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[. INTRODUCCION

Desde que el hombre aplica tecnologias que le permiten aprovechar a los
microorganismos existentes, ha realizado una serie de procesos con la finalidad
de obtener productos de gran importancia, entre esos microorganismos podemos
encontrar a las levaduras, organismos unicelulares capaces de degradar el azlcar
hasta la produccion de etanol y CO,. En la actualidad se realizan diversos tipos de
fermentaciones con las levaduras para la producciéon de alcohol, dirigido a la
elaboracion de diferentes bebidas, entre ellas encontramos a las bebidas no
destiladas, como la cerveza, el vino, la sidra y el saque, y destiladas, como el
whisky y el ron que se obtienen a partir de melazas fermentadas, entre las
levaduras mas utilizadas encontramos a Saccharomyces cerevisiae.

Diversos estudios se han realizado con las levaduras para su mejoramiento,
llegando incluso a la alteracién genética con la finalidad de desarrollar cepas
altamente capaces de metabolizar y soportar altas concentraciones de azucares,
y altas concentraciones de etanol durante la fermentacion, con esa estrategia se
obtuvieron cepas seleccionadas que en la actualidad son empleadas para mejorar
la calidad de los vinos y evitar de esta forma, variaciones debidas al crecimiento
de microorganismos silvestres no deseables. Sin embargo durante la
fermentacion debe ser controlado en su totalidad las condiciones ambientales, pH,
temperatura, composicion del mosto fermentativo, ya que la minima variacion o
contaminacion de estos la levadura podra mutar (Delfini y Bardi, 1990). Esta
desventaja es lo que en la actualidad exige la busqueda de nuevas levaduras
capaces de tener la misma o mejor capacidad fermentativa (Querol, et al., 1994),
algunas caracteristicas deseables, son:

- Totalmente adaptadas a las condiciones climaticas de la zona.

- Totalmente adaptadas a la materia prima, es decir al mosto a fermentar.

- Responsables, al menos parcialmente, de las caracteristicas Unicas en la
obtencion de etanol.

Las caracteristicas propias de una zona (mostos con alto o bajo contenido en
azucares, grado alcohdlico, temperatura de fermentacion, etc.) pueden ser, por
tanto, aspectos interesantes a la hora de seleccionar una levadura. Por tanto, la
seleccidon de la cepa adecuada para cada tipo de fermentacion es una estrategia
muy importante para garantizar una fermentacion.

Chiapas es uno de los estados mas ricos en biodiversidad ecoldgica, entre la gran
diversidad de plantas, citaremos a las Agaves, especialmente Agave americana
L. se sabe que en el 50% de las fabricas dedicadas a la produccion de bebidas
alcohdlicas a base de la agave, el proceso de la fermentaciéon se desarrolla con
las levaduras silvestres presentes en el jugo (Arrazola, 1969).

Por otra parte los avances tecnolégicos juegan un papel muy importante en los
bioprocesos, en la actualidad se cuentan con equipos sofisticados llamados
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fermentadores, que permite el control de las variables influyentes durante la
fermentacion de la levadura, tales como pH, temperatura, velocidad de agitacion,
entre otras. Durante la evolucion de la fermentacién se generan datos que son
almacenados y analizados en un software Bio-xpert lite enlazado a una
computadora con la finalidad de optimizar la produccién del metabolito
microbiano de interés (Owen, 1989).

El presente trabajo tiene la finalidad de evaluar la capacidad fermentativa de una
cepa de levadura autdéctona de Agave americana L., en un fermentador de
tanque agitado marca Applikon de 3L.

Il. Justificaciéon

El trabajo desarrollado en el Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez, tiene la
finalidad de aislar una cepa de levadura autéctona de la Agave americana L. y
evaluar su capacidad fermentativa en un fermentador Applikon, empleando de
miel de agave como substrato principal, con la finalidad de ser utilizada por la
empresa “Comiteco Balun Canan S. de R.L. de C. V.”, dedicada a la elaboracion
de bebidas alcohdlicas.

La estandarizacion y desarrollo de protocolos permitird seguir un orden durante el
desarrollo del in6culo que se empleara en la fermentacion alcohdlica.

La fermentaciéon desarrollada en el fermentador Applikon tiene la finalidad de
mejorar la produccion, gracias a que se pueden controlar todas las variables que
requiere la levadura para su 6ptimo crecimiento, y maxima produccion alcohdlica.

[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad productora de etanol de una cepa autoctona de levadura
aislada de A. americana L, a nivel matraz y fermentador de tanque agitado.

3.20bjetivos especificos
e Aislar levaduras nativas provenientes de A. americana L.

e Comparar el desempefio del in6culo generado mediante el método
tradicionalmente empleado por la empresa y el generado mediante un proceso
por lote alimentado

e Evaluar la cinética de crecimiento y produccién de etanol de la cepa aislada,
empleando un fermentador Marca eZ — control, Modelo “Z31011011”, bajo el
control del pH, Ty agitacion.



« Cuantificar la concentracion del etanol en los destilados, empleando un
densimetro marca Anton Par, modelo “DMA 4500”.

« Elaborar manual de procedimientos para aislamiento, estandarizacion y
fermentacion.

IV. CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO

El proyecto se realizd en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla
Gutiérrez; en el laboratorio de investigacién ubicado en el edificio D, en el cual se
realizé el aislamiento de la cepa. La etapa de fermentacién y cuantificacion de
etanol se desarroll6 en las instalaciones del Polo Tecnologico Nacional de
Pruebas Analiticas y Biocombustibles.

En ambos laboratorios se desarrollan proyectos pertenecientes a las lineas de
investigacion “Ingenieria de procesos biotecnolégicos y alimentarios” y
“Biocombustibles y desarrollo sustentable”, mismas que pertenecen al programa
de Maestria en ciencias en Ingenieria Bioguimica.

V. PROBLEMAS A RESOLVER

Con la realizacion del presente proyecto se pretende evaluar la capacidad de
produccion de etanol, utilizando en la fermentacion el protocolo original que es
empleado en la empresa Comiteco Balin Canan S. de R.L. de C. V. y dos
sistemas propuestos que permita describir el potencial de fermentacion de las
cepas en base a su producto de fermentacion.

A fin de mejor la estandarizacion y la fermentacion alcohdlica se realizaran
protocolos en los que se detallaran paso a paso las actividades a desarrollar
para su posterior reproducibilidad, la elaboracién de un protocolo de instructivo
del fermentador proporcionara ayuda sin riesgos de accidentes al momento de su
operacion. El software bioxpert lite es un programa que tiene grandes ventajas ya
gue permite controlar, almacenar y graficar los dato, los cuales posteriormente
pueden ser optimizados.

VI. ALCANCE Y LIMITACIONES

Las actividades que se alcanzaron en su totalidad durante este trabajo de
residencia fueron, el aislamiento de las cepas, pruebas bioquimicas que
permitieron conocer su capacidad para degradar diferentes azUcares y su
capacidad fermentativa en produccion de etanol. Los datos obtenidos dieron
lugar al andlisis que permiti6 establecer una eleccion del método de



estandarizacion del inéculo y ademas elaborar protocolos del procedimiento de
fermentacion.

Dentro de las limitaciones encontradas del proyecto, fue la realizacion de tres
pruebas bioquimicas, identificacién de las levaduras mediante la fermentacién de
azucares por el sistema API, la osmotolerancia de las levaduras y su capacidad
de tolerancia al etanol.

VIl. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 GENERALIDADES DE LAS LEVADURAS

El término levadura, al igual que sucede con el término moho, se emplea de forma
habitual, si bien su definicion resulta dificil de precisar. Se puede referir a aquellos
hongos que generalmente no son filamentosos, sino unicelulares y de forma
ovoide o esferoide, y que se reproducen por gemacion o por fision (Mossel et al.,
1985). La mayoria de las levaduras son hongos microscopicos que no forman
micelio, y por lo tanto se presentan como células sencillas. Con respecto a la
morfologia de estos microorganismos, pueden presentar forma redondeada,
ovoidea o elongada, siendo relativamente constante para la misma especie. No
obstante, en numerosas ocasiones, para describir la forma vegetativa de las
levaduras se emplean los términos de esférica, ovoide, alargada, cilindrica,
triangular e incluso alargada, constituyendo un verdadero micelio o un falso
micelio. Por lo que respecta al tamafio de las células, éste puede variar mucho
segun las distintas especies. De esta forma, por lo que respecta a la anchura el
rango oscila de 1 a 10 micrémetros, mientras que el mismo es de 2-3
micrometros a 20-50 micrémetros para la longitud. Las levaduras se encuentran
encuadradas dentro de las eucariotas puesto que presentan un nucleo
diferenciado y organulos subcelulares como pueden ser el reticulo endoplasmico
y las mitocondrias. Dentro de su estructura, las partes que pueden ser observadas
son la pared celular, el cito plasma, las vacuolas de agua, los globulos de grasa, y
los granulos (metacromaticos, de albumina o de almidon). Para la observacion del
ndcleo son necesarias técnicas de tincion especiales (Martin-Lagos, 1999).



7.1.1 Bioguimica de las levaduras
Osmotolerancia

La disminucion en la velocidad de consumo de azUlcares esta correlacionada con
la disminucion en la capacidad de la levadura de tomarla del medio, a pesar de
que el resto de la via glicolitica se mantiene intacta y activa. La inhibicién por el
azucar se explica por un fenébmeno de 6smosis: si una célula de levadura esta
situada en una disolucién de azlcar de presién osmotica mas fuerte que la del
contenido de sus vacuolas, la célula sera& mas o menos plasmolizada. Cuando la
concentracion de azucar inicial es elevada, la fase lag se prolonga, la viabilidad
celular durante la fase lag disminuye y los recuentos de células viables durante la
fermentacion dan valores bajos. En sintesis, la fermentacion se retarda y quedan
elevados niveles de azucar residual (Nishino et al., 1985)

7.1.2 Citologia

En la figura 1, se puede apreciar la estructura de una levadura. La morfologia
celular, la formacion de una capsula de polisacaridos, la ausencia o presencia de
vacuolas, de globulos lipidicos y el desarrollo de mitocondrias, dependen de las
condiciones fisico-quimicas y de la edad del cultivo. En el citoplasma, pueden
encontrarse ribosomas, enzimas, polifosfatos, glucdégeno y trealosa. El glucogeno,
gue puede constituir hasta un 12% en peso seco de las células, se acumula
durante la fase estacionaria, cuando el nitrégeno se vuelve limitante y aun queda
glucosa en el medio. La trealosa es otro hidrato de carbono de reserva que puede
representar hasta el 16% del extracto seco de las células, proporcionando energia
a la misma durante la fase de adaptacion o de esporulacion asi como, presentan
un importante papel en la osmotolerancia. (Martin-Lagos, 1999).

La envoltura de la célula de la levadura incluye una membrana plasmatica, un
espacio periplasmico y una pared celular constituida principalmente por
polisacaridos y una pequefa cantidad de péptidos. La pared tiene una estructura
semirrigida permeable al soluto que proporciona a las levaduras una considerable
fuerza comprensional y tensil. Los grupos carboxilo de los péptidos de la pared
celular confieren a las levaduras utilizadas en la elaboracion de cerveza una
capacidad de floculacion importante, lo que facilita la separacion solido-liquido
después de la fermentacion. (Owen, 1989).
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Figura 1. Principales caracteristicas de una célula de levadura (Russell, 1995).

7.2 DESCRIPCION DE LA PLANTA DE AGAVE

En México, el género Agave tiene una amplia distribucion, se encuentra en mas
de 75% del territorio; sin embargo, su distribucion es altamente asimétrica, hay
regiones que poseen mas especies que otras. Son muy diversos en las provincias
aridas y semiaridas del centro y norte, pero su niumero disminuye drasticamente
hacia las provincias humedas y célidas del sur, por lo que su ausencia es notoria
en estados como Tabasco, Campeche y Quintana Roo.

El género Agave es el mas grande de esta familia, comprendiendo
aproximadamente, doscientas setenta y cinco especies (Lawrence, 1951). Sin
embargo, Hutchinson (1934) lo wubico dentro del orden Agavales vy
especificamente en la familia Agavaceae, en donde se incluye el género Agave.
Este género incluye, de la nomenclatura tradicional, géneros que pertenecen a la
familia Liliacea y otros a la Amaryllidacea (Lawrence, 1951; Gémez, 1963). En
esta nomenclatura, el subgénero Agave lo integran 12 secciones con 82 especies,
21 subespecies y 23 variedades y un total de 197 taxas (Garcia, 2007).

El Agave tequilana Weber es una planta xerofila (que crece en zonas aridas y
cédlidas) de hojas color azul-verdoso, delgadas casi planas; mide
aproximadamente 1.25 m de largo y 10 cm de ancho y tienen una espina terminal
de color rojo oscuro de 2 cm (Granados, 1993). La figura 2, muestra la planta
Agave americana L.
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Figura 2. Planta de Agave americana L.

En una hectarea de cultivo se tienen aproximadamente de 2500 a 2800 plantas
gue dependiendo del clima alcanzan su madurez en periodo de seis a diez afios
(Guzman, 1997). Los terrenos mas aptos para el cultivo del Agave americana L.
son los resecos, de tipo arcilloso, ricos en silice de color rojiza, altos y pedregosos
(Luna, 1991 citado por Morales, 1997).

Se sabe que en mas del 50% de las fabricas dedicadas a la produccién de
bebidas alcohdlicas a base de agave, el proceso de la fermentacion se desarrolla
con las levaduras silvestres presentes en el jugo de las diversas plantas de agave
(Arrazola, 1969).

7.2.1 PRICIPALES CARBOHIDRATOS

El principal carbohidrato de reserva de las plantas del genero agave es la inulina
(fig.3), un polisacarido que después de ser sometido a una hidrdlisis térmica libera
fructosa y glucosa, estos son los principales azucares utilizados por los
microorganismos para la produccion de alcohol. El contenido de carbohidratos en
los jugos de maguey determina el rendimiento y la calidad del producto terminado,
lo cual puede depender de factores como el estado de madurez y condiciones de
la hidrdlisis térmica.
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Figura 3. Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal de glucosa
(b-D-glucopiranosil) (A) y con una molécula terminal de fructosa (b-D-
fructopiranosil) (B).

Por su alto contenido de carbohidratos de reserva, el maguey maduro es
aprovechado como materia prima en la produccion de mezcal. En las fabricas se
utilizan Unicamente las pifias o cabeza de maguey, estructuras formadas por el
tallo y la base de las pencas; el resto de la planta se desecha en el campo.
Después de someter al maguey a una hidrolisis térmica, la concentracion de
fructosa aumenta considerablemente en comparacién con la concentracion en
jugos crudos, mientras que la concentracion de glucosa aumenta ligeramente,
pues la inulina ademas de fructosa, contiene dos unidades de glucosa por
molécula (Michel, 2007).

7.2.2 Agua miel

La miel de agave se destaca por tener el doble poder endulzante que el azucar
convencional, con lo cual se requiere mucho menos de uso para la cantidad que
se desea endulzar. Su composicion, se estima, es de un 90 por ciento de fructosa,
con un muy bajo nivel de glucosa. La fructosa tiene el indice glucémico de 20, y
al representar la fructosa el 75 % de los componentes de la miel de agave, salta a
la vista que tiene un bajo indice glucémico y que por lo tanto es apta para ser
digerida por diabéticos (Zudaire, 2009).

La miel de agave se obtiene del jugo que se extrae del penca madura (figura 4),
este jugo contiene (aparte de otros componentes) un 80% de inulina, la cual se
obtiene por hidrdlisis enzimatica para transformar parcialmente la inulina con una
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molécula terminal de fructuosa en glucosa, de modo que sea un producto dulce.
El jugo que por lo tanto se obtiene contiene un 72% de agua se pone bajo
tratamiento de purificacion. Finalmente el agua del jugo por la evaporacion se
extrae hasta la obtencion del la miel de agave (Bautista, 2001).

Figura 4. Jugo de de la penca madura de Agave americana L.

7.3 COMPOSICION QUIMICA DE LA MIEL DE CANA Y LA PANELA

La miel de cafa tiene una textura parecida a la miel de abeja y de sabor muy
agradable que a muchas personas les recuerda el regaliz. Durante la evaporacion
del agua salen hasta la superficie las impurezas que contienen ese jugo. Hay que
sacar toda esa impureza, llamada cachaza, para que nos quede una melaza
clara, transparente y homogénea y sobre todo ya que las impurezas pueden servir
de materia a una fermentacion futura. La miel o melaza de cafia cuanto mas
oscura sea, mas sabor y nutrientes tendra. La composicion de la miel de cafa se
muestra en la tabla 1 (James, 1991).

Tabla 1. Composicion promedio de la miel final de cafia

SOLIDOS
COMPONENTES SOLUBLES (%)
AzUcares 75-92
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Sacarosa 70-88
Glucosa 2-4
Fructosa 2-4
Sales 3.0-45
Acidos inorganicos 1.5-4.5
Acidos organicos 1.0-3.0
Acidos organicos 1.5-5.5
Acidos carboxilicos 1.1-3.0
Aminoacidos 0.5-2.5
Proteinas 0.5-0-6
Almidon 0-001-0-050
Gomas 0.30-0.60
Ceras, grasas,
fosfatidos 0.05-0.15
Otros 3.0-5.0

Mediante la evaporacion abierta de los jugos de la cafia de azlcar se obtiene la
panela. Durante el proceso de elaboracidén se presentan cambios significativos de
composicion que comienzan desde la molienda de la cafia, presentando
incrementos o0 disminuciones de los constituyentes dependiendo de las
reacciones quimicas y cambios fisicos ocurridos. La composicion cualitativa de la
panela es muy similar a las mieles, variando solamente a nivel de minerales,
donde la panela registra cantidades notablemente mayores.

7.4 Metabolismo del etanol por las levaduras

La produccién de etanol es un proceso industrialmente viejo. El etanol por su uso
como materia primera quimica se produce por fermentacion desde los inicios de la
microbiologia industrial, y para la produccion de bebidas alcohdlicas desde hace
miles de afios. Pero durante muchos afios se ha obtenido por procedimientos
quimicos, mediante la hidratacion de etileno. Ultimamente se ha retomado la
produccion de etanol para su uso quimico a través de la fermentacion. El etanol
se produce por fermentacién para fabricar bebidas alcohdlicas y alcohol industrial,
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pero el uso del etanol como combustible no es rentable, ya que es mas
econémico comprar petréleo que producir etanol. Tan solo lo producen algunos
paises subdesarrollados (Badui, 2006).

Las bebidas alcohdlicas se producen a partir de diversas materias primeras, pero
principalmente a partir de cereales, frutas y productos azucarados. Entre las
bebidas alcohdlicas hay bebidas no destiladas, como la cerveza, el vino, la sidra 'y
el sake, y otras obtenidas por destilacion como el whisky y el ron, que se obtienen
a partir de cereales y melazas fermentadas, y el cofiac, que se obtiene por
destilacion del vino. Otras bebidas destiladas, como el vodka o la ginebra se
obtienen a partir de bebidas alcohdlicas neutras, obtenidas por destilacién de
melazas, cereales, patatas o suero lactico fermentado, un detalle comin muy
importante en estas fermentaciones es que en todos los casos se usan levaduras
para la conversién de azucares en etanol (Owen, 1981)

La fermentacién alcohdlica (denominado también como fermentacion etilica) es un
proceso biologico en plena ausencia de aire (oxigeno- O,), aproximadamente el
96% de la fermentacion del etanol se lleva acabo mediante cepas de
Saccharomyces cerevisiae 0 especies relacionados. El etanol se produce en la
ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) mostrado en fig.5, en la que el piruvato
producido durante la glicosilacion se convierte en acetaldehido y posteriormente
a etanol (Howard y Piggot, 2003).

El rendimiento tedrico de 1g de glucosa es de 0.51g de etanol y 0.49g de CO,. Sin
embargo en la practica, aproximadamente el 10% de la glucosa se transforma en
biomasa y el rendimiento en etanol y CO, alcanzado el 90% del valor tedrico. La
reaccion global esta dado la siguiente reaccién (J. Bu’ lock, 1981).

2 hidroxietil
piruvato —— Piruvato —— Acetaldehido—— etanol
pirofosfato

NADH NAD?

A pesar de la simplicidad de esta ecuacion, la secuencia de transformacién para
degradar una molécula de glucosa hasta dos moléculas de etanol y dos moléculas
de diéxido de carbono es un proceso complejo que involucra dos etapas: (1) la
formacion en anaerobiosis de 2 moléculas de piruvato a través de la ruta
metabdlica glucolitica y (2) la descarboxilacion del piruvato en anaerobiosis para
dar lugar a dos moléculas de acetaldehido que se reduce a etanol.
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Figura. 5, Ruta metabolica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP).

La fermentacion alcohdlica tiene como finalidad biologica proporcionar energia
anaerobia a los microorganismos celulares (levaduras) en ausencia de oxigeno
para ello disocian las moléculas de glucosa y obtienen energia necesaria para
sobrevivir, produciendo alcohol y CO; (Yuan, 2006). Aunque las fermentaciones
alcohdlicas son en gran medida anaerobias, las levaduras necesitan algo de
oxigeno para sintetizar algunos esteroles y &cidos grasos insaturados
componentes de la membrana (Owen, 1989).

7.5 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FERMENTACION ETANOLICA

7.5.1 Fuentes de carbono y energia

En la fermentacion las levaduras utilizadas para la elaboracién de alcohol utilizan
los azlcares sacarosa, fructosa, maltosa y maltotriosa en este orden. La sacarosa
es hidrolizada primeramente por la invertasa localizada en el espacio periplasmico
extracelular. Los azUcares son transportados a través de la membrana celular por
transporte activo o pasivo, mediado por permeasas producidos constitutivamente
0 inducibles. La composicion en fosfolipidos de la membrana plasmatica es
importante para la tolerancia del etanol, observandose un incremento de ésta
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cuando el contenido de &cidos grasos insaturados aumenta. La tolerancia
alcohdlica puede elevarse suplementando el medio de crecimiento con é&cidos
grasos insaturados, vitaminas y proteinas. Los factores fisioldgicos tales como la
forma de aporte del substrato, la acumulacién de etanol intracelular, la presion
osmotica y la temperatura influyen en la tolerancia de las levaduras al etanol. Esto
es porque las enzimas glicoliticas de las levaduras, hexoquinasa, gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa y piruvato descarboxilasa son sensibles a la
concentracion de etanol (Owen, 1989).

En la fermentacién de las levaduras, las cosechas de energia mas facilmente
utilizables pueden ser agrupadas en tres categorias béasicas:

Jugos azucarados

Los jugos azucarados, sean de azucar de cafia, de remolacha o de tallos de sorgo
son productos agricolas interesantes ya que proporcionan inmediatamente un
suministro de substratos facilmente fermentables, aunque esto también puede
tener sus inconvenientes.

Cereales

En base a peso seco el maiz, el trigo, el sorgo y otros granos contienen alrededor
de 60-75% p/p de almidon hidrolizable a hexosas con un significativo aumento de
peso y constituyen una fuente de alto rendimiento en etanol.

Tubérculos

Las cosechas de raices de las zonas templadas tienen poca o ninguna aplicacion
en la produccion de alcohol industrial a causa de su mayor valor en los usos, bien
establecidos, como alimento.

Sin embargo, comparada con la cafia de azucar, la mandioca tiene un potencial
de producir hasta 2 1/2 veces la cantidad de alcohol por tonelada de cosecha
recogida y es mucho mas barata de crecer (Alvarez, 2009 y Owen, 1981).

7.5.2. Fuentes de nitrégeno

Durante los ultimos 20 afios, varios estudios han demostrado que el nitrdgeno
tiene un efecto positivo sobre el crecimiento y la actividad fermentativa de la
levadura (Bell et al., 1979). El nitrégeno es de todos el mas importante, siendo
necesario que el mosto contenga inicialmente nitrdgeno amoniacal y en forma de
aminoéacidos por encima de 130-150 ppm.
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La deficiencia de nitrogeno el mosto de fermentacion puede causar un
disminucion de la velocidad de fermentacion, asi como la produccion sulfuro de
hidrogeno. De hecho, el déficit de nitrégeno en el mosto reduce la eficacia del
crecimiento de las levaduras y por consiguiente, reduce la velocidad de
fermentacion (Bely et al. 1990). Cuanto menor es la concentracion de nitrégeno
en el mosto, mayor es el riesgo de fermentaciones lentas. La concentracion de
nitrégeno en el mosto puede variar de 80 a 400 mg/L. La deficiencia de nitrdgeno
También provocar un incremento de la produccion de H2S por parte de la
levadura Los dos tipos de nitrégeno disponible para las levaduras son nitrdgeno
amoniacal y alfa aminico (aminoacidos libres excluyendo la prolina que no puede
ser asimilada por las levaduras) (Henschke y Jiranek 1993).

El amonio (nitrégeno mineral) es “preferido” por la levadura, es asimilado muy
rapidamente y tiene una influencia directa sobre la biomasa al producir un
crecimiento significativo de la poblacion de levaduras durante la fase de
crecimiento (O. Pillet, 1999)

Algunas vitaminas y minerales

El rol de la biotina tiene influencia en el metabolismo de algunos aminoacidos y
lipidos. La biotina es involucrado en el metabolismo de la levadura, actuando
como un cofactor para la enzima piruvato descarboxilasa que cataliza la
transformacion de piruvato a oxalacetato, precursor intermedio para la asimilacion
del nitrogeno y la sintesis de otros compuestos nitrogenados. Algunos minerales
como metales pueden funcionar como cofactores para algunos enzimas del
metabolismo de la levadura.

pH

El efecto de pH en una fermentacion es importante no sélo en relacion con el
desarrollo de la levadura sino con la tasa de fermentacion y con la formacion de
subproductos. En estudios realizados con cepas aisladas de ponches azucarados,
se encontré que la maxima produccion de alcohol se obtiene a pH 4.25 y la menor
a pH 3.7, probablemente porque este ultimo es demasiado bajo para lograr una
activacion eficiente de las enzimas necesarias para la fermentacion y el
intercambio i6nico al interior de la célula sufre un descontrol tal, que ésta
concentra su energia, en regular sus sistema y no en fermentar el azlcar
presente en el sustrato (Calderén, 2007).
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Temperatura

La temperatura constituye un factor primordial tanto en la produccion de biomasa
como de etanol. Usualmente, la fermentacion alcohdlica incrementa cuando la
temperatura se encuentra en un rango de 30-35°C con una o6ptima de 32°C,
dependiendo de la cepa de levadura utilizada (Calderén, 2007). La velocidad de la
fermentacion aumenta generalmente con la temperatura entre los 15y los 35 °C y
los niveles de glicerol, acetona, buteno-2,3-diol, acetaldehido, piruvato y 2-
cetoglutarato se elevan en los caldos de fermentacion. La formacion de niveles
elevados de alcohol también depende de la temperatura, y el riesgo de
contaminacioén bacteriana y de produccion de acidos voléatiles como resultados es
reducido (Owen, 1989).

7.6. Mejoramiento en los procesos fermentativos

Durante muchos siglos es llevado a cabo la fermentacion en tanques donde no se
lleva un control del proceso. No obstante hace pocos afios la tecnologia ha sido
un factor en los bioprocesos gracias a la invencion de tecnologias desarrolladas
para el control y manipulacion de los procesos. Tal es el caso de los
fermentadores también conocidos como biorreactores.

Un biorreactor (fermentador) es un aparato en el que son tratados los materiales
para facilitar las transformaciones bioquimicas por la accion de células vivas o por
componentes celulares. Generalmente son empleados ampliamente en las
industrias de alimentacion y fermentacion, en el tratamiento de residuos y en
muchas instalaciones biomédicas (j. bu’lock y B.kristiansen 1991).

La funcion principal de un fermentador es la de proporcionar un medio ambiente
controlado que permita el crecimiento eficaz de las células y la formacion de
producto (j. bu’lock y B.kristiansen 1991).

Monitoreo y control de biorreactores

Diversos parametros como la temperatura, el pH, la concentracion del oxigeno
disuelto, la velocidad de agitacion (rpm), tienen un importante efecto sobre el
rendimiento de la fermentacion. Para proporcionar un ambiente adecuado, las
propiedades del sistema deben estar monitorizadas. La monitorizaciéon y el control
de la fermentacibn es un area de investigacion que ayuda a mejorar el
rendimiento de los bioprocesos y asi alcanzar en el fermentador una operacion
uniforme y satisfactoria.
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7.6.1. Instrumentacion y control

Los fermentadores estan equipados con instrumentos que se utilizan para facilitar
el andlisis y registro de parametros especificos, para establecer las condiciones
optimas del proceso de fermentacion y para su optimizacion en la formacion del
producto. (Owen, 1989). El desarrollo de proceso de fermentacién completamente
automatizado, controlado por ordenadores, depende de la existencia de sensores
gue produzcan sefiales significativas que puedan ser trasladados a un control de
accion, el control de un parametro particular se lleva acabo con un sensor que
mide la propiedad y un controlador que compara esta medida de con un valor fijo
predeterminado y que activa el equipo hasta ajustar el valor de la propiedad a
ésta (B. Kristiansen, 1991).

Los sensores pueden estar “on-line”, es decir, conectados a las instalaciones del
fermentador o en contacto con la corriente, “of-line”, de los cuales se toma
asépticamente una muestra para analizar. Los sensores on-line de los
fermentadores comunes se utiliza para medir propiedades fisicas como la
temperatura, presion, las rpm, del agitador, las velocidades del flujo del liquido y
gases y para las medidas fisicoquimicas como el pH. Estos sensores on-line en
contacto con el medio del fermentador, incluyendo electrodos de pH y sondas
medidoras de gas disuelto (oxigeno disuelto, OD) deben ser esterilizables con
vapor de agua, facilmente calibrables y dar una lectura fiable. En la tabla 2, se
describe algunos de los sistemas de medidas on-line mas importantes

Tabla 2. Sistemas de medida de fermentacion on-line.

Parametro Equipo de medida Fundamentos de la
medida
Temperatura TermOmetros y | Cambios de resistencia
termistores de resistencia | eléctrica con la
eléctrica temperatura
Espuma Sondas metalicas de|La espuma toca el

espuma aisladas en el | extremo de la sonda,
extremo colocados a|completa un  circuito
diferentes niveles eléctrico que actia como
un dispositivo de
alimentacion antiespuma

rpm del agitador Tacometro Mecanismo de deteccion
mediante induccion,
generacion de voltaje,
sensores de luz o fuerzas
magnéticas

Velocidad de flujo | Rotametro La posicion de un flotador
gue se mueve libremente
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gaseoso en un tubo con didmetro
creciente montado
verticalmente indica la
velocidad del flujo

pH Electrodo de referencia | Medidas potencio

de vidrio combinado meétricas de la
concentracion de iones
de hidrogeno.

O.disuelto Electrodo de O, Los electrodos
producidos por la
interaccion del oxigeno
con una superficie
metalica genera una
corriente. La sonda

contiene una membrana
a través de la cual puede
difundirse el Oxigeno.

Toma de muestras: La toma de muestras es un dispositivo que permite recoger
una muestra del medio para analizarla en el laboratorio. Esto implica un riesgo de
contaminacion, pero es necesario debido a la necesidad de monitorizar el
proceso. La toma de muestras ha de impedir siempre la contaminacion en ambos
sentidos. La contaminacion hacia dentro se evita, impidiendo el contacto entre la
parte interna del fermentador y la externa, mientras que la contaminacion hacia
fuera se impide mediante sobrepresion

Existen tres objetivos para el control del proceso
1. Mantener una variable constante a lo largo del tiempo
2. Forzar a una variable a seguir el camino prescrito a lo largo del tiempo
3. Optimizar algunas funciones de las variables del sistema

Los primeros son conseguidos mediante la regulacion, lo segundo mediante
mecanismos auxiliares y lo tercero mediante controladores 6ptimos, todos estos

aparatos de
controladores automaticos.

instrumentacion

son generalmente

llamados denominados

En un sistema de control de procesos, tenemos cuatro clases de variables:

1) Variables controlados

2) Variables de disturbancia
3) Variables manipulables
4) Variables de referencia

La variable controlada es la variable de salida que deseamos controlar y la
variable manipulada es la variable de entrada con la que estamos controlando.
Una variable de disturbancia es una variable de entrada que afecta a la variable

21




controlada a través de la variacion en otras entradas diferentes de la variable
manipulada y la variable de la referencia es el valor deseado de la variable
controlada (J. Bu’lock, 1989).

Las computadoras pueden utilizarse en los procesos de fermentacion para
procesar los datos suministrados por los sensores, pudiendo analizar los datos
presentar el analisis en dispositivos al efecto, y almacenarlos o utilizarlos para
controlar el proceso mediante sefiales que activen conmutadores, valvulas y
bombas. El almacenamiento y organizacion de los datos relativos al proceso de
fermentacion mediante computadoras es un componente extremadamente
importante en la mayoria de los procesos industriales de fermentacion.

7.7. Estandarizacion de procesos

La estandarizacion es el desarrollo sistematico, aplicacién y actualizacion de
patrones, medidas uniformes y especificaciones para materiales, productos o
marcas. No es un proceso nuevo, ha existido desde hace mucho tiempo y
constituye un método excelente para controlar los costos de materiales de
procesos.

7.9. Destilacion

Es el proceso fisico que separa, concentra, y/o purifica en mayor o menor grado
los componentes de una mezcla liquida en base a sus diferentes puntos de
ebullicién o presiones de vapor. En esencia el proceso depende de la posibilidad
de generar via ebullicion, una fase vapor de composicién diferente a la de la fase
liquida. La condensacion de esta fase vapor produce una fase liquida enriquecida
en el o los componentes mas volatiles de la mezcla original (Ifiiguez, 2010).
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Aislamiento de levaduras nativas del Agave americana L.
8.1.1 Obtencidon de la muestra

El agua miel fue recolectado de la planta Agave americana L, en el previo los
riegos municipio de Comitan de Dominguez, Chiapas, el dia 21 en el mes de
abril del 2012. Un volumen de 500 ml de agua miel, fue transportado bajo
condiciones controladas de temperatura (15 °C), en una hielera para evitar la
fermentacion vigorosa de la muestra, hasta las instalaciones del laboratorio de
investigacion del ITTG, donde se llevé a cabo el aislamiento.

8.1.2 Medios de cultivo, obtencion del aislamiento y caracterizacién
bioquimica de las levaduras

Durante el aislamiento se trabajo con dos medios de cultivo uno selectivo
YM+Oxitetraciclina (4g/L) (YMO) vy uno diferencial WL+ cloranfenicol (0.1g/L)
(WLC)

Fueron preparados 8 matraces Erlenmeyer de 250ml conteniendo 50 mL de
caldo YMO (2 fueron control (-)). Los matraces se esterilizaron en autoclave a 15
Ib/pulg® durante 15 min.

Cinco mililitros de agua miel fueron depositados en cada uno de los 6 matraces.
Tres matraces se mantuvieron a temperatura ambiente y tres a temperatura
constante de 30°C, los 6 matraces se incubaron sin agitacion.

Pasadas 12 horas de incubacion, se tomaron 5 mL de cada caldo y se inocularon
respectivamente a 6 nuevos matraces conteniendo 50 ml de caldo YMO a pH 4.7,
los matraces que se incubaron bajo las mismas condiciones antes mencionadas.

Concluidas 12 horas de incubacion. Se tomaron asadas directamente de cada
caldo YMO y se sembro por triplicado en sus respectivas cajas de Petri con agar
YMO a pH 4.7, empleando la técnica de estria cruzada, se dejaron dos cajas sin
inocular como control negativo. Las cajas fueron incubadas a temperatura
ambiente y a 30°C (segun el matraz de procedencia) durante dos dias, con el fin
de distinguir colonias de las levaduras.

De las colonias aisladas obtenidas, se sembraron en sus respectivos tubos
inclinados con agar YMO (6 tubos fueron de los aislados a temperatura ambiente
y 4 a 30 °C).

Para obtener una prueba confirmativa de cuantos aislados se consiguieron, de
los 10 tubos, se tomaron 5 tubos, se realiz6 una suspension microbiana con cada
tubo y el contenido se empled para resembrar respectivamente en 50 ml de caldo
de cultivo YMO, con una proporcion de inoculo del 10 % (V/V), los cultivos se
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dejaron en incubacion durante 6 horas a su respectiva temperatura, concluida la
incubacién. Se realizaron diluciones hasta el orden de 102, se tomaron 0.1 ml de
cada dilucién y se sembré en un medio WLC agar a pH 4.7, mediante la técnica
de vaciado en placa. Todas las cajas de Petri fueron incubadas a 30°C durante
tres dias. Lo anterior con el fin de poder identificar levaduras. La caracterizacion
morfologica colonial de las levaduras aisladas (tanto en el medio de cultivo YMO
agary WLC) fueron observadas en un estereoscopio.

8.2 Prueba de azlicares fermentables

Para seleccionar las cepas de levaduras aisladas se prepararon tubos con 8 ml de
caldo con 0.25% p/v de extracto de levadura y 0.75% p/v de peptona de caseina.
Cada tubo fue provisto de una campana de Durham para la observacion de gas al
ser fermentado el azUcar afadido. Por separado se prepararon soluciones al 10%
p/v de los siguientes azucares: fructosa, glucosa, sacarosa, manitol y lactosa. Los
tubos fueron esterilizados a 15 Ib/pulg® durante 15 minutos. Las soluciones fueron
esterilizadas por filtracion, utilizando membranas cuyo poro era de 0.45
micrometros) (Leveau y Bouix, 2000).

Posteriormente a cada tubo se le afiadi6 2 ml de la solucion de azucar, cada
prueba se realiz6 por duplicado. La concentracion final del azucar fue de 2%.
Cada tubo fue inoculado con una asada de la cepa proveniente del tubo inclinado
respectivo. Los tubos se incubaron a 30°C durante cinco dias (Leveau y Bouix,
2000) y monitoreados diariamente.

8.3 Desarrollo del in6culo para la fermentacion etandlica

Se prepararon tres matraces con 70 ml de medio sintético YM, utilizando
matraces Erlenmeyer de 2 L. Se hizo una suspension densa agregando 5 ml de
agua destilada estéril a pH 6 en tres tubos inclinados de la cepa autéctona
aislada de Agave americana L, llamada por el momento Agavel, como es una
unidad experimental de tres unidades se utilizaron 9 tubos, practicamente 3 tubos
para cada unidad (por matraz). Los matraces se incubaron a 30 °C en agitacién a
100 rpm durante 8 horas en una agitadora LAB-LINE. Concluido el tiempo se
tomé 1 ml de muestra para realizar un conteo al microscopio con la camara
Neubauer. Utilizando la Ecuacion 1 es como se conocio la concentracion celular
alcanzada.

ceI/mI:X><1ooo><f0| A6 Ec. 1
Vcx0.5

Donde x es el promedio de células de 5 cuadros contados de la camara, Vc es el
volumen de un espacio de 4x4 cuadros de la camara que equivale a 0.1mm?, fd
es el factor de dilucion, 16 es el nUmero de cuadros que abarca el volumen, 1000
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es la conversion de mm?® a ml y 0.5 se debe a la dilucién que se hace con el azul
de metileno y la muestra.

8.4 Protocolos de estandarizacion del in6culo

Esta etapa consistio en el crecimiento y adaptacién de las levaduras bajo el
sistema lote alimentado.

8.4.1 sistema tradicional

En la actualidad la empresa “Comiteco Balun Canan S. de R.L. de C.V) sigue el
esquema de lote alimentado. Se tomo un matraz proveniente de la preparacion
del inéculo, bajo la tabla 12 anexo B, muestra los tiempos de las alimentaciones
conforme al descenso de los grados °Brix en el mosto de fermentacién, con un
refractbmetro manual (53000-C); alimentando con miel de agave a 12 °Brix 6
14°Brix y miel de panela a 12 °Brix. La adicion de sulfato de amonio fue a la
primera hora y los finales. Esto con la finalidad de alcanzar una concentracion
maxima de la levadura en un tiempo definido.

8.4.2 sistema 1 “aireacion”

Se tomo un matraz de la preparacion del indculo, la alimentacion se realizo bajo el
esquema de la tabla 13 y figura 13 anexo c, las mieles fueron en las mismas
proporciones que el matraz tradicional, el sistema se abastecio con una bomba de
aire marca Ecopet, a una velocidad de flujo 1vvm. La adicion de sulfato de
amonio se realizo en la segunda y ultima etapa de alimentacion.

8.4.3 sistema 2 “agitaciéon”

El matraz de 2L proveniente de la preparacion del inoculo, se mantuvo a 100
rpm en una agitadora Orbital Shaker (Thermo Scientific modelo 4310) figura 14
anexo B. Bajo el mismo es quema de alimentacion del sistema 1.

Estos dos sistemas de mezclado tuvieron la finalidad de alcanzar altas
concentraciones de biomasa en menor tiempo que el proceso tradicional.

8.5 Estrategias de la fermentacion etandlica
8.5.1 Fermentacién a nivel matraz sin mezclado y sin sulfato de amonio

La fermentacion se realizé en tres matraces Erlenmeyer de 2 L, empleando los
in6culos que provienen de la estandarizacion, se alimentaron al 50% de su
volumen alcanzado durante la estandarizacion (750 mL) con mosto al 60% de
miel de agave y al 40% de miel de panela a 21°Brix, alcanzandose un volumen
final de 1.5 L. La fermentacion fue desarrollada durante 44 h a temperatura
ambiente, mantenida en condiciones de anaerobiosis. Se tomaron muestra cada 6
horas, determinando el crecimiento celular en camara Neubauer y los °Brix.
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8.5.2 Fermentacion a nivel matraz agitado

El matraz de 2 L, conteniendo 0.75 L de mosto al 60% miel de agave y al 40%
miel de panela a 21 °Brix, fue inoculado con una semilla al 50% del volumen de
mosto, proveniente bajo el esquema de estandarizacion del sistema 2. La
fermentacién se mantuvo a una velocidad de 100 rpm en un agitador orbital
(thermo scientific modelo 4310). Durante las 72 de fermentacion se monitorearon
cada 4 horas retirando 1ml de muestra para °Brix y tomando muestras de 100 ml
cada 12 h para su posterior analisis de concentracion alcohdlica.

8.5.3 fermentacién a nivel fermentador sin sulfato de amonio

En el fermentador marca Applikon eZ-control de 3 L, conteniendo 0.75 L de
mosto al 60% miel de agave y al 40% miel de panela a 21 °Brix, fue inoculado con
una semilla al 50% del volumen de mosto, proveniente bajo el esquema de
estandarizacion del sistema 2. Durante la fermentacién, se mantuvo: pH=4.3;
T=30 °C y 100 rpm. El pH fue controlado mediante la adicion de HCl a 1 N y
NaOH a 1N. La evolucion de la fermentacion y los datos fueron almacenados por
el software Bioxpert lite del fermentador. El tiempo de monitoreo y el lapso de la
fermentacion fueron las mismas que el matraz agitado.

8.5.4 fermentacion a nivel fermentador con sulfato de amonio

La estandarizacion fue realizada bajo el protocolo del sistema 2, alcanzando un
volumen total de 1200 mL. EIl fermentador de 3 L, conteniendo 50% de mosto al
60% de miel de agave y al 40% de miel de panela a 21°Brix, y 1.1 g/L de sulfato
de amonio, fue inoculado con 50 % de semilla alcanzando un volumen de
operacion 2400 mL., la fermentacion tuvo un lapso de 90 h, el pH fue controlado
mediante la adicion de HCl a 1 N y NaOH a 1N por bombas peristalticas. Se
realizaron toma de muestra cada 6 h, para determinar el crecimiento celular,
sélidos solubles y a partir de las 34 h se tomaron 300 mL de muestra cada 12
horas para su posterior analisis de concentraciéon alcohdlica. La adicién de sulfato
de amonio tiene la finalidad de aumentar la concentracion de la fuente de
nitrdogeno ya que durante la estandarizacion la concentracion del sulfato de
amonio alcanzada es relativamente baja.

8.6. Destilacion

La destilacion consistio en una destilacién simple, la cual fue efectuada con un
Equipo Corning marca Pyrex®. En la destilacion no se separd ninguna parte del
destilado por lo cual el destilado fue completo. La destilacion se llevo a cabo a
presion atmosférica, y fue limitada a una temperatura < 96°C.
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8.7 Elaboracién de manuales

A partir de la informacion recabada en la bithcora de laboratorio, se elabor¢ el
instructivo de procedimientos, donde se detallaron las actividades que se
realizaron para obtener un inoculo estandarizado, y la operacion del controlador
del fermentador y asi como el manejo del software.
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IX. Resultados y discusiones

9.1 Aislamiento de levadura autdctona de la Agave americana L.
De la muestra tomada de la Agave americana L se aislaron 5 presuntas cepas de
levaduras.

9.1.1 Caracteristicas morfolégicas de las levaduras aisladas

Los resultados obtenidos en el andlisis microbioldgico de la muestra estudiada en
el presente trabajo, se expresa a continuacion en forma de tabla donde aparecen
las caracteristicas morfoldgicas (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion morfolégica micro y macroscopica de las levaduras
aisladas de la Agave americana L

Morfologia microscépica

Morfologia macroscopica

Cepas
“Camara Neubauer” “Estereoscopio”
Ligeramente ovalada, borde definido,|WL: borde definido, circular, verde
se reproducen por gemacion. Células|intenso, opaca, pequefia,
pequefas. Sin pseudomiselio. umbricada.
Agave 1
Ligeramente ovalada, borde definido, | WL: borde definido, circular, verde
Agave 2 |se reproducen por gemacion. Células|intenso en el centro y luego crema,

medianas. Sin pseudomiselio

umbonada, opaca, grande.
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@

Circulares- ovoides, contorno definido,
reproduccion por gemacion. Células
pequeias. Sin pseudomiselio

WL: borde indefinido, gran
elevacion (concava), verde intenso,
opaca, pequefia, crema en los
vordes.

Agave 3
Ovalada, borde definido, reproduccién | WL: borde indefinido, verde intenso
por biparticion. Células medianas. Sin|en el centro, opaca, grande, crema
pseudomiselio brillosa en los vordes.

Agave 4
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Ovoides, borde definido, se reproduce | WL: borde  definido, crema,

Agave 5 |por gemacion. Células grandes. Sin|circular, centro verde claro, opaca,

pseudomiselio. grande.

En el medio YM + Oxitetraciclina, la Oxitetraciclina es un antibidtico de amplio
espectro y muy eficaz. Actla inhibiendo la sintesis proteica bacteriana. Opera a
nivel de los ribosomas de la bacteria, impidiendo la fijacion del ARN mensajero y
el ARN de transferencia en los receptores respectivos. Inhibiendo a bacterias
Gram (+) y (), en dosis normales actia como bacteriostatico y en altas dosis
como bactericida. Este medio permitié el aislamiento de 5 cepas.

El medio WL+ cloranfenicol es uno de los mas utilizados para detectar y
diferenciar las levaduras, aunque debe suplementarse con un bactericida
cloranfenicol que inhiba totalmente el crecimiento bacteriano (Basanta, 2009).

Después de caracterizar a las levaduras de acuerdo a su morfologia micro y
macroscopica basandose en la tabla 5 del anexo ¢,? se observa que las 5 cepas
aisladas pertenecen entra las primeras 5 clasificaciones, dugireindo que la cepa
Agave 1 corresponde a Schizosaccharomyces pombe; la cepa Agave 2,
Saccharomycodes ludwigii; la cepa Agave 3, Saccharomyces cerevisiae (Cavazza
et al. 1992); mientras que las cepas Agave 4 y Agave 5 no fue posible ser
identificadas. Sin embargo es necesario realizar pruebas bioquimicas para ser
mas preciso, y aplicar la biologia molecular para la identificacion precisa.

Durante el manejo de las levaduras fue evidente el olor caracteristico de
levaduras Agave 1, Agave 2 y Agave, que expiden las levaduras empleadas en
las fermentaciones.
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9.2 Prueba de fermentacion de azUcares

Para llevar a cabo la fermentacion, la prueba de fermentacién de azlcares se
empled para seleccionar a los microorganismos que fueron capaces de fermentar
los azucares sacarosa, fructosa y glucosa debido a que estos son los azlcares
presentes en la miel de agave y miel de panela utilizadas como sustrato y Unica
fuente de materia y energia para la produccién de etanol.

En la tabla 6 se observa que las cepas Agave 1 fue la cepa que presentd mejores
resultados respecto a la sacarosa la cual se encuentra en mayor concentracion,
en la cepa Agave 3, fueron las que obtuvieron mayor produccion de gas al
fermentar sacarosa. Por consiguiente, estas cepas podrian adaptarse de mejor
manera al medio de cultivo empleado.

Tabla 4. Azucares fermentables por las cepas aisladas.

Formacion de gas; Fermentacion de azlcares
Cepa
Azlcares Dial Dia2 Dia3 Diad Dia5
sacarosa +++ ++++ ++++ +4+++ +4+++
fructosa + ++ +++ ++++ ++++
Agave 1 |glucosa + ++ ++ ++ ++
lactosa - - + ++ 4+
manitol +++ ++++ ++++ ++++ ++++
sacarosa ++ +++ +++ +++ +++
fructosa + ++ +++ +++ +++
Agave 2 |glucosa + ++ ++ ++ ++
lactosa - - + ++ 4+
manitol - - - - -
sacarosa - - + ¥ ¥
fructosa + + + ++ ++
Agave 3
Glucosa ++ +++ +++ ++++ ++++
Lactosa - - - - -
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Agave 4

manitol - - - - -
sacarosa - - + + n
fructosa - - + + ¥
glucosa +++ ++++ ++++ ++++ ++++
lactosa - - + + ¥
manitol - - - - -

Acotaciones: - Nulo; + minimo; ++ escaso; +++ poco; ++++ mucho; +++++
Abundante.

9.3 Estandarizacion del in6culo

9.3.1 sistema tradicional

Durante la estandarizacion tomando como base la técnica realizada en la
empresa Comiteco Balun Canan S. de R.L. de C.V. se obtuvieron los siguientes
resultados tabla 5 y grafica 1, alcanzando una concentracién celular de 1.11x108
lev/ml, un tiempo de 48 horas.

Tabla 5. Estandarizacion tradicional

t(h)
0
3
7

15
18
21
24
27
30
32
40
45
48

X total
2.85E+09
3.03E+09
9.71E+09
3.32E+09
8.28E+09
2.21E+10
1.45E+10
3.52E+10
2.91E+10
4.68E+10
4.33E+10
1.08E+11
1.28E+11

vol.acum

18.75
63.75
143.75
163.75
193.75
263.75
313.75
403.75
728.75
978.75
1149.25
1149.25
1149.25

X total vs vol

LADE+11

1286411

120E+11

108641

100E+11

8.00E+10

6.00E+10

A400E+10

2.00E+10

1400

1200

ml

Grafica 1. Cinética de crecimiento
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9.3.2 sistema l

Durante la estandarizacion bajo este sistema se obtuvieron los siguientes resultados en la tabla 6 y grafica 2, alcanzando una
concentracion celular de 6.85x10° lev/ml en 35 horas.

9.3.3 sistema 2

Durante la estandarizacion bajo este sistema se obtuvieron los siguientes resultados mostrados en la tabla 6 y grafica 2,
alcanzando una concentracion celular de 3.33 lev/mL en 33 horas.

Tabla 6. Estandarizacidn sistema aireado y agitado ESTANDARIZACION DE LA CEPA AGAVE AMERICANA L

BE+11 1400

timentacion (h) Xtotal  °Bx Xtotal °BX Vi

TE+11

0  9E+09 6 8E+09 6 118
3 1410 4 9E+09 4 118

55  2E410 3 3E410 3 118 -

9  2E410 2 26410 2 118 .

105 46410 10 26410 10 458 B
12 4410 9 36410 9 458 o oS
15 7E+10 8 5E+10 8 458 /

18 2E#11 55 1E+11 55 458 o

20 411 25 2Bl 25 458

2115 2E411 8 1E#11 8 1203 e

26 4411 6 2E411 6 1203 U u

29 7Bl 4 4EH1 4 1203 Y

33 8E+11 3 4E#11 3 1203

Grafica 2. Cinética de crecimiento vs volumen de alimentacion
durante la estandarizacion del sistema 1 v 2
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Durante el desarrollo de los tres sistemas, el mejor sistema es el de aireacion ya
que la produccion de biomasa alcanza una concentracion de 6.85 lev/mL en 33
horas, esto se debe principalmente a la suministracion de oxigeno al medio
(aerobiosis), donde la cepa Agave-1 sigue la ruta de glicolisis , utilizando en su
totalidad el substrato para la formacion de energia (ATP) y compuestos
macromoleculares que le permiten la formacién de macroestructura para su
reproduccion, en tanto el sistema 2 , el crecimiento de biomasa fue baja en
comparacion al sistema 1 alcanzando una concentracién de 3.33x108 lev/mL en
el mismo tiempo del sistema 1, mientras que en la estandarizacion tradicional en
base la técnica realizada por la empresa comiteco, la concentracion alcanzada es
inferior en comparacién al sistema 1 y 2. Alcanzando una concentracion de
1.11x108 lev/imL cabe mencionar que esta concentracion se alcanzé en 44 h, la
baja concentracién se debe a que la estandarizacion se realiza bajo condiciones
de anaerobiosis, donde la falta de oxigeno obligua a la levadura en cuestion de su
metabolismo, a realizar cambios fisiolégicos, induciendo a la produccion del
piruvato, pero sélo en cantidades pequefias entra en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos a fin de producir intermediarios para la biosintesis de material
celular esencial y no en la formacion de energia y la Unica forma de compensar
este balance es mediante la formacion de energia en la produccion de etanol,
razon principal donde el sustrato no es metabolizado en su totalidad para fines de
biosintesis estructural y energética, si no parte del sustrato es metabolizado en la
produccion de etanol, alcanzando concentraciones bajas.

9.4 Estrategias de la fermentacion etandlica
9.4.1 Fermentacién a nivel matraz sin sulfato de amonio

Durante la fermentacion en el matraz se obtienen los siguientes datos mostrados
en la tabla 7 y figura 4, la evolucion de la fermentacion mediante la evaluacion de
los °Brix, se alcanza un tiempo de fermentacién de 50. 5 horas. Se sigui6 la
variable °Brix, como aquella variable que mantiene una estrecha relacién de la
concentracion de sélidos solubles (sustrato). Se puede apreciar en los datos de la
tabla 7 como en la grafica 4 el matraz 1 proveniente del sistema 1, a partir de las
14. 5 horas cesa su actividad, estos se debe a que la concentracion inicial del
sustrato fue menor que el matraz 2, teniendo como diferencia 2 unidades bajo los
°Brix.

34



Tabla 7. Datos de los °Brix en ambas sistemas

t(h) ° Brix sistema 1 ° Brix sistema 2
0 9 11

14.5 6 8

18.5 6 7

20.5 6 6.5

22.5 6 6.5

26.5 6 6.5

50.5 6 6.5

fermentacion alcoholica
12

0 Brix
(=)}

: Ttg

20

40

60

=—4=—9Brix sistema 1
== 2 Brix sistema 2

Grafica 4. Evolucion del ° Brix durante la fermentacion.
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Tabla 8. Conteo de biomasa total

9.4.2 Fermentacion a nivel matraz agitado sin sulfato de amonio

En la tabla 8 y grafica 5, muestra la concentracion final alcanzada en la
estandarizacion previo a la fermentacién. EI matraz fue Inoculado con una
concentracion inicial de 4.75x108 levaduras/ml. Los resultados de la fermentacion
se muestran en la tabla 9 y grafica 6.

9.4.3 Fermentacién a nivel fermentador sin sulfato de amonio

Inoculados con una concentracion inicial de 4.75x108 levaduras/ml. Los
resultados obtenidos durante la fermentacion se muestran en la tabla 9, grafica 6

y7.

9.4.4 Fermentacién a nivel fermentador con sulfato de amonio

En la etapa de estandarizacién se obtuvo una concentracién celular de 2.877x10°
lev/mL y 5 °Brix final. Durante la fermentacion se obtuvieron los siguientes datos,
en la tabla 10 y figura 13, se puede observar que la concentracion de biomasa
maxima alcanzada es a las 26 h, sin embargo los °Brix mantuvo un valor de
constante de 7 a partir de las 20 horas hasta el término de la fermentacion.

Estandarizacion
t(h) X tOtal 7.00E+11
0  1.93E+10 oo
3 3.16E+10 ' o
5.00E+11
6  5.44E+10 _ /
7.5  6.53E+10 g 4.00E+11 [ /
7.6 6.15E+10 x 3.008+11 .
- - 2 00E+11 =—b—Agave americana L.
11 1.33E+11 :
14 1.99E+11 1.00E+11
17 2.41F+11 0.00E+00
19  3.85E+11 0 10 20 30 40
. h
19.1  2.44E+11
26 5.31F+11
29  5.40E+11

Grafica 5. Cinética de crecimiento.
31.5  5.73E+11
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Tabla 9. Datos de los °Brix en ambas sistemas

t(h)

0

3
15
18
23
27
40
44

o . o) .
B”Xfermentador Brix matraz

12.5
11.5
8

N NN N

13
11.5
7
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5

14

12

10

°Brix

fermentacion alcohdlica

\*‘=.=‘ —#—fermentador

10

20 30 40 50

=fl—matraz agitado

Grafica 6. Evolucion del °© Brix durante la fermentacion.

Grafica 7. Monitoreo on-line durante la fermentacién pH=4.3; T=30°C y a 100 rpm vs t

Y fuera de linea °Brix vs t
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Tabla 10. Datos generados durante la fermentacién de la cepa A_1

t(h) X(lev/mL) °Brix

0 9.83E+13 12
14 2.50E+14 9
20 3.27E+14 7
26 3.91E+14 7
36 3.68E+14 7
42 3.17E+14 7
48 2.80E+14 7
60 1.13E+14 7
72 7.80E+13 7
88 2.13E+13 7

pH Temp dmalkal Stir coStir x Brix
deg C ml Mm% L=

50 25| 50| 210 10| 5e+08 15

400 28 4.0 168 5| 4e+08

30 = 3.0 126 8| 2e+08

20| 14 20 24 4| Ze+l8

1.0 ol 1.0 424 2| 1e+08

Grafica 8. Evolucidn de la fermentacion graficado por el software Bioxpert
lite mediante valores on- line (pH, T, agitacion y potencia y off-line (°Brix
y biomasa)

Todo el desarrollo de las diferentes estrategias de las fermentaciones alcanza a
disminuir el ° Brix en un rango de 6-7 en un lapso de 12-24 h, valor usado como
cuantitativo para definir el tiempo de la fermentacion.

La fermentacion a nivel fermentador con y sin sulfato de amonio, en las graficas
7y 8, las variables T y pH se mantuvieron constantes, en tanto las fluctuaciones de
la velocidad de agitacion (rpm) es debido al aumento de la velocidad al momento
de tomar la muestra, la adicibn de base observada en la grafica, fue
incrementandose hasta un tiempo de 25 horas sin sulfato de amonio y un tiempo
de 26 horas con sulfato de amonio, mismo tiempo que se alcanza la maxima
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concentracion celular, esto permite deducir que el aumento de biomasa libera
cierto compuesto que cambia la acides del medio, detectado por el sensor de pH,
esta variable podria ser usada como un indice de crecimiento celular, sin la
necesidad de realizar un conteo celular.

9.5 Destilacién

En la etapa de destilacién la temperatura de ebullicién del etanol es a los 80 °C,
se esperaba la destilacion comenzara a esa temperatura, sin embargo, no se logré
la destilacion a esa temperatura ya que comenz6 a 92 °C, por lo tanto los
destilados fueron a esta temperatura llegando a los 96 °C.

Para la determinacion de la concentracion de los destilados, se realizo mediante el
equipo de densimetro. Resultados mostrados en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de los destilados

Destilados de la fermentacion a nivel matraz sin sulfato de amonio

sistema | Concentracion | Densidad | Vol. ge | VOI.pesiilado(Ml) | Rendimiento | Produccion
% (p/p) (g/CmS) mosto(ml) %(V/V) (g et-on/ml
mosto)
Sistema | 74.29 +2.2344 | 0.85730 | 1000 30 3 0.02599
1
Sistema | 71.13+ 2.2344 | 0.8613 1000 35 3.5 0.02890
2
Datos de empresa comiteco Balin Canan S.A de C.V
Vol. De | Vol. Concentracion | Densidad Rendimiento Produccioén
mosto Destilad % (p/p) (g/lcm?) %(V/v) (9 eron/ml
(L) (ml) mosto)
3 180 43.74 +1.5692 | 0.92738 6 0.02829
3 180 41.52+1.5692 | 0.93203 6 0.02672
Corrida 1.Fermentacion a nivel fermentador sin sulfato de amonio controlando;
pH= 4.3, T=30 °C y 100 rpm.
Vol. De | Vol. Concentracion | Densidad Rendimiento Produccion
mosto Destilado | % (p/p) (g/cm®) % (9 eton/ml
(mL) (mL) mosto)
100 3 70.55+3.3123 | 0.9696 3 0.02096
100 2 67.7 £3.3123 | 0.9754 2 0.0138
100 2 69.5+3.3123 0.9765 2 0.01423
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100 |3 | 67.55+3.3123 [ 0.9770 (3 0.02074
Fermentacion en matraz agitado sin sulfato de amonio, agitacion a

100 rpm

100 4 66.35+£1.7991 | 0.97739 4 0.2715
100 3.9 64.2 £1.7991 | 0.9779 3.9 0.0256
100 4.5 68.25+1.7991 | 0.9770 4.5 0.0314
100 3.8 64.85+1.7991 | 0.9777 3.8 0.0232
Corrida 2. Fermentacién a nivel fermentador con sulfato de amonio, controlando;

pH= 4.3, T= 30 °C y 100 rpm.

300 8.7 73.81% 4.1123 | 0.85847 2.9 0.02900
300 8.8 67.75% 4.1123 | 0.87295 2933 0.02933
350 10.9 69.13+4.1123 | 0.8696 3111 0.0311
400 11 78.98+4.1123 | 0.8459 27542 0.02754
815 18.9 72.95+4.1123 | 0.8605 23333 0.02333

La desviacion estandar de los resultados en base a la produccion.

S=+2.21E-03

S= desviacion estandar

Durante la estandarizacion con los dos sistemas propuestos, tienen consecuencia
en la fermentacion y destilacion alcohdlica como se muestra en la tabla 14, a un
gue no es significativa la diferencia en la concentracién, mas que en el volumen
del destilado de ambos sistemas. Sin embargo en comparacién con la
estandarizacion realizada por dicha empresa, se ve una diferencia significativa en
el volumen de destilado y el rendimiento ya que al comparar ambas sistemas se
obtiene un rendimiento de 3%, mientras que el tradicional es de 6%, la desventaja
estd en que la concentracion de alcohol obtenido por la empresa es baja, sin
embargo bajo el andlisis de produccion no hay diferencia significativa. En el
fermentador, los datos obtenidos no difieren de los demas sistemas.

La adicion de sulfato de amonio al principio de fermentacion, incrementa
relativamente la concentracion del alcohol, sin embargo el los rendimientos y
volumen de destilado, como se observa en la tabla 1, es idéntica a la fermentacion
sin sulfato de amonio.
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9.6 Elaboracién de manuales durante la estandarizacion del indculo y el uso
del fermentador

A partir de la metodologia establecida, se procedio a la realizacion de manuales
de procedencia para la generacion del indculo de la levadura nombrada Agave 1,

para las etapas de aislamiento, estandarizacion y la

fermentaciéon en el

fermentador Applikon.” Manual de aislamiento” cédigo MA-ITTG-01,” manual
estandarizacién” cédigo ME-ITTG-01, manual de “fermentacion fermentador
Applikon” cédigo MFA-ITTG-01.

Manual de procedimientos | Cddigo: MA-ITTG-01
ITTG Laboratorio de investigacion
Procedimiento de aislamiento
proceso | Secuencia Actividad

1. preparacion de materiales y toma de muestra

1.1 Preparacién
y limpieza de
materiales

©® N o U bk W N

Termo y hielera

Cajas de Petri estériles

1. Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Vasos de de precipitado de 50 ml y 500m|
Puntas para micropipetas de 1000 pL de capacidad.
Reactivos medio de cultivo YM y WL
Antibioticos Oxatetraciclina y cloranfenicol.

Tubos de 16 x 150 con tapdn de rosca

1.2 Recoleccion
y transportacion

limpio

1. Recolectar 500 ml de aguamiel de agave en un termo

2. Transportar la muestra en una hielera

()

o EG g

NO2E
)

2.1 Preparacion
de materiales

oxitetraciclina.

1. Preparacion 50 mL/matraz de medio de cultivo YM
+ oxitetraciclina (g/L) y cajas petri con WL +
cloranfenicol (g/l) asi como cajas petri medio YM +
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2. Tomar 5 ml de agua miel e inocular en los matraces
de medio YM.

2.2 Condicién
de los matraces

1. Incubar los matraces durante 8 h, una a
temperatura ambiente y otra a 30°C.

2. Tomar una asada de los matraces incubados y
resembrar en un matraz con medio YM bajo las
mismas condiciones de procedencia.

3. Incubar los matraces a temperatura ambiente y a
30°C durante 13h.

3.0 Aislamiento en cajas

3.1 Aislamiento
en medio YM

1. Homogenizar la muestra

2. Tomar una azada de los matraces incubados y realizar
una estria cruzada.

3. Incubar las cajas bajo las mismas condiciones de
procedencia durante 2 dias.

4. Con un estereoscopio y microscopio observar su
morfologia macro y micro.

3.2 Aislamiento
en medio WL

1.De las colonias aisladas en el medio YM e identificadas
diferente mente mediante un cédigo.

2. Tomar una azada de la colonia asilada previamente
codificada, realizar una estria cruzada en medio WL,
incubar a las mismas condiciones de procedencia durante
3 dias.

3. Con un estereoscopio y microscopio observar su
morfologia macro y micro.

Nota:

Todas las pruebas deben ser triplicados

4.0 Preservacion

4.1 Preparacion
de material

1. Preparar tubos de 16x150 con 7 ml de medio YM agar.
2. Esterilizar los tubos a 15 libras durante 15 minutos.
3. Inclinar los tubos, para su solidificacion.

4. Rotular los tubos con los cddigos de la levadura.

4.2 Siembra en
tubo

1. Limpiar el area de la mesa con cloruro de benzoico y
prender el mechero de bunsen.
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2. Tomar una azada de las colonias aisladas previamente

codificadas y realizar estria cruzada masiva en los
tubos.

3. Incubar a 30°C durante 3 dias

4. Gradar los tubos en refrigeracion.

Nota:

Resembrar las cepas aislados cada 2 meses en
medio YM

Resembrar la cepa de interés minimo 5 dias antes
de su utilizacion.

ITTG

Manual de procedimiento Cédigo: ME-ITTG-01

Laboratorio del polo
tecnoldgico

Procedimiento de estandarizacion

Proceso

Secuencia de
etapas

Actividad

1.0 Crecimiento en matraz

1.0 Preparacién
de materiales

2. Limpiar el area de trabajo con cloruro de
benzoico

3. Preparar 70 ml medio de cultivo YM en un
matraz Erlenmeyer.

4. Puntas de micropipetas de 1000 pl.
5. Agua destilada en un matraz Erlenmeyer.

6. El medio de cultivo, las puntas y el agua
destilada, se esterilizan en una autoclave a 15
Ib durante 15 minutos.

1.1 preparacion del
inoculo

1. Tomar tres tubos de la cepa A_1
2. Suspender con 5 mL de agua estéril.

3. Inocular al 10% (V/V) en el matraz de medio de
cultivo YM.

4. Homogenizar la muestra y tomar 1 ml de
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muestra con punta estéril.

5. Depositar 0.5 ml de muestra + 0.5 ml de azul de
metileno en un tubo de ensaye.

6. Realizar conteo celular en camara Neubauer.
7.0 Incubar a 30°C, agitado a 100, durante 8 h.

8. Repetir paso 4,5y 6, para saber la
concentracion.

2.0 Estandarizacion

2.1 preparacion de
materiales

. Probeta de 100 y 500 ml
. Mortero

. Miel de agave y panela

. Agua destilada

. Refractometro

. Matraz de 2 L

. Bomba de aire

. Filtros

. Orbital shaker.

2.2 cinéticade
crecimiento

Rl © 0 N oo o A~ W N PP

. Tomar el volumen total de inoculo obtenido de la
estandarizacion.

2. Armar el sistema de aireado y agitado figura 13y
14 anexo B.

3. Realizar la alimentacion, bajo el esquema de lote
alimentado intermitente.

4. Tomar muestras cada 3 horas previamente
homogenizado la muestra.

5. Realizar conteo celular con camara Neubauer,
°Brix con un refractémetro.

6. Reportar el conteo como células totales.
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Manual de procedimiento Cdédigo: MFA-ITTG-01

Laboratorio del polo

ITTG tecnologico
Fermentacion alcohdlica en un fermentador de tanque
agitado
proceso Secuencia Actividad

1. preparacion de materiales

1. Limpiar el area de trabajo con benzal y cloro comercial.

2. Lavar el fermentador de 3L marca Applikon con benzal
y etanol al 75%.

3. Dejar secar y evaporar el alcohol del fermentador.

., 4. Prepara las mieles de agave y panela a 21 °Brix,
1.0 Ereparacmn ajustados con agua destilada con un refractometro. Con
y "mp"?za de el respectivo porcentaje 60% miel de agave y 40%mile de

materiales panela, representando un volumen total del 50% de
semilla.

5. Preparar una solucion de acido y base a 1N.para
ajustar el pH durante la fermentacion.

6. Limpiar el sensor de pH con agua desionizada y
limpiar con pafiuelos Kklinecs.

1. La preparacion del inoculo fue seguido bajo las
especificaciones del manual “Procedimiento de

1.1 Preparacion AR
estandarizacion” coédigo ME-ITTG-01

del inoculo y
estandarizacion

2.0 fermentacion

1. Encender el controlador del fermentador Applikon

2. Calibrar el sensor de pH del fermentador con dos
solucionesapH4y7.
2 1 Proceso de 3. Llenar el fermentador con el mosto

inoculacion 3. Inocular el fermentador con la semilla al 50% del
volumen del mosto.

4. Cerrar el fermentador y conectar todos los tubos de
entradas para la solucion de acido o base, a si como la
conexién de los sensores en su respectivo entrada.
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2.2 Operaciony

1. Bajo el seguimiento del manual de operacion del

control del fermentador se ajustaron los puntos 6ptimos de la
fermentador fermentacion el pH=4.3, T=30°C y a 100 rpm.
2. Encender computadora con el software Bioxpert-lite,
para la recoleccién y almacenamiento de datos.
1. Aumentar la agitacion del fermentador de 3 L a 200
2.3Tomade rpm durante un tiempo de 2 min.
muestrarl] cada6 2. Tomar 2 ml de muestra
3. Colocar la agitacién a 100 rpm
2. 4 Realizar 1. Realizar cuenta celular con cAmara Neubauer.
mediciones de L .
variables 2. Medir solidos solubles con refractometro.

3.0 Produccion de

en el fermentador

alcohol

3.1 Preparacion
y limpieza de
materiales

. Probeta graduada de 500 ml
. Equipo Corning

1
2
3. Bombas de agua y mangueras
4. Tubos falcon

5

. Densimetro modelo marca Anton Par

3.2 Tomade
muestra a partir
de 36h y cada
12 h en adelante

1. Aumentar la velocidad de agitacién a 200 rpm durante
2 min.

2. Tomar 300 ml de muestra en tubos falco, congelar las
muestras antes de la destilacion.

3. Ajustar nuevamente a 100 rpm.

4. Concluida la fermentacion retirar todo el mosto
restante para su destilacion.

5. Lavar el fermentador con una solucién de cloro y con
detergente liquido.

3.3 Destilacién

1. Armar equipo Corning
2. Medir volumen del mosto a destilar

3. Colocar una cubeta de agua fria donde se sumerge las
bombas para enfriar el refrigerante durante la destilacién,
afadir bosas de hielo al agua.

4. Calentar la parrilla para la evaporacion del alcohol
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5. Recoger destilado en un tubo falcon.

6. Medir la concentracion de etanol en un densimetro
Anton Para

7. Guardar muestra en refrigeracion.

El fermentador Applikon consiste basicamente en las siguientes partes:

Dispositivos auxiliares del fermentador

Auxiliares Propiedades
Sensor de Oxigeno Sensor polarografico que mide la presién parcial del
Disuelto (ADI DO5) oxigeno disuelto del medio de cultivo. Sensor de 12 mm
de diametro. Temperatura maxima de esterilizacion a 135
°C
Sensor de pH Sensor polarografico que mide la cantidad de iones

hidrogeno libres del medio de cultivo. Teniendo 12 mm
de diametro. la temperatura maxima del sensor es igual al
de DO,

Sensorde T Sensor galvanico que mide Cambios de resistencia
eléctrica con la temperatura.

Sensor de nivel Electrodo metélica que detecta el nivel de espuma.

Toma de muestra El sistema de muestreo con una botella de vidrio es
montado sobre la placa de cabeza del reactor. Este
sistema es completado con una jeringa.

Rotametros Cada rotametro contiene una valvula de no retorno en la
salida de gas que
evita las diferencias de presion para provocar el reflujo a
través del
rotametro.

Manta eléctrica Una manta de calefaccion que se envuelve alrededor del
biorreactor de vidrio
(sin chaqueta). La temperatura maxima de la manta de
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calentamiento es de 80 ° C.

Bombas Tres bombas peristélticas tiene instalado para abastecer
la adicion de Acido, Base y antiespumante
Motor P-100 Motor estandar para biorreactores Applikon de 3 litros,

con medios de baja viscosidad. Velocidad de 0 a 2000
rpm.

Impelentes Rushton

Se utilizan principalmente para aplicaciones microbianas.

Bafles

Se utilizan para aumentar la eficiencia de mezclado.

Dispersores

Para satisfacer la demanda de oxigeno de un cultivo, una
corriente de gas estéril se puede burbujear a través del
cultivo por medio de los dispersores.

Condensador salida
de aire

Trabajando a temperaturas elevadas y el uso de la
aireacion del cultivo podria provocar la evaporacion
demasiado durante fermentacion, causando un aumento
de la concentracion de nutrientes y una disminucion en el
volumen.

Intercambiador de
calor

Este intercambiador es fijado en la placa.

Porta termometro

Es un tubo donde permite introducir el termémetro sin
hacer contacto con el medio.
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Manual de procedimientos | Cédigo: MOFA-ITTG-01

ITTG

Laboratorio de investigacion

Operacion del fermentador Applikon

proce
o

Secuencia

Actividad

1. uso del fermentador

1.1 limpieza
y armado

1. Sanitizar todas las piezas del fermentador con cloro, benzal y
alcohol al 75%.

2. Llenar el fermentador con el medio de cultivo.

3. Armar todas las piezas del fermentador y conectar los
mangueras de alimentacion para el acido, la base o
antiespumante y el aire, en su respectivo bomba peristaltica.

4. Quitar tapon de los sensores (pH y DO5), para su conexion con
el controlador.

5. introducir sensor de DOs,.
6. calibrar sensor de oxigeno en el controlador

7. Calibrar sensor de pH, con dos soluciones buffer de pH=4y 7 en
el controlador

6.lintroducir el sensor de pH al medio de cultivo

8. Introducir sensor de temperatura, en un porta tubo llenada con
agua.

9. Introducir sensor de nivel.

10. Colocar el motor.

2.0
opere
racion

del
contro

lador

2.1
Calibracion
y control del

pH.

1. Encender el controlador por la parte de atras.

2. En la pantalla principal, ir a opcion VIEW, seleccionar
OPERADOR, LOGIN introducir clave 0000 seleccionar ENTER,
regresar a la pantalla principal en opciéon HOME. Este paso
siempre realizarla por razones de bloqueo.

3. Pantalla principal parte inferior seleccionar opcion pH -+ pH
CALIBRATE > RESET CALIBRATE VALUES > 2-POINT
CALIBRATION esta opcion abrirhd una ventana introducir el valor
de la temperatura del buffer ® ENTER introducir sensor en el
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buffer pH=4, a la vez introducir el valor en la pantalla esperar que
se estabilice el valor seleccionar ENTER. Limpiar sensor con agua
destilada, sumergir sensor en el segundo buffer pH=7 realizar los
mismos pasos. Una vez concluida la calibracion regresa la pantalla
principal.

4. Ajustar Alarmas. Opcion pH > ALARM LIMITS» UPPER Y
LOWER seleccionar cual quiera de estas dos opciones e introducir
el valor ENTER.

5. Monitor de dosis permite guardar la cantidad de acido o base
adicionado al medio de cultivo. Resetear cuando se comience una
nueva fermentacion MENU —» DOSE MONITOR—> RESET ALL
DOSE MONITOR todos los valores retornar a cero, regresar
pantalla principal HOME.

6. Ajuste al valor deseado a controlar. Seleccionar opcién pH-»>
pH SETPOINT = introducir valor, seleccionar ENTER.

7. Comenzar a controlar el proceso. pH— STAR pH
CONTROLLER.

Nota:

La calibracion del sensor de pH requiere que los buffer estén lo
mas cercano a la temperatura a controlar, debe de realizarse
también previo a la esterilizacion. Al momento de esterilizar debe
estar cubierta la parte superior de la conexion con su tapa. Por otra
parte una vez concluida la fermentacion se debe almacenar en
agua pura, no destilada. La esterilizacion del fermentador es a 15
Lb durante 15 minutos.
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Operacién del controlador

2.3 Calibracion y
control del
Oxigeno
Disuelto (DO)

1. Si se esteriliza el fermentador el sensor debe
cubrirse la conexion con la tapa.

2. Después del esterilizado en dado caso se haya
realizado, conectar nuevamente el sensor al
controlador.

3. Polarizar el sensor durante 8 horas.

4. Seleccionar opciéon OD, — DO, CALIBRATE™
RESET CALIBRATE VALUES > SET —*
MEASUREMENT RANGE —> MEASUREMENT
RANGE FOR AIRE se pone de color café, regresar a
la pantalla boton gris— CALIBRATION> 1-
POINT CALIBRATION = ENTER VALUE
introducir el valor 100 %.

5. Seleccionar DO, SETPOINT inserte el valor a
controlar > STAR CONTROLLER.

Nota:

El electrolito que contiene el sensor DO, debe
cambiarse cada mes, mientras que la membrana
cada 2 afos. Guardar siempre con la tapa puesta.

El sensor de pH debe mantenerse con la tapa con
agua de llave, tiene 50 ciclos de esterilizacion.

La calibracion de pH realizar siempre antes de un
nuevo cultivo.

El sensor de DO, polarizar siempre durante 8 horas

2.4 Calibracion y
control de
temperatura

1. El sensor de temperatura es calibrada cada 6 o
mas afos.

2. Seleccionar opcion Temperature —»
CALIBRATE TEMPERATURE insertar el sensor
en agua a una temperatura conocida.

3. Esperar que la temperatura sea mostrada en la
parte inferior de la pantalla.

4. seleccionar 1-POINT CALIBRATION introducir el
valor de la temperatura registrada.

6. Ir a menu principal de la temperatura seleccionar
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Temperature Setpoint introducir valor y STAR
CONTROLLER

7. Los limites de alarma se configuran exactamente
como el de pH.

2.5Sensor de
nivel

Esta no requiere calibracién ya que es un sensor de
encendido o apagado

Solo se escoge la sensibilidad.

Seleccionar opcion LEVEL = SENSITIVITY High:
conductivity =2 26 puS equals “contact” — menu
principal LEVEL — STAR CONTROLLER

3.0 Sistema de
muestreo

1. Conectar una jeringa
al tubo que esta
conectado a la "pua
fuera"” del sistema de
muestreo. En este tubo
no debe haber un filtro
o algodon.

2. Tire del émbolo de la
jeringa para crear un
vacio en la botella de

muestra. Como
resultado, cierto
volumen es recogido en
el recipiente.

3. Vuelva a colocar la
botella de muestra
asépticamente con un
mechero.
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velocidad
agitacion

4.0 Control de la | 1. seleccionar opcion STIRRER —* Stirrer setpoint
de | introducir valor a controlar ENTER —* Star stirrer

controller

2. los limites de alarma son configurados como fue
realizado con el pH.

Nota: | Cuando se desee detener la fermentacion ir en cada

opcion y elegir stop controller 6 seleccionar la
opcién menu —» star/stop all controller.

ITTG

Manual de procedimientos Cabdigo: MMSB-ITTG-01

Laboratorio de investigacion

Manejo del software Bioxpert lite

Proceso | Opciones

Actividad

Manejo
del
software

1.
Cultivacion

1. Encender la computadora
2. Ir a Menu, seleccionar el programa Bioxpert lite.

3. Seleccionar el nombre de Usuario, elegir Cultivation
seleccionar OKY.

4. En la ventana principal por la parte superior
seleccionar opcién RUN, aparecera una ventana
introducir nombre de microorganismo y comentarios,
presionar OKY.

5. Aparecerd otra ventana, seleccionar la opcion Access
interval (min) para 1 =5dias, 2=11 dias, seleccionar en
base a los dias de fermentacion. En la parte derecha de
la tabla seleccionar opcion Locate, abrird otra ventana
donde hay que seleccionar un archivo donde se
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guardaran los datos, en la parte izquierda de la ventana
aparece la opcion File Name, introducir el nombre del
archivo con terminacion .frm, ej. “Lote1.frm”, seleccionar
OKY

6. Al seleccionar OKY, retornara a la ventana principal.

k3 Dar clic mouse boton izquierdo, aunado a
esto seleccionar también las variables
controladas para que aparezcan todas las

graficas.
1.1 _ _
opciones l? selecciona las variables que s,,e muestran en
para la ventana de la tabla, después de hacer
visualizar doble clic en este !c_ono, la seleccion se
graficas presentan en el gréafico
Opcion que permite ver la grafica individual
de cada variable.
= Permite mostrar todo los valores en tabla.
Notas: | Todas estas opciones aparecen en la parte inferior de la
ventana principal, son las que permiten visualizar las
graficas.
1. Para poder configurar en el eje X, seleccionar con el
mouse izquierdo en la parte inferior de la grafica,
aparecera otra ventana con nombre principal, time or
variable in X-axis-f1- , verificar.
1.2. 2. Aparecera un listado de opciones, seleccionar la
Configurar | variable que desee esté en el eje de las X.
escalas de ' _
la grafica 3. la ventana permite configurar la escala ya sea manual

mente o con la opcién keep width, una vez configurado
seleccionar OKY.

4. Enel eje Y, en la parte izquierda de la grafica
aparecen todas las variables dependientes seleccionar
con el botén izquierdo del | mouse una variable,
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aparecera una ventana con el nombre Scaling Settings
—F1-, seleccionar las configuraciones necesarias
Number of Space, Manually Scale, seleccionar OK
una vez hecho todo los cambios.

1.3
Introducir
valore off-

line

1. En la ventana principal, en la parte superior
seleccionar la opcién DATA EDITOR, seleccionar OFF-
LINE aparecera una ventana llamada Edit off-line
vriables f1.

2. En la parte derecha de la grafica seleccionar NEW,
muestra otra ventana con el nombre New Variable —f1- .

3. La opcion Name escribir nombre de la variable,
espacio de 4 digitos.

4. En Scale Unit introducir las unidades de la variable ej.
g/mL.

5. Comment escribir un comentario que sea
considerado importante.

6. Observar que la opcion Button in Variable Windows
este seleccionada, esta permitira que se muestre la
grafica.

7. Las demas opciones no se cambian.
8. Seleccionar Oky para guardar los cambios.

Entre las opciones de la ventana Edit off-line vriables
fl.

-Done guarda los cambios cada vez que se realizan.

-Delete, primero seleccionar la variable a eliminar y
elegir esta opcidn para borrar la variable creada.

-Copy seleccionar esta opcién para copiar los datos de
la tabla y pasarlos a otro formato ej. Excel.

- Timing esta opcion permite definir el tiempo de la hora
muestreada.

1. Al seleccionar la opcién Timing aparece una ventana
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con el nombre off-line time set produce —f1-

2. En la opcion Default Interval (min), fijar el tiempo de
los monitoreos ej. 3h=180 min.

3. En caso de que los tiempos sean indefinidos usar la
opcién Time introducir la hora y los minutos del
muestreo, h: min ej. 03:40.

4. Seleccionar Insert para que la hora fijada sea
guardada y aparezca en el cuadro Time Points.

5. En caso de eliminar una hora fijada seleccionar con el
mouse y dar clic en la opcién Delete.

6. Guardar los cambios en la opcion Done.

7. La opcion Keep rest siempre debe estar activada.

2.0
Opciones
del menu

Todas las opciones aparecen en la parte superior de la
ventana.

- New: permite abrir un nuevo cultivo o
cuadro de dialogo de célculo para
elegir el nombre de usuario y numero
de fermentador.

- Open: seleccionar para abrir los
archivos guardados existentes.

- Save al seleccionar esta opcion
parece una ventana con sus opciones

2.1 File seleccionar el dispositivo y la carpeta
option donde se desee guardar, seleccionar
Oky.

- Save as tiene la misma funcién del
Save.

- Export chart esta opcion permite
enviar la grafica del programa a otro
formato. Al seleccionar esta opcion
aparece una ventana, introducir un
nombre para la imagen de la Grafico. A
continuacion seleccionar el dispositivo
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en donde desea guardar, la imagen se
guarda como mapa de bits (extension
del archivo es BMP) o como Windows
Metafile (WMF es la extension de
archivo)

- Export data practicamente tiene la
misma funcion como del Export chart, la
Unica diferencia son enviados los datos
a formato de Excel.

- Import. Se abre un cuadro de dialogo
de seleccion de archivos donde se
puede introducir el nombre de archivo
ASCII para importar datos en la escala
de tiempo en linea. A continuacion, el
cuadro de dialogo Abrir archivo ASCII
se abre donde usted puede elegir las
relaciones entre las variables en el
archivo y las variables en el protocolo
de cultivo actual y primera linea de
datos. Todos los valores actuales en
linea son eliminados.

- Print Imprime el protocolo de cultivo,
datos, protocolo de instalacion y el
grafico en la ventana de la imagen.

- Exit seleccionar esta opcion para salir
del software

2.2 Data
Editor Option

- New Date. Elimina todos los datos de
las variables medidas (en lineas

y fuera de las lineas)

- On-line. Se abre una ventana donde
se pueden modificar las variables en
linea de dialogo para agregar, eliminar y
establecer las variables en linea. Son
realizados los mismos para introducir
valore off- line.

- Off-line. Leer apartado introducir
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valores off-line

- Show mode. Abre un cuadro de
dialogo de la representacion de las
curvas (medidos en linea y fuera de
linea Unicas variables)

- Description. Abre un cuadro de
dialogo donde muestra la descripcion
de cultivo para el organismo, el nombre
de cultivo y los comentarios, permite
ver el momento de inicio y final del
cultivo.

- Import. Abre un dialogo de

importaciéon de datos para obtener los
datos de una variable de la ejecucion
todos los BioXperts. Como solo es un
fermentador esta opcion no es usada.

2.3 Chart
option

- Reset. Deseleccionar todas las
variables de la ventana de chat. Es una
forma rapida de eliminar todas las
variables.

- Redraw. Actualiza la ventana de la
tabla.

-Copy. Copia la imagen de la ventana
de grafico a la portapapeles. Se trata de
una forma rapida de usar esta imagen
en otro programa.

- Pictures Se abre un cuadro de
didlogo. Tabla de imagenes para
agregar tabla actual de configuracion
de la ventana, al eliminar y ver
imagenes existentes

Las opciones X-axis, Y-axis y scaling
ya fueron descritas en apartado
introducir valor off-line.

-Option Se abre un cuadro de dialogo
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Opciones de gréfico para elegir la red,
marcas, lineas de ceroy en el eje
puesta en la ventana de grafico.

- Font. Se abre un cuadro de diadlogo
Seleccionar fuente (tipo de letra 'y
tamano) para cambiar la fuente en la
ventana de la tabla. Utilice esta opcion
antes de la ventana de impresion
Gréfico.

2.3 Run
option

- New. Esta opcion es para comenzar
una nueva corrida.

- Test. Abre un didlogo de prueba
donde se muestran los valores medidos
en linea por cada dos segundos

2.4 Install
options

- Device. Se abre un cuadro de dialogo
Dispositivos, donde se puede elegir un
dispositivo de protocolo y un puerto
serie con opciones de comunicacion.

- Variables. Se abre un cuadro de
didlogo Configuracién de las variables
donde se puede conectar las variables
en linea con las correspondientes
canales de entrada y de salida.

- Graphic. Se abre un cuadro de
didlogo de configuracion grafica que
puede seleccionar imagen, variables,
etc.

2.5 Window
option

- Show chart. Trae la ventana principal
de la tabla al frente en el escritorio de
BioXpert.

- Show variables. Muestra y esconde
la ventana de Variables.

- Show ch. Val. Muestra u oculta la
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ventana de los valores.

- Show graphic muestra y oculta la
grafica en la ventana.

La opcion help aparece en cada venta
de dialogo y describe la funcion de cada

Nota: opcioén que tenga esta.
1. Encender la computadora
2. Ir a Menu, seleccionar el programa
Bioxpert lite.
3.0 3. Seleccionar el nombre de Usuario,

Recalculation

elegir Recalculation seleccionar OKY.

4. Aparecera ventana principal mismas
caracteristicas que la opcion
cultivation con su barra de menu.
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X. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El uso de equipos sofisticados en el control de procesos biolégicos, ayudan
ciertamente a cumplir las necesidades requeridas por los microorganismos
estrictamente en lo ambiental como el pH, temperatura, su agitacion y entre otras.
Tal y como se vio reflejado en la cepa autdctona Agave 1 aislada de Agave
americana L. que al mantenerla en condiciones aerobias a partir aireacion o
agitacion mecanica se alcanza mayor concentracion celular en tiempos mas cortos
durante la estandarizacion. Durante la fermentacion alcohdlica por parte de la
A 1, bajo condiciones de pH, T y la velocidad de agitacion controlados por el
fermentador Applikon se obtienen concentraciones altas de etanol, algo muy
importante para bajar los costos, ya que el aumento en la concentracion, se
requiere menos vapor en la destilacion. La elaboracion de los manuales permitira
desde cierto punto de vista la reproducibilidad del trabajo, donde se establecieron
las actividades que se deben realizar durante la estandarizacion y fermentacién de
la cepa aislada. Parecen prometedores los resultados obtenidos de la
fermentacion alcohdlica por las cepas aisladas en base a las concentraciones
alcanzadas del etanol resultando optativo para sustituir las levaduras existentes en
los grandes industrias.

Recomiendo la realizacion de un proceso fermentativo con la cepa A _1, donde se
controle solo la temperatura, sin embargo se monitoree el pH, °Brix, Biomasa,
azucares reductores y totales, asi como etanol, con la finalidad de conocer todas
los cambios fisiologicos de la levadura durante la evolucion de la fermentacion.
Que estos datos permitan en su posterioridad realizar fermentaciones en lotes
alimentados. La Identificacion de las cepas por biologia molecular permitiria
conocer en su totalidad las levaduras aisladas. Andlisis de los destilados por
cromatografia de gases, para su caracterizacion.
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Xll. ANEXOS

A. Medios de cultivo YM (Extracto de levadura- Extracto de malta)

FUNDAMENTO:

En medio &cido, el extracto de malta que es rico en glucidos, es capaz de aportar
todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de mohos y levaduras. Por el
caracter acido del medio, se inhibe el crecimiento de la mayor parte de los
gérmenes contaminantes (Martinez-Cruz, 1982).

COMPOSICION:

Extracto de levadura 3 g/L

Extracto de malta 3 g/L

Dextrosa 10 g/L

Peptona de caseina 5 g/L

Agar bacteriolégico 15 g/L* (en medio sdlido)

pH45-5

PREPARACION

Calentar y agitar hasta ebullicion y hervir durante 1 minuto. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos, y afiadir el antibidtico posteriormente. Incubar entre 20° y
30°C de 3 a 5 dias.

Preparacion de la oxitetraciclina

FUNDAMENTO:

La oxitetraciclina es un antibiético de amplio espectro y muy eficaz. Actla
inhibiendo la sintesis proteica bacteriana. Opera a nivel de los ribosomas de la
bacteria, impidiendo la fijacion del ARN mensajero y el ARN de transferencia en
los receptores respectivos. Inhibe a bacterias Gram (+) y (-), en dosis normales
actia como bacteriostatico y en altas dosis como bactericida.
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PREPARACION:

Se elabora una solucion a 50 mg/ml, utilizando diez pastillas de 125 mg de
oxitetraciclina pulverizadas y disueltas en 25 ml de agua destialda. Esta solucion
es centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos, posteriormente es filtrada con una
membrana de poro de 0.45um y una jeringa estéril, y es colocada en tubos

eppendortft.

Medios de cultivo WL (Wallerstein)

FUNDAMENTO:

Se utiliza para el cultivo de levaduras. Adicionado de 0,1 g de cloranfenicol /L, que
se incuba a 25-30°C en anaerobiosis 3 dias con el fin de inhibir el crecimiento de
mohos y levaduras, sin embargo adicionado con tetraciclinas se inhiben bacterias

(Andrews, 1992).

COMPOSICION:

Glucosa 50 g/L

Fosfato monopotéasico 0,55 g/L

Hidrolizado de caseina 5 g/L

Cloruro de calcio dihidrato 0,125 g/L
Extracto de levadura 4 g/L

Sulfato de magnesio heptahidrato 0,125 g/L
Cloruro de potasio 0,425 g/L

Cloruro férrico hexahidrato 2,5 mg/L

Sulfato de manganeso tetrahidrato 2,5 mg/L
Verde de bromocresol 22 mg/L

Agar bactereoldgico 20 g/L* (en medio solido)

pH 5

PREPARACION
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Se esteriliza a 121°C durante 15 minutos.

Tabla 12. Caracteristicas obtenidas luego de 5 dias de incubacion en medio WL,
para diferentes especies de levaduras enoldgicas (Cavazza et al, 1992).

Espeae COLOR ELEVACION | SUPERFICIE |COMSITEMCIA MCRFOLOGIA LISIMA
CELULAR
Saccharomyoes .
. 4 Crem; “verds Umbricada Lisa opaca Cremosa =
cerevisiae arg
forulaspora Crema-verde Imbricada Lisa opaca Cremosa +
detbruekii daro P
Hanseniaspora ) .
pa Werde intenso Plana Lisa opaca Mantecosa +
LYarint
Céluas
Sam;a;’my_?”des Varde Uﬁ";ﬁzz‘::a Lisa opaca Cremosa grandes +
uawigh apiculadas
Schizasaccharomyoce Werde intenso Umbncada Lisa mucosa Mantecosa Celuas +
5 pombe puntiforme alongadas
Convexa .
Rhodotorula sp. Rosa umbricads | Lisarugosa Mantecosa -
Metschnikow Cremarosa
e FKOWI3 Inferior ) .
WICthfjma Crem a-rosa Convexa Usa rugosa Harnnosa +
dfunde
p;dw.a _ Crema - Convexa rugosa Harinosa +
membranifaciens azulado
Hansenida anomala paulado-crema Plana Lisa cremosa Cremosa +
E{El‘t&ﬂr]m ?"EES Crema cu puLa Liza Cremosa cel. Fequ efias +
intermedius pequefia ojivales
<ygossccharomyces Crema cipula Lisa Cremosa +

baifii

El medio WLN es uno de los mas utilizados para detectar estas levaduras debido a
gue permite su desarrollo, aunque debe suplementarse con un bactericida (por €j.:
tetraciclina o cloranfenicol) que inhiba totalmente el crecimiento bacteriano. Por
otra parte, para la diferenciacién entre Saccharomyces spp. de las especies no
Saccharomyces spp. puede emplearse un medio de cultivo especifico que posee
lisina como unica fuente de nitrégeno, tal y como se observa en la tabla ya que no
permite el desarrollo de levaduras pertenecientes al género Saccharomyces

(Basanta, 2009).
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B. Tablas de alimentaciéon

Tabla 13. Estandarizacién de inoculo (levantamiento de inoculo) con la cepa
Agave americana L. bajo el esquema de la empresa Comiteco Balun Canan S. de

R.L. de C.V.
#Ali. t trans(h)
0 0
1 0,1666
2 0,333
3 0,5
4 0,6666
5 0,9166
b 1,1666
7 1,4166
8 1,6066
9 5,5333
10 16,3333
11 18,4333
12 19,4999
13 22,7499
14 25,16656
15 26,1665
16 36,4165
17 39,1665
18 41,1665

punto C

“brixantes “brixdes  vol.agave 12 vol.pan 12 volmiel 14 sulfato de A vol.acum

18,75

3,715

3,75

3,15

3,75

75

13

13

13

8 80

83 8 9 15
85 85 9 20
85 9 10 50
9 30

9 10

175

10 10 150

0

10
20
20
20
100
100
103

0

30

67,5

0,138

0,276
0,276
0414

0,952
3
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18,75
22,5
26,25
30
33,75
41,25
48,75
26,25
63,75
143,75
163,75
193,75
263,75
313,75
403,75
128,75
978,75
1149,25



Tabla 14. Estandarizacién de la cepa Agave americana L, en sistema de

"aireacion" y agitacion mecanica.

ta'mentac'un|h| ND'a'mentac'nn MiEIaga\'eL?_"Bx r."'I1iEI|:|ane-a u*BxMiEIagaveld*E{NH}rlSDz Viota {ﬂ"l|}

0 1 43
3 - -
39 - -
9 - -

10,5 2 203
12 - -
15 - -
13 - -
21 - -

21,15 3 325
26 - -
29 - -
33 - -

Figura 6. Matraz con Sistema de aireacion

velocidad de fluio 1vvm.

13 - 1,104 458

303 117,5 3,3252 1203

Figura 7. Matraz con Sistema de aireacion a
100 rom.
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C. Imagenes del fermentador Applikon.

Figura 9. Accesorios del fermentador

Entrada de sensores pH o OD,
Sensor de nivel

Intercambiador de calor

Conector de tubos, entrada de acido,

base o antiespumante

Conector de tubo, airear.

Tornillos de seguridad
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