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RESUMEN
La papaya (Carica papaya), es un fruto de la amazonia peruana, cuyo
aprovechamiento radica éolo en la parte de la pulpa, no aprovechandose la |
cascara. El presente trabajo se desarrollo en la Universidad Nacioﬁal Agraria
de la Selva de la cuidad de Tingo Maria; utilizandose la cascara dél fruto del _
papayo, que es un desecho de su beneficio.
Los objetivos traiados fueron: determinar ia concentracién de sustrato (cascara
de papaya) e‘.inéculo (Zymomonas mobilis) para la obtencion del sorbitol por
fermentacion sumergida utilizandose bioneactbres del tipo “Air Lift’, asi como
cuantificar ta produccion de sorbitol. |
Para el desarrollo del estudio se realizaron los siguientés pasos:
caracterizacion de la cascara de papaya, preparacion del sustrato, preparacion
del indculo, fermentacion sumergida y determinacion de sorbitol.
Para el proceso de fermentacidén sumergida se realizaron las siguientes
operaciones. molido, tratamiento térmico, enfriado, acondicionamiento. del
sustrato, siembra en biorreactores, _fermentac;ién sumergida y obtencion del
‘pro'dUcto‘f o | o |
Las variaciones de los parametros durante el proceso de fermentacidn
sumergida fueron: oxigeno disuelto, CO, disuelto y crecimiento microbiano.
C‘omo resultado de la-investigaciéh se logro caracterizar la cascara de papaya
siendo los mas resaltantes el contenido de humedad (14,069 %), carbohidratos

(77,318 %), solidos totales (85,310 %), pH (5,8) y azucares totales (29,8.



Los resultados de las evaluaciones de cada éxperimento, durante el proceso de
fermentacién sumergida se analizaron én un D.C.A. con una prueba de tukey
con p<0,05, siendo los niveles optimos de concentracién de indculo y sustrato
para la obtencidn maxima de sorbitol de 20% V/V y 100 ml/L respectivamente,
ademas la produccién maxima de sorbitol (3,414 mol/l) a las 18 horas de

proceso y a una temperatura de laboratorio de 27+1° C.



SUMMARY

The papaya (Carica papaya), it is a fruit of the peruvian amazonié whose use
resides alone in the part of the pulp, not taking advantage the skin. The present
work was development in the university: Universidad Nacional Agraria de ia
Selva, in Tingo Maria city; being used skin of the papaya fruit that is a waste of
its benefit.

The objectives were to determine the subSt_rate concentration (pa’paya skin) and
inoculate (Zymdmonas' mobilis) for the obtaining of sorbitol for submerged
fermentation begin used bioreactdrs of the type “Air Lift", as well as cuantify the
sorbitol production.

For the development of the study they carried out the following steps:
characterization of the papaya skin, preparation of the substrate, preparation of
the inoculate, submerged fermentation andv determination of the sorbitol.

For the process of submerged fermentation they were carried out the following
operations:' milled, thermal treatment, cooled, treatment, conditioning of the
| substrate, seeding in‘-bioreactors, submerged fermentation and obtaining of th_e
product.’ o | - | | |
‘The variations of the parameters during the process of submefged fermentation
were: oxygenaté dissolved, CO; dissolved and microbial growth.

As a result bf the investigation on achievement to characterize the papaya skin
being the more emphasize the content of humidity (14,069%), carbohydrates

(77,318%), total solids (85,310%), pH (5,8) and sugar total (29,8).



The results of the evaluations of each experiment, during the process of
submerged fermentation were analyzed in a D.C.A. with a tukey test with
p <0,05, being the good levels of concentration of inoculate and substrate for
the maximum obtaining of sorbitol of 20.% VIV and 100 ml/L respectively, also
the maximum production of sorbitol (3,414 moli/l) at the 18 hours of proceés and

a temperature of laboratory of 27 + 1° C.



. INTRODUCCION

La amazonia peruana presenta una considerable produccion de frutos de
distintas especies y variedades, los chales constituyen un desafio para él
hombre ya que la gran demanda de alimentacion hace pensar en buscar la
.tecnologia necesaria para poder aprovecharlas y permitir mayor beneficio. El
desarrollo de tecnologias aplibada‘s a optimizar la utilizacién de los productos
agricolas beneficia al agricultor, permit@endo Ia utilizacion integral de los frutoé;
ya que éstos no solo se e_mp'le'an para el consumo directo, 6 en el
procesamiento industrial, si.no el uso de los desechos como cascara y semillas,

que constituyen aproximadamente el 36 % en el fruto del papayo.

Las cascaras de los frutos que se eliminan durante el procesamiento industrial,
se pueden utilizar como mat'eria prima para producir sorbitol, y como en el caso
de la utilizacién de la cascara de papaya, esto se ve facilitado por el clima de la
~ zona tropicgl que permite el desarrollo de este cuitivo, per‘mitiendo‘ su adécuada

~ disponibilidad.

El sorbitol es un edulcorante con caracteristicas funcionales que hace que
difiera de los edulcorantes tradicionales, porque puede ser utilizado por los
 diabéticos y también en la industria alimentaria en productos como

mermeiladas, bebidas carbonatadas, helados, chocolates, etc.
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En tal sentido se desarrolld el sigufente trabajo de investigacidén durante los
meses de diciembre del 2001. a mayo del 2003, teniendo como objetivo
principal la producir sorbitol por fermentacién sumergida é partir de cascara de
papaya, utilizando cepas de Zymomonas mobilis; y como objetivos especificos

io siguiente:

- Caracterizacion fisicoquimica de la cascara de papaya.

- Determinar la concentracion de sustrato y concentracion de indculo para la
obtencidn de sorbitol por fermentacion sumergida a partir de la cascara de
papaya. |

- Evaluar la variacién de diversos parametros durante la fermentacion.

- Cuantificar la produccién de sorbitol después de la fermentacion sumergida.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. ANTECEDENTES SOBRE TRABAJOS REALIZADOS EN LA

OBTENCION DE SORBITOL

La bioconversion de sacarosa usando Zymomonas mobilis permite obtener
polisacaridos, etanol, sorbitol y didoxido de carbono. Puede obtenerse
jarabe de fructosa-glucosa de azucares sintetizados én el proceso de
fermentacion asi como de la sacarosa no utilizada. Asi el proceso
tecnolégico no deja residuos y proporciona !os productos mehcionad_os
determinados por las condiciones de bioconversion (Are y Samulevitch,

1990).

La bacteria Zymomonas mobilis convierte la glucosa y fructosa a productos
finales como &cido gluconico y sorbitol. Cuando se cultivé con 250 g/l de
sacarosa, la masa celular de 3-4 g/l se separa y el caldo de fermentacion
contenia 30,9, 8,7 y 79,3 g/l de sorbitol, acido gluconico.y etanol |
respectivamenté. Las enzimas, oxidoréductasas del compuesto glubosa-
fructosa (GFOR), gluconolactonasa (GL) e invertasa permanecian activos
después de permeabilizar las células con 1% de tolueno en buffer citrato a
pH 6,8. La determinacion de temperatura oOptima para GFOR y GL

mostraron respectivamente 25°C y 30°C (Yaowarate, 1994).

Se investigd la habilidad de Zymomonas mobilis (ATCC 31821) en la

utilizacién del almidon como fuente del carbono para la produccién de
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sorbitol. El substrato se prepard por hidrélisis enzimatica del a‘Imidén en D-
glucosa que se convierte como consecuencia a una mezcla de glucosa-
fructosa bajo las condiciones pre-optimizadas. La utilizacién de 30% (wiv,
~en base seca) de almidones permitié una conversiéon de 51% y 49%, de
glucosa y fructosa, obteniéndose una concentracién final de sorbitol de
9,73 g/L después de 24 horas de incubacion a 30° C con un pH inicial de

8,0 y una concentracién inicial de indculo de 10% (Masdiaty, 1997).

B. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA PAPAYA

1. Clasificacion taxondmica.

Su nombre cientifico es Carica papaya, correspondiéndole la siguiente

clasificacion.

Clase : Dicotiledénea
Sub-clase . Arquiclamidea
Familia , . Caricacea
Género . Carica

Especie . Caric':;va.:pap.alya. ‘

Fuente: Morin (1980).

2. Descripcion agrobotanica
La papaya es una planta de crecimiento rapido, tallo herbaceo,
fistulado y con un latex lechoso; el fruto es una baya ovoide, de forma
esférica o esférico periforme, comestible de 10 a 50 cm. de longitud,

pesa hasta 7 kg, su pulpa es de color amarillo anaranjado o rojizo, de
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sabor dulce o ligeramente insipido, aromatico de consistencia suave.
La cavidad central es grande contiene numerosas semillas esféricas y
R

negruzcas de 5 a 7 mm de diametro cubiertas por un mucilago -

(Franciosi, 1992).

3. Variedades comerciéies
Para el mercado nacional:
a. Maradol. Originaria de cuba, muy precoz buen rendimiento,
susceptible a virosis, favorable en la costa norte pero aan no en la
selva sus frutos son de tamafic mediano forrﬁa redon’d_eada,. pulpé

de color rojo, buena conservacion soportando bien el transporte a

largas distancias (Calzada, 1993).

b. Pauna. De gran rendimiento (30 a 40 TM), semi-enana, pulpa de
color amarillo anaranjado, excelente sabor y aroma, gran

aceptacion en diversas regiones del pais (Franciosi, 1992).

c. Criolla. Variedad de mayor area cultivada, fruto pequefio de color
amarillo, susceptible a la cercosporiosis, gran cantidad de semilias,
regular calidad de frutos tolerante a enfermedades, muy rustico

(Calzada, 1993).
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Para el mercado de exportacion:
a. Solo. Produce frutos de buena calidad, periforme, con un peso de

460-700 g (Franciosi, 1992).

b. Wainamalo. Produce frutos de gran calidad, cuyo pesc varia entre

650-1200 g. Se origino de la variedad solo (Franciosi, 1992).

c. Sunrise-Solo. Produce frutos de forma periforme con pulpa rojiza
anaranjada con un pesc variable entre 400 a 650 ¢ (Frang_:iosi,

1992),

C. POLIALCOHOLES
4. Definicion
Los polialcoholes o polioles [C,H2(H20),], o alditoles, son alcoholes
aciclicos polifuncionales, formalmente, son la forma reducida de los
_monosacéridos aldosas o cetosas‘ por la reduccién del grupo carbonilo
y;'a'unq'ue no son verdéderos carbohidratoé; se les ’co'nside.ra'n en
ciertos aspectos como tales (Holme, 1987, Touster y Shaw, 1962,

Brimacombe, 1972).

- 2. Clasificacion
Los polioles son clasificados como tetrosas, pentosas, hexosas etc., y
pueden en base a sus propiedades fisico-quimicas considerarse como

hidratos de carbono simples (Lindstad y Koll, 1998).



3. Distribuciéon
Los polibles sorbitol, manitol y xilitol se encuentran en productos
vegetales tales como frutos y bayas. A nivel comercial, estos
edulcorantes se sintetizan y no se extraen de fuentes naturales. Todos
los poliolés se absorben en los intestinos en forma lenta e incomp!eta,
mediante una difusion pasiva. En consecuencia, una carga excesiva
(por ejemplo, mayor a 50 g de sorbitol al dia, mayor a 20 g de manitol
al aia) puede provocar diarrea. Si los polioles se absorbieran por
compieto, e'l._‘métabolismvox directo pbdria proporcionar las 4 kcallg
normales.  Sin embargo, la absorcion incombleta provoca el
metaboliémo indirecto de poliolés mediante una degradacion

fermentativa a través de la flora intestinal.

El retomo de energia del metabolismo indirecto es menor gque el de la
ruta directa; asi, a los polioles se les conoce como edulcorantes de

energia reducida o edulcorantes bajos en energia. La FDA permite que

al etiquetar estos edulcorantes nutritivos se indique que tienen menos. -

kilocalorias por gramo que otros edulcorantes nutritivos (Touster y

Shaw, 1962; Brimacombe, 1972).

4. Aplicaciones
En muchos polioles y derivados se han encontrado extensas
aplicaciones, el sorbitol y xilitol, por ejemplo, normalmente se usan por

razones de salud dental y control de la diabetes; estos son usados
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como suplementos de la sacarosa en {a nutricidn (Jeffrey, 1998), y
varios esteres de polioles son usados como agentes emulsificantes y

farmacéuticos (Touster y Shaw, 1962; Brimacombe, 1972).

Los policles tambien se pueden cafegorizar como sustitutos del azucar
(McNﬁtt y Sentki, 19986), por lo general sobre una base de uno a uno;
ofrecer menos energia y beneficios potenciales para la salud (por
ejemplo, respuesté glucémica reducida y menor riesgo de céries

~ dental).

El manitol se utiliza como un agente pulverizante para la goma de
mascar y como un vagente que proporciona volumen en los alimentos
en polvo. El xilitol esfé aprobado como aditivo de alimentos GRAS para
Su Uso en gomas de mascar, céramelos, productos farmacéuticos y
productos higiénicos. La FDA ha aceptado la solicitud de estatus GRAS
para isumalta, lactitol, maltitol, hidrolizados de almidon hidrogenado
(HSH, por sus siglas -en inglés) y er’i{ri.to.l; ‘Estos polioles se usan en’
reposteria y/o como agentes de volumen. El sorbitol se encuentra en la
lista GRAS para su uso en caramelos, goma de mascar, mermeladas,

productos horneados y helados (Touster y Shaw, 1962).



D. EL SORBITOL

El sorbitol es un poliol con las dos terceras partes del poder eduicorante
semejante a la sacarosa y encontrado naturalmente en frutas comestibles
comunes, mientras que es raro en los tejidos de los mamiferos(Linden v
Lorient, 1994). Asi mismo Bruneton (1991), nos dice que este polioi se
encuentra en la naturaleza de diversas rosaceas, en particular del “serval
siivesfre”, Sorbus aucupafia L asi como en el tallo de diversas algas (ej.

Bostrychia scorpioides).

El sorbitol es metabolizado por el hombre y mejor utiliza;io que la glucosa
por el diabético, dando la misma cantidad de energia (alrededor de 400
calorias); por este hecho el sorbitol se emplea en la fabricacidon de
alimentos de régimen para diabéticos. Otra propiedad que apoya este uso

es la no fermentabilidad por las levaduras (Linden y Lorient, 1994).

En 1868, Boussingault al investigar bayas montafiesas aisid e identifico el
sofbitot, deterrhinando una alta concentracién de este compuesto. Hoy,
~ después de un siglo, el consumo mundial de liquido del sorbitol 70%

asciende a mas de 500,000 toneladas (Wrolstadt y Schallenberg, 1981).

En la Figura 1, se aprecia la estructura quimica del sorbitol.
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— QH
—(H
— OH
CH,OH

OH —

Figura 1. Estructura quimica del sorbitol (Linden y Lorient, 1994)

1. Propiedades del sorbitol
Las propiedades generales del sorbitol se indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Propiedades generales del sorbitol.

PROPIEDAD VALOR
Peso molecular ' 182.2'
Formula CeHs(OH)g
Higroscopicidad _ +
‘Solubilidad (g en 100 ml de agua a 25° C) . 285
Punto de fusion cc)y - S 96 - 98
Calor de disolucion (J/g) -112
Vaior energétiéo (KJ/g) 17

Fuente: Linden y Lorient (1994).

Segun Linden y Lorient (1994), estas propiedades se resumen asi:
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a. Fijacién del agua. El agua es corresponsable de la consistencia
melosa; el agua se evapora muy lentamente en presencia de una

cantidad suficiente de sorbitol.

b. Resistencia al calentamiento (con el procedimiento de la invertasa,

no se puede cocer a mas de 70° C).

c. Efecto retardador sobre la cristalizacion de la sacarosa y de la
glucosa;' los cristales formados permanecen pequefios y no -son

detectables en la boca. -
d. Poco edulcorante (airededor la mitad de la sacarosa).

e. Es estable a los acidos, alcalis, y agentes oxidativos, y no muestra
ninguna tendencia a sufrir las reacciones de Maillard, con el amino

adicionado tiene un rasgo comun a la lactosa.
f. Viscosidad relativamente baja de los jarabes, facilitando el trabajo.

Metabolismo del sorbitol
El sorbitol se obtiene por reduccién catalitica de la glucosa (Bruneton,
1991). Asi mismo Boussingault nos dice que Ia produccion del sorbitol

empieza con el aimidon o sacarosa que se convierten a glucosa y se
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hidrogenan para formar D-sorbitol. Por consiguiente la forma comercial

puede describirse por ser idéntico a la sustancia natural.

El sorbitol participa en el metabolismo\de los organismos superiores
por la via de la fructuosa. La sorbitol NAD deshidrogenasa se
encuentra en el higado, la simple difusién /10 a 20 g por hora). El
higado puede mientras tanto transformar de 30 a 40 g de éorbitol en
fructuosa en.una hora. La oxidacion del sorbitol y la transformacion
oxidativa Yd'e la fructuosé que resuita dé dicha okidéciéﬁ son reécdones
hepéticas. que permiten a estos compﬁestos aicanzar las vias
glucogenoliticas por mecanismos no insulino-dependientes (Linden y

Lorient, 1994).

Las enzimas _ responsables: sorbitol-deshidrogenasa,
fosfofructuoquinasa y aldolasa hepética no estan bajo el controt de la
insulina. Para los diabéticos, el sorbitol presenta la ventaja de no

- conducir a una elevacién imbof{ante de la g!ucosa'san'guihéa tras la -
administracion oral. Puede producirse glucosa durante el metabolismo
del sorbitol, pero se trata de un fendomeno retardado (Linden y Lorient,

1994).

El sorbitol ingerido es absorbido muy despacio por el intestino mediante
difusién pasiva. Esta es la razén para el efecto laxante del sorbitol y

otros polioles (Wrolstadt y Schallenberg, 1981). Segun Forster y
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Mehnert (1979), la capacidad de absorcidn de sorbitol oraimente
administradas debe ser de 10 - 20 g/hora. Esto significaria que dosis

mayores a 20 g de sorbitol producen diarreas.

3. Aplicaciones del sorbitol en la industria de alimentos
La industria alimentaria generaimente utiliza el sorbitol al 70% (liquido)

- (Bruneton, 1991).

El sorbitol se ha encontrado particularmente atractivo como un
edulcorante no azucarado y que puede ser utilizado en diferentes
productos como chocolates, gelatina, budines, mermeladas, productos

cocidos, helados, etc. (Soumitra y Nirmala, 1998).

E. 'FERMENTACIC')N

En términos generales la fermentacion implica el empleo de
microorgamsmos para !levar a cabo transformacmnes de la matena ~
orgamca catahzadas por enzimas. La fermentacién ha SldO reallzada como

un arte durante muchos siglos (Ward, 1999).

Se entiende por fermentacién a la conversidn bioldgica anaerdbica (sin
oxigeno) de las moléculas organicas, generalmente hidratos de carbono,
en alcohol, acido lactico y gases, mediante la accidén de ciertos enzimas
que actuan bien directamente o como componentes de ciertas bacterias y

levaduras (Monsanto, 2001).
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Fermentacion sumergida discontinua
La solucidn esterilizada de nutrientes se inocula con microorganismos y
se permite que se lleve a cabo la incubacion en condiciones optimas de
fermentacion. _A lo largo de toda la fermentacion no se afiade nada,
excepto oxigeno (en forma de aire), un agente antiespumante y &cidos
o bases para controlar el pH. La composicién. del medio de cultivo, la

concentracidn de biomasa y la concentracién de metabolitos cambian

. generalmente en forma continua como resultado del metabolismo de

las células (Crueger, 1993).

Es el método de prbduc’cién mas sencillo, ya que solo se tiene que
poner ei medio de cultivo con los substratos necesarios para ei
crecimiento de biomasa y/o producto, ademas de cohtrolar las variables
del proceso. El tiempo de crecimiento y formacidn de producto

dependeran de la cantidad de substrato que se le haya dado al cultivo

(Reed y Rem, 1995).

Las fases que componen este tipo de cultivo se pueden ver en la

Figura 2.



Biomasa;j ; Py e

Fase de retraso
Interfase

Fase logaritmica
interfase

Fase estacionaria

T DA N R

Cultivo
Fase de muerte

~ Tiempo

Figura 2. Fases de crecimiento en'un cultivo tipo batch.

Fermentacién sumergida continua

En la fermentacion sumergida continua se establece un sistema
abierto. La soluciéﬁ nutritiva estéril se afiade continuamente al
biorreactor y una cantidad equivalente de solucion utilizada de los
nutrientes, con los microorganismos, se saca simultaneamente del

sistema (Crueger, 1993).

Asi mismo me‘ncioha "c.;ue eri. .e'ste tipo de CUlﬁv& hay una a‘pértac‘.ién '
continua de los substratos para la alimentacidn de los microorganismos
(Reed y Rem, 1995), el propdsito de este cultivo es mantener constante
la produccién de biomasa. Esto se logra alimentando al biorreactor a un
ritmo estable, el volumen es mantenido constante quitando .Ia misma

cantidad que se agrega (Figura 3).
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Biomasa

Volumen constante Agregar Quitar

RS

Tiempo

Figura 3. Cultivo tipo continuo.

Crueger (1993), menciona que aunque muchas fermentaciones para la
produccidén de metabolitos funcionan bien como procesos continuos,
sélo unos pocos procesos han resultado (tiles para la aplicacion

practica por varias razones:

e Muchos métodos de Iaboratqrio operan continuamente durante
| solamente 20 a 200 hbréé; para- que séa de utiii'dad"ind.ustrial el
sistema debe ser estable durante al menos 500 a 1000 horas.

o Mantener la's condiciones estériles a escala industrial a lo !argo.de
un largo periodo de tiempo es dificil.

e La composicion de los sustratos debe ser constante a fin de
obtener una produccién maxima. La composicion de las soluciones
de nutrientes industriales son variables (liquido de maceracion del
maiz, peptona, }etc.) lo que puede originar cambios en la fisiologia

de la célula y disminuir la productividad.
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» Cuando se utilizan cepas de alto rendimiento se producen
mutantes degenerédos, los cuales pueden crecer en cultivo
continuo. mas deprisa que las cepas de produccién por lo que el
rendimiento disminuye con el tiempo ya que cada vez son menos

células las que sintetizan él producto.de interés (Crueger, 1993).

F. BIORREACTORES

Los biorreactdres o'fermentadores son contenedores que son usados para
sintetizar productos a escala comercial por médio de reacciones quimicas,
(Mc Neil y Harvey, 1990); en la mayoria de los casos el metabolismo de las
células es explotado para convertir los substratos en productos deseados.
Los microorganismos solo crecen y se reproducen bajo condiciones
dptimas, los biorreactores proveen a los microorganismos con las
cantidades correctas de substratos para evitar cambios metabdlicos no

deseados.

E! biorreactor es basicamente un recipiente en el cual se lleva a cabo una
reaccion catalizada por enzimas o células libres o inmovilizadas, junto con
los mezcladores, equipos de tomar muestra y aparatos de control

(Wiseman, 1989).

Un biorreactor tiene como finalidad particular el mantenimiento de las

condiciones ambientales dptimas (pH, temperatura, agitacion, aporte de
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nutrientes, etc.) para conéeguir bien un adecuado crecimiento celular o bien
la produccion de los metabolitos deseados (Lema, 1999).
Todo fermehtador debe cumplir con dos requisitos fundémentales
(Quinteros, 1993):
e Mantenimiento de un medio homogéneo s‘in zonas muertas

e Transferir el oxigeno al medio empleando el minimo de energia posible

Existen muchas clases de fermentadores, pero se clasifican en tres
grandes tipos: |

¢+ Tanque agitado

. Lecho fijo

e Airlift

De los tres tipos, el de tanque agitado es el mas usado en fermentacion,
por ser capaz de suministrar altas cantidades de oxigeno por unidad de

tiempo y volumen.

1. Biorreactores de Tanque agitado’
Sin lugar a dudas el tipo de biorreactor mas popular consiste en el
tanque'agitado mecanicamente mediante una turbina o disco. En los
altimos a‘ﬁos‘ sé han desarrollado, ademas, otros equipos, como el
biorreactor reciproco capaces de proporcionar unas velocidades de
transferencia de oxigeno mas elevadas y de minimizar limitaciones

difusionales, especialmente en cultivos de elevada viscosidad. Se
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dispone también de sistemas en donde varios fermentadores se
conectan en serie, permitiendo asi lograr una separacion especial de

las diversas fases de la fermentacién (Lema, 1999).

Existen varias razones que ha}cen inadecuado el uso del- tanque
agitado para cierto tipo de biorreacciones. El grado de agitacion
requerido para lograr suficiente transferencia de oxigeno, causa dafio
(en'algUnos casos) a las células que pasan a través de la zona de
grandes-ve‘sfuerzos de corte cercana al impulsor y Ia éﬁergl’a mecanica
suministrada para lograr una adecuada transferencia de O, y un
mezclado homogéneo resulta en ocasiones econémicamente

“inconveniente (Merchuk, 1990).

Biorreactores de lecho fijo

El desarrollo de técnicas de inmovilizacion de microorganismos en
matrices (por. atrapamiento) o sobre soportes (por adhesidn) ha
permitidb Ia puesta en operaciéh de: reactores de lecho ﬁjo;'rEstos.
equipos permiten alcanzar unas elevadas productividades y una gran

estabilidad de operacién (Lema, 1999).

El desarrolio de reactores o sistemas que contengan células atrapadas
ha despertado gran interés en la industria. Estos reactores emplean
membranas permeables al producto final, permeables o no al sustrato

inicial y obviamente impermeables a la enzima. Mediante una bomba
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se establece un flujo liquido de sustrato que atraviesa el reactor

(Arroyo, 1998).

En general, en esta metodologia, se procede inicialmente a la
adsorcion de la enzima sobre la membrana que formara el reactor. Esta

adsorcidn se puede realizar de dos formas:

- Mediante el paso de una solucidn tamponada de enzima a través
de la membrana;

- Por contacto continuo de una solucion de enzima con la membrana.

Biorreactor air lift

E! biorreactor tipo airlift también es un equipo agitado neuméaticamente
y se caracteriza porque el suministro de energia para mantener
homogeneidad en su interior tiene lugar mediante la expansion
isotérmica del gas introducido. La alimentacién de gas permite el
surﬁinistro -de>o>A<|’geno para las operacibn'es-' que ési- lo reduieren, y'
ademas se mantienen patrones de flujo internos aproximadamente bien

definidos (Bello, 1984).

Los reactores airlift tienen una gran cantidad de aplicaciones
potenciales tantoc en procesos quimicos y biolégicos como reactores de
dos o tres fases {Lema, 1999). En los reactores Airlift, la fluidizacion de

sélidos no es una consecuencia directa del burbujeo del gas sino es,
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mas bien, debida a la circulacién del liquido dentro del reactor. Debido
a lo anterior, éstos equipos ofrecen la posibilidad de una fluidizacion
de sdlidos muy simple, de alta eficiencia y permiten establecer
ambientes internos con esfuerzos de corte aproximadamente
constantes a lo largo del biorreactor, debido a que la distribucion de ia
energia sUministrada para agitacion y mezclado se realiza por
expansion del gas inyectado y no se introduc;ev mediante enérgia
cinética de un agitador (Merchuk, 1990). Por lo tanto se evitan cambios.
morfolégiéds y' hetabéliéos en las cé!»ulvas de cultivo. Entre las
configuraciones geométricas mas usadas en biotransforfnaciones,

existen las de circulacion intema vy las de circulacion externa.

a. Reactores airlift de circulacion interna
El cuerpo del reactor se divide en dos zonas, por medio de un tubo
concéntrico o bien por medio de una particidn piana colocada en
forma vertical. En éstos reactores solamente una de [as regiones
se mantiene "ai'ﬂréada y la otra 'ft‘mc':iOna exclusivamente como

recirculacion.

b. Reactores airlift con circulacion externa
Consisten de dos columnas interconectadas en donde la columna
de diametro mayor es la que se mantiene aireada y los liquidos se

recirculan por la columna mas pequefia.



29 -
Los reactores airlift estan comprendidos en cuatro zonas distintas, cada
una de estas tiene su propio patrén de flujo, el cual divide al reactor en
dos regiones de flujo: flujo ascendente y flujo descendente. Las zonas
0 canales permiten una recirculacion en macro escala del liquido

alrededor del circuito formado.

La primera zona en vla gue el gas es asperjado se conoce como la zona
de ascenso, la dispersion de gas en el iiquidd se da generalmente en
dos fases en corriente paralela. Esté séécién, tiene Ia retencion de gas
més. alta en el reactor‘y es en la que ocurre la mayofpérte de la

transferencia de oxigeno.

El liquido que ingresa al domo de la columna entra en una zona de
liberacion de oxigeno (zona ll) que es un separador gas-liquido en €l la

mayoria del oxigeno dispersado es eliminado.

El liquido 'iibre de gaé fluye entonces hacia la zona de descenso (lli) y
viaja hacia el fondo de la columna (zona IV), en el cual completa el

ciclo y reingresa a la zona de ascenso (Merchuk, 1990).

Aunque el biorreactor Airlift presenta algunas de las caracteristicas de
las columnas de burbujeo convencionales, la circulacidon del fluido en
escala industrial lo diferencia de los segundos. Esta circulacion es un

efecto causado por la retencion fraccional de oxigeno en la zona l y la



23
zona lil. Asi mismo, esto crea una diferencia de presién hidrostatica
entre el fondo de la zona | y el fondo de la zona lll, que actia como

fuerza impulsora para el movimiento del fluido.

v Las ventajas principales de los biorreactores airlift con respecto a las
columnas burbujeadoras, son: mayores capacidades de transferencia
* de masa, mayores velocidades superficiales dé liquido y gas, y los
patron'e_s de flujo bién deﬁnidos' que se obtienen en ellos, su
construccion es simple debido a que no tienenv partes m_eca’nicésh

moviles para llevar a cabo la agitacion (Chisti, 1989).

Otras de las ventajas que implica el uso de estos reactores son: existe
un riesgo de contaminacion muy bajo debido a que se tiene un sellado
hermético, y sd orientacién vertical facilita su limpieza y esterilizacién,
ademas de ser un reactor en el que se abaten los costos por suministro
de energia, ya que el aire cumple con las funciones de aireacion y

' aQitacién (Lema, 1999). - .

En procesos bioldgicos, la principal ventaja de los reactores airlift
scbre las columnas de burbujeo y los tanques agitados se debe a que
se produce un menor dano celular, exhibiendo mayores velocidades de

transferencias de masa y menores costos energéticos.
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Desventajas: En la actualidad, los reactores airlift son menos utilizados
que los tanques agitados debido a que son menos flexibies a los
requerimientos' de cambios de proceso, de cantidad de aire
suministrado a diferentes procesos, por ende, con diferentes
necesidades de transferencia de masa, velocidad del liquido,
intensidades de mezclado, efc; caracteristicas que se manejan

perfectamente en un tanque agitado (Chisti, 1989).

Actualhente la apficacién dé los. fermentaddres airlift es limitada,
aunque recientemente se hén hecho aplicaciones a escala piloto para
cultivos celulares con diferentes microorganismos (Siegél y Robinson,
1992). Se han utilizado biorreactores tipo airlift con diversos volumenes
de operacién, para la obtencidn de diferentes productos como proteina
uhicelular, acido citrico, goma xantana, en el cultivo de células
animales y vegetales y en biotransformaciones de algunas moléculas
como B-metii-digitoxin glucdsidos, y de polisacéridos extracelulares
’ (Chisﬁ, 1989). Este' tipo dev' reéctores ‘puede emplea‘rse. en casi
cualquier tipo de fermentacion, principalmente en fermentaciones

aerobias.
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® G. ANTECEDENTES Y CARACTERISTICAS DE Zymomonas

mobilis

‘1. Antecedentes

La existencia de la bacteria Z. Mobilis fue publicada por primera vez en

1912 a partif del jugo de agave fermentado, durante mas de 20 afios

numerosas cepas han sido aisladas y su clasificacion ha cambiado en

varias ocasiones. Debido a su morfologia, y al hecho de metabolizar su .

sustrato pof-ia via de Entner — Doudoroff, la bacteria ha sido cIaSiﬁcada,

dentro de la familia de las Pseudomonadaceae (Swings y Deley, 1977).

Algunas caracteristicas fenotipicas del género Zymomonas se resumen

a continuacion (Favela, 1998).

a.

b.

Baston gramnegativo de 1 2 5 um de ancho y de 2 a 6 um de largo
Inmdvil o mévil debido a ia presencia de 1 a 4 flajelos lotréficos
Arreglo celular pleomérfico (cadenas, rosetas, ﬁlarﬁentos).
Ausencia de esporas de capsulas y de constituyentes de
alfﬁacéhafniento celular. a o o
Catalasa positiva y oxidasa negativa.

Anaerobico y microaerofilico.

La utilizacién de sacarosa es inducible y puede ir acompaiiada de
formacion de levanas |
Las Unicas fuentes de carbono que metabolizan son: glucosa,
fructuosa y sacarosa.

Contenido G+C de 47,5 a2 49,5 %.
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j. Talla del genoma 1,5x10° kdaltones, aproximadamente 1500.

cistrones.

2. Habitat
Zymomonas forma parte de la microfiora presente en el material de
reserva de algunos vegetales tropicales. Algunas bacterias de este
género se han aislado como contaminantes durante la produccién de

sidra y cerveza (Favela, 1998).

3. Necesidades nutritivas
Zymomonas mobilis es una bacteria quimiorgandtrofa que presenta
auxotrofia por el pantotenatc de caicio, y en algunos casos por la
biotina (Swings y Deley, 1977). El nitrégeno necesario para el
crecimiento puede proporcionarsele por medio de las sales minerales,
ahinoécidos 0 peptidos. Los nitratos y nitritos no son asimilados por la
bacteria. El azufre magnesm y potasm son proporcnonados en forma
: de sales Los ollgoelementos (Mo Fe, Mn, etc) necesarios al
metabolismo de la bacteria se encuentra en estado de trazas en las
sales utilizadas para la preparacion del medio del cultivo (Favela,

1998).

4. Catabolismo
Zymomonas mobilis metaboliza sus sustrato por la via de Entner

Doudorof, via generalmente usada por microorganismos aerobios
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estrictos. Desde el punto de visté energético Z.’ Mobilis ha sido
considerada ineficiente para producir biomasa, ya que una sola
molécula de ATP es producida por cada moiécula de monosacarido
metabolizada. Sin embargo, si uno considera la produccion de etanol;

es claro que la bacteria representa un sistema bioldgico muy eficaz.

La bacteria Zymomonas mobilis puede producir gluconolactona y
sorbitol d'e} una mezcla de glucosa y fructosa a través de las reacciones -
catalizadas por glucosa—fructosaoxidoredQctasa (GFéR;_ CEE
1.1.1.99), una enzima con una NADP herméticamente acoplado. Como
consecuencia, la glucono—d-lactona es hidrolizada por la glucono-d-
lactonasa (GL; CEE 3.1.1.17) al acido gluconico (Zachariou y Scopes,

1986).

5. Efectos del crecimiento
a. Efecto del sustrato
“Algunas cepas de Z mobilis 'b.uéden " crecer enA.me'dvios ‘con
concentraciones muy elevadas de azucares. De las cepas
estudiadas por Swings y Deley (1977), ventidos crecieron en
- medios con 400 g/L de glucosa. Todas las cepaé crecieron en

preséncia de 200 g/L de glucosa.

A partir de resultados obtenidos con diferentes cepas de Z. mobilis

se pudo estimar que el carbono incorporado a la biomasa varia
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entre 0,5 y 45 % de la fuente inicial de carbono, el resto es

utilizado para la formacion de los productos de la fermentacion

(Rogers 1979).

. Efecto de la temperatura

Aunque Z. mobilis es capaz de crecer en una amplia gama de
temperaturas de 25 a 40 °C, su temperatura épﬁma de crecimiento
se éitua entre 30y 35 °C. A témperaturas superiores a 30 °C, los
rendimientos en eta-ndl y biomasa sé ven mas éféctados (l;ee y

Rhom, 1981).

El aumento de la temperatura induce a la acumulacién del etanol
en el interior de las células, lo que amplifica su efecto inhibidor

(Laudrin y Goma, 1982).

Efecto del pH

Dépendiendo'de las ‘vcepas Z. mobilis puede crec':erse.n un rango de
pH (3 a 7). De las cepas estudiadas por Swings y De Ley (1977),"
alrededor de 20 pudieron crecer a valores de pH de 3,5. El hecho
de que la bacteria pueda crécer a pH inferiores a 5,0 hace
interesante desde el punto de vista biotecnoldgico, reduciéndose

los riesgos de contaminacion considerablemente (Doelle, 1985).
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d. Efecto del oxigené
Auhque Z. mobilis puede crecer en aerobidsis, el oxigeno tiene un
efecto negativo sobre la produccidon de alcohol y positivo en la
formacion de otros subproductos de la fermentacién (Bringer y
Sahm, 1984). Aparentemente el efecto inhibidor del oxigeno esta

ligado a la concentracion del sustrato.

Para bajas concentraciones de sustratos, la tasa de crecimiento y
el rendimiento en biomasa son independientes de la presencia de

oxigeno (Laudrin-Seiller, 1984).



. MATERIALES Y METODOS

A. LUGAR DE EJECUCION

E!l presente trabaj\o de investigacion se realizd en la Universidad Nacional
Agraria de la Seiva ubicada en el distrito de Rupa - Rupa, provincia de
Leoncio Prado, departamento de Huanuco, a 660 m.s.n.m. de altitud, clima
tropical humedo, con humedad relativa promedio de 84% y temperatura

promedio de 24°C con variacién de 18 - 30 °C.

Se trabajd en los laboratorios de: Biotecnologia, Andlisis de Alimentos,

Microbiologia General y Microbiologia de los alimentos.

B. MATERIA PRIMA E INSUMOS

1. Materia prima
Se utilizé6 cascara de papaya (Carica papaya), obtenida de frutos
maduros, variedad PTM-335,_ procedente del Fundo _Agrjoqia del I'IAP_—'
Tingo Maria; se realizd un pelado a rhano, empleando cuchillos de

acero inoxidabile.

Asi mismo, se utilizé la cepa microbiana Zymomonas Mobilis CECT
560 (ATCC 29191), obtenida de la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo

(Valencia, Esparia).
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C. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

1. Equipos

a.

De laboratorio
¢ Autoclave marca Presicion, modelo 184, EE UU.

» Balanza electrénica marca Sartorius sensibilidad 0,1 y 0,0001 g,

EE.UU.

¢ Bafio Maria marca Memmert, modelo WB10, con rango de

trabajo hasta 100 °C.

¢ Biorreactor del tipo “air lift” de capaéidad de 1 litro, proviéto cony
bomba aireadora marca Air Pump y termdmetro, cuya figura se
muestra en el Anexo 1. |

¢ Camara de flujo laminar marca EEE, modelo Pedestal.

¢ Centrifuga de rango 1000-9000 RPM. |

e Equipo de destilacion y recoleccidon semi micro kjeldahi.

e FEstufa bacteriolégica con termostato para temperatura
regulable de 0 a 300 °C, marca Lab-Line. Instruments .

- Inc.Melrose Park t1 1 a o -

e Estufa tipo Ip 201/al, con temperatura maxima de 200 °C.

o Kitt de analisis marca Hanna.

® Muﬂé marca Esztewrgon, Temp. regulable de 0 a 1200 °C.

¢ Oximetro digital marca Barsteed. Alemania.

¢ Potenciometro marca Scott quelo CG842.

¢ Espectrofotometro de luz visible marca Génesis 8. EE.UU.

e Lampara de luz ultravioleta marca Silvana; Japén.
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b. De proceso

Refrigeradora con termostato regulable marca Freezer, modelo

NT15B436.
Molino manual marca Corona.

Balanza manual, marca Ohaus, EE.UU. Rango de 0 a 2610 g.

2. Materiales

a.

De laboratorio

®

Crisoles.

Fiolas.

Matraces de capacidades de 100, 150, 500, 1000 mi.
Microcubetas de polyestyreno de 1 mi de capacidad.
Micropipeta marca Boeco de rango de 1 a 100 pul Alemana.
Micropipeta marca Eppendorf de rango de 100 a 1000 pl
Alemania.

Pipetasde 1,5y 10 ml.

Placas petri.

Probetas graduadas , de capacidades de 20, 50, 100 ml.
Termémétros graduados de0a60°Cy 0 a 110°C.

Tubos de ensayo. |

Tubos de prueba con tapa rosca.

Vasos de precipitacion, capacidad de 20, 50, 100, 500 y 1000
mi.

Embudos de vidrio.
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s Papel filtro Wattman #42.

o Pinzas.

3. Reactivos y soluciones
Acido clorhidrico 1 N (HC!) Riedel de Haer; Acido sulfirico concentrade
Merck; Agar nutritivo, Britania; Agua destilada; Alcohol al 90%; Citrato
de sodio, J.F. Baker; Extracto de levadura, Becton Dickinson; Fenol al
5%, Riedel de Haer; Fosfato de potasio, RPE Carlos Erba; Glucosa -
anhidra Scharlav; Hexanc, EM Merck; Hidroxido de sodio al 40%
(NaOH), Riedel de Haer; vHipoclorito; Peptona, Difco; Solucidn de
fenolftaleina al 1%, Riedel de Haer; Suifato de amonio, Merck; Sulfato

de magnesio, Mallinkrodt; Sulfato ferroso, Paul Lohman.
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D. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacién se presenta las etapas del trabajo de investigacion.

1. Caracterizacion de la cascara de papaya

Se consideraron los siguientes anélisis:

-

Acidez titulable, método 942.15(A,a) (AOAC, 1995).
Carbohidratos totales, se determinara por diferencia, después de

haber realizado los andlisis anteriores (Hart Fisher, 1984; AQAC,

1995).

Ceniza, método 940.26'(AOAC, 1995).

Fibra bruta, método 962.26(A) (ACAC, 1995).‘

Grasa,.método 13.074 (AOAC, 1995).

Humedad, método 12.002 (AOAC, 1995).

indice de madurez, cociente de dividir los grados brix por ia acidez
titulable (Royo, 1977). |

pH, método 11.032 (AOAC, 1995).

Proteinas, método_-Semi- Micro Kjendahl, utilizando como factor de
convérsién de nitrégeno proteina 6.25 (AOAC, 1995). -
Sélidos solubles, método refractométrico 834.14(C) (AOAC, 1995).
Sdlidos totales, por diferencia de porcentaje de humedad (Hart y

Fisher, 1994).

2. Proceso de fermentacion sumergida

El proceso de fermentacion sumergida se realizd de acuerdo a lo

indicado en la Figura 4:



Cascara de papaya

{

Molido y licuado

{

Tratamiento térmico

1

Enfriado

v

Acondicionamiento del sustrato

{

Agua destilada }

Sales minerales

Inéculo — Siembra en los biorreactores
Aire estéril — - Fermentacidn sumergida

N

Separacion del sobrenadante

Figura 4. Diagrama de flujo para la obtencién de sorbitol
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a. Cascara de papaya
Se selecciond cascara de papaya, de frutos maduros con un
porcentaje de sdlidos solubles de 14,20% en promedio, medidos

refractométricamente.

b. Molidoy licuado
El molido se realizd en un molino manual y posteriormente fue -
licuado, para asi obtener una pulpa fina y homogénea (Yaowarate, -

1904).

¢. Tratamiento térmico
Esta operacién se realizd por medio de un autoclave a una
temperafura de 121 °C por un tiempo de 30 minutos; en esta
operacidn los polisacaridos son desdoblados entre oftros
componentes a glucosa y fructosa; sirviendo también esta
| operacion para eliminar todo tipo de micro_organismos presentes en

el sustrato.

d. Enfriado
Se realizd hasta llegar a temperatura ambiente (27 °C), el producto
obtenido es el sustrato que se llevd a fermentacién sumergida para

producir el metabolito de interés.
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Acondicionamiento del sustrato
El sustrato obtenido se mezcld de acuerdo a las concentraciones -
establecidas en el disefio experimental, con un medio semi
sintético (SS) para Zymomonas mobilis, previamente esterilizado
que esta formado por agua destilada, sulfato de amonio, sulfato de
magnesio, fosfato de potasio, citrato de sodio, sulfato ferroso,

glucosa y extracto de levadura (Silveira, 1999). Las

 especificaciones del medio se muestran en el Anexo 2.

Siembra en los biorreactores

Se agrego el sustrato acondicionado de acuerdo a cadé tratamiento
en biorreactores previamente esterilizados; posteriormente se
adicioné el indculo de la bacteria Zymomonas mobilis ya reanimada
de acuerdo a cada concentracion sellandose luego cada biorreactor

(Quinteros, 1993; Masdiaty, 1997).

g. Fermentacién sumergida

Esta operacion es la de mayor importancia por que es en donde las
bacterias producen el metabolito de interés; dicha operaciéon se
realizd a temperatura de 27 £ 1 °C por un tiempo de 24 horas
(Chun, 1998). Durante el desarrollo de este proceso se realizaron
los siguientes analisis a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas de

fermentacion:
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- Desarrollo del crecimiento bacteri‘ano. Se realizd siguiendo
el método de Recuento Estandar en Placa (ICMSF, 1983).
- Determinaciéon del oxigeno disuelto. Se realizé mediante el
uso de un oximetro digital.
- Determinacion del CO; disuelto. Se realizé mediante el uso |

de un potenciometro y su posterior conversion (Godia, 1998).

h. Se_parqcién del sobrenadante

| Del pfoducto obtenido se tomé una muestra de 150 ml al final-de la
fermentacion separéndose. el sobrenadante por medlfo | de
centrifugaciéon a 3000 rpm durante 15 minutos (Silveira, 1999), con

el fin de realizar el analisis espectrofotométrico.

3. Determinacion del sorbitol
Las concéntraciones de sorbitol de cada tratamiento se determinaron
por espectofotometria (Rivera 2003), para ello se |evanté una chrva
-ﬁatrén de.acﬁerdo a los.principiosde la Yeyvde" Lambert - Beer (Skoog’.,‘

1993).

Los pasos seguidos para el desarrollo fueron:

a. Preparacion de la curva espectral para la determinacién del
sorbitol
La curva espectral de absorbancia se construyé teniendo un amplio

rango de variacién de longitud de onda entre 270 y 300 nm,
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empleandose una solucién esténdar. de sorbitol quimicamente puro
cumpliéndose lo que menciona Skoog (1993), que el cambio de
absorbancia por unidad de concentracién es mayor en este punto y
se alcanza por lo tanto la sensibilidad maxima; determinandose
qUe la longitud de onda de 288 nm produjo la mayor absorbancia;

estos resultados se muestran en el Anexo 3.

. Preparacion de la curva patrén

Posteriormente se elaboré-ia' curva patrén, de acuerdo a lo que
menciona Skoog (1993), respecto a que las medidas
espectrofotométricas de las absorbancias se hacen normalmente a
una longitud de onda correspondiente a un pico de mayor

absorbancia que en nuestro caso fue de 288 nm.

Determinacion es‘pectrofotométrica del sorbitol producido

La determmacaon colorimétrica del sorbitol se realizé mediante
.!ecturas espectrofotometncas de las muestras obtemdas a las 6,
12, 18 y 24 horas. Dichas lecturas posteriormente fueron
expresadas en unidades de sorbitol producidas. mediante la
aplicacion de la ecuacién lineal de la curva de sorbitol. siguiendo el
método Boehringer Mannheim (R-BIOPHARM, 2001) adaptado por

Rivera (2003).
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E. DISENO EXPERIMENTAL

La distribucién experimental se presenta en la Figura 5 la cual fue
estructurada de forma que permita evaluar la concentraciones de indculo y
sustrato en la produccién de sorbitol.

Cascara de papaya

C1 Cz C3 C1 Cz C3 C1 Cz' C3

Fermentacion sumergida - Donde:

Z = Conc. de indeulo:
2, =10 % VIV

. L Z>=15 % VIV
Pro_ducto _ L Za=20% VN
C = Conc. de Sustrato:
Cy =100 mi/l

Determinacion de sorbitol C. =150 mi/l
C; =200 mi/l

Figura 5. Disefio experimental para la determinacién de sorbitol a partir de
la cascara de papaya.

En este diseno se detallan las variables en estudio, teniendo los
parametros de concentracion del indculo (Z) y concentracion del sustrato

(C).
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Obteniéndose de la combinacion de éstos los siguientes tratamientos:
Ty =10 % VIV de in6culo + 100 mi/l (100 mi de sustrato en un litro de agua
destilada). |
T2 = 10 % V/V de in6culo + 150 mi/t (150 mi de sustrato en un litro de agua
destilada).
T3 =10 % V/V de indculo + 200 mi/l (200 mi de sustrato en un litro de agua
destilada).
T4= 15 % V/V de in6culo + 100 mifl (100 mi de sustrato en un litro de agua
‘ déstilada). | | |
" Ts=15% VIV de inéculo + 150 mi/l (150 mi de sustrato en un litro de agua
destilada).
Ts = 15 % V/V de indculo + 200 mi/t (200 ml de sustrato en un litro de agua
destilada).
T7 = 20 % V/V de in6eulo + 100 mi/l (100 mi de sustrato en un litro de agua
destilada). |
Ts=20% VN de inéculq + 150 mifl (150 ml de sustrato en un litro de agua
destilada). ' o o
Te = 20 % VIV de inéculo + 200 mi/l (200 mi de sustrato en un litro de agua

destilada).
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F. ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los resultados de los tratamientos experimentales de la

Figura 5 se utilizd el disefio completamente al azar (DCA), con arregio
factorial de 3A x 3B (3 concentraciones de indculo y 3 concentraciones de
sustrato), con 3 repeticiones con un total de 27 observaciones, la
significacion estadistica se evaluc con la prueba de Tukey al S % (o = 0,05)

de pr’obabilidad seleccionandose el mejor tratamiento (Steel y Torrie, 1995).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA CASCARA DE
PAPAYA

En el Cuadro 2, se muestra el analisis fisicoguimico realizado en la cascara

de papaya.

Cuadro 2. Anélisig ﬁsicoquimico de la cascara de papaya (Carica papaya)

variedad PTM-335.

ANALISIS | % - £8D’
Humedad 14,069 0,797
Ceniza - 5565 0,064
Proteina | 0,590 0,015
Grasa : ' 0,098 0,035
Fibra K 2,360 0,007
. Carbohidratos . . 77318 0028
| Sélidos totales. 85,310 | - 0,020
Sélidos solubles (*Bx) | 14,20 0,210
Acidez titulable 0,8915 - 0,010
pH o 5,8 0,010
indice de madurez (°Bx/acidez tit.) 15,928 0,111
Az(icares totales 29,80 | 0,038

'Los valores representan el promedio + la desviacién estandar, de tres

repeticiones.
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La caracterizaciéon de la césc;ara de papaya indica que ésta es de
naturaleza energética, dado el alto contenido de carbohidratos tal como
menciona Fennema (1993). Podemos agregar que los azlcares totales son
la fuente principal de energia para obtener el metabolito deseado en el

presente trabajo.

Estas caracteristicas fueron determinadas en frutos con un indice de
madurez de 15,93, no existiendo datos de trabajos anteriores para_su

respectiva comparacion.

En la determinacion del contenido de humedad, se debe tener en cuenta el
efecto del método utilizado ya que se debe utilizar un método que impida la
hidrdlisis de la fructosa y por lo tanto la liberacidn de agua, esta es

afectada a temperaturas superiores a 60 °C (Hart y Fisher, 1994).
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B. PROCESO DE FERMENTACION SUMERGIDA

1. Desarrollo del crecimiento microbiano
El Cuadro 3, nos muestra los resultados del desarrollo del crecimiento

microbiano.

Cuadro 3. Variacion del crecimiento de la bacteria Zymomonas mobilis

(cel/ml) durante el proceso de fermentacion sumergida

~Crecimiento bacteriano (cel/mi)

Trat.

OHoras  6Horas 12Horas 18 Horas 24 Horas
T14.060E+06 2,392E+07 3,118E+07 3,421E+07 3,755E+07
T2 4.060E+06 1,955E+07 3.252E+07 3,559E+07 3.908E+07
T3  4,060E+06 3,205E+07 3,605E+07 3,739E+07 3,971E+07
T4  4,060E+06 2,744E+07 3,123E+07 3,453E+07 3,702E+07
T5  4,060E+06 2,445E+07 3,377E+07 3,648E+07 3,838E+07
T6  4,060E+06 2,851E+07 3,514E+07 3,877E+07 4,119E+07
T7  4080E+06 3.493E+07 3,824E+07 4,617E+07 4T10E+07
T8 4060E+06 2,577E+07 3.567E+07 3.899E+07 4,051E+07
T9 2.890E+07 3,292E+07 3,557E+07 3,640E+07

4 060E+06

Los resultados del Cuadro 3 se muestra la Figura 6, donde vemos la

variacion del crecimiento bacteriano en los distintos tratamientos.



——T1
5.40E+07 -

4.90E+07 -

4.40E+07

3.90E+07 -

3.40E+07 -

2.90E+07

Bacterias (ceil/ml)

2.40E+07 -

1.90E+Q7 -

1.40E+07 -

9.00E+06 -

4.00E+06

-T2 —5-T3 —3—T4 —A—T5 —@—T6 ——T7 —2—T8 ——T9

OH

TH 12H 18H 24H
’ Tiempo (h)

Figura 6. Variacion del crecimiento de Zymomonas mobilis CECT 561

durante el proceso de fermentacion sumergida en la

produccion de sorbitol.
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Analizando los resuitados del Cuadro 3 y la Figura 6, podemos
observar que el crecimiento de las células micrbbianas cumple la fase
de crecimiento exponencial y la fase estacionaria tal como menciona
Godia (1998), entendiéndose también que el crecimiento celular se
produce a partir del consumo de determinados sustratos (en nuestro
caso la cascara de papaya) que suministran la energia y la materia
prima necesaria para la sintesis del material celular y demas productos
del metabolismo. Basicamente el crecimiento bacteriano observado
éumple éo‘n lb esbeciﬁcado por diversos aQtores (Godia, 1998; Eftola,
- 1994; Scragg, 1996), quienes mencionan que comienza con una fase
de latencia que dura muy poco y que no se pudo observar por ser
breve; seguido de una fase de crecimiento logaritmico o exponencial y
luego una fase estacionaria, llegando posteriormente a una fase de
declinacion que no hemos llegado a observar pues nuestras lecturas

solo abarcan hasta el inicio de la fase estacionaria.

Lav Fivgura's', ‘nos muestra q(:e él‘ tratamiento 7 (T7), produce el. mayor
aumento en la cantidad celular bacteriana, diferenciandose de los
demas tratamientos a las 6 horas, seguido de los tratamientos T4 y T6,
esto puede deberse que al haber mayor cantidad de sustrato {a division
bacteriana esvmas alta tal como menciona Reed y Rem, (1995); por
otro lado los tratamiento T1, T2 y T3 son los que presentaron menor

crecimiento bacteriano.



48
A partir de las 12 h, notamos que el desarrollo microbiano ingresa a la
fase estacionaria, destacandose el tratamiento 7 por su mayor
produccién de Qélulas del microorganismo, notandose en algunos
tratamientos que a partir de las 18 horas en adelante es minimo el
aumento de las bacterias, esto se debe a que se va acabando la
disponibilidad de los nutrientes 0 a que las bacterias hayan producido
sustancias une inhiban el crecimiento como ef CO, (Ertola, 1994,

Godia, 1998)..

Tal como se indico anteriormente la fase de declinacién no se pudo
apreciar pues el proceso de fermentacion sélo se evalud hasta las 24

horas.
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2. Variacién del oxigeno disuelto
El Cuadro 4, se muestra la variacién del oxigeno disuelto durante el

proceso de fermentacidon sumergida.

Cuadro 4. _Variacién del oxigeno disuelto (mg/L) durante el proceso de

fermentacion sumergida.

Oxigeno Disuelto (mg/L)

TRAT.

6 Horas 12 Horas 18 Horas 24 Horas
T 4,64 4,03 3,77 3,15
T2 5,01 3,91 3,80 . 3,04
T3 3,95 3,61 3,50 3,30 -
T4 4,34 422 3,74 3,53
T5 4,60 381 358 3,08
T6 4,25 3,69 3,41 3,18
T7 3,71 3,43 2,93 2,79
T8 4,49 365 3,37 3,24
T9 4220 388 366 358

En los resultados del Cuadro 4, se observa que a las 6 h de
fermentacion los valores de oxigeno disuelto estan en un rango de 3,71
a 5,01 mg/L y a las 24 h de fermentacion los rangos estan entre 2,79 a
3,58 mg/L, no llegando a concentraciones criticas que limiten a los
microorganismos aerdbios a reproducirse y producir sus metabolitos,

Ertola (2000), menciona que la concentracién critica de oxigeno
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disuelto para la mayoria de los microorganismos esta entre 0,1 y 1
mg/L; de los tratamientos estadisticos, ninguno de ellos liegd hasta
valores criticos, pero si hubo una disminucion debido al aumento en el

crecimiento bacteriano.

La Figura 7, grafica los valores del Cuadro 4 en la variacion del oxigeno
disuelto durante el proceso de fermentacidon se siguid notando que la
variacion en la concentracion del oxigeno disuelto estuvo en funcién al
crecimiento bacteriano pues los tratamientos T6, T7 y T8, son __aquél'!os'A
en donde hubo mayor crecimiento ‘bacteriano y por ende mayor
consumo de oxigeno; pero podemos notar entre estos tres tratamientos
que el efecto del tratamiento T7 mantiene valores mucho menores que

los anteriores ya que este produce mayor crecimiento bacteriano.

También se aprecia que entre las 18 y 24 h en los tratamientos T1, T2,
y T5 existe un marcado descenso del nivel de oxigeno,; esto nos puede

'i‘ndicar'que el desarrollo bacteriano continua en estos tratamientos.

La importancia en la variacion del oxigeno disueito radica en que los
microorganismos necesitan oxigeno para su normal crecimiento, ya
que una fermentacién anaerobia daria un subproducto no deseado
(etanol), que también es posible obtener a partir del mismo
microorganismo estu'diado (Gunasekeran y Chandra, 2000; Wilberg y

Alves, 1997).
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Figura 7. Variacion de oxigeno disuelto durante el proceso de fermentacion

sumergida en la produccién de sorbitol por Zymomonas mobilis.
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3. Produccién de CO, disuelto
E! cuadro 5, muestra la variacion de los niveles de CO, disuelto durante

el proceso de fermentacidn sumergida.

Cuadro 5. Produccion de CO, durante el proceso de fermentacion

sumergida.
CO, Disuelto (mg/L)

Tratam. = 7 Horas 12Horas 18 Horas 24 Horas -
T ' 120,226 301,995 301,995 380,189
T2 239,883 239,883 380,189 478,630
T3. 190,546 478,630 478,630 602,560
T4 301,995 380,189 478,630 602,560
T5 190,546 239, 883 380,189 602,560
T6 190,546 301,995 478,630 - 478,630
T7 | 190,546 602,560 758,578 954,993
T8 190,546 . 301995 478630 . = 758,578

7o 190,546 301,995 478630 602,560

Los valores de CO,, se obtuvieron en funcién a la variacion del pH, tal
como lo menciona Godia (1998), en el que la medida del CO; se basa
en la medida del pH siguiendo la reacciéon de equilibrio de disolucion

del acido carbdnico.
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Los datos del Cuadro 5, se expresaron graficamente en la figura 8 para

observar la variacion del CO, disuelto en los diversos intervalos de

tiempo.

—~—T1 -T2 —4—T3 —X%—T4 —A—T5 —€—T6 ——T7 —EB—T8 —6—T9

1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -

500 -

CO2 disuslto (mgiL)

400 -

0 I I 1

7H 12H - 18H 24H
Horas (H)

Figura 8. Variacion del CO, disuelto durante el proceso de fermentacion

sumergida.
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El CO; disue!t.o es uno de Ioskproductos finales de la oxidacion de los
sustratos por parte de los microorganismos (Godia, 1998), En cuanto a
la produccion de CO, disueito de cada tratamiento, la formacién de
mayores cantidades de CO; se prodube a las 24 horas de fermentacién
por efecto .de los tratamientos T6, T7 y T8, en especial el tratamiento
T7 que pfodujo mayor cantidad de CO, disuelto. No se encontrd

bibliografia con respecto a la produccion de CO, disuelto en otros

trabajos realizados con anterioridad pero se sabe que altos niveles de

CO, pueden afectar el metabolismo celular (Ertola, 1994); por lo qué'
podemos mencionar que cuando se form¢ altas cantidades de CO,,

disminuyd la actividad bacteriana y por ende la produccion de sorbitol .
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C. CUANTIFICACION DEL SORBITOL

El cuadro 6, muestra los valores de las absorbancias y concentracién de

sorbitol en la construccidn de la curva patrén.

Cuadro 6. Determinacion de la curva patron para el sorbitol.

Concentracién de sorbitol Absorbancia (A = 288 nm)
(moliL)
0,005 0,086
008 . _ 0,303
0,1 0,312
0,12 | 0,360
0,14 | 0,363
0,16 0,404
0,18 0,488
0,20 : 0,495

Los datos del Cuadro 6, fueron sometidos a un'anélisis'de regresion

o lineal, representando graficamente en la Figura 9.
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y = 1.960x + 0.110
R? = 0.894

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracion (mol/l)

Figura 9. Curva patron para el sorbitol.

De acuerdo a la Figura 9, podemos ver que la absorbancia esta .

influenciada en un 89,4 % respecto a la concentracion del sorbitol (RZ=

0,894), cumpliéndose lo que menciona Calzada (1976) quien con
respectd al coeficiente de regresion indica que si alteramos el valor de
la variable independiente que en nuestro caso es la absorbancia,

cuanto podemos esperar que la concentracion varie.

La correlacion R = 0,95, indica la mutua asociaciéon entre ias variables

absorbancia y concentraciéon (Calzada, 1976).
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El Cuadro 7, nos muestra los resultados de la formacidn de sorbitol

durante el proceso de fermentacidén sumergida.

Cuadro 7. Formacién de sorbitol durante el proceso de fermentacion

sumergida durante las 6, 12 18 y 24 horas de proceso.

Sorbitol (mol/L)

TRAT. ,

OHoras © 6Horas 12Horas 18 Horas 24 Horas
T1 0 A - 1,3159 1,6379 . V 2,09‘33 26202 |
T2 -0 1,0609 1,6859 2,1930 2,5983
3 0 1,6490 2,0334 2,3308 2,3443
f4 0 | 1,3015 1,4053 2,1540 1,8924
T5 0 1,3973 1,8609 2,5975 2,3430
T6 0 1,5057 2,0085 2,6381 2,3{861
T7 0 1,9048 2,2936 3,4141 3,0919
TS | 0 - 1,4489 - 2,0091 - 2,5717 . 2,3876
T 0 14311 17370 20195 10854

Estos datos se expresan graficamente en la figura 10 con el fin de
poder observar la variacion de la concentracion de sorbitol de cada

tratamiento empleado en los debidos intervalos de tiempo.



—~—T1 —®T2 —aT3 —%T4 —&—T5 —e—T6 ——T7 —8-T8 —e—T9

4.00 W

Sorbitol (mol/Lt)

0.00 - ' ; ; :
OH 6H 12H ' 18H 24H
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Figura 10. Produccién de sorbitol durante el proceso de fermentacion

sumergida con la cepa Zymomonas mobilis CECT 560.
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Analizando la Figura 10, apreciamos la formacidn de sorbitol a partir de
las 6 h de fermentacion, destacandose el tratamiento T7 que se
diferencia de los demas tratamientos, seguido del tratamiento T3, T6 y
T8, mientras que los tratamientos T2 y T4 contienen bajos niveles de

sorbitol.

Todos los tratamfentos muestran que el crecimiento microbiano y la
produdcién de-losh metabolitos_esta en funcion al consumo de sustrato -
hasta un puhto en que se éonéﬂme todo el sustrafq y 'se comienza a
cbnsumir los metabontosr primarios, fal como lo menciona Scragg

- (1996).

Comparando la Figura 10 (produccién de sorbitol) y la Fig_ura 4
{crecimiento bacteriano), notamos que la concentracién celular como la
capacidad biosintética son importahtes en la formaciéon del producto
(Ertola, 1994) pues haciendo una comparacnon entre los tratamientos y
la cantidad de celulas en crecmento de los tratamaentos en la anura 4
ambas guardan una relacién hasta las 18 h y 24 h en algunos casos

(T1, T2, T3).

A las 12 h de fermentacién los valores de sorbitol siguen un orden
ascendente en todos los tratamientos. Podemos notar que después de
las 18 h en la mayoria de los tratamientos (T4 a T9), comienza a

disminuir el metabolito formado (sorbitol). Esto se debe a que los
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| microorganismos una vez consumido el sustrato comienzan a consumir
el metabolito formado (Scragg, 1996). En el caso de los tratamientos
T1, T2 y T3, después de las 24 h todavia siguen produciendo sorbitol,
no lograndose determinar el tiempo en el que llegan al maximo. La
produccién maxima de dichos tratamientos no fue tomada en cuenta,
“similares cantidades obtenidas a las 24 h se pueden obtener con los
otros tratamientos en menores horas ahorrandonos costos de tiempo y
- energia. Por lo tanto podemos decir que las maximas cantidades de
gorbifol se ob‘tuviéron‘a las 18 h. En el cuadro 8 se muestra el analisis

de varianza de los resultados de la produccién de sorbitol a las 18 h.

Cuadro 8. Andlisis de varianza de la produccién de sorbitol a las 18 h

de proceso de fermentacion.

FV. G.L. S.C. Fc Pr>F | NS
[ 1] Inéculo 2 2,8155 72,05 0,0001 *x
[ S]Sustrato 2 ,0,2984_ ' 734 ‘ . 0,0040 ,,,.
il]X[S} | -4 ~ 8,6966 | 111,28  0,0001 *
Error 18 0,3517
Total 26 12,1621

R? Y  Media

0,971 5376 2,599



61
El analisis de varianza indica que existe una alta significacion
estadistica en la interaccién inéculo y sustrato, deduciéndose que

existe una combinacion optima entre los niveles de cada factor

estudiado.

Para determinar qué combinacion de niveles es la mas adecuada, se

realizé 1a prueba de Tukey al 5 %, la cual se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Prueba de tukey al 5§ % para la producciéh de sorbitol a las

18 h de fermentacion sumergida.

FACTORES
A : B
- (Indculo) - (Sustrato)
A Prom. Sig. B Prom. Sig.
1 at 2,15586 a b3 2,47816 a
2 a2 2,72824 b b2 258616 a b

3 a3 291483 ¢ bl 273462 b

Como podemos observar en el cuadro 9, el factor A en sus nivelés a2y
a3, muestran mayores rendimientos superando estadisticamente al
factor a1, siendo el nivel a3 mayor estadisticamente inclusive con el
nivel a2; el factor B no muestra diferencias estadisticas entre sUs}
niveles b3 y b2, pero si entre estos niveles y b1, presentando este nivel

mayor rendimiento. En general, de acuerdo a todas las combinaciones
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lo mas apropiado para la produccién de sorbitol seria el factor a3 y b1,

que corresponde al tratamiento 7 (T7).

Los factores 6ptimos y la maxima produccion de sorbitol se muestran
en el Cuadro 10. Estos resultados son obtenidos de la siguiente

ecuacion:

SORBITOL = (0,782454) + (0,0486389 x indculo) + (0,0286161x
sustrato) + (0,00484222 x inéculo?) — (0,00131633 x indculo x sustrato)

- (0,0000220444 x sustrato?)

La ecuacidn se halla del resultado del estudio de superficie de
respuesta, tal como indica Cochran (1962), que los efectos principales
y los efectos simples relacionados por las interacciones pueden ser
representados e interpretadds facilmente a través de la superficie de
respuesta. El andlisis de superficie de resp_uesta ée realizd empleando

el programa STATISTICA 5,0 (Stat Soft Inc; Tulsa, USA). -

Cuadro 10. Valores de los niveles optimos de la concentracion de

indculo y de sustrato.

Factores Factores 6ptimos Maxima produccion

Inéculo 18,8342
: 3,58056102
Sustrato 108,4124




63
La Figura 11 muestra la superficie de respuesta tridimensional que
representa los resultados de las combinaciones de los factores de
inéculo y sustrato. En dicha figura se encuentran representados los
nueve promedios de las combinaciones del efecto indculo y sustrato en
ella también se encuentra el punto de combinacion optima para la

maxima produccién de sorbitol.

La Figura 12, representa con mayor detalle los contornos de la variable
respuééta (sorb'itol) y las combinacion.'es de las concentraciones de

in6culo y sustrato

W N
SR

2IEH
Q © N W

234

Figura 11. Superficie de respuesta para la produccién maxima de
sorbitol en funcién de la concentracion del indculo y

sustrato.
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Figura 12. Grafica de contorno de la estimacién de la superficie de
respuesta de la produccién de sorbitol en funcién de las

concentraciones del indculo y sustrato.



V. CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos podemos indicar las siguientes

conclusiones:

% Se determindé mediante la caracterizacion fisicoquimica de.la cascara de
papaya como mayores componentes los sélidos totales (85,31%), los.

carbohidratos (77,32%) y el contenido de humedad (14,07%).

% Se logré determinar la concentracidn de sustrato y concentracion de
inéculo, para la obtencion del sorbitol por fermentacion sumergida a partir
de la cascara de papaya siendo la combinacion optima: inéculo, 20 % VIV y

sustrato, 100 mi/L; correspondiendo al tratamiento 7.

< Se logro evaluar diversos parametros durante el proceso de fermentacion
sumergida como el comportamiento del crecimiento bacteriano, oxigeno y

'CO, disuelto en la produccion de sorbitol

*

o
*

Se obtuvo una produccién maxima de sorbitol (3,4141 mol/L), a las 18 horas

de proceso y a una temperatura de laboratorio de 27 + 1 °C.



V. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacién acerca de la produccidn de sorbitol con

bacterias aisladas en Tingo Maria.

Realizar investigaciones sobre la produccion de sorbitol con otros tipos de

desechos agroindustriales en la regién.

Implementar un laboratorio para trabajos en biotecnologia de alimentos y

que cuente con cromatografos de gas y HPLC.

Realizar trabajos de investigacién para purificacién del sorbitol obtenido
para asi evaluar los costos de produccidon y un posterior escalamiento a

nivel industrial.
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Vill. ANEXOS



ANEXO 1.

Figura. Esquema a escala del Biorreactor Air Lift usado en los experimentos.



ANEXO 2.
Composicion del medio semi sintético (SS) para el desarrollo de la bacteria

Zymomonas mobilis CECT 560

Componente g/L
Sulfato de amonio : 2,00
Sulfato de rﬁagnesio | 1,00
Fosfato de potasio , ' 0,01
Citrato de sodio 0,20
Sulfato fe-rfoso | | 0,01
Glucosa 20,0
Extracto de levadura : 5,00

Fuente: Silviera (1999).



ANEXO 3. | -
Anexo 3-A
Lecturas de absorbancia de la solucion estandar para‘ la obtencién de la

maxima longitud de onda.

Longitud de onda (nm) Absorbancia
270 0,357 '
271 0,337
272 ~ 0,331
273 0,292
274 0,337
275 0,356
276 . _ 0,322
277 , 0,276
278 0,326
279 0,296
280 : 0,33
281 0,432
282 0,533
283 0,618
284 0,877
285 , 1,095
286 , 1,166
287 1,188
288 1,192
289 - 1,188
290 1,185
291 1,183
292 1,153
293 1,106 ..

294 - 1,039
295 0,998
296 0,945
297 0,914
298 _ 0,884
299 0,864

300 0,845




Anexo 3-B

1.4

1.2

Absorbancia

0 l' N - ;v_ Iv | "". |
270 275 280 285 290 295 300
Longitud de onda

Curva de seleccion de la longitud de onda de maxima absorbancia para la

solucion estandar.
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