Taller: Introduccion a la Produccion de Celulasas a partir de Residuos Vegetales
Objetivo del taller

Que los aprendices, a partir de una lectura corta y contextualizada, identifiquen y comprendan
las etapas de un proceso biotecnolégico, reconozcan los componentes del medio de cultivo,
los métodos de seguimiento del proceso, los equipos involucrados y manejen conceptos
basicos relacionados con la produccién de bioetanol.

El bioetanol es un biocombustible renovable que se obtiene a partir de materias primas ricas
en azucares o carbohidratos, y se utiliza principalmente como alternativa parcial a los
combustibles fésiles. Su produccidon mediante procesos biotecnolédgicos permite aprovechar
residuos agroindustriales y agricolas, contribuyendo a la sostenibilidad y a la economia
circular.

Los residuos como melaza, cadscaras de frutas, bagazo de cana, residuos de yuca o restos de
cereales contienen azucares fermentables o polisacaridos que pueden transformarse en
etanol mediante la accion de microorganismos, comunmente levaduras o bacterias
especificas.

La conversiéon de celulosa en glucosa es un proceso de hidrélisis que descompone el polimero
estructural de las plantas en su mondmero basico, la glucosa (CgH1,04). Se logra mediante
enzimas (celulasas) o acidos fuertes que rompen los enlaces -1,4-glucosidicos, siendo una
ruta fundamental para producir biocombustibles y materias primas quimicas a partir de
biomasa.

La hidrdlisis enzimatica se logra a través de microorganismos (hongos, bacterias) utilizan
celulasas pararomper la celulosa. Es un método eficiente que incluye el uso de endocelulasas
para reducir la cristalinidad, exocelulasas para liberar celobiosa y [-glucosidasas para
producir finalmente glucosa.

Esta glucosa pasa al proceso de fermentacion, en el cual la levadura convierte a los azUcares
en alcohol. La levadura mas comunmente utilizada es la Saccharomyces cerevisiae (Pretorius,
2000) porque puede producir etanol a una concentracion de hasta 18% en el caldo de
fermentacion. Saccharomyces también esta generalmente reconocida como inocua (GRAS,
por sus siglas en inglés) como aditivo para alimentos de consumo humano (Liny Tanaka, 2006).
En la fermentacion ideal, alrededor de 95% del azlcar se convierte a etanol y diéxido de
carbono, 1% se convierte en materia celular de las levaduras y 4% en otros productos como el
glicerol (Boulton et al., 1996). Las enzimas representan alrededor del 10% del costo de
produccion del etanol (Wingren et al., 2003).

Pasos de la Ruta Metabdlica (Fermentacion Alcohdlica):

Glucdlisis: La glucosa se descompone en dos moléculas de piruvato, produciendo 2ATP y
reduciendo NAD+aNADH

Descarboxilacion del Piruvato: El piruvato se convierte en acetaldehido y libera CO,mediante
la enzima piruvato descarboxilasa.

Reduccién del Acetaldehido: El acetaldehido se reduce a etanol, utilizando el NADH generado
en la glucolisis y regenerando NAD+ para que la fermentacion continle, catalizado por la
alcohol deshidrogenasa (ADH).
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El proceso productivo inicia con la preparacion del sustrato, el cual corresponde al residuo
vegetal o agroindustrial que servira como fuente de carbono. Dependiendo de su composicion,
el sustrato puede requerir un pretratamiento, como trituracion, calentamiento o hidrolisis, para
facilitar la liberacion de azucares fermentables. Se utilizara una enzima celulosa industrial
para producir la hidrdlisis enzimaticay liberar la glucosa.

Una vez preparado el medio de cultivo, se realiza la esterilizacidén, generalmente en una
autoclave, con el objetivo de eliminar microorganismos contaminantes que puedan afectar la
fermentacion o disminuir el rendimiento en bioetanol.

De manera paralela, se prepara un preinéculo, cultivando el microorganismo fermentador en
un medio liquido estéril bajo condiciones controladas de temperaturay pH, usualmente enuna
incubadora. Este preindculo se utiliza para obtener un inéculo, que consiste en una mayor
cantidad de células activas listas para iniciar el proceso fermentativo.

La fermentacion alcohdlica se lleva a cabo cuando el indéculo se adiciona al medio que
contiene el sustrato. Durante esta etapa, el microorganismo transforma los azlcares en etanol
y diéxido de carbono, proceso que puede realizarse en frascos de laboratorio o en un
biorreactor, donde se controlan variables como temperatura, pHy tiempo de fermentacion.

El seguimiento del proceso fermentativo incluye la mediciéon de pH, la determinacién del
consumo de azlcares, el crecimiento microbiano mediante recuento celular, y la observacion
microscopica a través de la coloracién de Gram, que permite verificar la pureza del cultivo.
Estos parametros son clave para evaluar la eficiencia del proceso.

Finalizada la fermentacidn, se procede a la separaciéon de los sélidos y células microbianas del
caldo fermentado, comunmente mediante el uso de una centrifuga. El liquido obtenido
contiene el bioetanol diluido, el cual requiere una etapa adicional de purificacién,
generalmente mediante destilacién, para concentrar el alcohol.

Todas estas etapas integradas conforman un proceso biotecnolégico, en el cual se emplean
microorganismos, residuos como sustrato, condiciones controladas y equipos especificos
para transformar materiales de bajo valor en un biocombustible renovable, contribuyendo al
aprovechamiento sostenible de los recursos.

Responda las siguientes preguntas:
1. /Qué es un proceso biotecnolégico?
2. Mencione brevemente para que se usan las siguientes etapas del proceso biotecnoldgico:
e Produccioén preinéculo
e Producciéninéculo
e Esterilizacion
e Fermentacioén
e Separacioén
e Purificacién

3. ¢Qué es un sustrato?



4. Realice una lista con algunos ejemplos de los sustratos que se mencionan para la obtencién
de bioetanol:
e Residuos agricolas
e Residuos forestales
e Desechos agroindustriales
5. Determine para el caldo Sabouraud la fuente de carbono, nitrogeno, sales minerales,
micronutrientes para una correcta obtencién de las levaduras.
6. ¢ Por qué es importante realizar el seguimiento a la fermentacién?
7. Cuales lafinalizad para realizar el seguimiento de
- Recuento microbiano:
-  pH:
e Concentracion de azucares:
e Coloracion de Gram:
8. Explique brevemente el uso de los equipos para llevar a cabo el proceso biotenolégico

Equipo Funcion

Autoclave

Incubadora

Biorreactor

Centrifuga

Espectofotometro

Cabina de flujo
laminar

9. Subrayar en la lectura las etapas del proceso biotecnolégico y elaborar un diagrama de flujo
del proceso.
10. Definir con sus propias palabras:
a. Sustrato
Preinéculo e inéculo
¢ Por qué se necesita agitar el sustrato una vez inoculado?
¢ Por qué se usa indculo en fase exponencial?
En que relacion v/v se debe agregar el inéculo a una fermentacion?
¢En qué etapa se controla pH, temperatura y oxigeno?
¢Qué riesgo hay si no se esteriliza correctamente?
¢Cuando se realiza una separacion de las células, se debe continuar usando el
precipitado (pellet) o el sobrenadante? Explique
Identificar qué parametros se pueden medir durante la fermentacion.
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