

Embobinado
300 vueltas

Figura 24. Disefio del biorreactor de campo electrostatico - biorreactor Il.

Dentro de los resultados obtenidos con el biorreactor tipo Il puede observarse en
la Figura 25 una clara disminucion en el crecimiento de la levadura en los
tratamientos correspondientes de 15y 30 V. En la Figura 26 se muestra una gran
separacion del grupo control contra los tratamientos, siendo este control 1.7 y 2.4
veces mayor que voltaje aplicado a 15 y 30 V respectivamente. Para las pruebas
de Tukey en la Figura 27, se muestra que entre el control y tratamientos existe una
diferencia significativa entre grupos a las 24 horas. Por otro lado entre los mismos
tratamientos de 15 y 30 V no la hay; argumento que es soportado con un valor p
0.2439 que nos indica que es poco probable que haya diferencias entre los

tratamientos de 15y 30 V aplicados con el biorreactor Il.
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Figura 25. Absorbancia en el tratamiento a 15V y 30 V - biorreactor Il
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Figura 26. Absorbancias en tiempo 24 h a 15y 30 V - biorreactor Il
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Control 24 h A 1.5665000
30V24h B 0.9000000
15V24h B 0.6400000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor

Control 24 h 15V 24 h 0.9265000 0.1257782 0.400909 1.452091 0.0106*
Control 24 h 30V24h 0.6665000 0.1257782 0.140909 1.192091 0.0266* = /

30V 24 h 15V 24 h 0.2600000 0.1257782 -0.265591 0.785591 0.2439

Figura 27. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 15y 30 V - biorreactor Il.

Para los tiempos de 48 horas se observa en la Figura 25 que el crecimiento de los
tratamientos estan por debajo del control. En la Figura 28 el tiempo de 48 horas no
muestra nuevamente una separacion de los tratamientos, pero si del control, siendo éste
1.5y 1.6 veces mayor que el tratamiento a 30 y 15 V respectivamente. Este argumento se
refuerza con la prueba de Tukey que agrupa en B a ambos tratamientos con los voltaje de
15 y 30 V; Ademas de tener un p valor de 0.8902 confirma que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos Por otro lado ambos tratamientos tienen una valor p
pequeno 0.0144 y 0.0177 para 15 y 30 V, respectivamente, que sugiere es distinto el

control a los tratamientos.
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Figura 28. Absorbancias en tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor II.
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Abs(Dif)-LSD

Control 48 h 30V48h 15V48h
Control 48 h -0.45046 0.210535 0.261035
30V48h 0.210535 -0.45046 -0.39996
15v48h 0.261035 -0.39996 -0.45046

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 48 h A 1.8760000
30V48h B 1.2150000
15V 48h B 1.1645000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 48 h 15V 48 h 0.7115000 0.1078000 0.261035 1.161965 0.0144*
Control 48 h 30 V48 h 0.6610000 0.1078000 0.210535 1.111465 0.0177*
30V48h 15V 48h 0.0505000 0.1078000 -0.399965 0.500965_0.8902

Figura 29. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor II.
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6.1.3. Biorreactor de 100 mL con electrodo de cobre, embobinado exterior de

cobre y voltaje aplicado (biorreactor Ill)

El biorreactor tipo Il a diferencia del biorreactor tipo Il cambia en la forma del
biorreactor, que fue un frasco cuadrado con capacidad para 100 ml de medio. Este
cambio se hizo con la finalidad de aumentar la cantidad cobre por numero de
vueltas del embobinado al reducirse la altura a 5 cm y aumentar el perimetro a 20
cm del bioreactor. Concentrando de esta manera el voltaje aplicado en 25 cm3 que
se esperaba tuviera un efecto positivo en el crecimiento de la levadura y asi

mejorar el consumo de carbono y la produccién de bioetanol.

Fuente de
< :
I“' voltaje

Electrodo
de cobre

Embobinado
300 vueltas

Figura 30. Disefno del biorreactor de campo electrostatico - biorreactor IIl.

Como puede verse en la Figura 31 nuevamente se ve el efecto negativo del
crecimiento de la levadura en los biorreactores que aplicaban el tratamiento con
voltaje. En la Figura 32 para las 24 horas comienza a apreciarse la separacion del
control respecto a los tratamientos. En la Figura 33 muestra la prueba de Tukey
cémo tanto control como los tratamientos pertenecen al mismo grupo Ay por lo
tanto no son significativamente diferentes entre si. En el p valor se observa como
ninguna comparacion de medias tiene un valor pequeno que indique distincidon
entre los tratamientos y control.
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Figura 31. Absorbancia en el tratamiento a 15V y 30 V - biorreactor lII.

0.35

0.25

0.2

Absorbancia

0.15

0.1+

0.05

15V24h 30V24h Control 24 h

Tratamiento

Figura 32. Absorbancias en tiempo 24 h a 15y 30 V - biorreactor Il
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d Todos los pares
Tratamiento Tukey-Kra‘r)nel'

Comparacion de medias
v [~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
3.06815 0.05
Abs(Dif)-LSD

Control 24 h 30V24h 15V24h
Control 24 h  -0.10355 -0.04789 -0.00155
30V24h -0.04789 -0.10355 -0.05722
15V 24 h -0.00155 -0.05722 -0.10355

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 24 h A 0.29633333
30V24h A 0.24066667
15V24h A 0.19433333

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor

Control 24 h 15V 24 h 0.1020000 0.0337507 -0.001552 0.2055522 0.0529
Control 24 h 30V 24 h 0.0556667 0.0337507 -0.047886  0.1592189 0.2978 / /

30V 24h 15V 24 h 0.0463333 0.0337507 -0.057219 0.1498856 0.4110

Figura 33. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 ha 15y 30 V - biorreactor lll.

En la Figura 31 se aprecia como a las 48 horas es mas notoria la diferencia por
absorbancia del control comparado con los tratamientos con el voltaje aplicado de
15y 30 V del biorreactor Ill. En la Figura 34 se observa un crecimiento del control
6.7 y 5 veces mayor que el tratamiento con 30 y 25 V aplicados, respectivamente.
En la prueba de Tukey, mostrada en la Figura 35, se observa que el valor de p
resultante de la comparacion de las medias del tratamiento de 15V como de 30 V
con el control es menor a 0.001. Este resultado indica con firmeza que ninguno de
los tratamientos es similar con el control. Estos valores obtenidos son menores al
control, y por ende este biorreactor no es adecuado obtener mejores condiciones

de fermentacion.
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Figura 34. Absorbancias en tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor Il
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0.4
ot—E5— __ ©
® 15vV48h ' 30V48h ' Control48h -
Tratamiento Todos los pares

Tukey-Kramer

" Comparacion de medias
v [~/ Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
3.06815 0.05
Abs(Dif)-LSD

Control 48 h 15V 48h 30V48h
Control 48 h  -0.18372 0.627944  0.67561
15V 48 h 0.627944 -0.18372 -0.13606
30v48h 0.67561 -0.13606 -0.18372

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 48 h A 1.0130000
15V48h B 0.2013333
30V48h B 0.1536667

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 48 h 30 V48 h 0.8593333 0.0598807 0.675610 1.043056 <.0001*

Control 48 h 15V 48 h 0.8116667 0.0598807 0.627944 0.995390 <.0001*

15V48h 30V48h 0.0476667 0.0598807 -0.136056 0.231390 0.7189 1

Figura 35. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor IIl.
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6.1.4. Biorreactor de electrodos de grafito y voltaje aplicado (biorreactor 1V)

En base a los resultados obtenidos con el biorreactor Il se prosiguié en con la
busqueda en la bibliografia de otro sistema de electrofermetnacion. EI modelo
descrito por Kumar et al. (2018) fue utilizado como base para la construccion del
biorreactor con voltaje aplicado, en donde se utilizaron dos electrodos de grafito
conectados a una fuente de poder que les suministré en diferentes tratamientos
0.8 y 1 V. Estos biorreactores de 100 mL de capacidad se muestran en la Figura
36.

Fuente
I =—<— . —>p=]IlI
voltaje
Electrodo
de carbono

Mezcla de
fermentacion

Figura 36. Disefo del biorreactor de voltaje aplicado - biorreactor IV.

En la Figura 37 de los resultados obtenidos por absorbancia puede verse que no
existe una diferencia en las cinéticas de crecimiento, pues el comportamiento del
control y tratamientos con voltaje de 0.8 y 1 V aplicados son muy similares, siendo
asi que el voltaje aplicado tiene un efecto nulo. En la Figura 38 puede verse que
no estan separados entre si los valores de los tratamientos y control. Argumento
corroborado por la prueba de Tukey, mostrada en la Figura 39, indica que las
medias correspondientes al tiempo 24 no son diferentes entre si al agruparlas a
todas en A. De igual manera el p valor en su comparacion es alto para cada grupo

de medias, lo que sugiere que no existe diferencia significativa entre ellos.
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Figura 37. Absorbancia en el tratamiento a 0.8 V y 1 V - biorreactor IV.
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Figura 38. Absorbancias en tiempo 24 h a 15y 30 V - biorreactor IV.
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Tratamiento Kra‘r)ner

Tukey-|
0.05

¥ Comparacion de medias
v [~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
3.06815 0.05
Abs(Dif)-LSD
0.8V24h 1V 24hControl 24 h
0.8V24h -0.37369 -0.33569 -0.27536
1V24h -0.33569 -0.37369 -0.31336

Control 24 h  -0.27536 -0.31336 -0.37369

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
0.8V24h A 1.2710000
1V24h A 1.2330000
Control 24 h A 1.1726667

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor

0.8V 24 h Control 24 h  0.0983333 0.1217980 -0.275361  0.4720276 0.7126

1V24h Control24h 0.0603333 0.1217980 -0.313361  0.4340276 0.8761 / /
0.8V24h1V24h 0.0380000 0.1217980 -0.335694  0.4116943 0.9482

Figura 39. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 ha 15y 30 V - biorreactor IV.

Para el tiempo de 48 horas se observa el mismo comportamiento, lo cual sugiere
que no existe una diferencia en el comportamiento del crecimiento de biomasa
reflejado en absorbancia. La Figura 40 muestra claramente que los tres grupos de
medias comprendidos por el control y tratamientos de 0.8 y 1 V son parecidos
entre si. La prueba de Tukey en la Figura 41 clasifica a todas las medias al mismo
grupo A. Ademas, el p valor asignado a la comparacion de medias del voltaje
aplicado de 1 V a las 48 horas con el voltaje aplicado 0.8 V a las 48 horas es
0.1495 corroborando que no hay diferencia entre los tratamientos. Por otra parte el
control a las 48 horas comparado con el tratamiento de 1 V aplicado a las 48 horas
tiene un valor de 0.2087 que sugiere lo mismo, que es alta la probabilidad de que
no sean distintos significativamente entre si. Finalmente, el control comparado con
el voltaje aplicado de 0.8 V muestra un p valor de 0.9628, que igualmente sugiere
que no existe diferencia significativa entre ellos.
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Figura 40. Absorbancias en tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor IV.
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Tukey-Kramer
0.05

" Comparacion de medias
Vv [~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
3.06815 0.05
Abs(Dif)-LSD
0.8V 48 hControl48h 1V48h
0.8V48h -0.20214 -0.18481 -0.05714
Control 48 h  -0.18481 -0.20214 -0.07448
1V48h -0.05714 -0.07448 -0.20214

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
0.8V48h A 1.7343333
Control 48 h A 1.7170000
1vV48h A 1.5893333

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
0.8V48h 1V48h 0.1450000 0.0658849 -0.057145  0.3471446 0.1495
Control 48 h 1V 48 h 0.1276667 0.0658849 -0.074478  0.3298113 0.2087
0.8V 48h Control 48 h  0.0173333 0.0658849 -0.184811  0.2194779 0.9628

Figura 41. Prueba de Tukey para absorbancia en tiempo 48 h a 15y 30 V - biorreactor IV.
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6.1.5. Sistema de electrofermentacion con campo magnético aplicado de corriente

directa (biorreactor V)

Siendo los resultados de absorbancia no favorables del biorreactor IV se prosiguio
al disefio y construccion de un nuevo biorreactor de campo magnético llamado
biorreactor V. El biorreactor fue construido por la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Autonoma de Querétaro, Cerro de las campanas S/N, Col. Las
Campanas, Querétaro, Qro. El biorreactor consistié en un cilindro embobinado por
alambre magneto AWG 24, al que podia controlarse el voltaje aplicado para la
generacion del campo magnético circundante. Los tratamientos para este sistema
fueron de 5, 15y 25 V correspondientes a 13, 14 y 17 uTeslas respectivamente.
En la Figura 42 puede verse la ilustracion y fotografia del biorreactor V. El voltaje

aplicado en ese momento fue de 5 V.

Figura 42. Diseno del biorreactor de campo magnético aplicado - biorreactor V.
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Como puede verse en la Figura 43 el campo magnético generado por los 5 V no
muestra un efecto distinto al control sobre la cinética de crecimiento de la levadura
reflejada en absorbancia. Lo que sugiere que no existe un consumo de azucares
mayor ni un aumento en la produccion de etanol. En la Figura 44 puede verse que
tanto el tiempo de 24 horas como el tiempo 48 horas no existe una diferencia entre
tratamiento y control. Esto es corroborado por la prueba de Tukey en la Figura 45,
que coloca tanto el tratamiento de 5 V como el control en mismo grupo A. Asi
como el p valor de 0.7764 confirma que no existe una diferencia significativa entre
el tratamiento de 5 V y el control para el tiempo de 24 horas. La misma conclusion
se obtiene con el p valor de 0.5086 para el tiempo de 48 h, mostrado en la Figura

46.

2.4 O Control Campo magnético 5 V

2.1

1.8 é@é@éééee
&

1.5

1.2
0.9 %
0.6

0.3 ()

Abs (595 nm)

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (horas)

Figura 43. Absorbancia en el tratamiento a 5 V - biorreactor V.
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Figura 44. Absorbancias en de tiempo 24 h y tiempo 48 h a 5 V - biorreactor V.
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" Comparacion de medias
v [~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD

CM 5V 24 hControl 24 h
CM5V24h -0.17903 -0.16553
Control 24 h  -0.16553 -0.17903
Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
CM5V24h A 1.7330000
Control 24 h A 1.7195000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
CM 5 V24 h Control 24 h__0.0135000 _0.0416083 -0.165526  0.1925258 0.7764 [ =[]
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Figura 45. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 5 V - biorreactor V.
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" Comparacion de medias
v [v|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD
CM 5V 48 hControl 48 h
CM5V48h -0.0728 -0.0593
Control 48 h -0.0593 -0.0728

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
CM5V48h A 1.8600000
Control 48 h A 1.8465000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
CM 5V 48 h Control 48 h  0.0135000 0.0169189 -0.059296  0.0862961 0.5086 | [ ]

Figura 46. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 5 V - biorreactor V.

Para el tratamiento del campo magnético generado por los 15 V aplicados en el
sistema de fermentacion del biorreactor V se observa nuevamente que no existe
una diferencia en las cinéticas de crecimiento. En la Figura 47 se observa cémo la
levadura control y la levadura que se encuentra el campo magnético tienen el
mismo comportamiento en su crecimiento de biomasa, que sugiere un mismo
consumos de azucares y produccion de bioetanol. En la Figura 48 puede verse
que no hay una separacion entre tratamiento y control para los tiempos de 24
horas y 48 horas. La prueba de Tukey, mostrada en las Figuras 49 y 50 para los
mismos tiempos, lo corrobora al clasificarlos bajo la misma letra A; ademas, el p
valor 0.7890 para las 24 horas y 0.7505 para las 48 horas indican que no existe

una diferencia significativa entre el tratamiento de 15 V aplicados y el control.
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Figura 47. Absorbancia en el tratamiento a 15 V - biorreactor V.
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Figura 48. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h a 15 V - biorreactor V.
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Tukey-Kramer
0.05

' Comparacion de medias
v |~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD

Control 24 hCM 15V 24 h
Control 24 h -0.26773 -0.24873
CM15V24h -0.24873 -0.26773

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 24h A 1.9630000
CM15V24h A  1.9440000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 24 h CM 15V 24 h  0.0190000 0.0622254  -0.248734  0.2867339 0.7890 | [T

Figura 49. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 15 V - biorreactor V.
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Tukey-Kramer
0.05

" Comparacion de medias
v |~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD

Control 48 hCM 15V 48 h
Control 48 h -0.20071 -0.18371
CM15V48h -0.18371 -0.20071

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 48 h A 2.1240000
CM15V48h A  2.1070000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 48 h CM 15V 48 h  0.0170000 0.0466476  -0.183708 0.2177082 0.7505 | [ \

Figura 50. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 15 V - biorreactor V.
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En el tratamiento de campo magnético generado por los 25 V aplicados al sistema
de fermentacion puede observarse en la Figura 51 como ambos tratamientos
tienen un mismo comportamiento en la cinética de crecimiento. Si bien es posible
notar un crecimiento mayor en el campo magnético, el error que presentan los
controles lo solapan haciendo que sean iguales. Esto puede verse de manera mas
clara en la Figura 52 para los tiempos de 24 y 48 horas que no estan separados
entre si. La prueba de Tukey mostrada en las Figuras 53 y 54 para este
tratamiento confirma que control y tratamiento de 25 V no son diferentes entre si al
pertenecer al mismo grupo A; esto ocurre tanto para el tiempo de 24 horas como
para el tiempo de 48 horas. Finalmente, el p valor de 0.2523 y 0.5042
correspondientes a los tiempos de 24 y 48 horas respectivamente, indican que no

hay diferencia entre el tratamiento a 25 V y el control.

2.4 O Control Campo magnético 25 V

2.095 $ $ % 5 5
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Figura 51. Absorbancia en el tratamiento a 25 V - biorreactor V.

95



Absorbancia

0.5

CM25V24h

1.5

Absorbancia

0.5

Control 24 h

Tratamiento

CM25V48h

Tratamiento

Control 48 h

Figura 52. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h a 25 V - biorreactor V.
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Los valores positivos muestran pares de medias que son
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Nivel Promedio
CM25V24h A  2.0240000
Control 24 h A 1.8425000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto
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Figura 53. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h a 25 V - biorreactor V.
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Comparacion de medias
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q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD

CM 25V 48 h Control 48 h
CM25V48h -0.69273 -0.56273
Control 48 h -0.56273 -0.69273

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
CM25V48h A  2.1840000
Control 48 h A 2.0540000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
CM 25V 48 h Control 48 h  0.1300000 0.1610000 -0.562726  0.8227261 0.5042 | [ ]

Figura 54. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h a 25 V - biorreactor V.

6.1.6. Sistema de electrofermentacion con campo magnético aplicado de corriente

alterna (biorreactor VI)

Comprobados los resultados del biorreactor V y asociados al bajo campo
magneético generado se hizo necesaria la adquisicion de un equipo con una mayor
generacion de campo magnético. La construccion del biorreactor de campo
magnético de corriente alterna es un sistema sencillo en el que los biorreactores
son colocados sobre la fuente generadora constante de 130 puTeslas. Los
biorreactores de 100 mL de capacidad se mantuvieron en tratamiento hasta
cumplidas las 72 horas de fermentacion. En la Figura 55 puede verse la ilustracion
de este sistema de fermentacion.
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Figura 55. Diseno del biorreactor de campo magnético aplicado - biorreactor VI.

El aumento en el campo magnético por el generador de corriente alterna no refleja
un aumento o una disminucion en el crecimiento por absorbancia de la levadura.
Lo anterior puede verse en la Figura 56 que muestra un mismo comportamiento
para la cinética de crecimiento del control y el tratamiento con el campo magnético
con 130 pTeslas. En la Figura 57 puede observarse que no existe una diferencia
del tratamiento con el control en los tiempos de 24 y 48 horas. Finalmente, la
prueba de Tukey, mostrada en las Figuras 58 y 59 para los tiempos de 24 y 48
horas respectivamente, se observa que no existe una diferencia significativa entre
control y tratamiento de 130 uTeslas pues son clasificados el mismo grupo A. Esto
se confirma con los valores p de 0.2137 y 0.2201 correspondientes a 24 y 48
horas respectivamente, determinando que no son distintas las medias del control y

tratamiento de 130 uTeslas entre si.
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Figura 56. Absorbancia en el tratamiento con 130 pTeslas - biorreactor VI.
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Figura 57. Absorbancias en tiempo 24 h y tiempo 48 h con 130 uTeslas - biorreactor VI.
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Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
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Figura 58. Prueba de Tukey al tiempo 24 h con 130 pTeslas - biorreactor VI.
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Figura 59. Prueba de Tukey al tiempo 48 h con 130 uTeslas - biorreactor VI.
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6.1.7. Biorreactor de electrodos de grafito y corriente aplicada (biorreactor VII)

Una vez descartados los sistemas electrostaticos y de campo magnético se optd
por construir un biorreactor al que pudiese variar una corriente a electrodos de
carbono. La capacidad del biorreactor fue 100 mL, y el area aplicada del electrodo
fue de 40 cm2 al medio circundante. La ilustracion y fotografia del biorreactor
puede observarse en la Figura 60. Después de un escrutinio de amperajes se
definieron los mejores resultados de fermentacion a los 5 mA 'y 7 mA. Amperajes
mas altos que éstos provocaron la degradacién de los electrodos de grafito en

menos de 24 horas.

Fuente

I|I| «— de —> Illlj

corriente

Electrodo
de carbono

Mezcla de
fermentacion

Figura 60. Disefno del biorreactor de corriente eléctrica aplicada - biorreactor VII.

Como puede verse en la Figura 61 los tratamientos de 5 mA y 7 mA tienen un
crecimiento reflejado en absorbancia mayor al control. Antes de las 24 horas la
absorbancia de los dos tratamientos habia superado la maxima absorbancia de los
controles a las 48 horas. Este dato refleja un mayor crecimiento de biomasa, asi
como un posible mayor consumo de azucares y mayor produccion de bioetanol.
En la Figura 62 se observa una diferencia de 1.25 veces mas crecimiento por

parte de los tratamientos que el control.
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Figura 61. Absorbancia en el tratamiento con corriente eléctrica - biorreactor VII.

Sin embargo la Figura 63 muestra por la prueba de Tukey que todas las medias
son agrupadas en A, para el tiempo de 24 horas. Lo que indica que no existe una
diferencia significativa entre la corriente aplicada y el control en ese tiempo. De
igual manera los valores altos de p nos indica que no existe una diferencia
significativa entre los tratamientos y control. Cabe mencionar que el p valor 0.9903
que compara el tratamiento de 5 mA y 7 mA es un fuerte indicativo de la similitud

de los tratamientos en su respuesta de absorbancia.
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Figura 62. Absorbancias en tiempo 24 h con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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7mA24h -0.32201 -0.30801 -0.02467
5mA24h -0.30801 -0.32201 -0.03867
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Los valores positivos muestran pares de medias que son
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Nivel Promedio
7mA24h A 1.4766667
5mA24h A 1.4626667
Control 24 h A 1.1793333

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
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7 mA 24 h Control 24 h  0.2973333 0.1049518 -0.024675 0.6193413 0.0670
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Figura 63. Prueba de Tukey al tiempo 24 h con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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Para el tiempo de 48 horas, que se muestra en la Figura 61, puede verse
claramente la diferencia entre el control y los tratamientos de 5 y 7 mA. Este
argumento es sustentado con la Figura 64 que muestra una separacién de los
tratamientos y el control, en dénde el tratamiento de 5 mA es 1.3 veces mayor que
el control y para el tratamiento de 7 mA 1.25 veces mayor que el control. Sin
embargo, es notorio como los tratamientos de 5 mA 'y 7 mA no son distintos entre
si. La prueba confirmatoria de Tukey, en la Figura 65, corrobora qué tratamientos
agrupados en A son diferentes del control en B. El p valor de 0.0134 del control
comparado con 5 mA indica una diferencia significativa en sus medias; un
comportamiento similar se observa para el p valor de 0.0283 resultante de la
comparacién entre el control y el tratamiento de 7 mA. Finalmente, el p valor
resultante de la comparacion de medias del tratamiento de 5 mAy 7 mA de 0.7936
indica que los tratamientos entre si no son distintos, es decir no hay una diferencia

significativa.

Biomasa 48 horas bioreactor VIl

Legend
27 .Absorbancia

I_JI] Absorbancia

1.5+

Absorbancia

0.5

7mA48h

5mA48h Control 48 h

Tratamiento

Figura 64. Absorbancias en tiempo 48 h con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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Figura 65. Prueba de Tukey al tiempo 48 h con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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6.2 Objetivo I

6.2.1. El segundo objetivo del presente trabajo es valuar el efecto de diferentes
voltajes o corrientes aplicados al sistema de electrofermentacion por lote sobre la
produccion de bioetanol y consumo de carbono de Saccharomyces cerevisiae. A
continuacion se presentan los resultados obtenidos en relacion a este objetivo

particular.

Dado que la aplicacién de corriente a 5 y 7 mA tenia un efecto positivo en el
crecimiento de biomasa se prosigui¢ a cuantificar el consumo de carbono por °Bx.
En la Figura 66 se observa un consumo ligeramente mayor de azucares para los
tratamientos de 5 y 7 mA, comparados con el control. En la Figura 67 puede verse
nuevamente esta ligera diferencia a las 24 horas. Sin embargo, la prueba de
Tukey, en la Figura 68, muestra que las medias de controles.y tratamientos estan
agrupados en el mismo conglomerado A. Asimismo, los valores de p altos indican
que no existe una diferencia significativa entre los tratamientos y los controles.
Entre los valores p mas altos esta el 0.9135, resultante de la comparacion de
medias de los tratamientos de 5 mA y 7 mA indica que estos tratamientos son

practicamente indistintos entre si.
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Figura 66. Consumo de carbono con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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Figura 67. Consumo de carbono al tiempo 24 h con corriente eléctrica - biorreactor VII.
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Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.
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Control 24 h A 8.7333333
5mA24h A 8.2666667
7mA24h A 8.1666667

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor

Control 24 h 7mA 24 h 0.5666667 0.2449490 -0.184873 1.318207 0.1295 HER VA H
Control 24 h 5mA 24 h 0.4666667 0.2449490 -0.284873 1.218207 0.2174 / /
5mA24h 7mA24h 0.1000000 0.2449490 -0.651540 0.851540 0.9135

Figura 68. Prueba de Tukey para azucares al tiempo 24 h - biorreactor VII.
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Para las 48 horas de fermentacién con corriente eléctrica se observa la Figura 69
que el control tiene un consumo menor de azucares. Si bien la diferencia no es
muy marcada las variaciones de las muestras afectan la diferencia entre
tratamientos y control. La prueba de Tukey, mostrada en la Figura 70, agrupa a
ambos tratamientos y controles en el mismo conglomerado A. Por su parte, el p
valor para todas las comparaciones de medias es alto lo que indica que no hay
una diferencia significativa entre ellos. Cabe mencionar que el p valor de la
comparacion del control con el tratamiento de 7 mA es de 0.1689, lo da una pauta
para lograr una distinciéon entre estas medias al hacer el flujo de corriente mas
constante, pudiendo asi disminuir la variabilidad en el muestreo, y por ende

confirmar que los tratamientos son diferentes entre si.
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5mA48h 7mA48h Control 48 h

Tratamiento

Figura 69. Consumo de carbono al tiempo 48 h con corriente eléctrica- biorreactor VII.
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Control 48 h A 6.6000000
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Control 48 h 7mA 48 h 0.8000000 0.3800585 -0.366076 1.966076 0.1689

Control 48 h 5mA 48 h 0.6000000 0.3800585 -0.566076 1.766076 0.3240 / /
5mA48h 7mA48h 0.2000000 0.3800585 -0.966076 1.366076 0.8617

Figura 70. Prueba de Tukey para azucares al tiempo 48 h - biorreactor VII.

Para la cuantificacion de bioetanol se hizo uso de espectroscopia infrarroja (IR),
técnica por la cual es posible identificar los grupos funcionales mediante enlaces,
como las tensiones C-O caracteristicas de los alcoholes. Los picos caracteristicos
de los alcoholes primaros se encuentran entre 1030 a 1050 cm-'. El fondo que se
eligié para las muestras fue el medio utilizado en las fermentaciones. Cabe
mencionar que para facilitar la interpretacion de los espectrogramas se ingreso al
programa solamente una de las réplicas. Las curvas de calibracién fueron de 0, 2,
4y 6 % de etanol. La curva fue elaborada con la misma concentracion de
azucares que el medio de fermentacién. Las muestras a cuantificar fueron las
tomadas a las 12, 24, 36 y 48 horas. Como se observa en la Figura 71 a las 12
horas existen picos mayores a 1035 cm-! para los tratamientos de 5 mAy 7 mA,

comparados con el control.
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Figura 71. Produccion de etanol por IR al tiempo 12 h - biorreactor VII.
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Figura 72. Produccion de etanol por IR al tiempo 24 h - biorreactor VII.
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Es interesante mencionar que medida que pasaban las horas de fermentacién dos
mesetas crecieron en el intervalo de 1010 y 970 cm-' y en el intervalo de 1080 a
1050 cm-1. Este crecimiento de las mesetas puede apreciarse en las Figuras 71 a
la 74, que puede atribuirse a la diferencia de concentraciones de los compuestos
que conformaban el medio de fermentacion. Debido a este ruido presente en las
mediciones no fue posible obtener una cuantificacion en los tiempos de 24, 36 y
48 horas. Sin embargo, en el resultado de las 12 horas fue posible cuantificar las
concentraciones relacionadas con las areas bajo la curva. En la Figura 75 se
observa de manera distinguible la separacion de los tratamientos comparados con
el control. Donde la concentracion del tratamiento a 7 mA fue de 3.2 %, a 5 mA del
3 % y el control del 1.6 %. La prueba de Tukey, mostrada en la Figura 76 muestra
una separacion de los tratamientos de 5 mA y 7 mA en el grupo A, mientras se
agrupa al control en el conglomerado B. ElI p valor menor a 0.0001
correspondiente a 7 mA y el p valor de 0.002 correspondiente a 5 mA, ambos
comparados con las medias del control, sugieren una diferencia significativa entre
ellos. Por otra parte el p valor de 0.3412 correspondiente a la comparacion de
medias de los tratamientos de 5 mA y 7 mA sugiere que no existe una diferencia

significativa entre ellos.
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Figura 75. Produccion de bioetanol al tiempo 12 - biorreactor VII.
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Figura 76. Prueba de Tukey para bioetanol al tiempo 12 h - biorreactor VII.
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6.3 Objetivo Il

El tercer objetivo del presente proyecto es evaluar el efecto del flujo de
alimentacion por lote alimentado al mejor tratamiento previo del sistema de
electrofermentacion utilizando Saccharomyces cerevisiae. A continuaciéon se

presentan los resultados obtenidos en relacion a este objetivo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el biorreactor VIl se tomé en
consideracion el tratamiento de 5 mA para el lote alimentado (LA), ya que al no ser
distinto al tratamiento de 7 mA en el crecimiento de biomasa, consumo de carbono
y produccion de bioetanol este amperaje representa un menor gasto energético de
la fuente de poder que suministra la corriente. El flujo 6ptimo de alimentacién

empleado fue el reportado por Hernandez (2017).

La Figura 77 muestra una ligera disminucion en el tratamiento de 5 mA con lote
alimentado. Esto se ve reflejado desde las 12 horas hasta las 72 horas, tiempo
que habia superado la alimentacion al biorreactor. En la Figura 78 es posible ver
esta disminucidn en los tiempos de 24 y 48 horas. Por otra parte, la variacion de
los datos en el tratamiento de 5 mA con lote alimentado podria sugerir que no
existe una diferencia entre tratamientos. La prueba de Tukey, muestra en las
Figuras 79 y 80, correspondientes a los tiempos 24 y 48 horas respectivamente,
muestran que no existe una diferencia entre el tratamiento y el control pues son
agrupados en el mismo conglomerado A. Esto es corroborado por el p valor de
0.2705 y 0.0976 para 24 horas y 48 horas, respectivamente; sentando que no hay

una diferencia significativa entre el tratamiento de 5 mA con LAy el control.

74



Absorbancia

Abs (595 nm)

2.4

O Control LA Lote A & 5mA

2.1

1.8

1.5

1.2

0.9

0.6
0.3 c;,/

12 24 36 48 60

Tiempo (horas)

Figura 77. Absorbancia con corriente eléctrica - biorreactor VII con LA.

72

1.5+

0.5

Absorbancia
-
1

0.5

Control 24 h

LA5mA24h Control 48 h

Tratamiento Tratamiento

Figura 78. Absorbancias en tiempo 24 h y 48 h -biorreactor VIl con LA.

75

LA5S5mA48h




~|Analisis de absorbancia por tratamiento

1.75 —
1.7 H - n
]
G 1.65
<
<
=
o 1.6+
a
38
<
13555
1.5
Control 24 h ' ~ LA5mA24h Todos los pares
Tratamiento Tukey-Kramer

" Comparacion de medias
v |~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD

Control 24 hLA5 mA 24 h
Control 24 h -0.39223 -0.25473
LAS5mA24h -0.25473 -0.39223

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 24 h A 1.7195000
LA5mA24h A  1.5820000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 24 h LA5 mA24 h 0.1375000 0.0911606  -0.254732  0.5297317 0.2705 | [ ] \

Figura 79. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 24 h - biorreactor VII con LA.

~ Analisis de absorbancia por tratamiento
1.9
185+—F—— 33— L
1.8
1.75
1.7
1.65 |
1.6
1.55
1.5

Absorbancia

Control 48 h ' LA 5 mA 48 h Todos los pares
Tratamiento Tukey-Kramer

" Comparacion de medias
v |~|Comparacion de todos los pares usando Tukey

q* Alfa
4.30265 0.05
Abs(Dif)-LSD
Control 48 hLA5 mA 48 h
Control 48 h -0.3509 -0.1094
LA5 mA 48 h -0.1094 -0.3509

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente diferentes.

Nivel Promedio
Control 48 h A 1.8465000
LAS5mA48h A  1.6050000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Nivel - Nivel Diferencia Dif Err Est LC mas bajo LC mas alto p Valor
Control 48 h LA5 mA 48 h  0.2415000 0.0815552 -0.109403  0.5924032 0.0976 |

Figura 80. Prueba de Tukey para absorbancia al tiempo 48 h - biorreactor VII con LA.

76



7. DISCUSION

Para los biorreactores | y IV dénde fue aplicado un voltaje, hubo en ambos casos
un efecto nulo. Para el caso del biorreactor | cabe mencionar que la configuracién
inicial a falta de especificaciones en la literatura fue modificada para que el
embobinado de cobre tuviese un efecto electrostatico al aumentar el numero de
vueltas. Dicha correccion fue realizada en los biorreactores Il y Ill. Por otra parte
para el biorreactor IV hubieron diferentes condiciones que no favorecieron la
produccion esperada de bioetanol ni consumo de carbono. Menciona Pant et al.
(2012) que al existir un ambiente de reduccion-oxidacion favorable es posible
realizar una conversion donde aumente la produccién del metabolito de interés, se
disminuya el crecimiento de biomasa y haya una mejor distribucion de los
electrones en el medio. Esto de igual manera menciona que dependera de la
materia prima con la que se esté trabajando. Para el caso de nuestra fermentacion
en el biorreactor IV no se hizo propiamente un escrutinio para acertar las
condiciones de reduccién-oxidacion propias del medio de sacarosa a 90 g/L con el
que se trabajé en este proyecto. Siendo asi queda pendiente el desarrollo de una
optimizaciéon dénde se realice un espectro mas ampli6 de voltajes a aplicar
acompanado de diferentes concentraciones de una fuente de carbono para de
esta manera obtener el ambiente propicio para la produccion de bioetanol en el

mejor ambiente de reduccidén-oxidacion.

En el caso de los bioreactores V y VI en base a los resultados obtenidos resalta el
hecho de que no hay un efecto en la produccién de bioetanol cuando existe la
aplicacién de un campo magnético. Para el biorreactor V se aplicaron 13 uT, 14 uT
y 17 uT para los voltajes de 5, 15y 25V, respectivamente. Para el biorreactor VI
hubo una aplicacion de 130 pT unicamente. Como se muestra en los bioreactores
con el sistema de campo magnético no existe una diferencia entre los tratamientos
y los controles. Siendo asi que la aplicacion de un campo magnético con pT no

ejerce ningun tipo de polarizacién del medio, y por ende ningun cambio negativo o
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positivo en la cinética de crecimiento, consumo de carbono o la produccion de
bioetanol.

Contrariamente Da Motta et al. (2008) muestra los efectos magnéticos inducidos
en una fermentacién utilizando la cepa DAUFPE-1012 de Saccharomyces
cerevisiae en un medio con 5 g/L de extracto de levadura y 50 g/L de glucosa. La
aplicacién del campo magnético a 220 mT fue de manera constante durante 24
horas utilizando imanes de neodimio (NdFeB). El pH del medio se mantuvo entre 4
y 5. Como resultado del tratamiento con campo magnético, la biomasa (g/L)
aumento 2.5 veces y la concentracion de etanol 3.4 veces en comparacion con los
controles. Estas condiciones del medio si bien no son iguales, son similares con
los utilizados en este trabajo de investigacion. Por otra parte ni la corriente directa
(biorreactor V) y corriente alterna (biorreactor VI) utilizadas llegaron al orden de
magnitud 10-3 en la escala de los mT. Esto es un fuerte indicativo de que el uso de
campos magneéticos en la escala de los mT o T podrian ser utilizados para la
aplicacién en sistemas de electrofermentacion. Sin embargo el uso de estos
campos magnéticos van de la mano con el uso de energia siendo cuestionable el
la escalabilidad para su uso en biorefinerias, hablando de sistemas de corriente
directa o corriente alterna. Si se optara por imanes de neodimio deberian de
manejar dimensiones enormes 0 no generarian el campo magnético
correspondiente a las dimensiones de produccién para la necesidad de bioetanol

actual.

Cabe mencionar que en esta investigacion no se hizo uso de un campo eléctrico
en los sistemas de electrofermentacion. Este es representado en el Sistema
Internacional por las unidades de Voltio por metro (V-m-'). Dos investigaciones
independientes muestran datos diferentes, ambos usando un campo eléctrico. En
los resultados obtenidos por Bertrand et al. (2018) con la aplicacién de un campo
eléctrico (6.11 y 3.44 V-m-') y alta frecuencia (900 MHz y 2400 MHz) a la cepa
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 en medio con Glucosa 50 g/L, KH2PO4 3 g/
Ly (NH4)2S0O4, no tenia un efecto sobre la tasa de crecimiento o el rendimiento de

etanol. Por otra parte Mattar et al. (2014) ha utilizando un campo eléctrico pulsado
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en una fermentacioén por lote con la cepa Saccharomyces cerevisiae actiflore F33,
este tratamiento de campo eléctrico pulsado se aplico en estas levaduras a una
concentracion de 0.012 g/L a las intensidades de campo eléctrico de 1.0 y 60.0
V-m-1 usando el mismo protocolo de tratamiento (numero de pulsos n = 1000,
duracion del pulso ti = 100 s, y tiempo de repeticion del pulso At = 100 ms). La
fermentacion se realizé durante 150 h en una incubacién a 30 ° C. Resultado de lo
anterior el consumo de fructosa en los tratamientos superé al control 2.33 veces
para 1.0 V-m-'y 3.98 para 60.0 V-m-1.

De esta manera queda una brecha de investigaciéon no soélo en el uso de campo
eléctrico sino la aplicacion de pulsos en sistemas de electrofermentacion, que
independientemente de la aplicacidn de un voltaje, un campo magnético, un
campo eléctrico o una corriente eléctrica podrian tener un resultado distinto a la

aplicacion constante del respectivo tratamiento.

Para los biorreactores Il y Ill se muestra un efecto negativo en el crecimiento de la
levadura. Esto puede ser resultado del uso de electrodo de cobre no aislado;
sustento que se reporta en varios trabajos con el uso de este elemento, por
ejemplo en el trabajo de Kruk et al. (2015) donde sintetizaron nanoparticulas de
cobre de aproximadamente 50 nm, y observaron el efecto antimicrobiano en
Staphylococcus aureus, cepas de Staphylococcus epidermidis y varias especies
de Candida. Por su parte Gopinath et al. (2018) sintetizaron nanoparticulas de
cobre por electrodeposicion a partir de sulfato de cobre. Estas particulas
comprendian diametros de 10 ~ 40 nm de diametro, que causaban un efecto
antimicrobiano demostrado con Aspergillus niger. Lo anterior sugiere que el
electrodo de cobre que esta en contacto con el medio y la levadura pudiese tener
un efecto antimicrobiano que es dependiente del voltaje aplicado o no. De lo
anterior quedaria pendiente la realizacion de un fermentacion sin el voltaje
aplicado, para dar por sentado el efecto antimicrobiano del electrodo descubierto

de cobre.
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Como se pudo observar en las fermentaciones con el bioreactor VII, la aplicaciéon
de una corriente eléctrica en el medio mediante los electrodos de grafito ejercia un
efecto positivo en la cinética de crecimiento y la producciéon de bioetanol. Este
argumento es sustentado con el trabajo de Shanthi et al. (2017), donde se obtuvo
un aumento de acidos grasos volatiles siendo el perfil total de acidos acético,
propionico y butirico de 3593 mg/L comparado con su control 2666 mg/L. Esto fue
logrado utilizando un electrodo de grafito de 25 cm2 en un circuito cerrado con una
resistencia de 100 Q, y un residuo alimentario comprendido por arroz cocido,
vegetales cocinados, aceite quemado, entre otros residuos de cocina. Al final de la
electrofermentacion se obtuvo un perfil en donde se favorecié el crecimiento de
especies bacterianas proteobacteroides. Xafenias et al. (2017) por su parte
demostré el potencial para mejorar las fermentaciones al duplicar la produccién de
lisina con Corynebacterium glutamicum utilizando reactores bioelectroquimicos
bajo condiciones de CO». Cada reactor consistia de un electrodo de referencia, un
contraelectrodo y un electrodo de trabajo; los ultimos dos de grafito con un area
total aplicada de 32 cm2. Por otra parte, May et al. (2016) enfocd la revision de un
articulo en la produccion de acetato haciendo mencidén de diferentes tipos de
electrodos y microorganismo. Varios de estos estudios trabajados con electrodos
de grafito. Todos estos estudios previos, por mencionar unos pocos, fortalecen la
utilizaciéon de los sistemas bioelectroquimicos como una forma de mejorar las

fermentaciones convencionales.

Finalmente, por parte de este trabajo de investigacion se sugiere estudiar el
efecto de amperajes mas altos sobre el crecimiento, consumo de carbono y
produccion de bioetanol de Saccharomyces cerevisiae. Dicho amperajes no son
soportados por el electrodo convencional de grafito. Esto podria lograrse mediante
el uso otros electrodos de acero inoxidable, que ya han sido reportados en

trabajos con fermentaciones anaerobias de material lignocelulésico (Qu et al.
2014).
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8 CONCLUSIONES

El uso efectivo de voltaje aplicado a sistemas de electrofermentacion para la
generacion de un ambiente adecuado de reduccién-oxidacion que promueva la
produccion de un metabolito de interés puede ser dependiente la concentracion de

sustratos iniciales de la materia prima en cuestion.

El uso de electrodos de cobre sin recubrimiento tiene un efecto antimicrobiano
sobre el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, que puede ser dependiente o

no del voltaje aplicado.

La aplicacion de un campo magnético en el orden de las pT no tiene un efecto
positivo o negativo sobre el crecimiento de biomasa, el consumo de azucares o la

produccion de bioetanol en Saccharomyces cerevisiae.
La aplicacion de una corriente eléctrica de 5 mA en un medio de fermentacién de

100 mL de capacidad tuvo el mejor efecto positivo sobre el crecimiento de
biomasa y la produccién de bioetanol en Saccharomyces cerevisiae.
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Para mayor detalle de los protocolos, metodologias y técnicas realizadas en este

trabajo de investigacion comunicarse al correo ialejandrolab@gmail.com.
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