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RESUMEN

Se realizd la comparacibén de cuatro cepas de
levadura; S. cerevisiae BCGC L-001 (ATCC 834),
5. cerevisiae BLGC L-00OZ (ATCC 26 603),
5. gerevlisiae BCGUC L-024 asi como la levadura de
pdnll]CdCLOH utilizada en el Ingenio "José Maris
Martinez”, en cuantc a su produccion de alcohel.

lba primera lrermentacion fué a nivel matraz
desde 1la cual <se observdo que la cepa L-024 tuvo
mejores rgndimientos,., y que la cepa del Ingenio
tuvo un rendimiento por debajo de cualquiera de
las cepas de cataloqgo.

Posteriormente se realizé 1l1la fermentacién a
“nivel 15 litros en el que se comprobd la
superioridad de 1la cepa L-024.

Finalmente la comprobacién a nivel industrial
(94 000 L) en el 1Ingenio confirmbé que la cepa
L-024 es la mejor mostrando una eficiencia de
fermentacidn de 89% con un rendimiento de 0.45
mientras que la cepa Ingenio tuvo un rendlmlento de
0.35 con una eficiencia de 68.5%.
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I.- INTRODUCCION

Como en el mundo las reservas de petrdlec han
bajado, nuevas fuentes de energia deben encontrarse
para satisfacer nuestras necesidades, fuentes
alternativas de carbdéno e hidrogeno deben ser
encontradas para suplir nuestros requerimientos
quimicos y energéticos.

Grandes cantidades de biomasa estan
disponibles en 1la mayor parte del mundo y pusden
ser usadas como un mecanismo de energia o como

materia prima para manufactura guimica.

El etanol es wuna altenativa fuente de energia vy
requiere ser incrementado mejorandce el rendimiento
de alcohol por fermentacibdbn. Puesto qgue gran
cantidad de residuos que contienen hidratos de
carbono de precio muy reducido, pueden aprovecharse
en la fabricacion de alcohol etilico, la via actual
de 1los procesos de fermentaciébn tiende a crecer.

La produccidn hiolégica de etanol usando
levaduras ftué& un importanle proceso comercial antes
de 1940, cuando 1la sintezis quimica a partir de

petroquimicos llegdb a ser mas econbmica. La re-
ciente disminucidon de reservas de petrdleo ha
revivido el interés en el etanol por fermentacién
siendo actualmente alternativa muy wviable para
suplir ésta necesidad energética. '



I11.~- ANTECEDENTES

k1 alcohol es conocido por el hombre desde
hace muchos siglos, tuvo su origen a traves de la
termentacion natural de los azlicares para 1la
produccion de licores y bebidas. (1)

Con el adelanto de 1la quimica orgénica en la
segunda mitad del siglo XIX, el alcohol se
constituyo en un producto quimico indispensable
como combustible, como solvente, y como materia
prima para la produccidn de una serie de compuestos
organicos.

La demanda de alcohol se . incrementd
gignificativamente durante la Primera Guerra
Mundial y ésta necesidad resultd en el inicio de la
produccion de alcohol sintético, aGn cuando en esa
época eéste tipo de alcohel no podia competir en
términos econémicos con el alcohol producide por
fermentacion. (2)

Al -~ fimalizar 1la Sequnda Guerra Mundial hubo
una merma en la demanda de alcohol, y el alcohol
sintético reemplazo al alcohol obtenido por
termentacidn.(1l). Mas recientemente con 1la crisis
del petrdbleo de la década de 1los 70s y con el
consecuente aumento de los precios del etileno, 1la
industria de la producciodn de alcohol por
fermentacion tiene hoy en dia, un incentivo muy
fuerte para su desarrollo y se estan construyendo
nuevas plantas en diferentes paises en todo el
mundo. (3)



Para el caso de Latinoamérica vy en particular
para loz paises productores de cana de azucar
miembros de GREPLACEA (Grupo de Paises
Latinoamericanos y del Caribe Exportadores de
Azucar), el desarrollo de la produccién de alcohol
con miras a las mas distintas alternativas se
presenta como una de las soluciones factibles para
soportar la actual crisis que atraviesa 1la
industria azucarera en nuestros paises.(1l)

itn  México se han producido un sgurtido de
calidades de alcoehol que va desde refinadoes para
usos potables, hasta el utilizsdo como combustible
doméstico. Dentro de la demanda a satisfacer se
incluye tambien el consumo para fines sanitariog y
para otras ramas de la industria.{(4) El total de la
industria de la produccion de alcohol en el mundo
es aproximadamente de 3200 millones de litros,
(800 milionaes de galones al afio).(5)

Actualmente la demanda de alcohol es sguperior
a las posibilidades . de suministro, por 1o que
resulta de gran importancia incrementar los niveles
de- produccion a fin de gsatistacer dicha
demanda.(3,4) '

Los procesos empleados ‘en la fabricacion de
alcohol etilico por fermentacidn dependen de la
naturaleza de la materia prima y estos pueden ser
agrupados en:

a.- Materias primas azucaradas, gue contienen
una mezcla de sacarosa, glucosa y fructuosa,

como lo son el jugo de cafia las mieles y las
melazas.



b.- Materias primas celulosicas, como el bagazo
de maderas, los restos de plantas etc.

Cc.- Materias primas ricas en almidén, como la
yuca, la papa y el maiz.(2)

La melaza y el jugo de cana son comunmente
empleados para la fermentacidn a alcohol por ser
disponibles'y economicos.(b) kEn los (Gltimos afios se

han empleado melazas para la fabricacidn de-

etanol, esta materia es el jarabe residual del Jjugo
concentrado de azucar de cafia una vez separados los
cristales de azQcar: suelen tener del . 48 al 55%
de azucares, especialmente sacarosa, (ver tabla 1).

La produccidén de alcohol en los ingenios se
realiza en forma

simplificada, mediante el siguiente proceso, (ver

figura [):

Las melazas 3on diluidas con agua, se ajusta

el pH (4.5) con dcido sulfarico concentrado,
posteriormente se realiza 1la inoculacién con
sacuharonyces cerevisiae, relizandose asi 1la
fermentacion. w1 mosto agotado es pasado

posteriorimente a un proceso de destilacidn para asgl
finalmente obtener alcohol.

kn todos los procesos de fermentacidn el é&xito

depende de La etficiencia del tratamiento
preliminar, en caso de haberlo, del empleo de una
concentracion optima de azlGcar, de un pPH vy

temperatura Optimos, de Lla adicion de sustancias
nutritivas al mosto si es que careciera de un
constituyente escencial, de la inhibicidon del



crecimiento bacteriano, del empleo de una variedad
fuerte de levadura con alta tolerancia alcohdlica y
capaz por tanto de producir grandes cantidades de
alcohol, del msantenimiento de las condiciones
anaerbdbias durante 1la fermentacion vy la inmediata
destilacion del mosto fermentado. (4,7)

Las levaduras son los microorgnismos
comunmente utilizados para la produccidn de
alcohol, debido & su gran capacidad para fermentar
azlicares aunque estas difieren ampliamente en su
capacidad de tolerancia y produccidn de alcohol.

Su contribucidn al progreso del hombre ha

sido basada muy ampliamente en su capacidad para

producir wuna rapida vy eficiente conversidén de .

azQcares en alcohol y COZ.(8)

lTambien es del conocimiento de la mayoria que

el hombre viene sirviéndose de las levaduras desde
hace muchos siglos para fermentar zumos de frutas,
para esponjar el pan y para hacer sabrosos y
nutrivos ciertos productos alimenticics.

Las levaduras son cuantitativa Y
econdmicamente el grupo de microorganismos mas
importantes comercialmente para el hombre. La
importancia de estos reside en su aplicacidn

industrial para 1la obtencidén de productos Gtiles,
debido a las propiedades fermentativas y oxidantes
que desarrollan sobre determinados sustratos.(9)

Las células de levadura de Saccharomyces
cerevisiae son por lo regular redondas o

elipsoidales, varian conciderablemente en
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dimensionas, segun la  especie, nutricién, edad y
oLros ltactores. Pueden oscilar de 1 A4 9 micras o
mas de  anchura; vy de 2 O maAs de 20 micras de
longuitud. Las celulas esfi{éricas de levaduras
industriales tienen un didmetro medio de 4 a 6
micras pero puede haber ¢grandes diferencias aGn en
un mismo cultivo. (10)

kn lLas levaduras hay dos formas de repro-

duccion la sexual y la asexual. kn contraposicidn a
la mayoria de lLos tongos filamentosos, la
reproduccion asexual no se efectia por medio de
6rganos especialimente formados; la 1teproduccién
vegetatliva o asexual ocurre en las levaduras por
formacion de conidios (fision binaria o
fisiparidad) o por combinacidén de log dos procesos
(gemiparidad).

kn el proceso de reproduccidn sexual, tcedas
las levadura "verdaderas” producen ascosporas.(ll)

Las levaduras como las bacterias y otras
formas de vida requieren ciertos materiales
alimenticios para un apropiado c¢recimiento vy
reproduccidn. Algunos elementos son basicamente
necesarios como por ejemplo <, H, O, N, P, K, S,
Ca, Fe, v Mg.(1l0) Las fuentes de carbono que pueden
ser utilizadas por la levadura varian grandemente
con la wespecle. La glucosa puede zer utilizads por
todas las levaduras, aungue no es necesariamente la
mas efectiva fuente de carbono para todas las
eapecies. (12,13)

S. cerevisiae tiene la habilidad de fermentar
un amplio rango de azdcares por ejemplo sacarosa,

‘
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glucosa, fructuosa, galactosa, maltosa, maltotriosa

ademas otras especies como S. diagstaticus vy §ﬂ4g7’

uvarum (carlsbergensis) pueden urilizar dextrinas y’
melobiosa respectivamente.(14,15)

Las levaduras son organismog heterotrdficos
que pueden usar azlcares Yy una variedad de
compuestos organicos como fuente de nutricidn. De
estos compuestos ellas obtienen los esgueletos de
carbono necesarios para realizar sus diferentes
reacciones de biosintesis. '

Las actividades metabbtlicas de las levaduras
gson variadas entre las mas importantes se
encuentran:

a.- Metabclismo anaerobio (fermentacidn
alcoholica)

b.~ Metabolismo aerobio (ciclo de Kreps o del
acidotricarboxilico)

c.—- Fenomenos que afectan la capacidad
respiratoria de las levaduras: efecto
Pasteur y efecto glucosa. '

Los azlcares entran a la célula rapidamente a
través de la membrana citoplasm&tica con ayuda de
un sistema de transporte conmiin, el ~cual es mucho
mas rapido que si fueran transportados por difusidn
simple. El transporte de estos az(cares es por
difusion facilitada. ’

En cuanto estos azQGcares entran a la célula} se
fosforila a 1la respectiva hexosa 6-monofosfafo con
la - ayuda de una enzima com@in la hexoquinasa y ATP



degpués la glucosa-6-fostato es convertida a
fructuosa-6-foatatto y otra enzima fosforila esta
ultima en fructuosa l,6-difosfato con el gasto de
una molecula de AlP.

A estas reacciones le siguen una serie de pasos,
via kmbdem-Meyer-Hot o glicdlisis, hasta llegar a
dos moles de piruvato con la produccidon de 4 moles
de ATP

Las dos moleculas de piruvato son descarboxiladas a
dos moles de COZ y dos de acetaldehido. Por Gltimo
son reducidos a dos moles de etanol con la ayuda de
alcohol deshidrogenasa y coenzima NADH+H, formada
anteriormente. .

Kl resultado total de la dergradacion de una
molecula de hexosa son dos moleculas de C0OZ2 y dos
moleculas de etanol con wuna ganancia neta de dos:
moles de A'TlP.

Esta forma de energia (ATP) es wusada para suplir
los requerimentos energéticos, para el crecimiento

celular Yy la sintesis de productos de
almacenamiento (por ejemplo glucbdbgeno Yy
trehalosa). Sin embargo atn en ausencia de

crecimiento (como en un medio de glucosa pero sin
fuente de nitrdgeno), las células de levadura
pueden convertir aproximadamente el 70% de la
glucosa a (C0OZ y etanol en tanto que 1o restante es
asimilado para producir carbohidratos de
almacenamiento. (16)

Suele ser satisfactoria una concentracidn de
azlcar en los mostos de fermentacidn del 10 al 18%.



Aungque a vecey se emplean concentraciones demasiado
altas, estas acttan adversamente sobre la levadura,
pues el alcohol producido puede inhibir su accidn y

en consecuencia se prolonga el tiempo de
fermentacicén vy puede no transformarse parte del
azuacar. Por otra parte el empleo de
concentraciones demasiado bajas 1no resulta
economico, yva que origina una pérdida de espacio de
fermentacioén vy un auamento en los gastos de

obtencidn de la misma c¢antidad de alcohol en la
destilacion posterior.(7)

Bunque las melazas contienen la mayor parte de

las sustancias nutritivas necesarias en la
fermentecicon para suplir la posible deficiencia en
f6bsforo o nitrogeno puede anadirse fosfato o

sulfato ambénico.(7) Ya que la levadura presenta
tendencia a utilizar 1iones de amonio come unica
fuenie de nitrdgeno.

Generalmente, es preferible la u

una fuente facilmente asimilable d

rea porgque provee
e azutre.

k1 fosforo gue es esenclalmente para el crecimiento
de las células, es suninistrado en forma de
fosfatos y la concentracién ‘de estos controla la
gintesis de lipidos y carbohidratos y mantiene la
integridad de la membrana.

Las vitaminas regulan el metabolismo de las
levaduras, su funcidon es enzimética (las vitaminas
son generalmente tanto coenzimas como precursores
para la activacion enzimatica).



Los requerimientos de las vitaminas esenciales para
los rangos de fermentacion dependen de la cepa,
biotina vy pantoteno contienen 1lo escencial para
todas las cepas de Saccharomyces.(7.,10,11)

Una sustancia promotora del crecimiento que
juega un papel importante en el control del rango
de ftermentacon es el inositol. La omision del
inositol en el caldo de la fermentacidén tiene un-
etecto mas grande que omitir todas 1las vitaminas
excepto biotina con un minimo requerimiento del
orden de 2mg/L.

k1l inositol es un factor esencial del crecimiento,
donde en ' la torma de tosiatidil inositol juega un
papel clave en ei1 mantenimiento de la membrana de
la levadura.(7)

l.a concentracion de iones de hidrégeno es un
factor signiticativo en la fermentacidn industrial,
es muy importante en el control de la contaminaciodn
bacteriana, en el efecto del crecimiento de 1la
levadura, en 1los rangos de fermentacidén y en la
formacion de subproductos.

Los linites absolutos de pH para el
crecimiento de la mayoria de 1las <cepas de S.
sereviciae nta sido reportado de 2.4 a 8.6 con un
optimo para el crecimiento de 4.5.

El pH 1interno de S. cerevisiae es independiente
del pH externo y va en un rango de 3 a 7.(16)

La temperatura es un factor de importancia que
se debe conciderar. Se inocula el mosto a una
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temperatura de 20 a 30 ©C dependiendo en cierto
modo de la temperatura exterior. o

Durante una fermentacidn aumenta la
temperatura del mosto. kKl empleo de serpentines de
retrigeracidon o bien de chorros de agua sobre las
paredes del exterior del depdésito ayudan a
mantener una temperatura adecuada. A temperatura
muy por encima de los 40 <C el alcohol se evapora
rapidamente y aumenta el desarrollo bacteriano.(7)

El crecimiento de la 1levadura mesdfila de §S.
cerevisiae cerca de 1la temperatura méxima, puede
producir un gran n(Gmero de pequefias mutantes, causa
ademas desestabilizacidén en la membrana plasmatica
y una réapida pérdida de la viabilidad celular.(6)

Rita Kar y Viswanathan (1985) compararon la
habilidad de tres levaduras termotolerantes para
fermentar jugo de csfia y melazas Aa etanol, a una
temperatura de 30 a 40 <C, al realizar 3u estudio
ellos observaron que al adaptar estas cepas por
diez sucesivas transferencias en ambes medios se
obtiene un incremento en los rendimientos de
etanol; ademas comprobaron gue estas levaduras
termotolerantes tienen mejores rendimientos a bajas
concentraciones de azucar, de cualquler manera ésta
desventaja puede ser scolucionada sustituyendo a un
proceso de fermentacion continuo, en el que se
mantengan bajas concentraciones de az(car.

Lbos de las cepas dieron adecuados rendimientos
de etanol tanto a 30 oC como a 40 =C. Una cepa
(Candida treopicalig) fué superior teniendo una

11



eficiencia de fermentacidn de 92.6% y 90.4% en jugo
de cana, y 98 y 9b3% en medio de melaza a 30 y 40 <C
respectivamente.

El uso de estas cepas en 1la produccidn de
alcohol por fermentacidn es una alternativa que
solucionaria el problema que presentan las f&bricas
de alcohol por fermentacion en las zonas
tropicales y subtropicales, ya que estas levaduras
resisten las altas temperaturas de fermentacioén
comunmente alcanzadas en éstas &reas. (6)

Aunque la producclion de alcohol no requiere de
Oz en los primeros momentos de la fermentacidn es
necesaria una dran cantidad de éste gas para la

reproduccidon de las células de levadura en
condiciones Optimas. Durante 1la fermentacion se
desprende col v se establecen pronto 1las

condiciones anaerobias.

El C02 causa inhibicidén en el crecimiento de 1la
levadura, tanto aerdbbicamente COomo en la
fermentacidn anserbdbica. (7)

Este compuesto 1influye en 1la composicidn vy
permeabilidad de la membrana resultando algunas
enzimas alteradas en su actividad y cambios en 1la
permeabilidad y transporte de solutos.(3,17)

Haraldson A. y Rosen C. G. (1982) estudiaron
ademas de otros factores, la influencia de 1la
tension de oxigeno en el rendimiento de etanol y
crecimiento celular en dos diferentes cepas de
levadura una es Saccharomyces cerevisiae y 1la otra’”

Schizosaccharomyces pombe.
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Como se esperaba el rendimiento de etanol mostrd un
declinamiento constante cuando se incrementd 1la
tensidn de oxigeno.

Las levaduras crecen cuando se incrementa el
Oz arriba de 1000 partes por millon (ppm), para una
fermentacion continua es suficiente 50 partes por
millon de 0OZ. En contraste de §. cercevisiae con
s5chiz. pombe es que presenta una disminuciodn del
crecimiento a una tension de oxigenco arriba de 1000
partes por millon.

Fué realizada una comparacién de la formacién
de productos por las dos cepas empleadas en éste
estudio, durante una fermentacidn continua, bajo
similares condiciones pero a una escala mas grande
que la descrita por Cook en 1980. Como se puede
observar en la tabla Il hay una formacién menor de
productos por parte de Schiz. pombe comparada con
Sacch. cerevisiae.(18)

Al cabo de 50 h o menos la fermentacidn zuele
estar terminada, despues de la fermentacidn el
mosto se denomina vino o mosto fermentadoe vy se
tiene una composicidu muy variable siendo sus
principales componentes el agua y el etanol.(3)

Las melazas fermentadas se destilan en un
alambique continuo para separar el alcohol y otros
componentes volatiles. k1 alconol se purifica en
columnas de rectificacidn y se almacena.

Se han realizado inumerables investigaciones

con el fin de mejorar el rendimiento de alcohol,
una de ellas es la realizada por Suresh et al en

13



1987, al hacer un muestreco de siete levaduras

de cerveza, identificando dos cepas de
saccharomyces cerevisiae, caracterizandolas como
productora lenta y rapida de etanol. Para ambas
cepas se¢ determinaron enn el periodo de crecimento
exponencial 1los niveles de cuatro enzimas clave:
invertasa, piruvato descarboxilasa (PDC), alcohol
deshidrogenasa (ALH), y aldehido deshidrogenasa
(ADD). Los niveles de PDC y ADH fueron mas bajos, y
el nivel de AbLD, maés bajo en la cepa fermentadora
lenta.

Ellos concluyeron gue las razones por el
incremento en las actividades especificas de la
invertasa, PLC, ADH y ADD durante 1los estados més
rapidos de 1la fermentaciétn no son bien conocidos y
necesitan mayor exeéminacion. (19) '

Por otra parte Mancilha 1. M. et al (1984)
realizaron experimentos con 64 cepas de levadura
que tueron eviluados por su produccidn de etanol,
en la fermentacion de un medio que contenia un 10%
del total de azucar de jugo de sorgo. La producciodn
de alcohol fué muy variada desde 0.12 a 5% (w/Vv).

La etficiencia de la conversidn de azicar (ECA}
varia de 13.79 a 99.20 de las 64 cepas probadas en
medio con 10% de azucar, 20 de ellas mostraron una
eficiencia en la conversidn de azficares més grande
del 90% como se puede apreciar en la tabla III.

En general todas las cepas mostraron una buena

eficiencia de conversion de azucar; asi 1los
resultados indican que el Jjugo de sorgo puede ser
utilizado para mejorar los rendimientos de

alcohol. (19)
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e han realizado experimentos para acelerar la
velocidad de produccion de alcohol tal es el caso
de Patil vy pPatil (1985) gue utilizaron diferentes
tipos de carbohidratos, principalmente
polisacaridos para estudiar su efecto en la
produccidon de alcohol a partir de melazas de cafia
en una fermentacidn e&n lote usando una cepa de
levadura industrial, Saccharomyces cerevisiae NCIM
y Saccharomyces uvarum NCIM  3509. Chservaron un
marcado incremento en la velocidad de produccidn de
etanol en 1la presencia de polisacarides como
quitina, xilano vy goma de acacia a una
concentracion de 0.2%.

La guitina un producto de desecho y un
material barato que produce 6 - 6.93 (w/v) de
etanol despues de aproximadamente 30 h a 30 ©C en
melazas que contienen 18% de azficares reductores
comparada con otras fermentaciones a las que no se
les adiciona guitina, reduce el riempo de
fermentacidon y puede disminuir el costo de la
produccidén de etanol.(20)

Otro estudio realizado <c¢on 1la velocidad de
fermentacidbn fué el de Saita et al (1984) en el que
al llevar a cabo una fermentacion de Dl-Glucosa y
maltosa en un medio definido, con wuna cepa de §

cerevisias NCYC 1108, observaron que la velocidad
de glicdlisis no estaba relacionada con NHa,
intracelular, pero las fermentaciones que se

lievaron a cabo adicionandole NH, aumentaba la
velocidad de esta y no porque el amonio activara
las enzimas glicoliticas sino . que sirve de
sustrato para la sintesis de proteinas.(21,22)
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ror su parte Domberk e Ingram (1986)
realizaron un estudio para conocer la aparente
toxicidad del etanol formado durante una
fermentaciédn utilizando una c¢epa de levadura S.
cerevisiae. Observaron que el declinamienmto en la
velocidad de la fermentacidédn que empieza a bajas
concentraciones de alcohol no es causada por 1la
presencia de etanol, por crecimiento en presencia
de etanol o por muerte celular.

La conclucidén a la que pudieron llegar es que
estd relacionado en parte con una deficiencia de
magnesio aunque tambien estan 1involucrados otros
factores. La adicion de magnesio a fermentaciones
en lote  prolonga el crecimiento exponencial,
permitiendo una acumulacidn més grande de células
sin afectar la wviabilidad celular; ademas .las
células crecidas en medios suplementados con
magnmes io mantienen velocidades mas altas de
fermentacion. (23)

s evidente gue el consumo creciente y las
limitaciones para incrementar €l volumen de mieles
destinado a esta produccibn justifican el
desarrollo de las investigaciones que permiten
elevar la eficiencia de la industria alcoholera.

Por lo gyeneral la produccidn de alcohol en los
ingénios se realiza siguiendo esquemas de
fermentacidn con bajos rendimientos y con cepas de
levadura que la mayoria de 1las veces no tienen
buenos rendimientos y tienen bajas productividades.
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Son  muchos les problemas gue afectan la
produccidn de alcohol en los 1ingenics pero entre
las mas importantes podemos definir las siguientes:

l.- La formulacidn inadecuada del medio de
crecimiento y de fermentacion.

2.~ Bl empleo de una cepa de levadura con
baijas productividades de etanol.

3.~ Un sistema de fermentacidn inadecuado
(involucrando sistemas de fermentacidn no
apropiados , inoculos no activos,y
contaminacidon microbiana.

4.- Procesos de fermentacibn con bajas

v productividades.

5.~ Dbestilacion con bajas eficiencas y con
equipos deficientes.

6.~ Almacenamiento inadecuado.

De estos problemas el que se pietende atacar
es el ‘segundo punto mediante la comparacidon de
cuatro cepas para asi seleccionar la que presente
més alta productividad de etanol, siendo esto una
parte del proyecto "Optimizacidn de la produccidn
de alcohol en losg ingenios de cafia de azGcar”.
(CONACYT PL22CCOT884225).

Realizado en el ClATEJ (Centro de Investigacién y

Asistencia en tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco, A.C.).
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III.- HIPOTESIS.

Al menos una de 1las levaduras del banco de
cepas presentard mayores rendimientos en cuanto a
produccidn de alcohol, en comparacibén a la levadura
utilizada en el lLngenio.

1Vv.- OBJET1VOS.

OBJETIVO GENBRAL:

£l objetivo general de este trabajo, es
comparar tres cepas de catalogo obtenidas en un
banco. de cepas, contra la cepa de panificacién
usada. en el 1ingenio "José& Maria Martinez", y
seleccionar la que resulte con mejores rendimientos
en cuanto a su produccidn de alcohol para su prueba
en el ingenio.

OBJBETIVOS ESPECIFICOS:

l1.- hstandarizacidn de métodos analiticos.

2.~ Estandarizacidén del indculo.

3.- Realizar una fermentacidén a nivel matraz
de las cepas.

4.- Realizar una fermentacidn de la cepa del

ingenio y la cepa seleccionada a nivel 15

litros.
5.- Comparacion a nivel industrial  de la cepa
del ingenio y la cepa seleccionada.

18
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V.- MATERIALES Y METODOS.

MICROORGANLSMOS :

Los microorganismos utilizados fueron 1los
siguientes:

S. cerevisiae BCGC L-001, (CINVESTAV L-533, ATCC
834). Levadura de champagne. Productora de etanol a
partir de suero de leche. (Biotechnol HBioeng.

19:1017 - 1035, 1977)

S. cerevisiae BCGC L-002, (CINVESTAV L-534, ATCC 26
603). Alta productora de etanol a partir de
melazas. (J. Appl. Bact. 35: 499 - 503, 1977)

S. cerevisiae BCGC L-024, productora de etanol a :

partir de melaza
S. cerevisiae levadura de panificacién

proporcionada por el ingenio José Maria Martinez de
Tala Jalisco.

REACYIVOS:

Todos los reactivos utilizados fueron de grado -
analitico Yy obtenidos de fuentes comerciales .-

conocidas.
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LULPO: .

Espectrofbdtometro Perkin - Elmer 55%A UV/VIS,
bafic de temperatura constante Buchi 011, balanza
analitica Chyo Jupiter SDT 200, balanza granataria
Chyo Jp - 5000, balanza granataria Mettler Pc 4400,

estufa de alta temperatura Felisa, potenciometro

Oorp Test Kit Cole Palmer, potencidmetro pH 103
Corning, agitador magnético Felisa, autoclave
Infra, estuta de incubacioén Felisa, estufa
incubadora Presicion, microscopio compuesto One Ten
American Optical, campana de flujo laminar,
centrifuga 5ol - bat, centrifuga Ependorf 5414,
hematocitometro American Optical, micropipetas
Gilson, orbital rotatorio New - Brunswik.

PECNICAS:

1.- Yécnica de azul de metileno para conteo
directo de células.

Los reactivos utilizados son:

a.- Azul de metileno 10 g/1
-b.~- Citrato de Na 50 g/1

Procedimiento:

kn un matraz aforado de 50 ml, poner 5 ml de
muestra, 2.5 de azil de metileno y aforar con agua
destilada.
Tomar con una micropipeta de 20 ul una muestra y

con ayuda de la camara de Newbawer, contar 1la po
blacién total, ésta técnica nos permite conocer la
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viabilidad vya que la pared celular de  las
levaduras muwrtas absorve el colorante y de esta
forma es facil identificar las células muertas de
las vivas. :

2.- Técnica para determinar los azficares totales
por medio del método de fenol-sulflrico.

Los reactivos utilizados en esta técnica son:

a.- Acido sulrarico concentrado
b.~- ¥Fenol al b%

Procedimiento:

A 1 ml de la solucidtn problema se 1e adicions
Iml de fenoi al 5%, en seguida se agregan 5ml de
&cido sulifirico concentrado con el pipeteador en
forma brusca para conseguir el efecto de la
hidrélisis. Se deja enfriar durante 5 min. a
temperatura ambiente, ' se agita y enseguida se pone
a bafio de agua fria durante 10 minutos.

_Finalmente se¢ lee absorbancia a 490 nm.(24)
3.~ Técnica para determinar los azacares
reductores libres por medio del metodo DNS
(Acido dinitrogalicilico).
Los reactivos utilizados en ésta técnica son:

a.~ NaOH 10 g/1
b.- 3,% binitrosalicilico 10 g/1



c.- Tartrato de Na y K 200 g/1
d.- Metabisulfito de Na 0.5 g/1
e.- Fenol 2 g/l

. Mezclar uno a uno y aforar en matraz de 1000 ml.
Procedimiento:

A 0.5 ml de muestra se adicionan 1.5 mnl de
solucidon de DNS, se agita, y se pone en bafio maria
a punto de ebullicién durante 10 minutos. Se deja
enfriar a temperatura ambiente, se agregan 8 ml de
agua destilada y se agita.

Leer absorbancia a 550 nm. (25,26,27)

4.~ Yécnica para determinacidn de etanol por
dicromato de potasio.

Los reactivos utilizados sons: .
a.- DLicromato de potasio K2CroO7 33.768 g/l
b.- Acido sulfurico H2504 325 ml

Se. diluye el acido sulflrico en aproximadamente

400 ml de agua destilada, se deja enfriar Yy se
agrega el dicromato diluido en aproximadamente

200ml de agua destilada; y se afora en matraz a
1000 ml.
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vrocedimiento:

A 1 ml de muestra se le agregan 2 ml de
solucidén de dicromato y se agita, se deja reposar
durante 1lU minutos y posteriormente se agregan 5ml
de agua destilada, para finalmente agitar.

Leer absorbancia a hH85 nm. (28)

.- ''écnica para determinacidn de peso seco.

La muestra se centrifuga a 5000 rpm durante 15
minutos, el sedimento se resuspende en agua
destilada y se centriguga dos veces mas a las
mismas condiciones. o

Finalmente se resuspende el pagquete celular,
se depositan en pesa filtros, que han sido
previamente puestos a peso constante y se colocan
en una estufa a 80 oC hasta evaporar completamente
el agua (aproximadamente 8 h), vy obtener 1las
celulas secas.

El peso seco se determina por la diferencia de
pesos entre le pesa filtro con muestra seca y pesa
filtro a peso constante, dividido entre el volumen
inicial de muestra, y multiplicado por 1000, para
reportarlo como g de células/l.
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METODOLOGIA

1.- Estandarizacién de métodos analiticos.

1.1.- Curva de calibracidén para determinacidn
de azlQcares totales.

Se realiz6é wuna curva de calibracién para
determinar azucares totales por medio del mé&todo
Fenol-sulfarico, wusando wuna solucidén patrén de
sacarosa a una concentracidon de 0.1 g/1.

k1l rango de concentraciones a probar fué de 0.01 a -
0.1 g1 de sacarosa para obtener una ecuacién
mediante wun analisis de regresibn 1lineal, que
prediga la cantidad de azlucares totales presentes
en una muestra a partir de una absorbancia dada.

l.2.- Curva de calibracidon para determinacion
de azlUcares reductores libres.

se reallizdé una curva de calibracidn para
determinar los azucares reductores libres por medio
de la ' tecnica de by usando una 3o0lucidén patrdn de
dextrosa anhidra a una concentracidén de 1 g/1 el
rango Ge concentraciones a probar fué de .1 a1l
g/1l, para obtener una ecuacidn mediante un andlisis
de regresion 1lineal que prediga 1la cantidad de
azlGcares reductores libres presentes en una muestra
a partir de una absorbancia dada.
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1.3.- Curva de calibracion para determinacion -

de etanol.

$e realizd6 una curva de calibracion para
determinacidn de etanol por medio de la técnica de
Dicromato de Potasio, usando una soluciodon patron de
etanol de 20 qg/i. Bkl rango de concentraciones a
probar iue de 2 a 20 g/l para obtener una ecuaciodn
nediante un analisis de regresidn- lineal ue
prediga la cantidad de alcohol presente en una
muestra a partir de una absorvancia dada. s '

2.- Estandarizacidn del inbculo.

2.1.- bLeterminacidtn de la poblacitn y
porcentaje de viabilidad de las cepas en
medio s6lido y liquido.

Se determinid poblacidn total y porcentaje de
viablilidad a las cuatro cepas a diferentes tiempos
de incebacidén con el fin de determinar su tiempo
mas adecuado de crecimiento.

2.1.1.- Crecimiento en tubog con agar
inclinado.

El medio de cultivo empleado para el
mantenimiento Y proliferacidn ae las cepas
utilizadas, cansistiod de melaza a 21 *%=°gx

enrviquecida con sales de sulfato de amonio 1.3]
g/1l, fosfato de amonio 0.24 g/l y fosfato de calcio
0.12 g/1, Agar 3%%, a diferencia del medio de
fermentacion el cual consistia unicamente en
nelazasg diluidas con agua.

*OBX: porcentaije de sblidos totales presentes en
una muestra : : :
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»e sembraron por estrias, wvarios tubos para
cada una de las cepas, a partir de un cultivo - de un
tubo de conservacion de estas cepas crecidas en el
mismo medio. Se incubaron por un periodo de 54 h,
sacando muestras a diferentes tiempos de
crecimiento, para realizar el conteo de la
poblacion total y el porcentaje de viabilidad. La
suspension celular se prepard adicionando a cada
tubo crecido, 5 ml de solucidén fisioldgica estéril.

La poblaciotn celular se determindé por contéo
directo al microscopio en la cmara de Newbawer y
el porcentaje de viabilidad por tincién con azGl de
-metileno.

2.1.2.- Crecimiento en medio liquido.

5e inocularon matraces deé 500 ml, conteniendo
180 ml de medic de . melaza con 20 ml de la
suspension celular de cada wuna de las cepas
probadas, la suspension celular se prepard
anadiendo % mil de solucidn salina etéril a tubos
crecidous en el ticmpo determinado como o6ptimo para
cada cepa, Inocuiando matraces diferentes para cada
una de ellas.
k1l crecimiento en medio liquido se determind
por peso  seco debldo a la propiedad de floculacidn
que presentaban algunas cepas, haciendo ésto
dificil 1a cuenta al microscopio; se obtuvo 1la
curva de crecimiento sacando muestras cada 2 h
durante 12 h, determinandoles a &stas peso sSeco y
porcentaje de viabilidad.
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3.- Fermentacidn de las cepas a nivel matraz.

e inocularon matraces erlenmeyer de 500 ml
conteniendo 180ml de medio de melaza a 23 oBx (sin
nutrientes), con 20 ml de inbdculo estandarizado de
cada una de las cepas. El indculo procedia de dos
propagaciones consecutivas a partir de  una
resuspension realizada de la manera ya descrita. Se
incubaron estaticamente a 35 ©C y se sacaron
muestras a dJdilerentes tiempos a las cuales se les
determind: awQcares totales y concentracion de
alcohol.

se determino la velocidad de produccién de
alcohol mediante un andlisis de regresidn a la
region lineal de la curva de produccidén de alcohol,
cuya pendiente correspondio a la  wvelocidad
expresada como g de alcohol/l.h.

Tambien' se calculo el rendimiento de fermentacidn
en base a la produccidn de alcohol y al consumo de
azlcares. (ver anexo 1)

4.~ Fermentacidn a nivel 15 litros.

En base a los resultados obtenidos de lasg
fermentaciones anteriores,se eligi® wuna cepa como
la mayor productora de alcohol y se compard con la
del ingenio a nivel 15 litros.

Propagacibn: las cepas se sembraron en tubos

con agar - inclinado y se incubaron a 30 ecC.
Posteriormente se jinocul® un matraz erlenmeyer de




500 mi conteniendo 180 ml de medio de melaza a 21
oBXx mas nutrientes y  se incubd a 30 oC a 300 rpm,
posteriormente se inocularon dos matraces
erlenmeyer de 2 litros conteniendo cada uno 800 ml
de madio de melaza mas nutrientes a 21 ©Bx, los
cuales se incubaron a las mismas condiciones que el
anterior. Con estos matraces se inoculd un botellédn
conteniendo 13.5 1 de medio con 1.5 1 de inoculd.

Fermentacidén: se 1realizdé a 35 <C en forma
estatica, se siguio durante 12 h y se muestreo cada
hora durante las primeras 6 y posteriormente cada 2
horas. A los muestreos se les determindé: azQicares
totales y etanol.

El procedimiento de propagacidén fué similar para
ambas cepas asi como el de fermentaciodn. :

Se calculd la wvelocidad de produccidn de
alcohol y el rendimiento de producto en base al
sustrato para cada una de las cepag.(ver anexol)

5.- Comparacidén a nivel industrial de la cepa
del ingenio y la cepa seleccionada.

. La propaqgacion de la cepa seleccionada se
realizdo de 1a manera ya descrita (mediante pases
consecut.ivos), hasta llegar a un volumen de 30 1,
la incubacion fué a 30 ©°C durnte 8 h, posterior-
mente fueron trangportados al ingenio de Tala
Jalisco.

El inéculo se siguio propagando en el ingenio en
tambos de 200 1 poniendo 100 1 de mosto 21 oBx
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adiciconado de nutrientes (urea 0.3 g/1, fosfato
monocalcico 0.24 g/1 y diamdénico 0.24 g/l) con
aproximadamente 30 1 de inbculo el cual tenia una
poblacién de 210 X 1076 cel/ml con el 100% de
viabilidad: después de 8 h de crecimientes se
transfirid el wvolGmen a cuatro tambos de 200 1
teniendo cada una aprcximadamente 150 1 de mosto
mas nutrientes y 33 1 de inoculo, después de 7 h de
crecimiento se transfirieron 1los cuatro tamhos a
‘una tina de propagacion, guedando con 1 700 1 de
mosto fresco y 800 1 de indculo.

Este inOoculo se estubo creciendo por 6.5 h
después de lo cuil se completo el voltmen a 5 000
l lo que significa que se adiciconarcn 2 500 1 de
mosto fresco. Kkl crecomiento fué por 4.5 h después
de lo cual se llend® el tanqgue nuevamente con mosto
fresco hasta un volimen total de 7 700 1 en donde
el crecimiento fué por 6.5 h.

A\

El volGmen total de indculo adicionado a la
tina de. fermentacidn ftué idgual a 21 600 1 y de’
mesto fresco fué de 72 450 1 lo que hizo un
voliimen total final de 94 000 1.

La propagacién de la cepa del ingenio se hizo
de manera similar a la de 1la cepa seleccionada a
partir del c¢recimiento en la tina de propagaciodn.
El volumen de 1inbéculo adicionado a 1la tina de
fermentacidn fué igual a 17 800 1 y de mosto fresco
fué de 75 450 1 lo cudl hace un volGmen total en la
tina de 93 250 1.

Se siguidé el desarrollo de las dos tinas de
fermentacidn, una con la cepa del ingenio y la otra
con la cepa seleccicnada.




e sacaron muesitras cada hora durante las primeras
¥ horas y posteriormente cada 2 h; a estas muestras
se e determind poblacion total, °BX,
concentracioéon de etanol (°GL y g/1l) y azfcares
totales y reductores.

, Se calculo el rendimiento del producto en base
~al sustrato, la eficiencia de fermentacibén, la
velocidad de produccioén de alcohol y la
productividad total.(ver anexo 1)
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VI.- RESULTADOS. - .

1.- ESTANDARIZACION DE METODOS ANALITICOS.

Las curvas de calibracidén usadas para 1la
determinacidn de azGcares reductores totales 'y
libres, asi como etanol, se muestran en las figuras
2,3 y 4 respectivamente. ’

La ecuacion hallada para la curva de
calibracidén de azGcares reductores totales es
Y = -7.163025 % 1U"~2 + 7.813636(X) vy es aplicable

en los rangos de absorbancia de 0.08 a 0.69 que
corresponderian a una concentracién de 0.01L y 0.09
g/l respectivamente; con un coeficiente de
regresion .99956 para 10 puntos.

kn el caso de  los azticares reductores libres
la ecuacion hallads fué Y = -4.6613 X 107 -2 4
0.7211364(X) siendo aplicable dentro de los rangos
de absorbancia de 0.02 a 0.68 gue corresponderia a
una concentracilion de 0.1 v 1.0 g/1
respectivamente; con un coeficiente de regresisn de
0.9953 para 10 puntos.

rara la determinacidn de etanol la ecuacidn
encontrada fue Y = 7.690917 X 10°-2 + 4.82445 X
10"-=(X) aplicable para los rangos de absorbancia
de 0.10 a 0.85 gque corresponde a 2 y 18 g/l
respectivamente; con un coeficiente de regresidén de
0.9988 para 10 puntos. :
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2.- BEUSTANDARIZACLON Dk INOCULO.

a.- Medio solido.

kn la figura bYa se observa el crecimiento y el
porcentaje de viabilidad para 1la cepa Ingenio
durante »U nh como se puede apreciar no presenta
fase de¢ adaptacion, empezando su fase logaritmica
en las primeras horas para llegar a la estacionaria
a las 24 h alcanzando una poblaciédn mazxima de 115 X
10°% ¢el/ml manteniendo una viablilidad de 100%,
sin embargo en la figura 5b se observa que la fase
logaritnica continua despues de las 24 h hasta las
40 h alcanzando una poblacidén del 90%.

Para la cepa BCGC L-001 se muestra en la
figura 6a el crecimiento y porcentaje de viabilidad
durante 48 h en medio sélido, como se puede
observar el crecimiento logaritmico de la levadura
termina & las 30 hecras, alcanzando la maxima
poblacion de 115 X 1076 cel/ml a las 40 horas con
una viabilidad del 9U%, mientras que en otra
cinética de crecimiento representada en la figura
6b se observa que su fase exponecial sobrepasa a
las 30 horas permaneciendo en esta fase hasta las
36 h con una viabilidad muy aceptable.

kn la figuras 7a tenemos el crecimineto celular
y el porcentae de viabilidad para la cepa BCGC
L-002. <omc se observa su fase de adaptacidn es
corta con una fase logaritmica que empieza a las 10
h y termina a las 2% h gque es cuando alcanza su
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maxima poblacidon de 525 X106 cel/ml con una
viabilidad del 100%; en 1la figura 7b se puede
comparar el crecimiento de esta misma cepa en la
que se observa una fase de adaptacidn larga y cuya
fase 1logaritmica no termina aGn a las 32 h.
alcanzando una poblacion de 650 X 1076 cel/ml hasta
esta hora con una viabilidad de 90%.

En cuanto a la cepa BCGC L-024 se muestra en
la figura 8a el crecimiento celular y el porcentaje
de wviabilidad durante 48 h - en medio sobélido,
presentando una fase logaritmica muy corta dque
empieza a las 25 h y termina a las 30 h alcanzando
entonces la poblacidn maxima con una viabilidad del
90%; mientras que en la figura 8b se observa un
comportamiento similar, su fase logaritmica es
corta alcanzando una poblacidn maxima de 450 X 10°¢
cel/ml con una viabilidad del 100%, empezando su
fase estacionaria a las 32 horas.

b.- Medio liquido.

kn la ftigura 9 tenemos el crecimineto en peso
seco y porcentaje de wiabilidad para la cepa
Ingenio, como se aprecia , su fase 1logaritmica
empieza a 1las 4 h con una duracién de 6 h
alcanzando al término de ésta la poblacidén maxima
que fué de 12.0 g/1 de celulas con una viabilidad
del 100%. '

Para la cepa BCGC L-001 nos muestra la figura
10 el crecimiento en peso seco (g/l) vy el
porcentaje de viabilidad iniciando con una
poblacion de 1.8 g/1 de celulas y en la que su fase
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estaclionaria empieza en un tiempo muy corto de 8 h
cen  und poblacidn de 7.5 g/1, alcanzando su
poblacion maxima de 7.8 g/1 a 1las 10 h con una
viabilidad de 90%.

La figura 11 nos muestra el crecimiento en
peso seco (g/1 de célula) y el -'porcentaje de
viabilidad de 1la cepa L-002, dando inicio su fase
logaritmica a las 4 h con una poblacién de 4 g/l
de celulas para alcanzar su poblacibén mé&s alta de
12.0 g/l a las 10 h con una wviabilidad del 100%,
tiempo en el gque termina esta fase.

kn cuanto a la cepa L-002 el crecimiento en
peso seco y el porcentaje de viabilidad, se muestra
en la figura 12 en 1a que podemos observar una fase.
logaritmica con duracidn de 4 h que termina a las 8
h con una poblacion de 12.0 g/l de celulas y una
viabilidad del 100% alcanzando su maxima poblacidn
a las 10 h con un crecimiento de 12.2 g/l de
celulas.

3.- FERMEN'TACION A NIVEL MATRAZ.

La figura 13 nos muestra el consumo de
azGcares reductores totales asi como el alcohol
producido por la cepa utilizada en el Ingenio, en
una fermentacién & nivel matraz: como se puede
observar hay un ‘- consumo constante de azGcares

mientras la produccidn de alcohol se va
incrementando hasta 17.8 g/l a las 6 h vy a partir
de 1lo cual tiende a estabilizarse, habiendo

consumido un linalmente 60% de sus azQcares.
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bn la tigura 14 se aprecia el consumo de
azucares reductores totales asi como el alcohol
producido en una fermentacion a nivel matraz de 1la
cepa BCGC L-001, como se observa los azidcares
disminuyen paulatinamente alcanzando un valor final
de 97.59 g/1, (lo que representa un consumo de 40%
de los azGcares) y el alcohol producido alcanza su
maximo valor de 8.0 g/l1 a las 12 h.

Para 1la c¢epa BCGC L-002, se muestra en la
figura 15 el consumo de azlcares totales asl como
el alcohol producido en una fermentacidn a nivel
matraz; como se aprecia la fermentacidn inicid con
un contenido de azicares reductores totales de
153.4 g/1 quedando finalmente 90.0 g/l a las 10
hrs. mientras que la produccidn de alcohol se
estabiliza a este tiempo alcanzando una
concentracidédn de 17/.19 g/1, con un consumo final
del 60% de los azucares totales.

La figura 16 nos muestra el consumo de
azlUcares totales y el alcohcl producido por la cepa
BCGC L-024 durante una lfermentacion a nivel matraz;
como podemos observar la produccién de alcohol se
estabiliza A las 5 horas alcanzando una
concentracion de 1/.3 g/1 y habiendo consumido tan
solo el 5U% de los azucares del medio.

En la tabla !V se compara el rendimiento del
producto en base al sustrato (Y p/s). la
eficiencia de fermentacidén asi como la velocidad de
esta. Como se puede observar las tres cepas de
catdlogo alcanzarén valores mas altos en cuanto a
rendiemiento vy eficiencia respecto a 1la cepa
utilizada en el Ingenio.

~
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Mientras que la levadura del ingenio tuvo un
renaimiento de 0.173 y una eficiencia de 34%, las
levaduras de catdlogo alcanzaron un rendimiento de
0.243, 0.266 vy U.5 asi como una eficiencia de 48%,
8% vy 98% para las cepas L-001, L-002 vy L-024
respectivamente; siendo la velocidad de
fermentacidn mas alta de 2.96 g/1 para la cepa
- L-024. :

4,- FERMBENTACION A NIVEL 15 LIYROS.

para la fermentacion anivel 15 1litros 1las

figuras 17 y 18 nos muestran el consumo de
azucares reductores totales vy 1la produccion de
alcohol para las cepas Ingenio y L-024

respectivamente; como podemos observar la cepa
utilizada en el 1Ingenio necesitd de 24 h para
alcanzar una concentracdn de alcohol de 23.72 g/1
mientras que la cepa BCGC L-024 a las 12 h tenia ya
una concentracidén similar alcanzando finalmente una
concentraciéon de 27.79 g/l a las 24 horas, habiendo
consumido tan solo un 50% de los azucares
existentes en el medio.

La tabla V nos muestra la comparacidédn de estas
dos cepas en cuanto a eficiencia, rendimiento
(Yp/s) y velocidad de fermentacidn.
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He— FLURMENTACLOUN KN ki, ITNGENLO

kn las figuras 19 y 20 tenemos las parametros
de “Bx y “Yrados Gay - Lussac para las cepas L-~024 e
Ingenio respectivamente, a nivel industrial
(94 000 1).

Como podemos observar la cepa Ingenio alcanzd 6.6
°GL, bajando los ©Bx hasta 13.6 a las 20 h que fue
cuando se estabiiizd® su produccidn de alcohol;
mientras que la cepa L-024 tubo wuna reduccidon a
12.8 °BXx - alcanzando 7.6 <GL como produccidon final
de alcohol.

Por otra parte en la figqura 21 para la cepa
L-024 vy la figura 2.2 para la del Ingenio nos
muestra el consumo de azucarcs reductores totales y
directos asi como la produccidén de alcohol en g/1,
como podemos ver en la cepa lngenio hubo un consumo
constante de azlcares hasta las 22 h que [ué cuando
se alcanzd la maxima produccidn de alcohol 53.33
g/l, wmientras que en la cepa L-024 a 1las 22 h se
seguian consumiendo azlcares alcanzando hasta
entonces 60.5 g/l de etanol.

lba comparacibdn de estas dos cepas en cuanto al
(Yp/s) eticiencia de fermentacidn y productividad a
nivel industrial se puede observar en 1la tabla VI
donde se comprueba que la cepa L-02Z24 alcanzo una
efiencia de #9% y una productividad de 2.63 g/1 h
comparativamente mas altos que 1los alcanzados por
la cepa ingenio gque fueron de 68.65 y 2.5 de
eficiencia de fermentacidn vy productividad
respectivamente.
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VII.- DISCUSION

1.- Estandarizacién de Métodos analiticos.

Pebido a que 1los coeficientes de regresiodn
fueron altos de .96956, .9953 y .9988 para las
curvas de azilcares reductores totales, azlcares
reductores 1libres y etanol respectivamente; se
pudo concluir gune si existe una correlacidn entre
la concencracion vy la absorbancia para las
determinaciones de azlcares totales y reductores
asi como etanol.

Por lo tanto la ecuacion hallada para cada uno
de 1los casos es confiable para predecir 1la
concentracion a partir de una absorbancia dada.

2.- Estandarizacién de indculo.

cton el propdésito de <conocer 1la fase de
crecimiento asi como la viabilidad, que reflejan el
estado fisioldgico de la levadura, se optd por
realizar su estandarizacidn en cuanto a estos
pardmetros se refiere para conocer el tiempo en que
la célula est4d en oOptimas condiciones. En primer
lugar se realizdé la estandarizacién en medio
s6lido.

kn las cinéticas de la cepa 1Ingenio
inicialmente se observdé la estabilizacidn de su-
crecimiento exponencial a las 20 h pero con los
posteriores ensayos sSe pudo ver que a las 36 esta
todavia en su iase logaritmica de crecimiento con

38




la poblacion méas alta alcanzada de 170 X 1076
cel/ml y una viabilidad del 98% motivo por el cual
se el J10o el tiempo de 306 h como el mas adecuado.

_ Fara la cepa L-001L los resultados obtenidos
inicialmente mostraron que el término de la fase
logaritmica fue a4 las 30 h con una poblacioén de 115
X 1U® celysml con una viabilidad del 902 mientras
que en olras curvas de crecimiento se observa que
la levadura a las 36 h estd todavia en su fase
gxponencial con una wviabilidad del 85% por lo cual
se tom6 et tiempo de 36 h como el apropiado ya que
de esta forma la levadura al ser inoculada en el
medio liquido esta en una fase de crecimiento en la
que ez mas facil adaptarse al cambio de medio.

) cuanto a la cepa L-002 se refiere se
realizo una cinetica durante 40 n tomando muestras
cada 5 h en la cual se observo que la levadura
llega a su tase exporiencial a las 30 h con una
poblacidon de 550 X 1076 cel/ml; con el fin de tener
un conocimiento mas real de la célula se realizaron
algunas otras cinéticas pero ahora con muestreos
cada 2 h y en estos se pudo observar que a las 32 h
la levadura estéd todavia en su fase logaritmica con
una poblacion de bbU X 14376 cel/ml y con una
viabilidad del 90U% por lo tanto se decidio tomar el
tiempo de 32 h como el adecuado.

Para ia cepa L-UZ24 se realizaron cineticas con
muestreos cada 9 h durante peridos de 50 y 40 h en
las cuales 8e observd que su fase estacionaria
cmpieza a tas 30 h: pero ya sobre 1la marcha en la
experimentacion pudimos comprobar que =si se
moditicaba el tiempo de 30 h de crecimiento por el
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32 h se obtenilian poblaciones mé&s altas y con
- yviabilidades muy aceptables, por lo que se decidid
tomar éste como el tiempo 6ptimo.

Una vez realizada la estandarizacidén en medio
s6lido se procedid a estandarizar el i1inbébculo en
i medio liquido: en este <caso pera determinar el
crecimiento celular se empled 1la técnica de peso
seco debido a 1la propiedad de floculacidén que
presentan algunas de las cepas.

A este nivel de propagacidédn los resultados
obtenidos fueron més uniformes, las tres cepas de
catalogo presentaron un tiempo O6ptimo de
crecimiento de 8°*'h vya que por ejemplo la L-001 a
las =~ 8 h llega al termino de su fase logaritmica
con ana viabitidad del 100% y con una poblacidn de
7.5 g/1. Por cira parte la L~-002 llega al final de
su fase logaritmica a las 8 h con una poblacidn de
13.8 g/i y una viabilidad del 100%. La L-024 al
1gual que las otras llega al final de su fase
logaritmica a las 8 h y con una poblacidn de
11.8 g/1.

kn las tres cepas sucedio el caso de que en su
tfase estacionaria habia un 1ligéro incremento de
poblacion alrrededor de 1las 10 © 12 h pero con
disminucion de la viabilidad, sin embargc se tomd
el tiempo de 8 h debido a que la cepa esta
terminando apenas su fase logaritmica y esta en
mejores condiciones gue despuésg de haber
transcurrido dos o tres horas de su fase
estacionaria.
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La cepa Ingenio alcanza su maxima poblacidén a
las !0 h tiempo en el que termina su fase
exponencial, mostrando una disminucidn inmediata en
su poblacion celular lo que hizo pensar en tomar un
tiempo en el que la levadura estuviera todavia_en
su fase logaritmica de crecimiento por lo que se
dec¢idio que 8 h era un tiempo adecuado también para
esta cepd. ’

3.- Fermentacién a nivel matraz.

Una vez estandarizado el inbculo en medio

sblido 3% liquido se realizd 1la comparacioén
preliminar, de las cuatro cepas, con las
fermentaciones a nivel matraz; ya que en caso de
haber diterencia en cuanto a eficiencia de

fermentacion seria muy notorio afin a este nivel,
como posteriormente se pudo comprobar.

Al comparar 108 resultados obtenidos del
rendimineto y eficiencia de fermentacidn pudimos
~descartar dos de las cepas de catdlocgo la L-001 que
fué la gue presentd menor (Yp/s)., eficlencia y
velocicdades de fermentacidn, asi como la cepa
L-002 «que mostro valores mas altos que la L-00i1
pero mas  bajos que la L-024 cuyo rendimento fué de
0.5, con una eficiencia del 98% y una velocidad de
2.90 g/i de etanol; mientras que la cepa utilizada
por el ingenio presentdé un rendimiento de 0.173 y
una eliciencia de 34% valores m&s bajos que
cualquiera de las cepas de catéalogo.

ror lo que se eligid la cepa L-024 para
compararla con la del 1Ingenio a nivel 15 litros y

- comprobar que la cepa de catdlogo tiene una mayor

eficiencia.
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4.- Fermentacidén a nivel 15 litros.

bPe la fermentacion a nivel matraz se pasd a
nivel 15 litros, debido aque en este nivel las
‘condiciones de la fermentacidn no son tan
diferentes a las del lngenio como 1lo es a nivel
matraz, principalmente por que el volumen utilizado
en el matraz es de 200 ml mientras que el empleado
en el Ingenio es de 94 000 litros, ademas las
condiciones de fermentacidn en un matraz pueden ser

controladas v mas constantes que a nivel
industrial, por lo tanto lous resultados obtenidos a
nivel 15 1, son ma reales ¥y similares a los

obtenidos a nivel industrial.

La cinética a nivel garrafén (15 1), comprobd
como se esperaba  1los resultados obtenidos de 1la
fermentacion a nivel matraz. Nuevamente la cepa
L-024 obtuvo los mejores resultados: rendimiento de
0.46, la eticiencia del 90% con una velocidad de
fermentacion de 3.15 g/l.h de etanol, mientras que
la cepa del ingenio presentd una velocidad més baja
de 1.4 g/l.h con Y(p/s) de 0.32 vy con una
eficiencia del 63%.

5.- Fermentacion a nivel Industrial.

Unna vez realizada 1la fermentacidn a nivel 15,
litros se pas6 directamente a nivel industrial
94 000 litros el resultado de esta fermentacidn
mostrdo clara Jjustificacidédn para sustituir la cepa

ingenio
]
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por la L-024 que al igual que a nivel 15 litros fué
la gue presentd mejores rendimientos, obteniendo
resultados muy similares a los de este nivel.

La cepa utilizada por el 1Ingenio tuvo un
rendimiento de 0.3% con una eficiecia del 68.8% y
una productividad de 2.5 g/l.h, por su parte la
cepa de  catilogo L-024 alcanzd valores mas altos,
el rendimiento de esta levadura fué de 0.435, una
eficiencia de &H9% (20% mas alto que el de la cepa
Ingenio) y con una productividad de 2.63 g/l.h.
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VIII.- CONCLUSIONES.

El tiempo adecuado de crecimientduen medio
s6lido fué de 32 horas para la cgpa Ingenio y
L-001, y de 36 h para las cepas L-002 y L-024.

El tiempo adecuado de crecimiento en medio
liguido fué de 8 h para las cuatro cepas
probadas.

La fermenaci6tn a nivel matraz mostrd una clara
diferencia entre las cepas, la levadura L-024

‘resultd ser la mejor ya que presentd la efi-

ciencia y Yp/s mas alto de todas las cepas
comparadas.

A nivel industrial se comprcbd nuevamente 1la
superioridad de la levadura L-024 donde obtuvo
una eticliencia de 89% a las condiciones del
tngenio.

Daebldo a la gran diterencia gque existe entre la
cepa de  catalogo L-024 y la cepa del Ingenio,
se aconselqd a este la utilizacidédn de 1a cepa
L-UZ4 ya que esto implicaria un aumento del
20.2% en la eficiencia del Ingenio.

Algunos ingenios emplean cepas de levadura
inadecuada muchas veces Jlevadura de pani-
ficacion {(como en este caso) gue no tienen los-
mismos rendimientos que las levaduras propias
para producir alcohol, perdiendo de esta manera
utilidades gque podrian ser muy altas; lo cual
podria solucionarse empleando levaduras ds
éste tipo gue tienen altas eficiancias de
fermentacibn. s 5 ‘
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foo COURCENTRACION DE PRODUCTUS DE UNA DESTILACION PRIMARIA. R
PRODUCIY mg/my S. cerevisiae Schizo. pombe
i Mertano) ' 20 15
| Acetardeido 620 200
- PrOpBano i 235 165
- bulitno 380 -
Anyioalcohol opticamente act. 125 ~
t-amyloatcohol 480 -
Diacetil 14 6

:AmyLUﬂiauhuL opticamente  activo (amyloaocohol optimamente act.)

‘Faente: Haraldson A. y Rosen. (18)

a6
















MELAZA

HZ awi P
pit de
4 - 4d.H

— PREPAKACION
bEL MOLYTO

Lo Temperatura:
30 - AU

FEKMANTACION

DeSTILACLION

. ALCOHOL

MeBR: porcentaje de solideos totales
) mues il ra .

51.

ESQUEMA GENERAL DE LA PRODUCCION DE ALCOHOL

e AGUA
Concentracion
de azacar:

6 ~ 12%,
20 - 23 oBx

5 - 10% de
Inéculo
Saccharomyces
cerevisiae

presentes en una

i

]
T

3




ool & ABSORBANCIA a

= | A
Tt

@ , A
=0

T
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azicares totales por el método de Fenol - Sulfidrico.
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para la cepa Ingenio, durante 40 horas en medio

sélido.

56



-

120 A POBLACION o VIABILIDAD 1120
r
E o} o A 1%
“ B e
o O A-mE
o fod)
e {ar
= @ -BU;
5 . 164
o Nt re
5 10
S o ‘
| 116
% i0 2 f

k1]
TIEMPO (h)
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medio s6lido.
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Fig. 7b. Crecimiento celular y ﬁorcentaje de viabilidad
de la cepa BCGC L-002, durante 32 horas en |

medio sélido.
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Fig. 13. Consumo de azlicares reductores totales y produc-

cién de alcohol por la cepa utilizada en el Ingenio
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"ANEXO 1

'f'l.— Rendimiento (Y p/s): son los gramos producidos’
’ del metabolito en cuestion entre los gramos de
sustrato consumidos.

Y p/s = g KTOH (final) - g ETOH (inicial)

g ART (inicial) - g ART (final)

2.- Eficiencia de fermentacidon: se calcula en base
al maximo tedrico por una regla de tres.

C6 HIZ 06 —--— 2 CZ HS OH + 2 CO2 + ATP + 12015 cal

PM = 18U.16 2 x PM = 46.07
Y p/s'méximo tedbrico = 92.14 = 0.51
| 186.16
0.51 —————————— 100¢ de eficiencia
Y p/8 ~~————-——=— X.
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3.- La velocidad de produccidén de alcohol: se
calcula por medio de una regresibdbn a la regibn
lineal de 1la curva de produccidon de alcohol, en
donde la pendiente correspondera a la velocidad
maxima de produccidén de alcohol. Se calcula con
la ayuda de un programa de computadora
(NUMRRICO) .

4.- Productividad se calcula dividiendo la
concentracidn maxima de alcohol entre el tiempo
de rermantacion requerido para alcanzarla.

P = g de ETUH
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