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RESUMEN 

se realizó la comparación de cuatro cepas de 
levadura; S_. <¿_E;Z::~VJ~-i~-~ HCGC L-001 (l\TCC 834), 
S •. C:~reviªj~te l:JCGC L-Q()¿ (A'!'CC 26 603), 
~- 9~r~v~~~~~ 8CGC L-021 asj_ como la levadura de 
panii'J.cación utilizada en el lllqenio "José l'"iari.a 
Martinez", en cuanto a su producción de alcohol. 

La primera (ermentaci6n fué a nivel matraz 
desde la cual se observó que la cepa L-024 tuvo 
mejores rendimientos, y que la cepa del Ingenio 
tuvo un rendimieuto por debajo de cualquiera de 
las cepas de catáloqo. 

~osteriormente se realizó 
nivel lS litros en el que 
superioridad de la cepa L-024. 

la fermentación a 
se comprobó la 

Finalmente la comprobación a nivel industrial 
(94 000 L) en el Ingenio confirmó que la cepa 
L-024 es la mejor mostrando una eficiencia de 
fermentación de 89% con un rendimiento de 0.45 
mientras que la cepa Ingenio tuvo un rendimiento de 
0.35 con una eficiencia de 68.5%. 
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l.- INTRODUCCION 

Como en el mundo las reservas de petróleo han 
bajado, nuevas fuentes de energia deben encontrarse 
para satisfacer nuestras necesidades, fuentes 
alternativas de carb6no e hidrogeno deben ser 
encontradas para suplir nuestros requerimientos 
quimicos y energéticos. 

Grandes cantidades de biomasa estan 
disponibles en la mayor parte del mundo y pueden 
ser usadas como un mecanismo de energia o como 
materia prima para manufactura quimica. 

El etanol es una altenativa fuente de energia y 
requiere ser incrementado mejorando el rendimiento 
de Alcohol por fermentación. Puesto que gran 
cantidad de n::;:; iduos que contienen hidra tos de 
carbono de precio muy reducido, pueden aprovecharse 
en la fabricación de alcoho 1 et i l ico, la vi a a e tu;:ll 
de los procesos de fermenta6i6n tiende a crecer. 

r.a prodtJcc iótt ~io.lóq ica de etanol usando 
levaduras tu~ un importante proceso comercial antes 
de 1940, cu;mdo la sin tesis qu imica n part i. r de 
petroquimicos llegó a ser m§s económica. La re
ciente disminución de reservas de petróleo ha 
revivido el interés en el etanol por fermentación 
siendo actualmente alternativa muy viable para 
suplir ésta necesidad energética. 
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11.- ANTECEDENTES 

~l alcohol es conocido por el hombre desde 
hace muchos siglos, tuvo su origen a traves de la 
termentHción natural de los azúcares para la 
produccion de licores y bebidas.(l) 

Con el adelanto de la quimica org~nica 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 producción de una serie de compuestos 
orgánicos. 

La demanda de alcohol se incrementó 
sign~ficativamente durante la Primera Guerra 
Mundial y ésta necesidad resulió en el inicio de la 
producción de alcohol sintético, aún cuando en esa 
época éste tipo de alcohol no podia competir en 
términos económicos con el alcohol producido por 
fermentaci6n.(2) 

Al · tinalizar la Segunda Guerra Mundial hubo 
una merma en la demanda de alcohol, y el alcohol 
sintétic<J reemplazó al alcohol obtenido por 
termentación.(l). Más recientemente con la crisis 
del petróleo de la década de los 70s y con el 
cor1secuente aumento de los precios del etileno, la 
industrla de la producción de alcohol por 
fermentación 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) 
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Para el caso de Latinoamérica y en particular 
para los paises productores de cafia de azúcar 
miembros de G~PLAC~A (Grupo da Pai~es 

Latinoamericanos y del Caribe Exportadores de 
Azucar), el desarrollo de la producción de alcohol 
con miras a las mas distintas alternativas se 
presenta como una de las soluciones factibles para 
soportar la actual crisis que atraviesa la 
industria azucarera en nuestros paises.(!) 

i~n México se han producido un sur·tido de 
calidAdes de alcohol que va desde refinados para 
usos potables, hasta el utilizado como combustible 
doméstico. Dentro de la demanda a satisfacer se 
incluye tambien el consumo para fines sanitarios y 
para otras ramas de la industria.(4) El total de la 
indnstria de la producción de alcohol en el mundo 
es aproximadamente de 3200 millones de litros, 
(800 millones de galonea al afio).(S) 

Actualmente la demanda de alcohol es superior 
a las posibilidades . de suministro, por lo que 
resulta de gran importancia incrementar los niveles 
de· producción a fin de satisfacer dicha 
demanda.(.3,4) 

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

a.- Materias primas azucaradas, que contienen 
una mezcla de sacarosa, glucosa y fructuosa, ·X 
como lo son el jugo de caña las mieles y las 
melazas. 
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u.- tvJ,"Jt..cri;_-J.~; primoS CP.JUlósicas, COtnO el bagazo 
de maderas, los restos de plantas etc. ~ 

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

La melaza y el juqo de cafia son comunmente 
empleo.dos paro. la ter·mentación a alcohol por ser 
disponibles· y económicos.(6) l:!:n los últimos años se 
han empleado melazas para la fabricación de· 
etanol, esta materia es el jarabe residual del jugo 
concentrado de az~car de ca~a una vez separados los 
cristales de azúcar; suelen tener del 48 al 55% 
de azúcares, especialmente sacarosa,(ver tabla I). 

La producción de alcohol en los ingenios se 
realiza en forma 
simplificada, mediante el siguiente proceso,(ver 
figura I): 

L.as melazas son diluidas con agua, se ajusta 
el pH (4.5) con ácido sulfúrico concentrado, 
post~riorrnente se realiza la inoculación con /::7 
_!;i_Qs:;_t.:: t1a rorayce_s G~!:e~_t_s) a e, rel izándose a si la / 
fermentación. ~1 mosto agotado es pasado 
posteriormente a un proceso de destilación para asi 
finalmente obtener alcohol. 

~n todos los procesos de fermentación el éxito 
dependt~ eJe la et: ici.encia del tratamiento 
prelim1nar, en caso d~ haberlo, del empleo de una 
caneen t r·acion bptima de azúcar, de un pH y Jz 
temperatura óptimos, de la adicion de sustancias 
nutritivas al mosto si es que careciera de un 
constituyente escencial, de la inhibición del 
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crecimiento bacteriano, del empleo de una variedad 
fuerte de levadura con alta tolerancia alcohólica y 
capaz por tanto de producir grandes cantidadE~s Lle {)(;? 
alcohol, del mantenimiento de las condiciones ~ 
anaeróbias durante la fermentacion y la inmediata 
destilacion del mosto fermentado.(4,7) 

Las levaduras son los microorgnismos 
comunmente utilizados para la producción de 
alcohol, debido a su gran capacidad par·a fermentar .¡:y 
az~cares aunque estas difieren ampliamente en su 
capacidad de tolerancia y producción de alcohol. 

Su contribución al progreso 
sido basada muy ampliamente en su 
producir una rápida y eticiente 
azúcares en alcohol y CU2.(8) 

del hombre ha 
capacidad para 
conversión de 

'l'amb i.en es del conocimiento de la mayoria que 
el hombre viene sirvi~ndose de las levaduras desde 
hace muchos siglr)s para termentar zumos de frutas, 
para eH pon ~jar el pan y para hacer sabrosos y 
nutrivos ciertos productos alimenticios. 

Las levaduras son cuantitativa y 
económicamente el grupo de microorganismos más 
importantes comercialmente para el hombre. La 
importancia de estos reside en su aplicación 
industrial para la obtención de productos útiles, 
debido a las propiedades fermentativas y oxidantes 
que desarrollan sobre determinados sustratos.(9) 

Las células de levadura de Saccharomyces .b1 
~-~_r~y_is_t-ªe son por lo regular redondas o /f/ 
elipsoidales, varian conciderablemente en · 
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dunt'!rl:'>l<Htt!!-;, :;uytJtt ld especir~, nutrición, edad y 
o Lr os 1 ;jc Lo re::;. · I:;U<:)den osci lur de 1 f:i 9 micra:::: o 
ma:::; de anchu ca; y de 2 ó mfis de 20 micras de /Y 

,'/ 
longuitud. Lds células esféricas de levaduras 
industriales tienen un diámetro medio de 4 a 6 
micras pero puede haber grandes diferencias afin en 
un mismo cultivo.(lU) 

J:t;n las levaduras hay dos formas de repro
ducción la sexual y la asexual. En contraposición a 
la mayoria de los hongos fi lainentosof;, la 
reproducción asexual no se efectúa por medio de 
órganos especialmente formados; la reproducción 
vegetativa o asexual ocurre en las levaduras por 
formación de conidios (fision binaria o 
fisiparidad) o por combinación de lon dos procesos 
(gemiparidad). 

En el proceso de reproducción sexual, todas 
las levadura "verdaderas·· producen ascosporas. ( 11) 

Las levaduras como las bacterias y otras 
formas de vida requieren ciertos materiales 
alimenticios para un apropiado crecimiento y 
reproducción. Algunos elementos son b§sicament~ 
necesarios como por ejemplo e, H, O, N, P, K, S, 
Ca, ~e, y Mg.(lO) Las fuentes de carbono que pueden 
ser util1zadas por lf:i levadura varian grandemente 
con la ~~:::;peci<-!. L<J glucosa puede ser utilizad& por 
todas las levd~uras, au~que no .es necesariamente la 
más efectiva tuente de Cdrbono para todas las 
F;spe::::ies. (12,1.3) 

.~·. _g~J::-'ª'Y.J.~?t~~ tiene la habilidad de fermentar L 
un amplio rango de azúcares por ejemplo sacarosa, J 
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g l uc~!~a, fructuosa, . galactosa, _mal t<?sa; mr.~ 1 t~ot r io~i-i 1\ 
adembs otras espec1es como ~- ctJastat1cus y S-A)~ 
.I..!Y-ª_rl!.J:D. ( ~ª r)_s !?_~.!.'9.~Dª_t~) pueden--u ri'iii.~-r-d~x·tr i na~ -·y'J+' 
rn6lobiosa re~pectivamente.(l4,l5; 

Las levaduras son organismos heterotróficos 
que pueden usar azúcares y una variedad de 
compuestos org&nicos como fuente de nutrición. De 
estos compuestos ellas obtienen los esqueletos de 
carbono necesarios para realizar sus diferentes 
reacciones de biosintesis. 

Las actividades metabólicas de las levaduras 
son variadas 
encuentran: 

entre las más importantes se 

a.- Metabolismo anaerobio (fermentación 
alcohólica) 

b.- Metabolismo aerobio (ciclo de Kreps o del 
ácidotricarboxilico) 

c.- J:c·enómf~nos que afectan la capacidad 
respiratoria de las levaduras~ efecto 
Pasteur y efecto glucosa. 

Los azúcares entran a la célula rápidamente a 
través de la membrana ci toplasmática con .ayuda de 
un sistema de transporte común, el cual es mucho 
más rápido que si fueran transportados por difusión 
simple. El transporte de estos azúcares es por 
difusión facilitada. 

En cuanto 
fosforila 
la-ayuda 

estos azücares entran a la célul~, sé 
a la respectiva hexosa 6-monofosfató con 

de una enzima común la hexoquinasa y ATP 
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despuBs la glucosa-6-fosfato es convertida a 
fructuosa-6-fostato y otra enzima fosforila esta 
ultima en fructuosa 1,6-difosfato con el gasto de 
una molecula de A'l'f'. 

A estas reacciones le siguen una serie de pasos, 
via ~mbdem-Meyer-Hot o glicólisis, hasta llegar a 
dos moles de piruvato con la producción de 4 moles 
de A'l'P 

Las dos moleculas de piruvato son descarboxiladas a 
dos moles de C02 y dos de acetaldehido. Por último 
son reducidos a dos moles de etanol con la ayuda de 
alcohol deshidrogenasa y coenzima NADH+H, formada 
anteriormente. 

El resultado 
molec..:u1a de 
moleculas de 
moles de A'l' P. 

total de 
hexosa son 
etanol con 

la dergradaci6n de una 
dos moleculas de C02 y dos 

una ganancia neta de dos· 

Esta forma de energia (ATP) es usada para suplir 
los requerimentos energéticos, para el crecimiento 
celular y la sintesis de productos de 
almacenamiento (por ejemplo glucógeno y 
trehalosa). Sin embargo aún en ausencia de 
crecimiento (como en un medio de glucosa pero sin 
fuente de nitrógeno), las células de levadura 
pueden convertir aproximadamente el 10% de la 
glucosa a Cü2 y etanol en tanto que lo restante es 
asimilado para producir carbohidratos de 
almacenamiento.(l6) 

Suele ser satisfactoria una concentración de 
azúcar en los mostos de fermentación del 10 al 18%. 
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At.H•que a vecH~> S(~ emplean concentr'o1C.iones demasi~H1o 
al té.is, e!> t.e:w acUian acJversar!wn te sobre l ii levadura, 
pues el alcohol producido puF:de inhibir su acción y 
en consecuencia se pr·olonga el tiempo de 
fermentación y puede no transformarse pi:irte del 
azücar. Por otra parte el empleo de 
conGentraciones demasiado bajas no resulta 
económico, ya que origina una pérdida de espacio de 
terme:1tación y un a•1mento en los gE:.stos de 
obtención de la misma cantidad de alcohol en la 
destilación posterior.(?) 

Aunque las melazas contienen la mayor parte de 
las sustancias nutritivas necesnrias en la 
fermentacion para suplir la poéible deficiencia en 
fósforo o nitrógeno puede a~adirse fosfato o 
sulfato amónico.(?) Ya que la levndura pre~~nta 
tendencia a utilizar iones de amonio com0 unica 
fuente de nitrGgeno. 

Generalmente, es preferible la urea porque provee 
una fuente f&cilmente asimilible de azutre. 

~l fósforo que es esencialmente para el crecimiento 
de las células, es suministrado en forma de 
fosfatos y la concentración de estos controla la 
sintesis de llpidns y cArbohidratos y mantiene la 
integridad de la membrana. 

Las vitaminas regulan el metabolismo de las 
levaduras, su función es enzimática (las vitaminas 
son generalmente tanto coenzimas como precursores 
para la activacion enzimatica). 
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Los requerimientos de las vitaminas esenciales para 
los ranqos de fermentación dependen de la cepa, 
biot~na y pantoteno contienen lo escencial para 
todas los cepas de ?_ªcc~_hª_ror:n_y:ces.(7,10,11) 

Una sustancia promotora del crecimiento que 
juega un papel importante en el control del rango 
de fermentacón es el inositol. La omision del 
inositol en el caldo de la fermentación tiene un· 
etecto más qrande que omitir todas las vitaminas 
excepto biotina con un minimo requerimiento del 
órden de 2mq/L. 

~l inositol es un factor esencial del crecimie~to, 
donde en la torma de tosfatidil inositol juega un 
papel cldve en el mantenimiento de la membrana de 
la levgdura.(7J 

" .. 
L.a concentración de iones de hidrógeno es un 

factor significativo en la fermentación industrial, 
es muy importante en el control de la contaminación 
bacteriana, en el efecto del crecimiento de la 
levadura, en los rangos de fermentaci6n y en la 
formación de subproductos. 

Los limites absolutos de 
crecimiento de la mayoria de las 
~~_s.ey_is;;iª~ ha sido reportado de 2.4 
óptimo para el crecimiento de 4.5. 

pH para el 
cepas de ~

a 8.6 con un 

El pH interno de ~- 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 oc dependiendo en cierto 
modo de la temperatura exterior. 

Durante una fermentación aumenta la 
temperatura del mosto. ~l empleo de serpentines ~e 
retrigeracibn o bien de chorro3 de agua sobre las 
paredes del exterior del depósito ayudan a 
mantener una temperatura adecuada. A temperatura 
muy por encima de los 40 oc el alcohol se evapora 
rápidamente y aumenta el desarrollo bacteriano.(?) 

El crecimiento de la levadura mes6fila de ª· 
_g_ere_y_;Ls_j._ªe cerca de la temperatura máxima, pUF..:de 
producir un gran número de pequefias mutnntes, causa 
ademas desestabilización en la membrana plasm&tica 
y una rápida pérdida de la viabilidad celular.(6) 

Rita Kar y Viswanathan (1985) compararon la 
habilidad de tres levaduras termotnlerantes para 
fermentar jugo de caria y melazas a etanol, a una 
temperatura de JO a 40 oc, al re a 1 izar su e~:; tud io 
ellos observaron que al adaptar esta~1 cepri:c~ por 
diez sucesivas transferencias en amboB med:i.os se 
obtiene un incremento en los rendimientos de 
etanol; ademas comprobaron que estas levaduras 
termotolerantes tienen mejores rendimientos a bajas 
concentraciones de az0car, de cualquier manera ésta 
de~;ventaja puede ser solucionada :5usti tuyendo a un 
proceso de termontaci6n continuo, en el yue se 
mantengan bajas concentraciones de azúcar. 

Dos de las cepas dieron adecuados rendimientos 
de etanol tanto a 30 oc como a 40 oc. Una cepa 
( Ca_ndJda J...!~QJ?_i_ºali.~n tué superior teniendo una 
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eficiencia de fermentación de 92.6% y 90.4% en jugo 
de caria, y 98 y gb~ 8n medio de melaza a 30 y 40 oc 
respectivamente. 

El uso de estas cepas en la producción de 
alcohol por fermentación es una alternativa que 
solucionaria el problema que presentan las f~bricas 
de alcohol por fermentación en las zonas 
tropicales y subtropicales, ya que estas levaduras 
resisten las altas temperaturas de fermentación 
comunmente alcanzadas en bstas ~reas.(6) 

Aunque Ja producción de alcohol no requiere de 
ü:z en los prillteros momentos de la fermentación es 
necesaria una gran cantidad de éste gas para la 
reproducción de las cflulas de levadura en 
condj_ciunes óptimas. Durante la fermentación se 
desprende Cu2 y se establecen pronto las 
condicione:.; a¡¡aerobias. 
El Cü2 causa inhibici6n en el crecimiento de la 
levadura, ta111:o aeróbic:amente como en la 
fermentaci6n anaeróbica.(7) 

Este compu~sto influye en la composición y 
permeabilidad de la membrana resultando algunas 
enzimas alteradas en su actividad y cambios en la 
permeabilidad y transporte de solutos.(3,17) 

Haraldson A. y Rosen C. G. (1982) estudiaron 
ademas de otros factores, la influencia de la 
tensión de ox1geno en el rendimiento de etanol y 
crecimiento celular en dos diferentes cepas de 
levadura una es _?_acc.hª..!_QJ!!..Y.Ces cerevisiae y la otra 
Schi zqª-·ª~.ch~.r<?m_y_~~~ pombe. 

12 



Como se esperaba el rendimiento de ei-.anol mostró un 
declinamiento constante cuando se incrementó la 
tensión de oxlgeno. 

Las levaduras crecen cuando se incrementa el 
ü2 arriba de 1000 partes por millon (ppm), para una 
fermentación continua es suficiente 50 partes por 
mi llon de o¿. l!:n con tras te de ~- ~-~~g_yi s_i a~ con 
S.G_hiz_. pQtnQ~ es que presenta una dü;minución del 
crecimiento a una tensión de oxigeno arriba de 1000 
partes por millon. 

~ué reali~ada una comparación de la formación 
de productos por las dos cepas emplead.as en éste 
estudio, durante una fermentación continua, bajo 
similares condiciones pero a una e~cala más grande 
que la descrita por Cook en 1980. Como se puede 
observar en la tabla 11 hay una formación menor de 
productos por parte de S~hi~-- .º-º.!!lJ?e comparada con 
-~-ª-fG.h· _g~_r_ev.!__~jªg. ( 18) 

Al cabo de 50 h o menos la fermentación suele 
estar terminada, despues de la fermentación el 
mosto se denomina vino o mosto fermentado y se 
tiene una composición muy variable siendo sus 
principales componentes el agua y el elanol.(3) 

Las melaza~> fermentadas se destilan en un 
alambique continuo para separar el alcohol y otros 
componentes volatiles. !<;l alcohol ~;e purifica en 
columnas de rectificación 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 
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1987, al hacer un muestreo de siete levaduras 
de cerveza, identificando dos cepas de 
~-ª-ccharo_myce_~ ce~eviª_tª-~' caracterizr.mdolas como 
productora lenta y rápida de etanol. Para ambas 
cepas se determinaron en el periodo de crecimento 
exponencial los niveles de cuatro enzimas clave: 
invertasa, piruvato descarboxilasa (PDC), alcohol 
deshidrogenasa (ADH), y aldehído deshidrogenasa 
(ADD). Los niveles de PDC y ADH fueron mas bajos, y 
el nivel de AUU, más bajo en la cepa fermentadora 
.lenta. 

Ellos concluyeron que las razones por el 
incremento en las actividades especificas de la 
invertasa, PUC, A4H y ADU durante los estados més 
rápidos de la fermentación no son bien conocidos y 
nece~itan mayor e.x.r:minación. (15) 

Por otr-a parte fVlancilha l. f'ii. et al (1984) 
realizaron ex~erimentos con 64 cepas de levadura 
que tueron evaluados por su producciún de etanol, 
en la fermentación de un medio que cor1tenia un 10% 
del total de aztú;ar de jugo de sorgo. La producción 
de alcohol fué muy variada desde 0.12 a 5% (w/v). 

La eficiencia de la conversión de azúcar (ECA) 
varia de 1J.7Y a 99.20 de las 64 cepas probadas en 
medio cort 10% de azúcar, 20 de ellas mostraron una 
eficiencia en la conversión de azúcares más grande 
del 90% como se puede apreciar en la tabla III. 

En general todas las cepas mostraron una buena 
eficiencia de conversion de azucar; así los 
r~sultados indican que el jugo de sorgo puede ser 
utilizado para mejorar los rendimientos de 
alcohol. ( 19) 
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Se hi:in realizado P.xpet·imentos para acelerar l.'l 
velocidad de producción ele alcohol tal es el ca:.:;o 
de Patil y Patil (198'.)) que utilizaron diferentes 
tipos de carbohidratos, principalmente 
polisacáridos para estudiar su efecto en la 
producción de alcohol a partir de melazas de cafia ~. 
en una fermentación en lote usando una C8~a de 
levadura i ndus tri al, _S_?~-~-hªJ:Q!l\YC~-ª. _c¿_~revi s i'ª_r~ NCIM 
y ?-ª<;;9Qé?J:~9my_c¿~s_ _l:!Y<':II:"l}HI NCIM 3509. Cb::~ervaron un 
marcado incremento en lci velocidad de producción de 
etanol en la pre5encia de polisacáridos como 
quitina, xilano y goma de acacia a una 
concentracion de 0.2%. 

La quitina un producto de desecho y un 
mat~rial barato que produce 6 6.9~ (w/v) de 
etanol despues de aproximadamente 30 h a 30 oc en 
melazas que contienen 18% de azQcares reductores 
comparada con otras fermentaciones a las que no se 
les adiciona quitina, reduce el tiempo de 
fermentación y puede disminuir el costo de la 
producción de etanol.(20) 

Otro estudio realizado con la velocidad de 
fermentación fu~ el de Saita et al (1984) en el que 
al llevar a cabo una fermentacion de D-Glucosa y 
maltosa en un medio definido, con una cepa de ~
<;:~;r-~_yj§.l,.a~ NCYC 1108, observaron que la velocidad 
de glicólisis no estaba relacionada con NH4 
intracelular, pero las fermentaciones que se 
llevaron a cabo adicionandole NH4 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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.l:'or su par te Oornberk e I ngram ( 1986) 
realtzaron un estudio para conocer la aparente 
toxicidad del etanol formado durante una 
fermentación utilizando una cepa de levadura ª· 
cerevis~-ª~-· Observaron que el declinamienmto en la 
velocidad de la fermentación que empieza a bajas 
concentraciones de alcohol no es causada por la 
presencia de etanol, por crecimiento en presencia 
de etanol o por muerte celular. 

La concluci6n a la que pudieron llegar es que 
esté relacionado en parte con una deficiencia de 
magnesio aunque tambien estan involucrados otros 
factores. La adicion de magnesio a fermentaci9nes 
en lote prolonga el crecimiento exponencial, 
permitiendo una acumulación més grande de cflulas 
sin afectar la viabilidad celular; ademas .las 
células crec1das en medios suplementados con 
maqnmesio mantienen velocidades más altas de 
fermentaci6n.(23) 

l•:!5 evidente quf~ eJ consumo creciente y las 
1 imi t.1::H: j oneB pura incrementar el volumen de mieles 
destinado a esta producción justifican el 
desarroJ.lo de las investiqaciones que permiten 
elevar la eficiencia de la industria alcoholera. 

Por lo general la producción de alcohol en los 
ingénios se realiza siguiendo esquemas de 
fermentación con bajos rendimientos y con cepas de 
levadura que la mayoria de las veces no tienen 
buenos rendimientos y tienen bajas productividades. 
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Son muchos los problemas que afectan J.a 
producción de alcohol en los ingenios pero entre 
las m&s importantes podemos definir las siguientes: 

1.- La formulacjón inodecuada del medio de 
crecimiento y de fermentación. 

2.- El empleo de una cepa de levadura con 
bajas productividades de etanol. 

3.- Un ~ristema de fermentación inadecuado 
(involucrando sistemas de fermentaci6n no 
apropiados , inoculos no activos,y 
contaminaci0n microbiana. 

4.- Procesos de fermentación con bajas 
productividades. 

5.- Destilaci0n con bajas eficiencas y con 
equipos def icien t~es. 

6.- Almacenamiento inadecuado. 

De estos problem3s el que se ptetende atacar 
es el ~ segundo punto mediante la comparación de 
cuatro cepas para asi seleccionar la que presente 
mAs alta productividad de etanol, siendo esto una 
parte del proyecto "Optimización de la producción 
de alcohol en los ingenios de caña de azúcar". 
(CONACYT PI22CCOT884225). 

Realizado en el ClATEJ 
Asistencia en tecnologia 
Jalisco, A.C.). 

(Centro de Investigación y 
y Diseño del Estado de 
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111.- H1POTES1S. 

Al menos una de las levaduras del banco de 
cepas presentará mayores rendimientos en cuanto a 
producción de alcohol, en comparación a la levadura 
utilizada en el ingenio. 

lV.- OBJ&~TlVOS. 

OBJ~TlV0 G~N~KAL: 

~1 objetivo general de este trabajo, es 
comparar tres cepas de catálogo obtenidas en un 
banco.de cepas, contra la cepa de panificación 
usadá en el ingenio "José Maria Martinez", y 
selec~ionar la que resulte con mejores rendimientos 
en cuanto a su producción de alcohol para su prueba 
en el ingenio. 

OBJETIVOS ESP~CI~ICOS: 

1.- ~standarización de métodos analiticos. 
2.- EsLandarización del inóculo. 
3.- Kealjzar una fermentación a nivel matraz 

4.-
de la~; cepi3.s. 
Realizar una fermentación de la 
ingenio y la cepa seleccionada a 
litros. 

cepa del 
nivel 15 

5.- comparacibn a nivel industrial de la cepa 
1 de 1 i nqen i.o y la cepa seleccionada. 

lB 
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V.- MATERIALES Y METODOS. 

fi.U CH.OOI:-<<3AN 1 StvlOS: 

Los microorganismos 
siguientes: 

utilizados fueron los 

P-_. ce_r._~_Vi§.Íaf? BCGC L-001, ( CINVES'I'AV L-533, A'I'CC 
834). Levadura de champagne. Productora de etanol a 
partir de suero de leche.(Biotechnol Bio~ng. 
19:1017 - 1G35, 1977) 

S. _ger~Yie.!ae BCGC L-002, ( CINVESTAV L-534, A'l'CC 2ó 
603). Alta productora de etanol a partir de 
melazas. (J. Appl. Bact. 35: 499 - 503, 1977) 

~- 5:;;.§':TBY"i..~J.9~ BCGC L-024, productora de etanol a 
partir de melaza 

.?_~ _g~r·~y_:!_~;i,§l_~ levadura de panificFJc:ión 
proporcionada por el inqertio José Maria Martinez de 
'1' a l a J a l i se o • 

H.EAC'l' 1 VOS: 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado 
analitico y obtenidos de fuentes comerciales 
conocidas. 

. . 



C:QU ll.-'ü: 
~spectrofótometro Perkin - Elmer 559A UV/VIS, 

baño de temperatura constante Buchi 011, balanza 
analitica Chyo Jupiter SDT 200, balanza granataria 
Chyo Jp - 5000, balanza granataria Mettler Pe 4400, 
estufa de alta temperatura Felisa, potenciometro 
Orp 'l'est Kit Col e Palmer, potenGiómetro pH 103 
Corning, agitador magnético Felisa, autoclave 
lnfra, estuta de incubación felisa, estufa 
incubadora Presicion, microscopio compuesto One Ten 
American üptical, campana de flu:jo laminar, 
centrifuga Sol hat, centrifuga Ependorf 5414, 
hematocitómetro American üptical, micropipetas 
Gilson, orbital rotatorio New - Brunswik. 

'l'l:!~CN 1 CAS: 

l.- 'J'ecnica de azul de metileno para conteo 
direc1:o de células. 

Los react]vos utilizados son: 

a.- AzGl de metileno 
b.- Citrato de Na 

Procedimiento: 

10 g/1 
50 g/1 

En un matraz aforado de 50 ml, poner 5 ml de 
muestra, 2.5 de azGl 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 la po 
blación total, ésta técnica nos permite conocer la 
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vi~bilidad ya que la pared celular de las 
levaduras muer·tas absorve el colorante y de esta 
forma es f&cil identificar las células muertas de 
las vivas. 

2.- Técnica para determinar los azúcares totales 
por medio del método de fenal-sulfúrico. 

Los reactivos utilizados en esta técnica son: 

a.- Acido sultúrico concentrado 
b.- Fenal al :>~ 

Procedimiento: 

A 1 ml de la soluci6n problema se le adiciona 
lml de fenol al 5%, en seguida se agregan 5ml de 
Acido sulfúrico concentrado con el pipeteador en 
forma brusca para conseguir el efect6 de la 
hidrólisis. Se deja enfriar durante 5 min. a 
temperatura ambiente, · se aqi ta y enseguida se pone 
a bafio de agua fria durante lO minutos. 

Finalmente se lee absorbBncia a 490 nm.(24) 

3.- Técnica para determinar los azúcares 
reductores libres por medio del metodo DNS 
(Acido dinitrosalicilico). 

Los reactivos utiU.zado::> en ésta técnica son: 

a.- NaOH 
b.- 3,5 Dinitrosalicilico 
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c.- Tartruto de Na y K 
d.- Metabisulfito de Na 
e.- Fenol 

200 g/1 
0.5 g/1 

2 g/1 

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

Procedimien~:o: 

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

Le e r a b :=;o r b H n e i o. a ~) ~j u n m • ( 2 5 , 2 6 , 2 7 ) 

4.- Técnjca pnr·a determinación de etanol por 
dJcromato dA potasio. 

Los react1vos utilizados ~;on: 

a.- Dlcromato de potasio K2Crü7 
b.- Acido sulf~rico H2S04 

33.768 g/1 
325 ml 

Se. diluye el &cido sulfúrico en aproximadamente 
400 ml de agua destilada, se deja enfriar y se 
agrega el dicromato diluido en aproximadamente 
200ml de agua destilada; y se afora en matraz a 
1000 ml. 
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~'rocedimíen to: 

A 1 ml de muestra se le agregan 2 ml de 
solución de dicromato y se agita, se deja reposar 
durante lU minutos y posteriormente se agregan 5ml 
de agua destilada, rara finalmente agitar. 
Leer absorbancia a ~85 nm.(28) 

5.- Técnica para determinación de peso seco. 

La muestra se centrifuga a 
minutos~ el sedimento se 
destilada y se centriguga 
mismas condiciones. 

5000 rpm durante 15 
resuspende en agua 

dos veces más a las 

Finalmente se resuspende el paquete celul3r, 
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), y obtener las 
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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ME'fODOLOGIA 

1.- Estandarización de métodos análiticos. 

1.1.- curva de calibración para determinación 
de azúcares totales. 

se realizó una curva de calibración para 
determinar azúcares totales por medio del método 
Fenal-Sulfúrico, usando una solución patrón de 
sacarosa a una concentración de 0.1 g/1. 

~1 rango de concentraciones a probar fué de 0.01 a 
0.1 g/1 de sacarosa para obtener una ecuación 
m~diante un anblisis de regres1on lineal, que 
prediga la cantidad de azúcares totales presentes 
en una muestra a partir de una abHorbancia dada. 

1.2.- curva de calihración para determinación 
de azúcares reductores libres. 

Se realizó una curva de calibración para 
determinar los azucares reductores libres por medio 
de la t~cnica de UNS usando una solución patrón de 
dextrosa anhidra a una concentración de 1 g/l el 
rango üe concentraciones a pr'obar fué de .1 a 1 
g/1, para obtener una ecuación mediante un anAlisis 
de reqreslon lineal que prediga la cantidad de 
azúcares reductores libres presentes en una muestra 
a partir de una absorbancia dada. 
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1.3.- curva de calibracion para determinaclón 
de etanol. 

Se realizó una curva de calibración para 
determinación de etanol por medio de la técnica de 
Dicromato de Potasio, usando una solución patrón de 
etanol de 20 g/J . ~1 rango de concentr·aciorles A 

probar 1ué de :!. a ;so g/l para obt;ener una ecuación 
mediante un anúLisis de regresión· lineal •rue 
pr~diga la cant1dad de alcohol presente en una 
muestra a partir de ~na absorvancia dada. 

2.- Estandarización del inóculo. 

2.1.- Determinación de la poblaci6n y 
porcentaje de viabilidad de las cepas en 
medio sólido y liquido. 

Se determinió población total y porcentaje de 
viablilidad a la~ cuatro cepas a diferentes tiempos 
de incubación con el fin de determinar su tiempo 
mAs adecuado de crecimiento. 

2.1.1.- Crecimiento en tubou con agar 
inclinado. 

E:l m8dio de cultivo empleado para el 
mantenimiento y proliferación de las cepas 
utilizadas, consistió de melaza a 21 * 0 BX 
enriquecida con sales de sulfato de amonio l.JJ 
g/1, fosfato de amonio 0.24 g/1 y fosfato de calcio 
0.12 g/1, agar 3~%, a diferencia del medio de 
fermentación el cual consistia unicamente en 
melazas diluidas con aqua. 

~~~roHx: porcentaje de sólidos totales presentt7-s en 
una muestra 
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.:;e ::H~ntbraron por estr'i.as, varios tubos para 
cafla ur1d cíe las cepa:-;, a partir de un cultivo de un 
tubo dH conservación de estas cepas crecidas en el 
mismo medio. Se incnbaron por un período de 54 h, 
sacando muestras a diferentes tiempos de 
crecimiento, para realizar el conteo de la 
población total y el porcentaje de viabilidad. La 
suspenslon celular se preparó adicionando a cada 
tubo cr&cido, 5 ml de solución fisiológica estéril. 

La poblacion celular se determinó por contéo 
directo al microscopio en la c&mara de Newbawer y 
el porcentaje de viabilidad por tinci6n con azúl de 
metileno. 

2.1.2.- Crecimiento en medio liquido. 

Se inocularon matraces dé 500 ml, conteniendo 
180 ml de medio de melaza con 20 ml de la 
suspensj.on celular de cada una de la3 cepas 
probadaH, la suBpension celular se prepar6 
afiadiendo ~ ml de soluci0n salina etéril a tubos 
crecidu~; .=.~n e i t:i umpo determinado como óptimo para 
cada cepa, inocuiando matraces diferentes para cada 
una dP. eLLas. 

~J. crecjmiento en medio liquido se determinó 
por pe:io seco debido a la propiedad de flor.ulación 
que pr-esentaban al~únas cepas, haciendo ésto 
dificil ln. cuenta al microscopio; se obtuvo la 
curva éle crecimi.ento sacando muestras cada 2 h 
durante 12 h. determinandoles a éstas peso seco y 
porcentaje de viabilidad. 

26 



3.- Fermentación de las cepas a nivel matraz. 

Se inocularon matraces erlenmeyer de 500 ml 
conteniendo 180ml de medio de melaza a 23 oBx (sin 
nutrientes), con 20 ml de inóculo estandarizado de 
cada una de las cepas. El inóculo procedia de dos 
propagaciones consecutivas a partir de una 
resuspensibn realizada de la manera ya descrita. Se 
incub~ron est~ticamente a 35 ac y se sacaron 
muestras a diferentes tiempos a las cualeB se les 
determinó: a:!.úcare~: totales y concentracion de 
alcohol. 

la velocidad de prodúcción de 
un an§lisis de regresión a la 

la curva de producción de alcohol, .. 

Se determinó 
alcohol mndiante 
regi6'n lineal de 
cuya pendiAnte 
expresada como g 

correBpondió a la - velocidad 
de alcohol/l.h. 

Tambie~ se calculó el 
en base a la producción 
azficares.(ver anexo 1)· 

rendimiento de fermentación 
de ~lcohol y al consumo de 

4.- Fermentación a n·ivel 15 litros. 

En base a los resultados obtenidos de las 
fermentaciones anteriores,se eligió nna cepa como 
la mayor pro~uctora de alcohol y se comparó con la 
del ingenio a nivel 15 litros. 

Propagación: las cepas se sembraron en tubos 
con agar inclinado y se incubaron a 30 °C. 
Posteriormente se inocul6 un matraz erlenmeyer de 
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~300 mi t:un tetli.endo 180 m l de medio de melaza a 21 
ol:lx ;r;<,:,; nutrientes y se incubó a 30 oC a 300 rpm, 
posterioimAnte se inocularon dos matraces 
erlenJileyer eJe ¿ l:Ltros conteniendo cada uno 800 mJ 
de m~ilo de melaza m~s nutrientes a 21 °8x, los 
cuales se incuba.ron a las mismas condiciones que el 
anter·ior. Con estos matraces se inoculó un botellón 
conteniendo. 13.5 1 éle medio con 1.5 1 de inoculó. 

~ermentación: se realizó a 35 oc en forma 
est&tica, se siguio durante 12 h y se muestreo cada 
hora durante las primeras 6 y posteriormente cada 2 
horas. A los muestreos se les determinó: azúcares 
totales y etanol. 

El procedimiento de propagación fué similar para 
ambas cepas asi como el de fermentación. 

Se calculó la velocidad de producción de 
alcohol y el rendimiento de producto en base al 
sustrato para cada una de las cepas.(ver anexol) 

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

La propn!..Jé_H:u)n de la cepa seleccionada se 
real i?.b ele i <1 m;-mera ya descrita (mediante pases 
consecutivos), ha:..:; ca llegar a un volumen de 30 1, 
la ].ncnbacion íué a 30 oc durnte 8 h, posterior
mente tueron transportados al ingenio de Tala 
Jalisco. 

~1 inóculo se siguio propagando en el ingenio en 
tambos de 200 1 pon~endo lOO 1 de mosto 21 oBx 
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adicionado de nutrientes (urea 0.3 g/1, fosfato 
monocálcico 0.24 g/1 y diam6nico 0.24 g/1) con 
aproximadamente 30 1 de inOculo el cual tenia una 
población de 210 X 10A6 cel/ml con el 100% de 
viabilidad~ despu~s de 8 h de crecimient0 so 
transfirió el volúmen a cuatro tambos de 20p l 
teniendo cada una aproximadamente 150 1 de mosto 
mAs nutrientes y 33 l de inóculo, despu§s de 7 h de 
crecimiento se transfirieron los cuatro tambos a 
una tina de propagación, quedando con 1 100 1 de 
mosto freHco y 800 l de inOculo. 

E;ste inóculo se estubo creciendo por 6.5 h 
después de lo cuAl se completo el volúmen a 5 000 
1 lo que significa que se adicionaron 2 500 1 de 
mosto fresco. ~1 crecomiento fu§ por 4.5 h despu~s 
de lo cual se llenó el tanque nuevamente con mosto 
fresco hasta un volfnnen total de 7 700 1 en donde 
el crecimiento fu~ por 6.5 h. 

El volúmen total de inóculo adicionado a la 
tina de. ferm~~n tac i.ón hlé igual a 21 600 l y de 
mosto fresco fut'~ de '72 450 1 lo que hizo un 
volúmen total final de g4 000 l. 

La propagación de la cepa del ingenio se hizo 
de manera similar a la de la cepa seleccionada a 
partir del crecimiento en la tina de propagaci6n. 
El volumen de inOculo adicionado a la tina de 
fermentación fu§ igual a 17 800 l y de mosto fresco 
fué de 75 450 l lo cuál hace un volúmen total en la 
tina de 93 250 1. 

Se siguió el desarrollo de las dos tinas de 
fermentación, una con la cepa del ingenio y la otra 
con la cepa seleccionada • 
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Se SaC<i r ()n m u P.::-; tras cada hora durante las primeras 
1:> hor.-:;.-; y postf':t.·i.ormente cada 2 h; a estas muestras 
se 1t'~:; determinó poblacjón total, 0 BX, 
concentración de etanol ( 0 GL y g/1) y azücares 
totales y reductores. 

SA calculb el rendimiento del producto en base 
al sustrato, la eficiencia de fermentación, la 
velocidad de producción de alcohol y la 
productividad total.(ver anexo 1) 
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VI.- RESULTADOS. 

1.- ~STANDARIZAClON DE M~TODOS ANALITICOS. 

Las curvas de calibración usadas para la 
determinación de azúcares reductores totales y 
libres, asi como etanol, se muestran en las figuras 
2,3 y 4 respectivamente. 

La ecuacion hallada para la curva de 
calibración de azQcares reductores totales es 
Y= -7.163b25 x lu·-~ + 7.813636(X) y es aplicable 
en los rangos de absorbancla de 0.08 n 0.69 que 
corresponder1an a una concentración de 0.01 y 0.09 
g/1 resper:tiva.mente; con un coeficiente de 
regresibn U.Y9Y~6 para lU puntos. 

l!:n el cnso d(~ lo:; azúcares reductores libres 
la ecuac1on hAllacla fué Y = -4.6613 X 10--2 + 

0.721L364(X) siendo aplicable dentro de lo;; rangos 
de absor·bancia rte 0.02 a 0.68 que corresponderia a 
una concentración de 0.1 y 1.0 g/1 
respectivamente; con un coeficiente de reg~esi6n de 
0.9953 para lO puntos. 

Para la determinación de etanol la ecuación 
encontrada fué Y = 7.690917 X l0-- 3 + 4.82445 X 
1o·-~(X) aplicable para los rangos de absorbancia 
de 0.10 a 0.85 que corresponde a 2 y 18: g/1 
respectivamente; con un coeficiente de regre~i6n de 
0.9988 para 10 puntos. 
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2.- ¡..;~)'J'i\.NDARlXAClüN DI!: INOCULO. 
(· 

a.- Medio s6lido. 

t.;n Ja f:i_yura ~a se observa el crecimiento y el 
porcenta·je de viabilidad para la cepa Ingenio 
durante ::>U i'1 como se puede apreciar no presenta 
fase de adaptaciór1, empezando su fase logaritmica 
en las ¡Jrirnera:-; horas para llegar a la estacionaria 
a las 24 h alc~nzando una población máxima de 115 X 
10A 6 cel/ml manteniendo una viablilidad de 100%, 
sin embargo en la figura Sb se observa que la fase 
logari trücél continué! despues de las 24 h hasta las 
40 h alcanzando una población 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 sblido, como se puede 
observar el crecimiento logaritmico de la levadura 
termina a las 30 horas, alcanzando la máxima 
población de 115 X 10-6 cel/ml a las 40 horas con 
una viabilidad del 90~. mientras que en otra 
cinética de crecimiento representada en la figura 
6b se observa que su fase exponecial sobrepasa a 
las JO horas permaneciendo en esta fase hasta las 
36 h con una viabi LidacJ muy aceptable. 

t.;n la fiyuJH 7a tenemos el crecimineto celular 
y el porcf!ll"La ·Je de viabili.dad para la cepa BCGC 
L-00.2. ~~omo se observa su fase de adaptación es 
corta con una ú-t::>e logari tmica que empieza a las 10 
h y t.ermina a las .2:> h que es cuando alcanza su 
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m~ixima población de 525 X lO- 6 cel/ml con una 
viabilidHd del lOO~; en la figura 7b se puede 
comparar el crecimiento de esta misma cepa en la 
que se observa una fase de adaptación larga y cuya 
fase logarítmica no termina aün a las 32 h. 
alcanzando una población de 650 X 10-6 cel/ml hasta 
esta hora con una viabilidad de 90%. 

En cuanto a la cepa BCGC L-024 se muestra en 
la figura Ba el crecimiento celular y el porcentaje 
de viabilidad durante 48 h en medio sólido, 
presentando una fase logaritmica muy corta que 
empieza a las 25 h y termina a las 30 h alcanzando 
entonces la población mjxima con una viabilidad del 
90%; mientras que en la figura Ub se observa_un 
comportamiAnto similar, su fase logarítmica es 
corta alcanzando una población m&xima de 450 X 10 6 

cel/ml con una viabilidad del 100%, empezando su 
tase estacionaria a las 32 horas. 

b.- Medio liquido·. 

lü1 la tisJura 9 tenemos el crecimineto en peso 
seco y porcentaje de viabilidad para la cepa 
Ingenio, como se aprecia . su fase logarítmica 
empieza a las 4 h con una duración de 6 h 
alcanzando al término de ésta la población m~xima 
que fué de 12.0 g/l de celulas con una viabilidad 
del 100%. 

Para la cepa BCGC L-001 nos muestra la figura 
10 el crecimiento en peso seco (g/1) y 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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estacionaria empieza en un tiempo muy corto de 8 h 
ccn una población de 7.5 g/1, alcanzando su 
población maxima de "/.8 g/1 a las 10 h con una 
viabilidad de 90%. 

La fi~ura ll nos muestra el crecimiento en 
peso seco · (g/l de célula) y el porcentaje de 
viabilJdnd de Ja cepa L-002, dando jnic]o su fase 
logaritmica a las 4 h con una población de 4 g/1 
de celulas para alcanzar su población mas alta de 
12.0 s¡/1 a las JU h con una viabilidad del 100%, 
tiempo en el que termina esta fase. 

l:<~n cuanto a la cepa L-002 el crecimiento en 
peso seco y el porcentaje de viabilidad, se muestra 
en la figura 12 en la que podemos observar una fase 
logaritmica con duración de 4 h que termina a las 8 
h con una población de 12.0 g/1 de celulas y una 
viabilidad del 100% alcanzando su m§xima población 
a las 10 h con un crecimiento de 12.2 g/1 de 
celulas. 

3.- FERMENTACION A NIVEL MATRAZ. 

La figura lJ nos muestra el consumo de 
azúcares reductores totales asi como el alcohol 
producido por l.a cepa utilizada en el Ingenio, en 
una fermentacibn a nivel matraz; como se puede 
observar hay un · consumo constante de azúcares 
mientras la producción de alcohol se va 
incrementando hasta 17.8 g/1 a las 6 h y a partir 
de lo cual tJende a estabilizarse, habiendo 
consumido un tinalm~nte 60% de sus azúcares. 



~n 1~ fiqurd 11 se aprecia el consumo de 
azucarc-~s redtlctores totales asi como el alcohol 
producido en una termentacion a nivel matraz de la 
cepa HCGC L-001, como se observa los azficores 
disminuyen paulatinamente alcanzando un valor final 
de 97.59 g/1, (lo que representa un consumo de 40% 
de los azúcares) y el alcohol producido alcanza su 
máximo valor de lU.O g/l a las 12 h. 

Para la cepH BCGC L-002, se muestra en la 
figura 15 el consumo de azúcares totales asi como 
el alcohol producido en una fermentación a nivel 
matraz; como se aprecia la fermentación inició con 
un contenido de azúcares reductores totales de 
153.4 g/l quedando finalmente 90.0 g/l a las 10 
hrs. mientras que la producción de alcohol se 
estabiliza a este tiempo alcatizando una 
concentración de 1'/. L9 q/1, con un consumo final 
del 60~ de los azucares totales. 

La fi.yurn lb nos muestra el consumo de 
azúcare:-; totales y el alcohol producido por la cepa 
BCGC L-0?.4 durante una termentación a nivel matraz; 
como podemos ob~ervar ld producción de alcohol se 
estabiliza H la~ 5 horas alcanzando una 
concentración de 1'/.J g/1 y habiendo consumido tan 
solo el 50~~ de tos azucn.n~s dnl medio. 

En la tabla lV se compara el rendimiento del 
producto en base al sustrato (Y p/s), la 
eficiencia de fermentación asi como la velocidad de 
esta. Como se puede observar las tres cepas de 
catálogo alcanzarán valores mas altos en cuanto a 
rendiemiento y eficiencia respecto a la cepa 
utilizada en el Ingenio. 

·35 



Mientras que la levadura del ingenio tuvo un 
renóimiento de 0.173 y una eficiencia de 34%, las 
levaduras de cat~logo alcanz~ron un rendimiento de 
0.243, 0.2.66 y 0.5 asi como una eficiencia de 48%, 
58% y 98% para las cepas L-001, L-002 y L-024 
respectivamente; siendo la velocidad de 
fermentación maB alta de 2.96 g/1 para la cepa 
L-024. . 

' 
4.- 1'1-!:HMI-!:N'l'AClüN A N1VEL 1~ LI'l'ROS. 

~ara la fermentacibn anivel 15 litros las 
figuras 1'/ y 18 nos muestran el consumo de 
azúcares reduct.ores totales y la producciori de. 
alcohol para las cepas Ingenio y L-024 
respectivAmente; como podemos observar la cepa 
utilizada en el Ingenio necesitó de 24 h para 
alcanzar una concentracón de alcohol de 23.72 g/1 
mientras que la cepa BCGC L-024 a las 12 h tenia ya 
una concentración similar alcanzando finalmente una 
concentración de 27.79 g/1 a las 24 horas, habiendo 
consumido tan solo un 50% de los azucares 
existentes en el medio. 

La tabla V nos muestra la comparación de estas 
dos cepas en cuanto a eficiencia, rendimiento 
(Yp/s) y velocidad de fermentación. 
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5.- H•;kfviL•.N'i'AClUN ¡..;N 1<..1., J:NGE!:Nlü 

~n las figuras 19 y 20 tenemos las parámetros 
de 0 HX y 9 rados <._;ay - Lussac para las cepas L-·024 e 
rn~enio respecttvamente, a nivel industrial 
( 94 000 1) . 

Como podemos observar la cepa Ingenio alcanzó 6.6 
0 GL, bajando los 0 BX hasta 13.6 a las 20 h que fue 
cuando se estabilizó su producción de alcohol; 
mientras que la cepa L-024 tubo una reducción a 
12.8 °BX alcanzando 7.6 °GL como producción final 
de alcohol. 

Por otra parte en la figura 21 para la cepa 
L-024 y la figura 2~ para la del Ingenio nos 
muestra el consumo de azúcares reJuctorcs totales y 
directos asi como la producción de alcohol en g/l, 
como podemos ver en la cepa Ingenio hubo un consumo 
constan te de azúcares ha~3 ta la~ 22 h que fué cuando 
se alcanzó la m&xima producción de alcohol 53.33 
g/1, mientras que en la cepa L-·024 a las 22 11 se 
seguian consumiendo azúcares alcanzando hasta 
entoncm; f>O. ') q/ 1 eh~ etanol. 

La comparacj ón de estas do~~ cepas en cuanto al 
(Yp/s) eticienc:i.a Je fermentación y productivi.dad a 
nivel industr·ial se puede observar en la tabla VI 
donde se compr tH-:ha que la cepa L-024 alcanzó una 
efiencia de 69~ y una productividad de 2.6.3 g/l h 
comparativamer1te m~s altos que los alcanzados por 
la ·cepa ingenio que fueron de 68.65 y 2.5 de 
eficiencia de fermentación y productividad 
respectivamente. 
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VII.- DISCUSION' 

'· •. 

1.- Estandarización de Métodos anal1ticos. 

Debido a que los coeficientes de regresión 
fueron al tos de . 99956, . 9953 y . 9988 para las 
curvas de az~cares reductores totales, azücares 
reductores libres y etanol respectivamente¡ se 
pudo conc: 1 tür qne si ex"i.ste nna correlación entre 
la concentración y la absorbancia para las 
determinaciones de azUcares totales y reductores 
asi como ecanol. 

~or· lo tanto la ecuacion hallada para cada uno 
de los casos e~ confiable para predecir la 
concentración a partir de una absorbancia dada. 

2.- Estandarización de inóculo. 

Con el propósito de conocer la fase de 
crecimiento asi como la viabilidad, que reflejan el 
estado fjsiológico de la levadura, se optó por 
realizar su estandarización en cuanto a estos 
par§metros se refiere para conoce~ el tiempo en que 
la célula est§ en óptimas condiciones. En primer 
lugar se realizó la estandarización en medio 
sólido. 

En las cinéticas de la cepa Ingenio 
inicialmente se observó la estabilización de su· 
crecimiento exponencial· a las 20 h pero con los 
posteriores ensayos se pudo ver que a las 36 está 
todavia en su tase logaritmica de crecimiento con 
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la población mas alta alcanzada de 170 X 10~6 
cel/!:il y una viabilidad del 98~ motivo por el cual 
~e el 1ji6 el tiempo de 36 h como el mas adecuado. 

Pdra la CüpH L-001 los resultados obtenidos 
inic:ialmenl.e rno~-;traron que el término de la fase 
logar1tmica tue d. las 3U h con uno. población de 115 
L< lU 6 cel;rnl con una viabilidad del 90% mientras 
que en ot.ra~; cur·vds de crecimiento se observa que 
la levadurd a las 36 h esta todavia en su fase 
expont~ncial con una viabilidad del 85:t por lo cual 
ae tomó el tiempo de 36 h como el apropiado ya que 
de e~ta forma la levadu~a al 3er inoculada en el 
medio liquido esta en una fase de crecimiento en la 
que es más facil adaptarse al cambio de medio. 

~n cuanto a la cepa L-002 se refiere se 
realizó una cin~tica durante 40 h tomando muestras 
cada 5 h en la cual se observó que la levadura 
llega a su tase exponencial a las 30 h con una 
población de 550 X 10~6 cel/ml; con el fin de tener 
un conocintiento mas real de la célula se realizaron 
al~unas otras cinéticas pero ahora con muestreos 
cada 2 h y en esto~ se pudo observar que a las 32 h 
la levadura esta todavia en su fase logar5tmica con 
un a p o b L1 e üm !1 e 6 j u X 1 U - 6 e e l /m l y e o n un a 
viabilidad del 9u:¡¡, por. lo tanto se decidio tomar el 
tiempo de j2 h como el adecuado. 

l)a rd La cepa L-u¿4 se realizaron e i net icas con 
muestreo~ cHrla ~ h durante peridos de 50 y 40 h en 
LHs· cuales se observó que su fase estacionaria 
''IOIJ LAza a Las 30 h; pero ya sobre la marcha en la 
experimentación pudimos comprobar que si se 
modi:ticaoa el tiempo de 30 h de crecimiento por el 
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32 h se obtenian poblaciones más altas y con 
viabilidades muy aceptables, por lo que se decidió 
tomar éste como el tiempo óptimo. 

Una vez realizada la estandarización en medio 
sólido se procedió a estandarizar el inóculo en 
medio liquido; en este caso pera determinar el 
crecimiento celular se empleó la técnica de peso 
seco debido a la propiedad de floculación que 
presentan algunas de las cepas. 

A este nivel de propagac1on los resultados 
obtenidos fuerón más uniformes, las tres cepa~ de 
catálogo presHntaron un tiempo óptimo de 
crecimiento de H·h ya que por ejemplo la L-001 a 
las 8 h llega al termino de su fase. logarítmica 
con ~1na viabilidad del lUü~ y con una población de 
7.5 g/1. 1:-'or cLnl parte ln L-002 llega al final de 
su tase lugaritmica a las 8 h con una población de 
13.8 g/ i. y tHli.i viabilidad del lüü"S. La L-024 al 
1gual que las otras llega al final de su fase 
logarítmica a Las 8 h y con una población de 
11.8 g/1. 

~n las treB cepas sucedio el caso de que en su 
fase estacionarLa habla un ligéro incremento de 
población alrrede~or de las 10 6 12 h pero con 
disminución de lu viabilidad, sin embargo se tomó 
el tiempo de 8 h debido a que la cepa esta 
terminando apenas su fase logarítmica y esta en 
mejores condiciones que después de haber 
transcurrido dos o tres horas de su fase 
estacionaría. 
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La cep<1 Ingenio alcanza su máxima población a 
lHs 10 h tiempo en el que termina su fase 
exp<Ht•~itc t d.l, mostr·ando una disminución inm<~diata en 
su po~lHción celular lo que hizo pensar en tomar un 
tiempo en el que la levadura estuviera todavia,en 
su fa~H lo~Hritmica de crecimiento por lo que se 
decic.lio qu.~ .:-1 h era un tiempo adecuado también para 
esta cepd. 

3.- Fermentación a nivel matraz. 

Una vez estandarizado el in6culo en medio 
sólido y liquido se realizó la comparación 
preliminar, de las cuatro cepas, con las 
fermentaciones a nivel matraz; ya que en caso de 
haber diferencia en cuanto a eficiencia de 
fermentacion seria muy notorio aún a este nivel, 
como po~terlormente se pudo comprobar. 

Al comparar los re:c;ultados obtenidos del 
rendimineto y eficiencia de fermentación pudimos 
descurtar dos de las cepas de catálogo la L-001 que 
fué la que presentó menor (Yp/s), eficiencia y 
velocicdades tle fermentación, asi como la cepa 
L-- 002 que· mos t. ro va lores más al tos que la L-001 
pero m;--¡:-:; ba-jos que la L-024 cuyo rendimento fué de 
o.5, C<>rt una eficiencia del 9t.-H'; y una velocidad de 
~~ . 9 b q ¡ l d ~.~ e tan o 1 ; mi en t r as q u e 1 a e epa u t i l i z a da 
por el lnqenio IJre::.:;entó un rendimiento de 0.173 y 
una f:: 1 J e iencia d. e J4~ valor es más bajos qu.e 
cualquier·~ de las cepas de catálogo. 

l-'or lo que se eliqió la cepa L-024 para 
cornpHrarld con la del Ingenio a nivel 15 litros y 
cornprob~r que la cepa de catálogo tiene una mayor 
eficiencia. 
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4.- ~ermentación a nivel 15 litros. 

De la fermentacion a nivel matraz se pasó a 
nivel 15 litros, debido aque en este nivel las 
condiciones de la fermentación no son tan 
diferentes a las del Ingenio como lo es a nivel 
matraz, principalmente por que el volumen utilizado 
en el matraz es de 200 ml .mientras que el empleado 
en el Inger1io es de 94 000 litros, ademas las 
condiciones de fermentación en un matraz pueden ser 
controladas y mcis constantes que a nivel 
industrial, por lo tanto los resultados obtenidos a 
nivel 15 l, son má reales y similares a los 
obtenidos a nivel industrial. 

La cinétlcu a nivel garrafón (15 1), comprobó 
corno se esperaba los resultados obtenidos de la 
ferrnentaci0n a r1ivel matraz. Nuevamente la cepa 
L-024 obtuvo los mejores resultados: rendimiento de 
0.46, la eficiencia del qo% con una velocidad de 
fermentación de 3.15 g/l.h de etanol, mientras que 
la cepa del ingenio presentó una velocidad mAs baja 
de 1.4 q/l.h con Y(p/s) de 0.32 y con una 
eficiencia del 63%. 

5.- Fermentacion a nivel Industrial. 

Una vez realizada la fermentación a nivel 15, 
litros se pasó directamente a nivel industrial 
94 000 litros el resultado de esta fermentación 
mostró clara justificación para sustituir la cepa 
ingenio 
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por 1M L-024 que al igual que a nivel 15 litros fué 
la que preBent6 mejores rendimientos, obteniendo 
result.~dos muy similares a los de este nivel. 

La cepa utilizada por el Ingenio tuvo~un 

rendimiHnto de 0.35 con una eficiecia del 68.8% y 
un~ prorluc~ivid~d de ~.5 g/l.h, por su parte la 
cepa d~ ca t-JI.loqo L-024 alcanzó valores más al tos, 
e 1 re n<.J j mi en t~ o d f~ es tu 1 e va dura fu é de O • 4 5 , un a 
eficiencia de HCJ:;r, (20% más alto que el de la cepa 
lng~niu) y con una productividad de 2.63 g/l.h. 
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VIII.- CONCLUSIONES. 

1.- El tiempo adecuado de crecimiento. en medio 
s6lido fuG de 32 horas para la c~pi Ingenio y 
L-001, y de 36 h para las cepas L~002 y L-024. 

2.- El tiempo adecuado de crecimiento en medio 
liquido fué de 8 h para las cuatro cepas 
probada:3. 

3.- La fermenación a nivel matraz mostró una clara 
diferencia entre las cepas, la levadura L-024 
-resultó ser la mejor ya que presentó la efi
ciencia y Yp/s mbs alto de todas las cepas 
comparadaB. 

4.- A nivel industrial se comprobó nuevamente la 
superiorid;'lcJ de la l(!Vadura L-024 donde obtuvo 
una eticit~ncia de 89:t a las condiciones del 
ln<.¡enio. 

=>.- llctJltlo o LJ qr;_¡n uiten3ncia que existe entre la 
e epa el H e.-¡ t ci l u g o L -- () ¿ 4 y 1 A e epa. de 1 I n genio , 
se acon::;eJd a este la utilización de la cepa 
L-1!)4 ya qur; e::.>i.o impl]caria un aumento del 
20.~~ en J.a eficiencia del Ingenio. 

6.- 1\Lguno~:; j_ngenios emplean cepas de levadura 
inadecuada muchas veces levadura de pani-
r icacion (corno et1 este caso) que no tienen los· 
mismos renJimientos que las levaduras propias 
para. producir alcohol, perdiendo de esta man~ra 
utilidades que podrian ser muy altas; lo cual · 
podria solucionarse empleando levaduras d~ 
éste tipo que tienen altas eficiancias de 
fermentación. 
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1\GUI\ 
Concentración 
de azúcar: 
6 - 12%. 
20 - 23 oBx 

5 - 10% de 
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cerevisiae 

·. "'Bx: porcentnje <ic· sóli.dcJG totales presentes en una 
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ANEXO l 

1.- kendimiento (Y p/s): son los gramos producidos· 
del metabolito en cuestion entre los gramos de 
sustrato consumidos. 

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

g ART (inicial) - g ART (final) 

2.- Eticiencia de fermentación: se calcula en base 
al máximo teórico por una regla de tres. 

C6 Hl¿ 06 ---- 2 e¿ H5 OH + 2 C02 + ATP + 12015 Cal 

PM = l.eU.l6 2 X iJ (vl = 4 6 • 0 7 

Y p/s máximo teorice = 92.14 = 0.51 

186.16 

lOO% de eficiencia 

Y p/s X • 

.. - .... 
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3.- La velocidad de producción de alcohol: se 
cal<:tlld por medi.o de una regresión a la región 
lineal de la curva de producción de alcohol, en 
donde la pendiente correspondera a la velocidad 
máx1ma de producción de alcohol. Se calcula con 
la ayuda de un programa de computadora 
l N Ui•JbH l LU) • 

4.- Productividad se calcula dividiendo la 
concentración máxima de alcohol entre el tiempo 

de te1·mantacion requerido para alcanzarla. 

P -· g de ~'1'0H 

tiempo h 

\ 

' . 

~·-· . 

. '· .. · 
~· .-· ' 
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