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Resumen
En esta investigacion se evalué el crecimiento, consumo y produccién de hidrégeno con
Clostridium acetobutylicum utilizando fructosa como fuente de carbono y energia, el hidrogeno
se obtuvo por procesos bioldgicos basados en la fermentacion anaerdbica, para lo cual se
preparé el medio de cultivo RCM con tres concentraciones de fructosa (1; 2,5y 5 g-L!), cada
frasco se llend con un volumen de trabajo de 30 mL y se inéculo con el equivalente al 10 %V/V.
Durante la fermentacion se midieron parametros como: produccion de gas, crecimiento celular y
consumo de azucar. En base a la caracterizacion cinética, los resultados reflejaron que la
bacteria logra metabolizar la fructosa, sin embargo, el rendimiento experimental de hidrogeno fue
inferior al tedrico, siento de 0,870 moles de Hz-mol de fructosa™ para la concentracién de 1 g-L°
1.0,936 moles de H2-mol de fructosa™® para la segunda concentracion y 0,638 moles de de Hz-mol
de fructosa para la tercera concentracion. La mayor producciéon volumétrica de hidrégeno se

alcanzo en la concentraciéon de 2,5 g-L™ con un volumen de 1,73:102 L-L* h de hidrégeno.

Palabras claves: Fermentacion oscura; Clostridium acetobutylicum; hidrégeno



Abstract
In this research the growth, consumption and production of hydrogen with Clostridium
acetobutylicum using fructose as a carbon and energy source was evaluated, hydrogen was
obtained by biological processes based on anaerobic fermentation, for which the RCM culture
medium was prepared with three concentrations of fructose (1; 2,5y 5 g-L1), each flask was filled
with a working volume of 30 mL and inoculated with the equivalent of 10 %V/V. During
fermentation, parameters such as: gas production, cell growth and sugar consumption were
measured. Based on the kinetic characterization, the results reflected that the bacteria succeeded
in metabolizing fructose, however, the experimental hydrogen yield was lower than the theoretical
one, | feel 0.870 moles of H,-mol of fructose? for the concentration of 1 g-L™; 0.936 moles of
H,-mol of fructose™ for the second concentration and 0.638 moles of H,/mol of fructose for the
third concentration. The highest volumetric hydrogen production was achieved at the 2,5 g-L*

concentration with a volume of 1,73-102 L-L"*h? of hydrogen.

Keywords: dark fermentation; Clostridium acetobutylicum; hydrogen.



Introduccién

El crecimiento demografico descontrolado a nivel mundial ha generado un aumento
significativo en el consumo de recursos naturales y fosiles (Coloma, 2024) generando
preocupacion por el agotamiento de recursos, el aumento de los precios de los combustibles
fésiles y las preocupaciones relacionadas con los impactos ambientales, como la emisién de
gases de efecto invernadero y la lluvia acida (Brito & Martins, 2017; Hassan et al., 2015). Por
ende, se ha llevado a una blsqueda activa de energias alternativas destacando los
biocombustibles renovables, como el hidrégeno, el etanol, el butanol y el biodiésel como posibles
soluciones.

El hidrégeno, a diferencia de los combustibles fésiles, no esta facilmente disponible en la
naturaleza. Sin embargo, se puede producir a partir agua, gas natural y carbén (Towler, 2014)
como fuentes de energia primaria a través de diferentes tecnologias como electrélisis del agua,
el reformado de hidrocarburos, la gasificacién y la separacién termoquimica (Momirlan &
Veziroglu, 2005; Nikolaidis & Poullikkas, 2017).

En la busqueda de un proceso mas sostenible, el uso de fuentes de carbono surge como
una alternativa viable en el proceso de produccion de biohidrogeno por fermentacion anaerébica,
ya que puede utilizar como sustrato varios tipos de residuos industriales y domésticos ricos en
carbohidratos como cascara de platano, bagazo de agave, bagazo de cafia de azlcar,
minimizando los problemas causados por la eliminacién inadecuada de estos materiales y los
costos asociados con el tratamiento previo de los sustratos (Lopes & Abreu, 2020; Valdez et al.,
2019).

Este proceso es el fundamento de esta investigacion, ya que el hidrégeno puede ser
generado a partir de carbohidratos simples por diversas cepas bacterianas (Guiltinan et al.,
2009), donde destaca la especie Clostridium acetobutylicum los cuales tienen la capacidad de

producir este gas como un subproducto de su metabolismo (Lépez, 2022).



Clostridium acetobutylicum es una bacteria anaerdbica con potencial prometedor como
productora de biohidrogeno, es capaz de utilizar variedad de sustratos orgénicos ricos en energia
para producir hidrégeno y obtener otros productos valiosos como butanol, acetona y etanol (Abd-
Alla & EI-Enany, 2012; Chong et al., 2009; Morsy et al., 2011; Singh et al., 2013).

Dentro de estos sustratos, la fructosa un carbohidrato clasificado en el grupo de las
cetohexosas comunmente conocido como el azlicar de fruta, se encuentra en gran cantidad en
frutas, miel y verduras, su estructura quimica esta compuesta de seis atomos de carbono (Castillo
et al., 2003; Truong et al., 2022). Su captacion y el catabolismo de la fructosa por C.
acetobutylicum, no ha sido muy estudiada, a pesar de ello se utlizan sistemas de
fosfotransferasa dependientes de fosfoenolpiruvato para captar la glucosa y la fructosa de estos
monosacaridos (Voigt et al., 2014).

La produccion de hidrogeno por C. acetobutylicum depende de la tasa de crecimiento y
de la fase metabdlica (Kashket & ZzZhi, 1995). Cuando se utiliza glucosa como sustrato,
se alcanzar un rendimiento maximo teérico de 6 moles de H2 por 4 moles de glucosa consumida,
considerando la generacion de biomasa, el metabolismo de la glucosa y de la sintesis de acidos
organicos (Chen & Mortenson, 1974; Chen et al., 2006; Sinha & Pandey, 2011; Uyeda &
Rabinowitz, 1971).

Por lo antes mencionado, este trabajo se basd en la caracterizacién cinética del
crecimiento de Clostridium acetobutylicum utilizando fuentes alternas de carbono y energia, con
el fin de evaluar su potencial como productor de biohidrégeno, para lo cual se realiz6 una
busqueda bibliogréfica de fuentes econdmicas de fructosa como sustrato, luego se realizé la
caracterizacion cinética empleando la fructosa y posterior a ello se determiné la productividad

especifica y volumétrica del hidrégeno molecular.



Capitulo uno
Marco Teorico

1.1 Hidrégeno

El hidrégeno es un gas incoloro, inodoro, insipido y no téxico bajo condiciones normales,
con un peso molecular de 2,016 g mol?, es el elemento mas ligero, posee una densidad 14 veces
menor que el aire (0.08376 Kg/cm® a condiciones estandares de presion y temperatura). El
hidrégeno se encuentra en fase liquida por debajo de 20,3 K a presion atmosférica (Martinez,
2015) Es el elemento mas abundante del universo y el tercero mas abundante en la tierra. Sin
embargo, al no encontrarse en su estado puro en nuestro planeta debe ser producido a través
de variados procesos (Cancino, 2021).

1.1.1 Fuente de energia

Entre las diversas fuentes de energia alternativas, el hidrégeno (Hz) ha surgido como un
candidato prometedor entre los portadores energéticos del futuro (L6épez, 2022) debido a su alto
rendimiento energético (122-142 KJ/g) (Mahecha, 2018), superando 2,75 veces al de los
hidrocarburos, y a su capacidad para producir electricidad. Su aplicabilidad lo hace valioso en
diversas industrias, desde la quimica hasta la energética (Martinez et al.,, 2021). Ademas,
presenta un poder calorifico de 141,90 MJ/Kg (Martinez, 2015).

Este recurso presenta una serie de ventajas significativas, siendo altamente eficiente,
factible a cualquier escala y generando Unicamente agua y calor como subproductos (Rivera,
2016).

En la actualidad, el hidrogeno representa menos del 2% del suministro total de energia
primaria en el mundo y de los 65 millones de toneladas producidas al afio equivalente a 8
Exajoule (EJ), el 96% proviene de fuentes no sostenibles (Sanchez & Silva, 2009). La produccion
de hidrégeno renovable se puede realizar utilizando agua como materia prima mediante procesos

como la electrdlisis, la termdlisis y la fotélisis; ademas de emplear diferentes tipos de residuos



como sustratos para el proceso de biofotélisis, fermentacidn oscura y fotofermentacion (Nikolaidis
& Poullikkas, 2017). Dentro de las diversas técnicas de obtencion de hidrégeno la bioproduccion
destaca por su potencialmente ilimitada disponibilidad ya que implica la generacién de hidrégeno
a partir de organismos vivos, ya sea mediante exposicion a la luz solar o a través de procesos
de fermentacién oscura (Rivera, 2016). Esta Ultima es una de las técnicas mas estudiadas,
mediante el uso de bacterias fermentativas anaerdbicas (Masset et al., 2012).

1.1.2 Produccién bioldgica de hidrégeno

La producciéon de hidrogeno a través de microrganismos, como bacterias y algas, es
posible gracias a procesos biolégicos especificos (Cancino, 2021). La produccién biologica de
hidrogeno es de gran interés debido a su potencial para reducir el impacto ambiental negativo,
ademas de que se necesita menos energia durante el proceso de produccién gracias a que las
temperaturas usadas durante los procesos bioldgicos son menores que las usadas con procesos
convencionales (Bundhoo & Mohee, 2016). Ademas, utilizan recursos energéticos renovables e
inagotables y contribuyen al aprovechamiento de residuos, ya que también pueden utilizar una
variedad de materiales de desecho como materia prima (Das & Veziroglu, 2001).

Los principales procesos bioldgicos utilizados para la produccion de hidrégeno son la
biofotdlisis directa e indirecta, la fotofermentacién y la fermentaciéon oscura (Nikolaidis &
Poullikkas, 2017). La biofotdlisis implica la disociacion del agua utilizando fotones principalmente
a través de las plantas y algas como catalizadores bioloégicos (Garcia, 2021). En la
fotofermentacién la luz se utiliza como fuente de energia para la fotosintesis, tiene la ventaja de
que la luz puede sustituir a los aztiicares como fuente de energia, reduciendo asi la competencia
por el uso de la tierra con los cultivos alimentarios (Baeyens et al., 2020). Por ultimo, la
fermentacion obscura, donde diversas bacterias anaerobias o facultativas descomponen los
desechos organicos ricos en carbohidratos para producir hidrégeno, diéxido de carbono y acidos

organicos volatiles (Rezaeitavabe et al., 2020).



1.1.3 Rendimiento tedrico de produccidon de biohidrégeno en bacterias acidogénicas

El género Clostridium es ampliamente utilizado como modelo para determinar los
rendimientos maximos teéricos de hidrdgeno obtenidos a partir de la metabolizacién de diferentes
carbohidratos bajo condiciones anaerdbicas. Por ello, se puede relacionar el uso de fructosa para
el célculo del rendimiento de hidrogeno debido a que la fructosa posee la misma férmula
molecular que la glucosa (CsH1206) y puede ser empleada de manera similar en los procesos
metabolicos llevados a cabo por Clostridium.

Segun (Chen et al.,, 2006) la generaciébn de biomasa a partir de glucosa puede
representarse mediante la ecuacion (1):
2CsH1206+ 3NH3 — 3C4H702N + 6H20 (1)

Donde C4H7O2N representa la composicion tedrica elemental de la biomasa. La glucosa
es frecuentemente utilizada como fuente de carbono modelo, siendo metabolizada por la via de
Embden-Meyerhof que convierte la glucosa en piruvato generando NADH a partir de NAD™, el
piruvato posteriormente se transforma en acetil-CoA y didxido de carbono mediante la accion de
la enzima piruvato-ferredoxina-oxireductasa (Uyeda & Rabinowitz, 1971). Este proceso requiere
ferredoxina como cofactor, que es reducida y posteriormente regenerada transfiriendo el electron
ganado a un H* reduciendo los protones con formacién de hidrégeno molecular. La transferencia
del electron desde la ferredoxina al proton es catalizada por la enzima hidrogenasa (Chen &
Mortenson, 1974), produciendo dos moles de hidrégeno por cada mol de glucosa metabolizada.

Por otra parte, es posible la produccién de dos moles de hidrégeno adicionales a partir
del NADH proveniente del glicolisis. En este caso el NADH se oxida transfiriendo sus electrones
a la ferredoxina, esta reaccion es realizada por la accion de la enzima NADH-ferredoxina-
oxidoreductasa. A continuacion, la ferredoxina reducida resultante se oxida por la accién de la
hidrogenasa reduciendo protones libres y produciendo dos moles de hidrégeno mas. Asi los
equivalentes reductores generados en el metabolismo pueden utilizarse para producir hidrogeno

molecular, ecuacion (2):



2NADH2 — 2NAD + 2H> 2

El rendimiento te6rico maximo final dependera de los productos terminales de la
fermentacion, como el &cido acético y acido butirico (Sinha & Pandey, 2011). Cuando el Acetyl-
CoA es metabolizado completamente para la formacion exclusiva de acido acético, se puede
alcanzar un rendimiento de 4 moles de Hz por mol de glucosa, por el contrario, cuando solo se
produce acido butirico como subproducto el rendimiento disminuye a 2 moles de H2 por mol de
glucosa, ya que 2 moles de NADH son consumidos en la ruta de sintesis de acido butirico, seguin
se muestra las reacciones en la ecuacion (3) y (4):
CeH1206+ 2H20 + 2NAD + 2H2 — 2C2H402+ 2CO2 + 2NADH2 + 4H> 3
CeH1206 — C4HsO2+ 2CO2 + 2H2 (4)

Integrando las ecuaciones propuestas por (Chen et al., 2006) y considerando la
generacion de biomasa, el metabolismo de la glucosa y de la sintesis de acidos organicos, se
obtiene la siguiente reaccién global:
4CeH1206+ 2NH3 — 3C4H702N + 2C2H402 + C4HsO2 + 4CO2 +6H2+ 4H20 (5)
1.2 Clostridium acetobutylicum

En la produccion de biohidrogeno, es comin emplear comunidades microbiolégicas que
actllan en consorcio, pues se tienen algunas ventajas frente a emplear alguna especie en
particular, como la posibilidad de usar residuos industriales como medio de cultivo, sin la
necesidad de emplear métodos de esterilizacion, lo que se traduce en beneficios econémicos a
lo largo de un proceso de tratamiento de residuos y de generacion del biohidrégeno (Lépez,
2022). Las especies de Clostridium se utilizan principalmente en métodos de fermentacion oscura
para la produccién de hidrégeno, aprovechando el poder reductor de las hidrogenasas como
parte de su mecanismo metabdlico (Kim et al., 2023).

Esta bacteria Clostridium acetobutylicum es un bastén estrictamente anaerdbico, que ha

sido identificado como un potencial productor de biohidrégeno, su cultivo se caracteriza por dos



fases: una fase acidogénica donde se producen &cidos organicos e hidrégeno, y una fase
solventegénica en la que se producen acetona, butanol y etanol a partir de los acidos organicos
(Guerrero et al., 2021). Tiene la capacidad de metabolizar azlcares, almidones y materias ricas
en carbohidratos para producir las sustancias antes mencionadas (Molina et al., 1996). Estos
microorganismos podrian utilizar una amplia gama de fuentes de carbono, incluida la biomasa
lignocelulésica, lo que los convierte en candidatos prometedores para la produccion de
biohidrégeno (Wang & Yin, 2021).
1.2.1 Clostridium acetobutylicum degenerado y silvestre

Cuando bajo ciertas condiciones C. acetobutylicum, pierde la capacidad de esporular y
de producir solventes como butanol y acetona, debido a la pérdida del plasmido pSOL1, el cual
contiene los genes implicados en la solventogénesis y esporulacion, ocurre principalmente
cuando C. acetobutylicum y otros clostridios relacionados son subcultivados varias veces en
cultivos discontinuos o se mantienen en cultivos continuos, esto es lo que se denomina como
degeneracién. En cambio, la cepa silvestre se cultiva a partir de esporas germinadas previamente
tratadas con calor para mantener esta caracteristica de esporulaciéon y la solventogénesis
(Guerrero et al., 2021; Kashket & Zhi, 1995).
1.2.2 Cinética de crecimiento microbiano

La cinética de crecimiento resulta muy Gtil para evaluar la capacidad de una cepa
bacteriana especifica para degradar un sustrato, lo que proporciona una indicacion indirecta de
la asimilacién del contaminante por parte del microorganismo, asi como otros factores
ambientales indispensables dentro del proceso (Gémez et al., 2020). La temperatura adecuada
para su de crecimiento esta entre 35y 37 °C por ser una bacteria mesofila. Las esporas necesitan
un proceso de activadas mediante choque térmico ya sea por 2 minutos a 100 °C o 10 minutos

a 80 °Cy crecidas en medio liquido (Janssen et al., 2014).
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Durante la fase exponencial de crecimiento, Clostridium acetobutylicum y otros clostridios
sacaroliticos presentan una capacidad como parte de su metabolismo para transformar variedad
de azucares y almidén en productos como acidos organicos, CO: e Hz (Kashket & Zhi, 1995).

Para evaluar la capacidad de Clostridium acetobutylicum, es necesario realizar
determinaciones de su crecimiento mediante la absorbancia con un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 600 nm lo que permite correlacionarla con el peso seco (Flores, 2022).
1.2.3 Acidos orgéanicos

El cultivo de Clostridium acetobutylicum se caracteriza por dos fases distintivas: la fase
acidogénica y la fase solventegénica (Guerrero et al., 2021). Durante la fase acidogénica, se
generan acidos como acético y butirico, acompafiados de produccion de hidrogeno y diéxido de
carbono, normalmente ocurre durante el crecimiento exponencial. Por otro lado, la fase
solventogénica se presenta en la etapa estacionaria del cultivo, en esta fase, los acidos son
reasimilados vy utilizados para la produccién de butanol, acetona y etanol, durante este proceso
el pH del medio se hace constante y la produccién de CO2 aumenta con respecto a la de Hz, asi
como la produccion total de otros gases, debido a la formacion de acetona, y la decarboxilacion

del acetoacetato proveniente del acetoacetil-CoA (Noriega, 2017).

1.3 Fuentes de carbono

Generalmente la principal fuente de carbono proviene de carbohidratos presentes en los
sustratos utilizados, como la glucosa, xilosa, almidén y celulosa, sin embargo, también se han
empleado hidrolizados de efluentes industriales como suero de queso, lodo anaerdbico de
plantas de tratamiento, agua residual de textiles, estiércol, pafiales desechables y residuos
sanitarios (Feria et al., 2022). El costo del sustrato representa un factor de impacto econémico
importante, por lo que se han explorado diferentes sustratos como: melazas, maiz, puré de
manzana, suero lacteo, hidrolizados, bagazo, etc. Sin embargo, muchos de estos sustratos

pueden causar gran debate debido a alimentacion humana y esto puede propiciar una crisis
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alimentaria, por esto el interés de buscar fuentes de carbono alternas que no tengan un impacto
tan importante en la alimentacion (Noriega, 2017).

Aunqgue la glucosa y la fructosa comparten la misma férmula quimica (CsH1206), difieren
en su estructura quimica debido a la sustitucion de un grupo en la posicion del carbono 1 en la
glucosa y en la posicion 2 en la fructosa, ademas, un atomo de hidrégeno de la glucosa esta
sustituido por un grupo CH20H en la fructosa. Esta diferencia radica en que la glucosa es una
aldosa y la fructosa es una cetosa, es decir, el grupo funcional de la glucosa es un aldehido y el
de la fructosa es un grupo cetona. Estas simples modificaciones estructurales confieren
propiedades distintas desde la absorcion hasta el metabolismo, con implicaciones en las

funciones celulares de la fructosa (Alcantar et al., 2021).

1.3.1 Fuentes econOmicas de fructosa

La biomasa ofrece una alternativa prometedora para reemplazar a las materias primas
derivadas del petréleo (Leticia et al., 2024). Los residuos o subproductos generados en diversos
procesos productivos y usualmente no son de utilidad posterior como materia prima para la
cadena de produccién (Rosas et al., 2016).

Entre los residuos agroindustriales mas utilizados para estos fines son los provenientes
de las frutas, el bagazo de agave, un residuo de la produccién de tequila, la cachaza, el bagazo,
la carbonilla, la paja y el cogollo, residuos de la agroindustria de la cafia de azlcar y de la caldera
de las fabricas de ingenios azucareros, los desechos citricos (bagazo y cascara), la cascara del
platano, la zoca de café, las pastas proteicas, el suero, el salvado, la vinaza, los residuos de
material verde (cédscaras, hojas, tallos, bagazo de frutas), entre otros (Vargas & Pérez, 2018).

Las composicion quimica y biolégica de estos residuos varia dependiendo del proceso de
transformacion y de la materia prima utilizada. Sin embargo, los residuos agroindustriales son
materiales lignoceluldsicos; es decir, los contenidos de celulosa, hemicelulosa y lignina
representan sus mayores porcentajes de composicion (Alonso et al., 2011). Los altos costos de

disposicion de los residuos agroindustriales, hacen que estos se transformen en un problema no
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solo ambiental sino econdmico, el aprovechamiento de este tipo de residuos se convierte en una
estrategia ambiental y econdmicamente adecuada de manejo de subproductos o residuos
agroindustriales (Yepes et al.,, 2008). Parte de estos residuos agroindustriales poseen un
potencial energético que puede ser utilizada como biocombustible, siendo ya aprovechados
técnicamente en diversas partes del mundo.

En el caso de Ecuador, de acuerdo a la cantidad de energia bruta anual, superficie
cultivada y tipo de residuos generados por cada cultivo agricola se han identificado cuatro tipos
de residuos con potencial energético: palma africana, banano, arroz y cafia de azUcar, los dos
primeros son considerados como cultivos de exportacién y los dos ultimos de subsistencia. Entre
ellos, el cultivo de palma africana es el que produce mas cantidad de residuos anuales, seguido
del banano, arroz, cacao y cafia de azlcar. A pesar de que el cacao posee mayor cantidad de
residuos anuales que la cafia de azlcar, ésta tiene un poder calorifico inferior: 19,85 y 15,53
MJ/kg respectivamente, por lo que la cantidad de energia bruta producida anualmente es menor
qgue la generada a partir de los residuos del cacao (Calder6n et al., 2017).

Tablal

Selectividad de los cultivos agricolas

Poder i
i ) o Energia Zonas de
] calorifico Residuos Superficie ] ] »
Cultivo o . bruta Tipo de residuo produccion
inferior (t/afio) (ha) o
(TJ/afo) prioritaria
(MJ/kg)
Los Rios,
Palma )
_ 16,40 6 872 469,3 240 333 87 835,5 Procesamiento Esmeraldas,
africana i
Sucumbios

Procesamiento Los Rios y El
Banano 12,63 4926 095,6 221775 62 231,8

y campo Oro
Guayas, Los
Cacao 15,53 2015 352,2 507 721 13 631,5 Procesamiento  Rios, Manabi,
Esmeraldas

Procesamiento  Guayas y Los
Arroz 13,35 21066959 411459 28 357,0
y campo Rios
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Cafia de

Procesamiento

i 19,85 793 283,4 106 926 15 746,3 Guayas
azlcar y campo
Maiz Procesamiento Los Rios y
12,55 434 921,3 361 347 5423,3
duro y campo Guayas
Manabi, Loja,
Café 13,46 104 048,3 113 029 1004,6 Procesamiento Sucumbios,
Orellana

Nota. Adaptado de Valoracion econdémica de los cobeneficios del aprovechamiento energético de los

residuos agricolas en el Ecuador. Por Comisién Econdmica para Américalatina y el Caribe (2017).

Los residuos de frutas y verduras representan una fuente importante de carbohidratos

principalmente en forma de fructosa, en el caso de las frutas se encuentra entre 1 y 8%,

alcanzando una mayor concentracion en frutas maduras, por otro lado, las verduras presentan

un valor entre 1y 6% de la concentracion (Gomez et al., 2022).
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Capitulo dos
Materiales y métodos
2.1 Seleccion de fructosa como fuente de carbono y energia.

Segun la literatura revisada la fructosa se puede obtener de varios desechos que pueden
ser transformados y aprovechados para la produccién de biohidrégeno (Bedoya et al., 2008) tales
como: paja de cafia de azulcar, fibra de maiz, bagazo de sorgo dulce (Bailon & Jiménez, 2021),
café, cascara de banano y platano (Lara & Méndez, 2021).

En Ecuador entre los residuos agricolas que se pueden aprovechar energéticamente
destacan, el cultivo de palma africana, el banano, el arroz, el cacao y la cafia de azucar. La Tabla
2 describe los costos de estos productos y por qué resultan una alternativa econémica para su
uso en la produccién de hidrégeno.

Tabla 2

Andlisis de costos y establecimiento de precios para residuos agricolas en Ecuador

: Capital de Precio del  Precio del
N Tipo de : . 1 : .
Localizaciéon roductor Cultivo inversion residuo residuo

P (délares) (USD/ton)  (USD/kWh

Guavas Banano 1210 310,18 0,00 0,00

y Grande Cafia 564 160,85 0,00 0,00

Los Rios Banano 1 135 295,42 0,00 0,00

Cafa 1 495 824,99 0,00 0,00

Nota. Adaptado de Valoracion econdémica de los cobeneficios del aprovechamiento energético de
los residuos agricolas en el Ecuador. Por Comision Econémica para América Latina y el Caribe
(2017).
2.2 Activacién y propagacion de la cepa de Clostridium acetobutylicum
Para inocular Clostridium acetobutylicum se preparé el medio RCM (Reinforced Clostridial
Medium) modificado con tres concentraciones diferentes de fuente de carbono (fructosa); el
primero con una concentracion de fructosa de 1 g-L?, el segundo de 2,5 g-L! y el tercero con
una concentracion de 5 g-L!, mencionando que este es el Gnico reactivo que varia en la
preparacion de los medios siguiendo la composicion establecida en la Tabla 3. Se tuvo en cuenta

qgue el medio de cultivo contiene otras fuentes de carbono, lo que genera una variacién en los
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valores finales de carbohidratos. Ademas, el pH del medio se ajust6 a un rango entre 6,8y 7,0

con un pHmetro HANNA HI 8424.

Tabla 3

Composicion del medio de cultivo RCM modificado

Compuesto Formula Concentracion en g-L?
Extractode carne 10
Extracto de levadura 3
Cisteina C3H7NO2S 0.5
Cloruro de sodio NaCl 5
Acetato de sodio C,H;NaO,
Fructosa CsH1206 1;2,5;5
Resazurin C12H7NO4 0,005

Nota. Composicion del medio RCM en funcion de las diferentes concentraciones

Los cultivos se llevaron a cabo en frascos de suero de 25 mL, selladas con tapones de
caucho butilico y sellos de aluminio. Antes de la inoculacion, se crearon condiciones anaerobias
en las botellas purgandolas con gas nitrdgeno durante 1 minuto y luego se sometieron a
esterilizacién en autoclave a 121°C.

2.2.1 Traspasos sucesivos

Se realiz6 mediante cultivos sucesivos en lotes, con un volumen de trabajo equivalente
10% V/V, es decir, 1 mL de cultivo crecido de Clostridium acetobutylicum durante 24 hy 9 mL de
medio de cultivo y se incubaron a 37 °C.

Los traspasos en lotes se realizaron diariamente en la camara de esterilizacion,
empleando dos tipos de experimentaciones sin choque térmico (cepa degenerada) y con choque
térmico (cepa silvestre) a 80 °C durante 5 min para esporular; todos los experimentos se
replicaron por triplicado y los resultados se presentaron como promedios. El mismo proceso se

aplico para las tres concentraciones.
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2.2.2 Cinética de crecimiento

Se desarrollé en frascos de suero de 50 mL, donde se colocé 3 mL de medio de cultivo
crecido de Clostridium acetobutylicum durante 24 hy 27 mL de medio de cultivo y se incubaron
a 37 °C. Las tratamientos fueron sin choque (cepa degenerada) y con choque térmico (cepa

silvestre) por triplicado y duplicado analitico.

2.3 Metodologias analiticas
2.3.1 Determinacion de hidrégeno producido

El gas total producido se midi6 mediante la extraccion con jeringa de 60 mL y el volumen
neto de hidrégeno se evalud por calculo estequiométrico, en base a las moles de H> y de CO2

producidas por las moles de fructosa consumidas.

2.3.2 Determinacion de biomasay azlcar

Se tomd 2 mL de cultivo microbiano crecido con una jeringa estéril para control de
biomasa y el azucar.

La biomasa se determind mediante el método turbidimétrico analizado en
espectrofotdmetro UV-Visible Thermoscientific Helios Epsilon a una longitud de onda de 600 nm.
La formacién de biomasa se determind interpolando la absorbancia medida en la curva de
calibracion (Apéndice B).

El contenido de azlcar se determind mediante la técnica de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico). El procedimiento consistié en agregar 100 uL del medio de cultivo crecido con
100 uL del reactivo DNS en tubos de ensayo, homogenizando la muestra con un vortex. Los
tubos se colocan en un bafio maria precalentado a 92°C durante 5 min permitiendo que ocurra
la reaccién entre el DNS y los azlcares presentes. Para detener la reaccién, los tubos se
colocaron en agua fria por 5 min; posteriormente se afiadi6 1 mL de agua destilada a cada

muestra. Las lecturas se realizaron en un espectrofotémetro UV-Visible Thermoscientific Helios
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Epsilon a una longitud de onda de 540 nm. Finalmente, los resultados consumo de azUcar en
concentraciones g-L™* se remplaza en la curva de calibrado del Apéndice A.
2.4 Cinética de crecimiento de Clostridium acetobutylicum
La cinética de crecimiento y produccién de hidrégeno se determind en funcion del tiempo
realizando mediciones de volumen de gas, crecimiento celular y consumo de azlcar en un
intervalo de tiempo de 3 horas. Las cinéticas de crecimiento se realizaron hasta llegar a la fase
estacionaria. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y duplicado analitico.
2.5 Célculo del rendimiento teérico de produccién de biohidrégeno
En base a la reaccion estequiométrica se producen 6 moles de hidrdgeno a partir del
consumo de 4 moles de glucosa (fructosa) como fuente de carbono, presentados a continuacion:
4CeH1206+ 2NH3 — 3C4H702 + 2C2H402 + C4HgO2+ 4CO2 +6H2+ 4H20
Los moles obtenidos se usaron en la ecuacion de los gases ideales (PV =nRT) que
permitieron calcular el volumen total de gas obtenido, es importante tener en cuenta las
siguientes consideraciones:
e R:0.082 atm L-mol? K (constante universal de los gases ideales)
e Presion: 0.7 atm (presion atmosférica en la ciudad de Loja)
e Temperatura: 37°C 0 310.15 K (Temperatura en la incubadora)
Finalmente, el rendimiento de hidrégeno se determind mediante la relacion entre los
moles de hidrogeno producidos y los moles de fructosa consumidos, utilizando la siguiente

ecuacion:

moles de hidrogeno producido

Rendimiento de H, = -
moles de fructosa consumida

2.6 Calculos para la determinacion de la tasa volumétrica de productividad de hidrégeno
La productividad se obtuvo en funcion de produccién experimental de hidrégeno, el

volumen de fermentacion y el tiempo de fermentacion, a partir de la siguiente ecuacion.
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volumen de hidrogeno generado (L)

Productividad =
rodquctiviaa (volumen de fermentacion (L))(tiempo de fermentaciéon (h))

2.7 Célculo para determinar la velocidad méaxima de crecimiento
Para calcular la velocidad maxima de crecimiento se consideré diferentes picos de

biomasa en funcion de la fase exponencial de la cinética para Clostridium acetobutylicum.

ln(x*xm—x*xo)
xo*xm_x*xo

t

o=
Donde:

Xo = Concentracion celular inicial

Xm = Concentracion celular maxima

X = Concentracion celular final

pm = Velocidad de crecimiento maxima

t = tiempo
2.8 Célculo para el rendimiento de biomasa

De acuerdo con la definicion de rendimiento global de biomasa a partir de sustrato (Yxs)
reportada por (Doran, 2013), el valor de este parametro se puede calcular entre la diferencia de
concentracion de biomasa y la diferencia de consumo de sustrato al momento del pico maximo

de biomasa:

AX
Yes _AS

AX = biomasa producida (g - L™!)
AS = sustrato consumido (g - L™1)
2.9 Andlisis estadistico
Las experimentaciones se realizaron por triplicado y duplicado analitico para cada
concentracion. Para poder comparar los resultados se realizé andlisis de varianza (ANOVA)

utilizando el programa “R” mediante el paquete R Commander.
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En este estudio se asumié como variable independiente cuantitativa a las tres
concentraciones y a los tratamientos de sin y con choque térmico (cepa degenerada y cepa
silvestre). Las variables dependientes que se evaluaron fueron la producciéon de gas (mL),

concentracion de biomasa g-L* y el consumo de fructosa g-L™.
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Capitulo tres

Resultados
3.1 Analisis de los resultados

3.1.1 Adaptacion de Clostridium acetobutylicum en medio RCM a diferentes
concentraciones de fructosa.

Para lograr adaptar la cepa al medio se realizé una serie de traspasos (7 traspasos) con
cada una de las tres concentraciones experimentales de azGcar: C1 (1 g-L'), C2 (2,59-LY) y C3
(5 g-L1); este proceso se realiz6 cada 24 horas por triplicado para la cepa silvestre como para la
cepa degenerada. En cada traspaso se monitorearon parametros como produccion de gas (mL),
crecimiento celular (g-L™) y consumo de aztcar (g-L™?).

En base a la produccion de gas se pudo observar que todas las experimentaciones
comienzan a tomar un valor similar luego del quinto traspaso, en el caso de la experimentacién
A con la muestra control “RCM” se llega a una produccion de gas total en un rango de 11 a 20
mL y para el caso de la muestra B, este presenta una variacion de produccion de 14 a 22 mL.

Figura 1

Produccion de gas de Clostridium acetobutylicum en funcion del nimero de traspasos
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Nota. A) Produccién de gas por Clostridium acetobutylicum degenerado. B) Produccion de gas por

Clostridium acetobutylicum silvestre. C1 (1 g-L1), C2 (2,5 g-L'1) y C3 (5 g-L1). Los datos

corresponden alos valores medios + DE (n=3).

En la Figura 2, para ambas experimentaciones Ay B, la muestra control RCM, present6
una mayor concentracion celular a diferencia de las tres concentraciones experimentales; se

observé que, a una mayor concentracion de azlcar existe un incremento en la concentracion

celular, sin embargo, este valor no superd los 3,5 g-L! en ninguna de las tres concentraciones.
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Figura 2

Crecimiento celular de Clostridium acetobutylicum en funcion del nimero de traspasos
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Nota. A) Crecimiento celular por Clostridium acetobutylicum degenerado. B) Crecimiento celular
por Clostridium acetobutylicum silvestre. C1 (1 g-L1), C2 (2,5 g-L'Y) y C3 (5 g-L1). Los datos

corresponden a los valores medios + DE (n=6).
En la Figura 3 (A y B), se observo que la bacteria consumio cierta cantidad de azlcar en
cada traspaso, dejando siempre un residuo independientemente de la concentracion aplicada; el

medio RCM vy la tercera concentracion poseen 5 g-.L' de azicar (glucosa y fructosa,
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respectivamente), a pesar de ello, el consumo difiri6 en ambos casos, debido a que en varias
investigaciones Clostridium acetobutylicum, utiliza glucosa como fuente de carbono (Azman et
al., 2016; Guerrero et al., 2021; Kim et al., 2023), mas no fructosa y este estudio esta probando
esta alternativa.

Figura 3

Concentracion de azUcar de Clostridium acetobutylicum en funcién del nUmero de traspasos
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Nota. A) Variacion del consumo de azucar por Clostridium acetobutylicum degenerado. B)

Variacion del consumo de azucar por Clostridium acetobutylicum silvestre. C1 (1 g-L1), C2 (2,5

g-LY)y C3 (59g-L1). Los datos corresponden a los valores medios + DE (n=6).
3.1.2 Cinética de crecimiento de Clostridium acetobutylicum en medio RCM (Reinforced

clostridial medium) variando las concentraciones de fructosa

Para la concentracién 1 (1 g-L1), la primera medicion se realizdé a las 10 h de haber
inoculado el cultivo, para la segunda (2,5 g-L1) y tercera (5 g-L'Y) concentracion, la primera
medicion se realiz6 alas 12 h de inoculacién; la variacién en los tiempos de andlisis dependi6 de
la concentracién de azlcar y la fase de latencia de la bacteria. La cinética de crecimiento para la
primera concentracién se establecié en un tiempo de 19 horas, la segunda concentracion en un
tiempo de 30 horas y la tercera concentracion en un tiempo de 33 horas.

Figura 4

Produccidn de gas de Clostridium acetobutylicum con 1 g-L* de fructosa
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Nota. Produccién de gas total en la cinética de crecimiento en un tiempo de 19
h. Los datos corresponden a los valores medios + DE (n=3).

En la Figura 4, se observd que la cepa degenerada logré obtener una produccién maxima

de 14,75 + 1,768 mL y en el caso de la cepa silvestre se alcanzé una produccién maxima de 12
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+ 0,707 mL, la cinética término su produccion a las 19 horas en ambos casos, lo que reflejé que
estd empezando la fase de muerte celular.
Figura5
Concentracion celular de Clostridium acetobutylicum con 1 g-L* de fructosa
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Nota. Crecimiento celular en la cinética de crecimiento en un tiempo de 19 h. Los datos

corresponden a los valores medios + DE (6).

En la Figura 5, referente a la concentracion celular se observé que la cepa degenerada y
la cepa silvestre lleg6 a una biomasa de 1,926 + 0,016 g-L ™y 2,238 + 0,038 g-L* respectivamente
en un lapso de 13y 16 horas, y desde ahi el microorganismo entr6 a una fase de muerte celular,
en el caso de la cepa degenerada tuvo una relacion con la produccién de gas ya que hasta eso

momento es el dltimo punto de produccién.
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Figura 6

Consumo de azlcar de Clostridium acetobutylicum con 1 g-L* de fructosa
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Nota. Consumo de azlcar en la cinética de crecimiento en un tiempo de 19 h. Los datos

corresponden alos valores medios + DE (n=6).

En la Figura 6 se analiz6 el consumo de azucar, para el caso de Clostridium
acetobutylicum degenerado a las 19 h se consumi6 1,679 + 0,003 g-L? y en el caso de
Clostridium acetobutylicum silvestre se tuvo un consumo de 1,596 + 0,012 g-L%, aunque la
cantidad de azucar inicial fue baja, la bacteria no logré6 consumirla por completo. A las 13 h se
consumié en ambos casos 1 g-L2, el cual pudo ser de la concentracion de fructosa agregada,

sin embargo, se debe hacer un andlisis para determinar si no es otra fuente de carbono.
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Produccidn de gas de Clostridium acetobutylicum con 2,5 g-L* de fructosa
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h. Los datos corresponden a los valores medios + DE (n=3).
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En la Figura 7, se observd que en la cepa degenerada hubo una produccién maxima de

14 + 1,414 mL y para el caso de la cepa silvestre este alcanz6 una produccion maxima de 26 +

2,121 mL, y este terminé su produccion a las 21 y 18 horas respectivamente.

Figura 8

Concentracion celular de Clostridium acetobutylicum con 2,5 g-L-1 de fructosa
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Nota. Crecimiento celular en la cinética de crecimiento en un tiempo de 30 h. Los datos

corresponden alos valores medios + DE (n=6).
En la Figura 8, referente a la concentracion celular se observé que la cepa degenerada y
la cepa silvestre, llegd a una biomasa de 2,744 + 0,004 g-L*y 2,903 + 0,003 g-L* a las 18 y 27
horas respectivamente y hasta ahi el microorganismo terminé su fase exponencial.
Figura 9

Consumo de azlcar de Clostridium acetobutylicum con 2,5 g-L* de fructosa

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Consumo de azucar (g-L?)

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (h)

Degenerado Silvestre
Nota. Consumo de azlcar en la cinética de crecimiento en un tiempo de 33 h. Los datos

corresponden alos valores medios + DE (n=6).

En la Figura 9 se analiza el consumo de azlcar, para el caso de la cepa degenerada a
las 30 h se consumi6 2,707 + 0,003 g-L ! y en el caso de la cepa silvestre se tuvo un consumo
de 2,752 + 0,003 g-L?, la bacteria no logré consumir por completo el azlcar. A las 21 h se
consumié en ambos casos 2,5 g-L?, el cual pudo ser de la concentracién de fructosa agregada,

sin embargo, es necesario realizar un analisis para determinar si no es otra fuente de carbono.
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Figura 10

Produccidn de gas de Clostridium acetobutylicum con 5 g-L* de fructosa
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Nota. Produccién de gas total en la cinética de crecimiento en un tiempo de 33
h. Los datos corresponden a los valores medios + DE (n=3).

En la Figura 10, se observo que en la cepa degenerada hubo una produccién maxima de
23,5 + 1,697 mL y para el caso de la cepa silvestre este alcanzé una produccién maxima de
25,25 + 0,354 mL, y esta termind su produccion a las 30 horas en ambos casos.

Figura 11

Concentracion celular de Clostridium acetobutylicum con 5 g-L* de fructosa
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Nota. Crecimiento celular en la cinética de crecimiento en un tiempo de 33 h. Los datos

corresponden alos valores medios + DE (n=6).
En la Figura 11, referente a la concentracion celular el analisis para la cepa degenerada
y para la cepa silvestre indic6 una biomasa de 3,988 + 0,003 g-L! vy 4,372 + 0,001 g-L?
respectivamente, en ambos casos a las 27 horas, valores superiores a las concentraciones antes
evaluadas.
Figura 12

Consumo de azlcar de Clostridium acetobutylicum con 5 g-L'* de fructosa
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Nota. Consumo de azlcar en la cinética de crecimiento en un tiempo de 33 h. Los datos

corresponden a los valores medios + DE (n=6).

En la Figura 12 se analizé el consumo de azlcar, para el caso de la cepa degenerada a
las 33 h se consumi6 3,649 + 0,011 g-L ! y en el caso de la cepa silvestre se tuvo un consumo
de 3,668 * 0,013 g-L?, es asi que la bacteria logré consumir el 65% del azlcar, dejando un
residuo.

3.1.3 Andlisis estadistico de produccién de gas, concentracion celular y consumo de
azucar en la cinética de crecimiento

En la Figura 13, en el diagrama A se evidencio que, aunque la C2 solapa la C1ly C3, las

medias tienen una altamente significativa en la produccion de gas. En el diagrama B en base a
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la aplicacién de la cepa degenerada y la cepa silvestre, se observé algo similar que las
concentraciones ya que las cajas se solapan, pero la media no, teniendo una variacién leve entre
las cepas de Clostridium acetobutylicum empleadas.

Figura 13

Diagrama de cajas para produccion de gas en funcién de las variables de concentraciény la

cepa empleada
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Nota. A) Representa la media para las distintas concentraciones enrelacion entre el gas producido

(mL), para las distintas concentraciones independientemente de la cepa utilizada en la cinética de

crecimiento B) Representa la media para las distintas concentraciones en relacion entre el gas

producido (mL) con la cepa degenerada (1) y la cepa silvestre (2) independientemente de las

concentraciones en la cinéticade crecimiento. C1 (1 g-L1),C2(2,59-LY)yC3 (5g-L1).

En la Figura 14, en base a la concentracion de biomasa, en el diagrama A se visualizo
gue las concentraciones afectan significativamente en la biomasa, aunque la primera y segunda
concentracion estan cercanas no se solapan. En el diagrama B se present6 una significancia

baja, inclusive las medias estan cercanas.
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Figura 14
Diagrama de cajas para concentracion de biomasa en funcién de las variables de concentracion

y la cepa empleada
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Nota. A) Representa la media para las distintas concentraciones enrelacion entre la concentracion
de biomasa (g-L1), para las distintas concentraciones independientemente de la cepa utilizada en
la cinética de crecimiento. B) Representa la media para las distintas concentraciones en relacion
entre la concentracion de biomasa (g-L1) con la cepa degenerada (1) y la cepa silvestre (2)
independientemente de las concentraciones en la cinética de crecimiento. C1 (1 g-L1), C2(2,5g-L-
)y C3(5g-LY).
Para el caso de la Figura 15, se evidencié que la concentracién de azUcar afecté en gran
medida al consumo de este por C. acetobutylicum visualizado en el diagrama A. El utilizar la cepa

degenerada o silvestre no afecta en el consumo de azucar por lo que no existe significancia

alguna entre los datos ya que los mismos se solapan y estan cerca de la media.
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Figura 15
Diagrama de cajas para concentracion de azlcar en funcion de las variables de concentraciony

la cepa empleada
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Nota. A) Representa la media para las distintas concentraciones en relacién entre el consumo de
azlcar (g-L1), para las distintas concentraciones independientemente de la cepa utilizada en la
cinética de crecimiento. B) Representa la media para las distintas concentraciones en relacion
entre la concentracion de azucar (g-L1) con la cepa degenerada (1) y la cepa silvestre (2)
independientemente de las concentraciones en la cinéticade crecimiento. C1(1g-L 1), C2(2,5g-L-
yC3(5g-LY).
3.1.4 Velocidad méaxima de crecimiento Clostridium acetobutylicum variando la
concentracién de azlcar
Las velocidades méximas de crecimiento se calcularon para las distintas
concentraciones, datos que se encuentran en la Tabla 4, donde se logré identificar la mayor
velocidad de crecimiento en la primera concentracion de 1 g-L™ para la cepa silvestre, con un
valor de 0,411 h! seguida de 0,299 h en la cepa degenerada de la misma concentracion, lo que
permitié identificar que esta concentracion experimenta una mayor velocidad considerando que
el periodo de fase exponencial de Clostridium acetobutylicum durd un tiempo de 19 horas. En la

tercera concentracion se observo un crecimiento celular mas elevado en un lapso de 33 h, sin
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embrago, la velocidad de crecimiento disminuyd, es decir, que a mayor concentracion de sustrato

(fructosa), el tiempo de crecimiento aumenta junto con la biomasa, pero la velocidad disminuye.

Tabla 4

Velocidad méaxima de crecimiento en diferentes concentraciones

) Clostridium
Concentraciones i Datos Valor pmax h-t
acetobutylicum
X0 0,041
Xm 1,926
Degenerado 0,299
X 1,666
t 19
1 g . |_-l
X0 0,086
Xm 2,238
Silvestre 0,411
X 2,215
t 19
X0 0,113
Xm 2,744
Degenerado 0,168
X 2,388
t 30
25¢9-L1
X0 0,145
Xm 2,873
Silvestre 0,218
X 2,826
t 30
X0 0,258
Xm 3,988
Degenerado 0,155
X 3,673
t 33
5¢g-L?
X0 0,172
. Xm 4,372
Silvestre 0,150
X 3,718
t 33

Nota. Determinacién de la velocidad méxima de crecimiento (umax) en base a los datos de biomas
obtenidos en la cinética de crecimiento. Xo= Concentracion celular inicial, Xm= Concentracion celular

méaxima, X= Concentracion celular final, t=tiempo. Los datos corresponden a los valores medios + DE (6).
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3.1.5 Rendimiento de biomasa de Clostridium acetobutylicum variando la concentracion
de azucar.

En la Tabla 5, se evidencié que la conversién de fructosa en biomasa varié ligeramente
entre las diferentes experimentaciones. Con 1 g-L, se evidencio un valor de 1,183 g biomasa/g
fructosa y 1,645 g biomasa/g fructosa, para la cepa degenerada y silvestre respectivamente,
dejando un menor residuo de fructosa con relacién a las otras concentraciones.

En 2,5y 5 g-L?, aunque la concentracion de biomasa final aumenté en un mayor tiempo
de crecimiento, el rendimiento de biomasa disminuyd, quiz& por la saturacién del sustrato ya que
se evidencidé que se deja mayores cantidades de residuos de sustrato.

Tabla5b

Rendimiento global de biomasa a partir de sustrato consumido

) Clostridium
Concentraciones ) Datos Valor Yxs
acetobutylicum
Xo 0,041
Xt 1,926
Degenerado 1,183
So 1,977
St 0,383
1g-L?
Xo 0,086
Xt 2,238
Silvestre 1,645
So 1,930
St 0,622
Xo 0,113
Xt 2,744
Degenerado 1,095
So 3,360
St 0,959
25¢g- Lt
Xo 0,145
Xt 2,873
Silvestre 1,007
So 3,326
St 0,659
Xo 0,258
5g-L1 Degenerado X 3,988 1,147

So 5,700
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St 2,447
Xo 0,172
Xt 4,372
Silvestre 1,237
So 5,643
St 2,248

Nota. Xo= Biomasa inicial (g-L1). Xf= Biomasafinal (g-L). So= Sustratoinicial (g-L1). Sf=
Sustrato final (g-L). Los datos corresponden a los valores medios + DE (6).
3.1.6 Volumen de hidrégeno tedrico y practico obtenido en la cinética de Clostridium
acetobutylicum variando la concentracién de azlcar
La produccién de hidrégeno en la primera concentracion para la cepa degenerada fue de
8,85 mL y para cepa silvestre fue de 7,20 mL del gas total, con relacidn al volumen teérico este
es inferior al 50 %. Para la segunda concentracion en la cepa degenerada fue de 8,40 mL y en
la cepa silvestre de 15,60 mL, es decir, solo se produjo el 28 y 50 % del volumen tedrico
respectivamente. La tercera concentracion logré un volumen experimental en la cepa
degenerada de 14,10 (21 %) y en la cepa silvestre de 15,15 (29 %) a comparacion del volumen
tedrico. La produccién experimental de hidrégeno es menor que el rendimiento tedérico ya que
parte del sustrato se utiliza para la produccidon de biomasa y la degradacion de los sustratos
podria seguir otras rutas bioquimicas sin produccion de hidrégeno (Hallenbeck & Benemann,

2002).
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Figura 16
Volumen de hidrégeno tedrico y practico de Clostridium acetobutylicum con 1 g-L-* de

fructosa
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Nota. Volumen de hidrégeno tedrico y experimental para los dos tipos de cepas de
Clostridium acetobutylicum en funcidn del azicar consumido. A) Concentracién 1 (1 g-L-
1). B) Concentracion 2 (2,5 g-L1). C) Concentracion 3 (5 g-L1). Los datos corresponden a

los valores medios = DE (n=3).



38

3.1.7 Tasa de produccién de hidrégeno

Se evidencié que la tasa de produccién de hidrogeno refleja valores muy cercanos entre
si, es asi que Clostridium acetobutylicum degenerado reflejo el valor mas bajo de 9,33-10° L-L*
hty en el caso de Clostridium acetobutylicum silvestre reflejé el valor mas alto de 1,73-103 L-L

1 h't ambos con la concentracion de 2,5 g-L ™.

Tabla 6

Productividad de hidrégeno en las distintas concentraciones

. Clostridium Horas Volumen Productividad
Concentraciones acetobutylicum () (L) Hz (1) (L-L-th1)
gLt Degenerado 19 0,03 8,85-103 1,55-102
Silvestre 19 0,03 7,20-103 1,26-102
25gLt Degenerado 30 0,03 8,40-103 9,33-10°3
Silvestre 30 0,03 1,56-102 1,73-102
5 gLt Degenerado 33 0,03 1,41-10? 1,42-102
Silvestre 33 0,03 1,52-102 1,53-102

Nota. Productividad de hidrégeno en funcion del volumen experimental de Ho.

3.1.8 Rendimiento préactico de hidrogeno usando fructosa como fuente de carbono

La cantidad de moles de fructosa consumida es mayor que la cantidad de moles de
hidrogeno producidos, lo que determin6 que el rendimiento experimental de hidrégeno varie. En
la Tabla 7 se muestra el calculo del rendimiento de hidrégeno obtenido en funcién de la variacién
de la concentracion de fructosa. En la concentracion C1 (1 g-L™!) se obtienen rendimientos altos
de Hz, 0,870 en la cepa degenerada y 0,745 en la cepa silvestre, en la concentracion 2 (2,5 g-L°
1) existe un comportamiento diferenciado para la cepa degenerada ya que el rendimiento fue de
0,512 a diferencia de la cepa silvestre, que alcanz6 un elevado rendimiento de 0,936, finalmente
la concentracion 3 (5 g-L™1), mostré un bajo rendimiento de 0,638 en la cepa degenerada y 0,682

en la cepa silvestre.
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Tabla7
Moles de azlicar y de hidrégeno junto con el rendimiento de produccion obtenidos en cada una de las

concentraciones

Rendimiento

o experimental de
] Clostridium Moles de o
Concentraciones ) Moles de H: produccién expresado en
acetobutylicum fructosa
moles de Hz por mol de

azlcar

1 gL Degenerado 2,797-10* 2,43-10 0,870
Silvestre 2,658-104 1,98-10+ 0,745

25 gLt Degenerado 4,508-104 2,31-10 0,512
Silvestre 4,583-10* 4,29-104 0,936

5 gLt Degenerado 6,076-104 3,88-104 0,638
Silvestre 6,108-104 4,17-104 0,682

Nota. Rendimiento experimental obtenido en funcion de los valores medios en funcién de los moles de

fructosa consumidos y los moles de Hz generados.
3.2 Discusion de los resultados

En este estudio se utilizé fructosa como fuente de carbono debido a que la mayoria de
las investigaciones emplean cultivos puros de bacterias en sistemas discontinuos usando
azlcares de seis carbonos, como la glucosa. En estas condiciones la materia prima
renovable provenientes de residuos organicos representan una alternativa de azlUcar mas
deseable (Baeyens et al., 2020). Existen diferentes residuos que contienen lignocelulosa, sin
embargo, cabe destacar que cuanto mayor es el contenido de lignina en la biomasa, mas dificil
es la conversion directa a biohidrégeno, es asi que el bagazo de cafia de azlcar, con un
contenido de lignina del 8,3 %, produjo 7019 mL H,-L* que presenté solo 8,3% de lignina (Soares
et al., 2020).

Referente a la produccion de hidrégeno por Clostridium acetobutylicum utilizando 25 g-L°
1 de azlcar obtenido de racimos vacios de palma aceitera (OPEFB) pretratados, se pudo

observar que la produccion acumulada de gas total fue de 100 mL a las 25 horas (lbrahim et al.,
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2015), comparativamente empleando fructosa como sustrato, se alcanzaron producciones entre
12 y 26 mL en un rango de 13 a 27 horas lo que sugiere una relacion entre las horas de
fermentacion y la cantidad de azucar del medio.

Por otro lado, la producciéon de hidrogeno por C. acetobutylicum YM1, aplicando una
temperatura de incubacién de 38 °C, un valor de pH de cultivo inicial de 6,5y una cantidad de
in6culo de 20% en 200 mL de medio de cultivo; con una concentracion inicial de 32,85 g-Lde
azucar hidrolizado (glucosa — xilosa), de los cuales se consumieron 32,5 g-L?, fue de 533,8 mL
(Azman et al.,, 2016). Con Clostridium acetobutilycum en un volumen de 30 mL con una
concentracion inicial de 3,326 g-L! de fructosa, se obtuvieron 15,6 mL de hidrégeno,
consumiéndose 2,752 g-L! de azlcar. En base a ello, la glucosa ha demostrado ser el sustrato
preferido por la mayoria de las bacterias productoras de hidrégeno en comparacién con otros
azucares fermentables (Wu et al., 2014).

Segun un estudio realizado por Guerrero et al, (2021), usando Clostridium
acetobutilycum y una concentracion de glucosa de 60 g-L™ se pudo observar que la concentracién
celular alcanzé una concentracion maxima con la cepa degenerada de 2,61 g-L™*en 32 h con un
consumo de aztcar del 54,73% y con la cepa silvestre 3,82 g-L™* en 40 h con un consumo de
azucar del 47,20% dando como resultado un rendimiento de (Yxs) de 0,11 g biomasa -g glucosa
1y en este estudio se pudo observar que con la concentracién de fructosa de 2,5 g-L? enla
cepa degenerada llego a 2,734 g-L' y en la cepa silvestre llegdé a 2,903 g-L* en 18 y 24 h
respectivamente, para el caso de la concentracion de 5 g-L* de fructosa las concentraciones
celulares aumentaron a 3,988 g-L! en la cepa degenerada con un consumo de azlcar del
35,98% vy 4,372 g-L! en la cepa silvestre con un consumo de azucar del 35% a las 27 h y
rendimiento de (Yys) de superior a 1 g biomasa-g fructosa™ en todos los experimentos, en base
a estos datos indicando que, aunque la concentracion de fructosa se usé en concentraciones
menores y hubo menor consumo que la glucosa, logré generar mayor concentracion de biomasa

en menos tiempo.
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De acuerdo con Kutzenok & Aschner (1952), las células degeneradas crecen mas que
las no degeneradas, pero no mas rapido, esto debido a la division celular continua de las células
degeneradas, caso que no sucede en las no degeneradas, en este estudio los resultados
evidenciaron que no es asi, ya que la cepa silvestre presenta un mayor crecimiento en
comparacion con la degenerada en las tres concentraciones analizadas, esto indica que aunque
la degeneracion parezca la mas apropiada para los cultivos de C. acetobutylicum propagados
vegetativamente las condiciones experimentales podrian haber afectar de manera negativa para
gue no se produzca la degeneracion o se reinvirtiera el proceso, favoreciendo de esta manera
al crecimiento de las células no degeneradas (Kashket & Zhi, 1995).

Segun un estudio presentado por Son et al. (2021), usando una cepa silvestre Clostridium
acetobutylicum se logré una produccién de hidrégeno de 67 mL, considerando un cultivo de 100
y un rendimiento de 1,07 mol Hz-mol-glucosa™® mL de medio RCM durante 48 h, en base a este
estudio con la cepa silvestre se obtuvo valores de 7,20, 15,60 y 15,15 mL respectivamente cara
cada una de las concentraciones considerando que se trabajé con 30 mL de medio de cultivo y
en un tiempo de 19, 30 y 33 horas, lo que indica que la produccion puede variar en funcion al
volumen de trabajo.

En relacién a la tasa de produccién de hidrégeno obtenida en este estudio en un rango
de 9,33-102 a 1,73-102 L-L'* h'! independientemente de la concentracion y el tratamiento,
evidencia un rendimiento considerablemente inferior a los de otras investigaciones, Zhang et al.
(2006) menciona una tasa de produccioén de 0,089 a 0,22 L-L* h cuando las concentraciones
de glucosa variaron de 1,0 a 10,5 g-L?, en el estudio de Guerrero et al. (2021) llega a 0,25 L-L*
ht, mientras que el reportado por Liu et al. (2019) de 0,403 L-L* h'! es relativamente alto.

En base al rendimiento, en otros estudios aplicando diferentes sustratos se obtienen
rendimientos de 1,02 mol H2 mol hexosa™ cuando se usa tronco de palma aceitera (Noparat et

al., 2011) y 1,3 mol Hz mol-glucosa® con una mezcla de medios gastados de Epicoccum nigrum
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(Hongo del filo Ascomycota) (Khalil et al., 2014); ambos superiores al rendimiento obtenido en
este estudio.

Con la concentracion de glucosa intermedia de 2,5 g-L se obtuvo el mayor rendimiento
experimental de 0,936 de moles de Hz por mol de fructosa, denotando que altas concentraciones
de sustrato pueden ser desfavorables para la producciéon de H»2, ya que la actividad de los
microorganismos productores de hidrogeno puede inhibirse de varias maneras (Ciranna et al.,
2014), posiblemente debido a inhibiciones metabdlicas causadas por la acumulacion de &cidos
organicos, mayor osmolalidad en el medio de cultivo y cambios en el perfil de metabolitos(Van et

al., 2003).
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Conclusiones

La bacteria Clostridium acetobutylicum fue capaz de metabolizar la fructosa en su
proceso, sin embargo, presentd menores rendimientos en la generacién de hidrégeno a
comparacion de las investigaciones realizadas usando glucosa. Se alcanz6 un porcentaje entre
27,2 % y 51,6 %, en relacién al tedrico.

La cinética de crecimiento varié6 dependiendo de la concentracién del sustrato, lo que
present6 variabilidad en la produccion de gas, concentracién celular y consumo de azlcar, es
asi que la mayor produccion volumétrica de hidrogeno se dio en la concentracion de 2,5 g-L*
para la cepa silvestre, donde se obtuvo 1,73-102 L-L™* h'? y un rendimiento experimental de 0,936
mol de Hz por mol de fructosa.

Ecuador al ser un pais agricola, genera gran cantidad de residuos que pueden ser
aprovechables como sustrato para el metabolismo de la bacteria sin afectar la eficiencia de la
producciéon de hidrogeno, lo que permite reducir los costos en el proceso, identificando el cultivo

de banano, el cacao y la cafia de azlcar como posibles alternativas.
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Recomendaciones

Incluir andlisis de los subproductos generados por el metabolismo durante el proceso de
fermentacion anaerébica, para determinar si pueden ser aprovechados.

Realizar experimentaciones a mayor escala para evaluar la viabilidad industrial del
proceso.

Analizar el pH antes de esterilizar y después para identificar que no exista variacion y el
cultivo este creciendo en un pH correcto ya que si no es asi la produccién de hidrégeno y
subproductos se vera afectada.

Verificar que el medio de cultivo esté en condiciones andxicas, en este caso se puede
colocar un indicador de oxigeno como es el caso de la rizasurina.

Se podria emplear cultivos mixtos entre Clostridium acetobutylicum y otra cepa como
Enterobacter aerogenes (Tondro et al., 2020) para alcanzar mayor produccién de hidrégeno.

Combinacion de sustratos como glucosa y fructosa para adaptar de mejor manera el
microorganismo, con el paso del tiempo en el medio de cultivo se podria ir desplazando la glucosa

por el total de fructosa.
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Apéndice
Apéndice A. Curva de calibracion de azlUcares reductores por el método del acido 3,5
dinitrosalisilico (DNS)

Se prepard la solucion de DNS mezclando a temperatura ambiente 1 g de &cido 3,5
dinitrosalicilico, 30 g de tartrato de sodio y potasio y 1,5 g de hidroxido de sodio, se aforé a 100
mL de agua destilada y se almacend en frasco ambar a temperatura de 4°C.

Se prepar6 una solucién patréon de fructosa y se afiaden 0,25 mL de cada solucién y 0,25
mL del reactivo DNS en tubos tapa rosca cubiertos con papel aluminio para proteger la reacciéon
de la luz. Los tubos se colocan en un bafio termostatico a 92 °C por cinco minutos. Se detiene la
reaccion por enfriamiento en hielo por cinco minutos y se agreg6 2,5 mL de agua destilada a
cada tubo, se agito en un vortex y se realizd la lectura de la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotémetro UV-Visible Thermoscientific Helios Epsilon (Burgos, 2020). En la Tabla Al se
resume las cantidades de glucosa, reactivo y agua destilada agregadas para cada muestra.

Tabla Al

Metodologia para elaborar la curva patron de glucosa

Reactivo Blanco Concentracién (g-L1)
0,5 0,7 1,0 1,5 1,7 2,0
Glucosa (mL) - 0,25 025 025 025 0,25 0,25
Agua (mL) 0,25 - - - - - -
Reactivo DNS (mL) 0,25 0,25 025 025 025 025 0,25
Agua destilada 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 25 2,5
(mL)

Nota. Tomado de Cuantificacion de azlcares reductores del sustrato en residuos de pifia con el

método del acido 3,5-dinitrosalicilico.
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Cueva de calibrado de glucosa
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Apéndice B. Determinacion de concentracion celular
Técnica turbidimétrica

Para la estimacion de las concentraciones de células en un medio liquido con células se
utilizé la técnica de la turbidimetria. Este método depende de la relacion entre absorbancia y
concentracion celular, donde se mide la cantidad de luz residual transmitida utilizando un
espectrofotémetro UV-Visible Thermoscientific Helios Epsilon a una longitud DOeoo cada lectura
se hizo por duplicado.

Para generar una curva de calibracién se tomé una muestra del medio de cultivo de
concentracién celular conocida a la que se realizan diluciones en serie como se muestra en la
Tabla B1.

TablaB1

Factor de dilucion para hacer la curvade biomasa

Factor dilucion (FD) NaCl In6culo
1 0,9 0,1
2 0,8 0,2
3 0,7 0,3
4 0,6 0,4
5 0,5 0,5
6 0,4 0,6
8 0,3 0,7
9 0,2 0,8
10 0,1 0,9

Con los datos obtenidos, se elabord una regresion lineal donde se tiene una ecuacion la
cual permite conocer la concentracién celular de una muestra desconocida, la muestra problema
se diluyo con una solucion de NaCl 2,5mM para medirla en el espectrofotometro, se consideré
gue el valor no debe estar fuera del rango de linealidad, este valor se reemplaz6 en la curva de
calibrado a partir del despeje de concentracion.

y=mx+b
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Donde,
Y: concentracion celular (g-L™%)
m: pendiente de la recta
x: Absorbancia medida de la muestra
b: intercepto
Método del peso seco

Para encontrar la masa seca de las células, se utilizé el método de peso seco, el cual
consistié en la separacion fisica del microorganismo del medio liquido que contiene para obtener
Su peso constante, por ende, del mismo medio inoculado con el que se realiz6 las diluciones por
la técnica de turbidimetria se centrifugo en tres tubos para centrifuga de 10 mL con 5 mL del
caldo de cultivo cada uno a 6000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 9°C, luego se
retird el sobrenadante para afadir 10 mL de cloruro de sodio (NaCl) al 2,5mM se centrifugo
nuevamente y se retird el sobrenadante este proceso se realizé 3 veces, posterior a ello el pellet
obtenido se depositd en un crisol previamente secado y pesado y se llevé a la estufa a 105°C
durante 12 horas, se enfri6 durante 30 min en un desecador, luego se obtuvo el peso seco
mediante la diferencia entre pesos de las tres muestras para luego realizar un promedio,
siguiendo la siguiente ecuacion.

_ M2—M1
v

Donde,

M: concentracion celular (g-L™)
M1: masa inicial del crisol (g)
M2: masa final del crisol (g)

V: volumen de la muestra (L)
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Figura B1

Curva de calibrado de biomasa del medio con fructosa
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Apéndice C. Memoria de calculos
Célculos parala obtencién del volumen teérico de hidrégeno con fructosa como fuente de
carbono como ejemplo en la primera concentracidon con cepa degenerada.
A partir de la reaccién estequiométrica:
4CsH1206+ 2NH3 — 3C4H702N + 2C2H402 + C4HgO2 + 4CO2 +6H2+ 4H20

De la reaccién anterior se puede verificar que por 4 moles de fructosa se obtiene 6
moléculas de Hidrégeno molecular.

Aplicando la ecuacién de los gases ideales (PV = nRT) se puede calcular el volumen total
de gas obtenido a partir de glucosa como fuente de carbono, en donde se obtiene:

PV = nRT

Donde:
P = Presion atmosférica (atm)
V = volumen (L)
n = nimero de moles (mol)
R = constante universal de los gases ideales (atm L mol?t K1)
T = temperatura (K)

Tomando en cuenta las siguientes consideraciones y reemplazando en la ecuacion
anterior:

TablaC1

Consideraciones para la ecuacioén de los gases ideales

Consideracion Simbolo Valores
Presién atmosféricaen laciudad de Loja P 0,7 atm
Constante universal de los gases ideales R 0,08206 atm. L-mol-* K1
Temperaturade laincubadora T 310,15 K
atm * L
6 x (0,08206 =~ M) x (310,15-K)

V= = 218,151 L
0,7 atm
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La produccion de 218,151 L de H2 son obtenidos cuando el consumo de las 4 moles de
fructosa es total, se conoce que el peso molecular de 1 mol de fructosa es 180,16 g mol?, es
decir, 720,64 g/4 mol fructosa.

Para el analisis de la investigacion, la experimentacion se realiz6 en un volumen de 30
mL de medio de cultivo RCM modificado, el cual contiene de azucar: 1g-L' y 0,903 g-L* de
azucar del propio medio, es decir, 0,06 g de azucar incluido.

Se procede a calcular el niumero de moles de fructosa a partir de la masa contenida en el
medio de cultivo y su peso molecular (PM= 180,16 g-mol?))
1mol fructosa — 180,16 g-mel==
X 0,06 gfructosa—
x= 3,325x10* moles de fructosa

Conociendo cuantos moles de fructosa existen en el medio de cultivo, se puede obtener
el nimero de moles de hidrégeno producidos.

4 melfructesa 6 mol Hz
3,325x10™ moeles-defructosa X
x= 4,99x10* mol H>

El valor obtenido se reemplaza nuevamente en la ecuacién de gases ideales y se obtiene
el volumen tedrico de produccion de Hidrogeno obtenido, considerando el consumo completo de
la fructosa por la bacteria.
atm * L

molx K
0,7 atm

4,99x10~*melHy X (0,08206

)x (310,15K)
V=

=1,814x10"%2L 0 18,136 mL H,

Célculos para la obtencion del rendimiento teérico y practico de hidrégeno usando
fructosa como fuente de carbono como ejemplo en la primera concentracidon con la cepa
degenerada.

El rendimiento tedrico y practico de hidrégeno se obtiene usando la siguiente ecuacion:
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moles de hidrogeno producido

Rendimiento de H, = = |moles de H, por mol de glucosa|

moles de glucosa consumida
En el caso del rendimiento teérico se considera la reaccidn estequiométrica presentada
para glucosa, en donde se indica que 4 moles de glucosa producen 6 moles de Ha.

o 6 moles de hidrogeno producido
Rendimiento de H, = - = 1.5 |moles de H, por mol de glucosa]
4 moles de glucosa consumida

Para el célculo del rendimiento practico o experimental de gas, se procede a partir del
volumen experimental obtenido en la cinética y se calcula el nimero de moles a partir de la
ecuacion de gases ideales y las consideraciones de presion y temperatura mencionadas

anteriormente.

PV

n=—
RT
0,7 atm X (0,01475L)

atm x L
(0,08206 m) x (310,15-K)

= 4,057x10"*moles gas

n =

Conociendo que por 4 moles de fructosa se producen 6 moles de Hz y 4 moles de COzq,
es decir 10 moles de gas tedricos, se establece una relacién usando los moles de gas producidos

anteriormente.

_ 4,057x10 *melesgas X (6 mol H, )
10 mol-gas

Usando el consumo de fructosa experimental por el consorcio del género Clostridium, el

= 2,434x10 *mol H,

n

PM de la fructosa (180,16 g-mol?) y el volumen de trabajo (30 mL) se obtienen los moles de
fructosa:

_ 1,679g6~= x (0,031)

= 2,797x10 *moles fructosa
180,16 gmol~?!

n

Reemplazando estos valores en la ecuacién de rendimiento se tiene que:

2,434x10~* moles de hidrégeno producido

Rendimiento de H, = -
2,797x10~* moles de fructosa consumida

= 0,870 |moles de H, por mol de glucosal
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Célculos para la obtencion del volumen experimental de hidrégeno con fructosa como

fuente de carbono como ejemplo en la primera concentracién de sin choque térmico.
Conocidos los moles de hidrégeno producido en la experimentacién se procede a aplicar

nuevamente la férmula de los gases ideales para determinar el volumen de hidrégeno

experimental:

2,434x10 ™ *melHy X (0,08206 %—at”ﬁ) x (310,15-K)

= 8,85x1073L u 8,85 mL H,
0,7 atm

|4

Célculos para la determinacién de la tasa de productividad como ejemplo en la primera
concentracion de la cepa degenerada.

Con respecto a la productividad se obtuvo en funcién de los productos generados, el
volumen de fermentacién y el tiempo de fermentacion, a partir de la siguiente ecuacion.

producto generado (1)

Productividad = — . »
(volumen de fermentaciéon (L))(tiempo de fermentaciéon (h))

8,85x 1073 L
(0,03L)(19h)

Productividad =
Productividad = 1,55 X 1072L L™*h~?!
Célculo de la tasa de crecimiento especifico maxima como ejemplo en la primera
concentracion con cepa degenerada.
Para el célculo de la tasa de crecimiento especifico maxima en h! se utilizé una ecuacion

logistica modificada.

XoX et

X = .
Xm — Xg + xgeHt™

Donde:
Xo = Concentracion celular inicial
Xm = Concentracion celular maxima
X = Concentracién celular final

pm = Velocidad de crecimiento maxima
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t = tiempo

ln(x*xm—x*xo)
Xg * X — X * Xg

t

u =
Se despejo la férmula para obtener las diferentes velocidades como ejemplo en la primera

concentracion con la cepa degenerada (SCT).

l (1,666 gL %1926 gLt — 1,666 g L' % 0,041 g L—l)
"\0,041 gL T%1,926 g L T — 1,666 g L1 x 0,041 g L1
19 h

TablaC1

Velocidad especificade crecimiento de Clostridium acetobutylicumen 1 g-L* (SCT)

Datos Valor pHmax
X0 0,041
Xm 1,926
X 1.666 0,279
t 19

Nota. Determinacion en base a la cinética de crecimiento. Los datos corresponden a los

valores medios + DE (n=6).
Célculos para los rendimientos de biomasa como ejemplo en la primera concentracion
con la cepa degenerada.
Se aplica para determinar cuanta biomasa se produce a partir de un gramo de sustrato,
considerando el pico maximo de biomasa

AX
Yes =—=

—AS

AX = biomasa producida (g - L™1)
AS = sustrato consumido (g - L™1)
Tabla C2

Rendimiento de biomasa de Clostridium acetobutylicumen 1 g-L* en la cepa silvestre

Datos Valor Yxs
Xo 0,041
Xs 1,926

1,183
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So 1,977
St 0,383

Nota. Rendimiento de biomasa considerando su pico méximo. Xo= Biomasa inicial (g-L?).

X= Biomasa final (g-L?1). So = Sustrato inicial (g-L ). Si= Sustrato final (g-L1).



Apéndice D. Andlisis estadistico

TablaD1

Andlisis de varianza (ANOVA) para la produccién de gas (mL), en base a la concentraciony el

tratamiento.
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Source of Variation Sum of sqgrs df Mean square F P-value
(SS) (MS)
Choque 40,333 1 40,333 18,43 0,00513 **
1 1
Concentraacion 245,375 2 122,687 56,06 0,00013 **
4 1 *
Chogue*Concentracio 114,292 2 57,146 26,11 0,00109 **
n 4 4
Error 13,13 6 2,188
Total 4859,880 1
2
Corrected Total 413.130 1
1

Nota. ANOVA para las tres concentraciones y las dos cepas (degenerada y silvestre) durante la cinética

de crecimiento. Choque: cepa. df: grados de libertad. F: estadistico del ANOVA. Signif. codes: 0 ***' 0.001

"**'0.01*'0.05".'0.1'"1

Tabla D2

Andlisis de varianza (ANOVA) para el crecimiento celular (mL), en base a la concentraciény el

tratamiento.

Source of Variation Sum of sqgrs df Mean square F P-value
(SS) (MS)
Choque 0,2614 1 0,261 59,427 0,000249 **
8 *
Concentraacion 8,5584 2 4,277 972,975 2,904E- **
2 07 *
Chogue*Concentraci 0,0411 2 0,020 46748 0,059726
on 1
Error 0,0264 6 0,004
Total 120,311 1
2
Corrected Total 9 1
1

Nota. ANOVA para las tres concentraciones y las dos cepas (degenerada y silvestre) durante la cinética

de crecimiento. Choque: cepa. df: grados de libertad. F: estadistico del ANOVA. Signif. codes: 0 ***' 0.001

"**'0.01*'0.05".'0.1'"1
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Tabla D3

Andlisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de azlcar (g-L?), en base a la concentraciony el

tratamiento.

Source of Variation Sum of sqgrs d Mean square F P-value
(SS) f (MS)
Choque 0,0048 1 0,005 1,1254 0,32958
Concentraacion 9,0375 2 4,519 1048,826 2,32E-  **
6 08 *
Chogue*Concentraci 0,0317 2 0,016 3,6837 0,09043
on
Error 0,0259 6 0,004
Total 95,476
Corrected total 9,100

Nota. ANOVA para las tres concentraciones y las dos cepas (degenerada y silvestre) durante la cinética
de crecimiento. Choque: cepa. df: grados de libertad. F: estadistico del ANOVA. Signif. codes: 0 ***' 0.001

"**'0.01*'0.05".'0.1""1



