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I, INTRODUCCIOt-1 

En la~. óltimas década~. la Biotecnologfa como disciplina 
producto de la fusión de la bioqufmica, la genética, la 
ingenierfa qufmica y la microbiologfa aplicadas a la producción 
Y utilización de los microorganismos y de sus productos, ha 
venido ofreciendo nuevas y mejores alternativas para las 
industrias como la alimenticia, farmaceótica, agrfcola, minera Y 
de alcohol, entre otras. 

Es especfficamente en la industria del alcohol en donde la 
Biotecnologfa ha desarrollado procesos novedosos a los ya 
ex i ~-ten te~- en materia de fermentaciones, haciendo que esto~. 
aumenten su productividad, eficiencia y rentabilidad. 

La producción de etanol ha cobrado gran importancia en los 
ól timos al"ios, sobre todo en pafses donde sus recursos 
ene-rgéticos han di~-minufdc•. Brasil >' Estados Unido:. de 
Norteamérica, son un ejemplo, donde utilizan el etanol como 
combu~.tible, e-n algunc•<E· casc•s mezclado con gasolina y e-n otros. 
en forma pura. 

Tradicionalme-nte, para la producción de- alcohol a partir de 
sac.arosa mediante fermentación de levaduras entre ellas una de 
1 as má<E. ut i 1 i zada<E- e:. Sacchar·c•myces cere-v i <:-i ae, aunque al gur.o~. 
biotecnólogos sienten que en el futuro la importancia industrial 
de éste grupo de microorganismos disminui~á porque ellos 
producen pocos met.abolitos secund.3.rios de interés comercial. Por 
otro lado, recie-ntemente se ha observado una mayor producción de 
etanol por parte de •.Jna bacteria del género Zymomonas, la cual 
utiliza ónicame-nte su:.tratos pur·os de glucosa, fructo:.a y 
sacarosa. Asi mismo, en la industria de las bebidas alcohólicas, 
se ha estado _inve-stigando la posibilidad de utiliza~ sustratos 
comercial es, que permitan aumentar 1 a calidad del producto asf 
como mejores rendimientos. Debido a esto es muy importanh la' 
investigación de las fermentaciones de Zymomona y de ~ 
c<?re-visia€' €'n l-as cual<?s se utilicen sustrato<:. comer·ciales para 
su aplicación a nivel industrial. 



I I • ANTECEDENTE~:; 

La p<o.l.:.br·a fer·ment.~.ción e:. de or·igen ].:.tino y en :entido 
escrito se ha usado para designar la transformación del jugo de 
uva en vino. La palabra latina "fervere" significa "hervir" y se 
us.,.. pa.r.:. des•:ribir el aspecto efervescente del jugo de 'J' . .Ja en 
ferrnentac i ór•. 

En ].;o.. actu.:.lid.;o.d seo leo llama fer·rnentación a.l•:c•hólic.;o .. :.. 1.:.. 
fc•rrn.;o.ción deo alcohol etflico <C2 H5 OH) a p.:o.rtir d•? g1u•:osa Y 

otr·os. a:zúcar·e·::. ~:omc' l.;c. S-3.C-3.r·os .. 3., pc,r· J ¿\ ~ce i ón de: ! c.=. f~?rmento-:. 

de leovadura, la cual puedeo ser representada esteq~iométricarnente 

C.: Hl2 06 
Gl U!:C,S-3 

( i :30) 

2 C2 H5 OH + 2 C02 
Et.o.nol Bió>:ido 

(92) 

de 
c.:.r·bono 

(88) 

L.:. ecuación descr i t.:<. puede ;;.er· a.p 1 i ca.d.:;.. t.=-.n te• par·.:;, 
fer·rnentos de le•,!.~.dur.;,s como de bacter·ias, 1.;, cu.;,l rn.H·c.:o. lo:o 
·:.ig•Jiente: Un rendimiento de 51 g de et.;,ncol puede -:.er· obtenido 
de .la fermentación de 100 g de gluco:.a .• L.;, pérdida se .;o.trib!J>'e 
al crecimiento del microorganismo y la formación de subproducto: 
<Kirk & Othmer·, 19.S2; Kirl< & Ott-.rner, 1'?81; cTones et a.l, 1'?:31!. 

1.- FACTOF:E::; Y COMPONENTES CARACTERISTICOS, t-!ECE::;ARIO::; PARA 
LA REALI Z:'-1CI ON DEL PROCE~30 DE PRODUCCI ON DE ALCOHOL POR 
FERHENTACION. 

cc,mc• todc1 lo~. :.eres. vi•.}c•·:., lo-:. microor·ga.ni-:.mo-:. cr·ecen, -=·e 
reproducen y :.egregan alguneos compuestos bioqtJ!micos de 
impor·ta.nci.:. p.;o.r·a el hombre. E';da e-:. un.;, de 1.;,:. Gar·acter·!stica·:. 
pr i mor·d i a 1 es pa.r·.;, 1 a u ti 1 i zac i ón. de 1 os mi croorg.:in i smos en 1 o·:: 
pr·c•cesos fer·rnentativc•:., le• que de algun.:. rnaner·a e·:.quem.~.tic.:. :.e 
puede represen t.:o.r corno 1 o muestra 1 a f i gur·.;, 1. Es deo::.i r, que 
para que una fermentación se real ice son necesarios los 
s i g u i en tes r e q u i s i tos : tener un m i ero o r g .:. n i srn o de 
caracterfsticas idóneas para el proceso y/o producto particular, 
prc•veer un medio de cultivo a.decu.;,'do (que conteng.;;, todos lc•s 
nutrirneontos es~nciales en las proporciones y cantidades óptimas 
de producción) y finalmente, establecer y controlar las. 
co::ondiciones. fi<:.icoqu!mica-:. nece·:.ar·ias pa.ra el desar·rollo de la 
ferrneontación. Corno resultado se obtendrá una cantidad de 
m j cr•;)Or·gan i ':-ITIOS 

J:ll"'incipalmenteo 
mayo::or que la inicial y diversos !productos, 

etanol <KirK & Othmer, 1962; Presscot 



·~ Dunn, 1976; f(ir·k e, Othrner-, 1981; .Jone:;, et :o.l, 1'?81; Quinter·o, 
1'?:37; ~::;t•Jr-ión, 1'?88). 

A '• t··1I CF:OORGAN 1 3t·10. 

La :.elección del rnicr·c•c•r·g&.nis.rnc• n•:• -;;.o::olo -:.e limita a q•Je pueda 
llev.~·.r· :;. cabo 1.;;. r-e¿•.cción de·~e.:o~da, sine• el q•Je pueda efectu.::o.r el 
cambio bioqufmico nec€'-:.ar-io en peoco tiE'mpc•, q•Je pr-•::oduzc« el 
r·endimiento má>~irnc• pcrs.ible con un mfnimo de .;;.tención y que 
mantenga sus car-acter-fsticas de gener-ación en genE-r-ación. 

Actu.3.lmente se conor:en 3'7' géner-os de 1 e• . ..oadur·.;;.:. con 400 
es.pecie·:., dE' 1~.=· cu&.le·:. la-:. má-:. utili::.;;.das. p.?,r·.;;. l.;.. pr·oducciórr de 
e t.~nol ·=.on 1-~=- c1:;.pa.: S-3.cch::-.romrce-:. cer-~'~·' i -=· i -3.1? y 8-~.ccha.rom:.~ces. 
car·beraen·::.i·;:. (t1ur-iller, E't, al, 1'7'84; Cocheiro, 1985; Ste~ ... Jart, 
19:35). 

Por- otr-a par-te, en los últimos 10 anos ha tomado una enor-me 
i mpeor- tan e i .;;. una bac ter- i .;;. de 1 géner·o ZYmc•mr::on;;.:.. E-:. un 
micr-crcrr·g;;.ni·:.mo cc•n un pc•tenci.=-.1 de r·ápid.;;. pr·r::odrJcción de alcc•hol 
par-a aplicaciones industr-iales. Las Ztmeomonas ha sido utilizadas 
en .tr.r·e.:o.s. tr·opical€':. d€'1 mundo, como un agentE' fE<r·mentativc• 
n.3.tur-.;;.l par-a bebi d.;.·: .. ;.1 cohól i •:&.s obten i d.;;.s de l.;. s.;.v i a de 1 as 
pl.:o.nta:.; rJn E'jE'mplcr mu;.-· conocidc• E<·:. el pulq•JE', bE-bida 
nac i eon.a 1 • Ztmomon&.:. se ha ~·•Je 1 to un mi cr·oor·g.;.n i smc• popul.;.r-, 
pr-incipalmente par-a estudios E'n ingE<nier-fa bieoqufmica y genética 
(8rJch.:o.n.:o.n & Gibbon·:, 19:34; 1'1onteneceour-, 1985; L.:o.~·,rfc•r-d, 1'?86; 
Bu.chhcrlz, et al, 1987). 

8). NUTRIHENTOS. 

En t•::odo pr·oce·:.cr fer·ment&.t i vo, 
consider-.3. un a.specto de import.;.ncia 
v i s t a e e eon óm i •: e•. 

el medio de pr-c•ducción 
vital de·~de el punto 

-:.e 
de 

Los nutr-imentos son ceompuestos del sustratr::o o mater-ia prima 
asimilables por el microorganismo. La materia pr-ima contiene a 
menudo suficientes sustancias nutritivas, aunque E-n eocasionE's es 
necesario agr-egar compuE-stos que juegan un papel esencial. Para 
la mayor-fa dE' las matE-r-ias pr-imas utilizadas par-a fer-mE-ntación 
alcohólica., utiliza.ndc• cepas de.§.. cerevis.i.;>.e y;_. mobilis, los 
suplE-mentos más necesarios seon los compuesteos fuentes de 
nitrógeno y fósforeo, asf ceomo pequenas cantidades de vitaminas, 
E-lementos tr-aza, E-tc. 

El nitrógeno s.-, sum in i s.tr·a en forma 
urea, aminoácidos, etc. El sulfato de 
ampl i.amE<nt.-, uti 1 iz.;r.dcr ¡-,n. fE<r·mentacieone-:. 
limitación de iones de amonio en el medio 

de ·:.a 1 e-s de- arnon i e•, 
amonio es el más 

indus.tr·iales .• Una 
de nutrie-ntes caus.a 



una repentina transición de la fase de crecimiento exponencial a 
la fase de crecimiento 1 ineal. 

El fósforo se aftade en forma de fosfatos¡ el más uti 1 izado 
es el fosf.ato de amonio. La concentración de fc•s.f.at·:J·s control-~. 

la slntesis de llpidos y carbohidratos y mantiene la integrid~d 
de 1 a mernt:•r .an ·"'-. 

L.3.s •.•itaminas. r·egularr el metaboli·smo del micr·oc•rganis.m•:o¡ :.u 
fr.Jnción es enzirnática. Los requerimientos de la·s •Jit.3.minas 
esenciales para los rangos de fermentación depende de la cepa. 
Biotina y pantotenato son '!itaminas esenciale·s pa.ro>. t•:Jd.as la·::; 
cepa:. dP. Sa.cch.:.r·om;.-ce: >' Z'/mc•mon.a: .• El in•:J:.i teol e·s un f.acteor· 
es.enc i al de 1 crP.c imi ento p.ar·.a mi cr·oorga.n i smo·s, el cual en forma. 
de fos.fatidilirro·:.itol juega un pa.pel clave P.n el m.~.ntenimientc• 
de la integridad de la membrana celular. 

Loo:. elementos. tr·aza come• t·.-J,;;¡, Fe, Co, Ca., Ni, Zn, Cu ·:on 
de nece·sar·ios en !.:. sfntesis de enzimas y son factores 

cr·ec imi ento. 

C). CONDICIONES AMBIENTALES. 

Para que un proceso se desarrolle eficientementE> , también 
es de considerable import.ancia. que :e esta.blezc~.n ;.· C()ntr·olen 
la:. condici•:•nes. ambientales, p.ar·a que el micr·coc•r·gani;mc• 
transforme las sustancias nutritivas al producto deseado con un 
má;<imc• de P.ficiencia. Entr·e la-:. condiciones bá·sicas. ·:.e 
encrJentran el pH, C•:Jncentración de azrjc.ar, temper:;;.tur·.3. y 
co:; 1 geno. 

El efecto del pH es. muy importante en el •:·ontr·ol de J.:.. 
cont-3-minación, en el efecto del •:recimiento del microor·g.:..ni?mo y 
en la formación de subproductos. 

importante debido 
el re-ndimiento de 

de a.zrjcar de 1 
cl.3.ves pa.r·a 1-3. 

La concentración de azrjcar es otro factor 
a que el contenido de carbohidratos determina 
fer·ment.:;..ciCm, la. efi•:iencia de- conver·sión 
micr•:Jor·ga.nismo los cu.3.1e·s son dos p.3.rámetros 
valor·ación de la ferment-3-ción como tal. 

Por otro lado, la temperatura se 
lo-:. inter·valos óptimc•s, t-3-nto par·a el 
acción enzimática. Se ha obse-rvado que 
de la tempe-ratura máxima se reduce la 
como también se nota decremento rápido 

debe mentener siempre en 
crecimiento como para la 
ope-rando cerca del rango 
tolerancia al etanol asf 

de 1 a v i -3.b i 1 i dad e e 1 u 1 ar • 

El oxigeno es. necesar·ic• 
fermentación, particularmente 

en le•:. primer·os momento:. de 1.;.. 
para · 1 a reproduce i ón de 1 as 

células en condiciones óptimas. 



2.- SIOLOGIA DE ZYMOMONAS. 

EtimC~lógi~:a.mernt'.? Z:rmomonas signific~.: 

Zyme = fermentación y monas= una unidad, o sea, una célufa con 
capacidad fermentativa. 

Zymomor,.;;.s. fué des.crit.:>. primeor·.a.mente- por· BaYer· ~, Hiller en 
1912; fué e-ncontrada como un age-nte causante- de la enfermedad de 
la sidra <putrefacción). 

Sin emba.r·gc•, el deo·;:.cubr·irniento de esta bacter·ia s-~ le 
a.tr·ibu/·e a. Lidner· en 1928, Q'Jien aisló. este micr·oor.;_,.anismo del 
pulque y lo llamó Thermobacterium mobiles. Esta bacteria se ha 
pre·ser•.J-~.do y ·se con•::~ce .ahor·a como ZYmo::~mona.s mobi 1 i ·::. SIJbes.pec i e 
rnc•t•il i·;:. (ATCC 1098::::;> (8uchana.n & Gibbc•ns, 1984; nontene•:c•ur, 
1985; lawford, 1986; Buchholz, 198?). 

A.- TAXON0t·1!A. 

El .;¡énero 2Ymomonas comprende una sola e-spe-cie l· mobilis Y 
dc•s subespecie: 2Ymomona·s mobilis rnobilis y Ztmomonas mobilis 
pc•m.aci CBuc~•-an.;<.n s, Gibbc•r,·;;., 1'7'84; t··1ontenecour·, 1'?85). 

8.- t-10RFOLOG I A 

Fo~ma colonial :Ztmomonas forma colonias con bordes enteros, 
desteollantes; de color· blanco cremo·so; de 1.5 mm de diámetr-o 
par·a ].a sube·:.pE<cie mc•bilis. y 1.0 par·.;.. l.a ,..ube!:.pecie pom.acii 
deo·spues de 7 dia.s de incubación .;.. 30°C. 3u elevación pued~ ser· 
convexa o umbonada. 

Fc•rm.;.. celular·: L.;..s. célul.a:. tienE-n fc•rm.:. dE< b-a.•:ilo:. con 
puni:a.s. redondead.:.·=-; oc.as.i cmalrnen te el i psoi d-O<.l es. Se encuentl'an 
genera.lmente en p.;..re·:.; -~.lguna~. •:epas fc•r·m.:.n agr·eg.;..•:ion~=· en 
forma de roset.;..:., c.adena..s. o célul-"'·s fila.mE<ntos.:,:=, de 2.6 mm de 
lc•ngit,Jd y de 1.0 a 1.4 mm de diámetr·c•. Nc• f•::~rman esp•x·a·:. ni 
cápsulas (8uchanan & Gibbons, 1984; Montenecour, 1985). 

C.- Fl'::JOLOGIA 

Z~··momon.a:=. es. una b-"'ctE<ri-"' Gr.;;.m neg."'tiva, g.;.neralment€' ~-in 

movimiento; cuando lo posee tiene de 1 a 4 flagE-los polares. la 
moti 1 i dad p•JedE< p.;.rder .. :.f? e·:.pc•ntánE<amen ti?. :3on cornónmen teo 
·~.n-•.erobia·:. f.:..cult;;.tiva.-=., a.unq,Je algunas ceop.;;.s son anaerobias. 
obl i g<o.d.;._: .• 

Su temperatura óptima de crecimiento es de 30 °C ; el pH do;. 
cre-cimiento óptimo es deo 3.5 a 7.5. Ztmomonas toler·."' 
concentraciones de etanol de 5.5 a 7.7 %, y concentraciones de 
glucosa de 20 a 40 :.--;.Requiere vit-3.min.O\s corno biotina. y 

pantotE<nato, además de extr~cto de lE-vadura y peptona. 



---------------------------~~~~-- ----

ZYmomon-3.S e:. resi -:.ten te -3-ntibióticc•s 
( •;¡ <: n t arn i •: i n a. , 1< ·" n a m i e i na. , n e c•rn i e i n .,. , p e n i e i 1 i n ·" , e :. t r· e p t c•m i e i n -~) 
Y es sen-:.ibl<:' a. cl•::.r.3.fenicol :·· tetr·.;..ciclin.,.. En el ca:.o d'2 
ampicilina y eritromicin.;.. 1.;.. re·:.i·:.ten•:i-3. e:. \!a.ri-3-ble <E:uch.o..n.:..n .~., 

Gibbons, 1984; Motenecour, 1985). 

La membr·ana celuJ.;,r· de Z:-·momona.:. e:.tá compue:.ta por· 
c.:~.rdiol ipin.a, fo:.fatidi Jet.anol.amina., fosf.;,tidigl icer.::>l ;.-
fc•s.f.;.. ti di 1 ccd i na, además de ácido·~. o;;¡r·as.o:. corno e- J ác ideo 
vaccénico, mirfsticeo, palmftico y palmi toleico. La sacarosa y el 
et.3.nol p.;,r·e•:en nc• tener· efectos. per·j•Jdi e i .':\1 es. :.cobre 1.;, rnembran.;.. 
celula.r, >'·"- que se h.;.. eobs.er• . .Jado que la. toler.3.nci.oo. .:o. a.Jt.;..-:. 
•:cmcentr·.3.ci•:•ne·:. de esto:. s.e det•e pr·incip.;..lmente .a 1-3. pr·e:.en•:ia 
del ácido •J.;o.ccénico que r·epresenta un 75 :;; o más del CQntenido 
di? ácido~- gr-.=..:.c~~- en 1-:r. cél,.Jl-~ (Car·t?y .~ In9r·am, 1'?:33; 
Honteneco•Jr, 19:35; Doelle t< Greenfield, 1985; 8ens.chc•:er & 
1 no;;¡r·am, ¡;;·::=.:¿.; E:uchhc•l z, Dc•ol e/ 8< E•.Je 1 e- i gh, 1 '?S7). A:. i mi :.mo, 1.3. 
tolerancia a altas tempe-raturas e-s otro factor importante, 
puesto que a temperaturas mayores de- 41 e la proporción de ácido 
•.Ja.ccénico disminuye, incr·ement~.ndose el ácidc• mirf-:;tico. La. 
prc•pc•rc i ón de- fc•·:.f.:.t i di 1 colina ;' car·di ol i pi n.;.. :.e- i ncr·ement.an 
disminuyendo la fo·:fatidiletanolamina >' fo·:.fatidilgli•:e-r-cd 
<Benschot~r 8~ Ingram, 1986). 

Dur.;,nte un cicle• de fe-rment.ación, el por·centa.je- do? a9u.a 
intracelula.r· declina y este efecto:; e-s rná·:. ma.rcl.do a •.Jn.~. alt .... 
con•:<?ntr·.ación de s.ustr·atc• inicial. E·:.tudico·:. rnicr·eo:.cópico·:. con 
lev.;..dur·a~. r·e•Jela.n una a.trofia. celul.u· rel.;..cionad;.. con l-3. c.afda 
del contenido de agua intrace-lular el cual no se ve en Zymomeonas 
(Laudrin, Sei ller, Torrijos, Uribelarrea & Goma, 19B4). 

Z).··rnom.:•n-3.-:. c.~r·ecJ? de di•.Jer·: .. :..·:. enzima-:. cl-~•.}e:. par·-~ r·eo~.l iz:t.r· 
].;.. glucólisis; principalmente la.s fosfogluc:oquina.-:.a. ZYmomon.;..:. 
utiliza l-':1. •Jfa Entner DC<udor·off para la. degr·ad.':\ción de 
ca.rbohidr·ato·:. en un 100 ~,: (fig•Jr·a. 2). Zymornon.3. utiliza sólo tr·es. 
ca.rbohidr-3-tc•:.: glucos.a, fr·•Jc:to:.a >' s;.acaros.a. La h.;..bi 1 idad de­
utiliza.r sacar·os.a e-s presumiblE" debidc• a la pr·esenci.':\ de 
inve-r·ta::: .. ':\. Z¿'momcon.3.s no es. c;tpa;: de- rne-t.':\bol iz-3.r· otr.3.:. fue-ntes di? 
carbono: rafinosa, xilosa, ramnosa, galactosa, manosa, sorbitol, 
a.rabino:::.a, ,juJcitol y lacte•: .. :. .• 

Zrmomcona.s. fermenta. gl•.Jco:::.a a. 1. 8 a. 1. 7' mol es. de etanol y 
0.2 moles de lactato por mol de glucosa utilizada. Sólo del 2.0 
al 2,¿.:.-~ de gl•Jco·:.a cc•ns.•Jmi•j.3. e-s con• . .Jer-tid.':\ a biom.':\·s.;... L.;..:.· 
enzim.,.·:. r·elev.3.nte-·:. p-3ra mantene-r· una C•>(idoreducción b-3-la.ncead.':\ 
en l.a fl?r·mentación s.eon: glucQ:.a-6-fc:o:.fateo de-·:.hidr·c•genas .•. , 
gl icl?raldehfdo-3-fosfato deshidrogenasa y etanol deshidrogenasa. 

ZYmc•mc•nas e-s. un.':\ de 1 a:. pc .. :-3.:. ba.c ter· i as. q•Je pQ:.e-en un.,. 
piruvato decarboxilasa tipo levadura y por lo tanto puede 
pr·oducir· e-tanc,J por reducción de- acetaldehfdc• <Da\'-Je·:., Ribbc•ns e< 
L-arge, 1'7'6ó). 



Leos pr-incip.:o.l>?s productco-:. for-mado·~ pc•r· ZYmc•mon.;o.-:. ;;.on >?1 
eb;>.nol >' C02. E:.;,.jo C•::!ndiciones aeróbicas lo·:. productos fina.les 
for-mados pr-incipalmente son acetaldehido, acetato, lactato, 
aceti lmetilcar-binol >'glicerol. Por- otro lado, algunos alcoholes 
-:.uper·ic•re-:., pr·incip.?,lrno?nt<: n-pr·cop.:o.nc•l ;.' alcc•hcol i-:.c•a.milic•:•, -:.on 
detectables en algunas cepas. El levano, un pol !mero de 
fr·uctco-:.a, .;.;;. un producto impcor·tant.;. for·madc• pc•r Zvmc•rrtC•n-:o.s 
durante el crecimiento en sacarosa. El 10% de la sacarosa en el 
medio es conver-tida a levano¡ el resto 
Y glucosa. La formación de levano está 
e i ert.;o.;;. cepa-:. nc• prc•ducen 1 e•Ja.no 
~Montenecour, 1985). 

3.- 8JOLOGIA DE SACCHAROMYCES. 

es convertida a fructosa 
1 igado a la temper-atura; 

.;.. .;o.l t a·:. t emp er· a tur· a·:. 

L-3.·: le•.,o.3.dur·.,.·~ son cu.:o.nti t.:o.ti•.,oamente y ecQnóm.icamente el 
grupo más impo~tante de mic~oorganismos comercialmente 
explotados por el hombre. La importancia de estos reside en su 
apl io:.:o.•:ión indu·:.tr·ial, pa.r·.:o. 1.3. c•btención de pr·coductc•-=· ótile-:., 
debido a ].;..·~ propied.:o.de-:. fer·ment.3.ti•..J.;..s y c•xida.ntes que 
desar-r-ollan sobr-e determinados sustratos. Su contribución al 
pr·ogr·eso de 1 hombr·e h.;.. s.i do b.:o.sa.d.:o. muy amp 1 i .;,.mente en su 
cap.:o.•:idad P·•.r·.:oo. producir· un-3. r·ápida )' eficiE-nte cc•nuer·-:.ión de 
azóc.21r·es en alcc•hol y C02 (Pelcza.r S., Re id, 1978). 

En 1838 J. F. V. Meyen dt-nominó 
a.z:uc.;:..r.~dos 11 , en 
dur·.:t.n te mue he··:. 

1.;.. t 1 n Sac•:h.:o.romyces, 
-~:i'i os. e c•mo n C•mbr· e 

microor·g.:o.ni·~.mos unicelul-:o.r·es que se 
que eran capaces de producir en 
fermentac:ión a.lcohólic.;; .• 1'1á-: t-3.r·de 

a estos vegetales 
denom i n.::o.<: i ón que 

''hongo·::. 
perduró 

ge-nofr· i cc• de todc•=· 1 o·:. 
r-eprod•Jc>:n por· gem.::o.c i ón ;•' 
mayor o menor grado la 

·se subdividió >:·:.te nombre 
gené~ico en varios (Jorgense & Hansen, 1978). 

A). TA><ON01'1IA. 

:=;a.cchar·c•mYce-:. ce-re-• . .J i ;.¡.;..e e;;. urr.;o. 1 e•.,o.:o.dur·a. .;o.-:.cc··~porcu;;¡e-na 

( cé l 'J la. C-3.p.;¡.z de forrn.ar· a.-=.co-:.pora.-: en :.u a. sea.) que se encuero tr.;.. 
err el o;;¡r·upo ··d., l C•-:. Errdeornycet<:<.l e-:., f.:o.mi 1 i .;.. S.;;.cch.3.r·comyce-ta.ceae, 
subfami 1 ia. Saccharomycoide-ae-. 

8) t·-10PFOLOGJA 

La mc•r-folo:oo;;¡f.3. ce-lul.;o.r· depende- en alteo o;;¡r·adc• de la-:. 
C•:)ndiciones b.::o.jeo 1.3.·~ crJ.:o.le-s cr·e-cen y ·se corrse-r•..J.;..n la.s célul.:o.s. 
Las célula.s de §. cerevisiae normalmente son redondas o 
elipsoidales, oscilan de- 1.0 a 9.0 micr-as de diámetro; >'de 2.0 
a 20.0 micras de longitud <Prescot & Gordon, 1962) • 

• 



C) FISIOLOGIA 

Las levaduras poseen dos formas de reproducción: sexual Y 
asexu.3.1. En contraposición .;, la m-'>.::,.,orf.a. de lcr:. hongos 
fila~entosos, la reproducción asexual no se efectúa por medio de 
órgano·s especialmente form.ados. L.=-. repr·o:•duo:o:ión ~-·egel:a.ti•.J-3. e• 
as.ex•Jal oo:•Jr·re peor tQr·mao:ión de bl.;.·:.tQs.p.:.r·cos. (gem.;.o:ión), por· 
medio de la f6rmación de conidios (fision binaria o fisiparidad) 
o por combinación de los dos prQo:esos (gemaparidad). 

En el pr·o•:es.o de r·epro•:Jucciór: s.extl-3.1, t•:.d.c,.·: l.as le•-.!.adur.;:,.·s 
11 Verdadt'2r·.,.s" produce-n a.-: .. :ospor.:r_: .. Por· es.t€' mc•ti 1...'0 ~-t? inr:lu)'E>n 
las levaduras verdaderas en el grupo de ascomicetos u hongos con 
r·eceptác•Jlo e• .as.c.a. El as.ca contiene, por· le• gener·a.l, de 1 a 4 
esporas pero a •.Jeces .·su número es. de 8 o m.~.·s. La.s. e·spor.;,s. :.e 
pr·odtJc~n pc•r di• . .-tisic•nl?s :.tJce:.i•._t-~=· del nr.Jcle-o; ~-~d.:r. núclec• -~.::.f 
f•::.rm.ado se rode.a de ma.teri.al cit.:•plá·smi•:c•, y de·spué·;;, por· 1.;:,. 
p:..red cel•Jl.;:..r. 

L-as. 1 e•...'adur·.a.:. s.on •:.rga.n i ·:.n-..:•·s he terotr·óf i co:o·:. que pueden usar· 
azúcares y una variedad de compuestos orgánicos como fuentes de 
n•J tr· i •: i ón. De e·:.tc•s. compues.tos. e 1 1 a·:. c•bt i en en 1 c•s. e:.que 1 e to·:. •:JE< 
c.arbono neces.a.r·ios para re.aliz.3.r· sus diferentes reaccione·:; de 
bi·:.s.fntes.i;;. <F:os.e e, Harr·i·:.•:.n, 1971). §:. cere•...'i-;:.iaE< ti<?ne- l.a 
h-'l.bi 1 id-3.d de f"'r·menta.r •Jn .amplio r·.;o.no;;¡o de .?,zúcares. por ejemplo:): 
saca~osa, glucosa, fructosa, galactosa, mal to~a, mal totriosa. 

El primer pas.o en la utiliza.ción de- cu.a.lquier· .azú,:a.r por· S. 
cer~visiae es usualmente ~1 siguiente: 

1.- Paso intacto a través de la membrana c~lular, o 
2.- Una hidrólisis inicial fuera de la membrana, 

seguida por la entrada a la célula de uno o 
todo:··=· le•·=· pr·o:od•Jcto::•·=· ,j" l.;., hidróli·:.í;; .• 
El tr.;:,.ns.por·te de é·:.tos <o.zúc.;.,res. es. por difusión 
faci 1 i tada. 

3.- En cuanto estos azúcares entran a la célula 1 la glucosa 
se fosforila a la respectiva glucosa-6-monofosfato con la ayuda 
de un.a enzima. o::•:.mr:in, la hexoq•Jin;..:a >' ATP (figura~:), Des.pués. 1.:.. 
glucosa-6-fosfato es convertida a fructosa-6-fosfato y otra 
e-nzim.a fosforil.a és.ta rjJtima en fr·ucteos .. ;.. 1..5 difo·:.f.ato ccm e-l 
gasto de una molécula de ATP. A estas reacciones le siguen una 
;;.~?ríe de p.;;..s.eo·:., vfa Embden- 1'1eyer·hc•f eo glucóli-:.is <f'i9ur.a 3 ). 
El resultado total de la degradación de una molécula de glucosa 
e-·:. de•·:. moléc•Jlas. de C02 y dos. moléculas. de eta.nol con un.a 
ganan e i .a neta de do:. mol es de ATP. Est-3. form.a de energf .3. <ATP) 
e·:. u·:.ada para suplir· lo=. req•Jerimientc•s ener·gético=. p;.,r.~. el 
cr·ecimiento celular y 1.;., sfntesis de productos de .;,lmacena.miento 
<Phaff, et al, 1978). 

La.s 1 e•.Jadur·as, como l.;,s bac ter· i as y otr.;.,s. form.as de vi da, 
r·equieren deo cier·tos. materi.;.les a.l imenticío:. >' condi·:iones en el 



m>:-dio par·a un .apr·opi.ado cre-cimi<?nto y r<?pr·c·ducci<::m. Al·~IJnos. 

elementos son básicamente necesarios, como por ejemplo el 
ca~bono, hidrógeno, oxfgeno, ni trógen, fósforo, potasio, azúfre, 
c.alci•::., hierr•::< y m.agne·sic•. Un s.uminis.tro adecu.ado de agu.3 ,..~ 

l?s.encial po-.ra que puedan lle•.Jo-.r .a c.abo -".•:tividades. •.,oib.l<?·::. 
(Prescott & Gor·don, 1'7'62). 

~:. cJ?r·.;r• ... •i·:::.iae r·equiere de vitamin-:«.-:. par·a r·ealiz.:tr un.:.. 
función c2d.alftic.a vital, las vit.amin.:>.·s deben por le• menos ser 
suministradas <?ro el medio o sintetizadas por la misma levadura. 
Al·;¡un.as de 1.~.·=· vitaminas esencia.le·s son:· bic•tina., niacin.~. Y 
ribofl?,•)ina, :.•:•n cc•mpc•ne-ni:&·:. de coenzim,;o.::. cc¡mo NAD y FAD; acido 
pantoténico, componente de coenzima A y en reacciones de 
aceti lación; ti ami na, funciona como pirofosfato de ti ami na en la 
descarboxilación de piruv~to; pirid~xina, actúa en reacciones de 
tr·-~n·: .. ;.mi n-~c i .:,n; .;.e i d•:, fól i ce•, fiJnc i ::-n.:t. come• te tr·ah i dr·c,fc•l-;.. ter. L-~­

biotin.a p.;.r·ec<? ser la m.?.·:; comúnmente requerida (Jones, et al, 
1 -;·:::: 1 ) • 

L•::.s. lfmite-;: .. ;.b:.olutc•s. de-l pH pa.ro-. :;:;. ce-r·e•,,i·::.i.a>? ;:.or, de 2.t: 
.3. B.t., per·c· el cr<?cimient•::. óptimo e·=· nor·malrnente entr·e el r3.ng•::. 
de pH 4.5 a 6.5. La temp<?ratura de crecimiento oscila entre 25°C 
y 30 C, un a. mayor· t emp 2 r· ·•· tu r· ·•· e a. u ·:: .. a de ·=-es bl.b i l i z .3.C i ón de 1 :;. 
rnembr.~.na >'un r·ápidc• decr·ementc• E-n la •.,<i.:.bilid.s.d celul.:.r· (F'h~df 

e-t al, 1'?7:3; Jone:. et al, 19:31). 

4.- DIFEF.:HJCIA::; H·!PORTANTE::;; ENTRE 2ymmnon.;..:. mobilis:. Y 
SaccharomYces cerevisiae 

Z·:·'ITIC<rnon.s. mobilis. es r:inica por·que pc•s€'>? la vi.:. gluccd!tic.~. 

Entner - Duodoroff para catabol isrno de glucosa y fructosa. Esto 
e·:. de inter·és. p.:.rticular· por·que e-s.ta vfa de d>?·::.cc•mpc•s.iciórr de 
·3.Zú•:ar es. difer·<?nte a 1.>. vf.a Embden- t"le;.'erhc•ff que utilizan l.O<.:. 
1 e•.J.adura·:.. 

El rendimiento del producto (ca.ntidad de et.3.ncd por· 
glucosa) es el mismo para ambos organismos. El punto de atención 
es sobre la relación entre el proceso do? suministro de energfa y 
la demandad<? energía. 

En 1 evadur·as. existe un acop 1 amiento en tr·e 1 o;:. pr·eoces.c•'::· 
.~.naból i cos (dema.nda de ener·gf a) y cata.bol i ::.mo (pr·c·ducc i ón d;; 
E-ner·gfa). Debido a es.te o.cc•plamientc• ;:.on nece·sar·i.as 
concetraciones muy altas de levaduras para lograr una aceptable 
velc•cidad de fer·ment.3.ción. Este es. un contraste dir·ecto o-. la 
·situ.:o.ción e>:is.tente con Zymornonas mobilis, donde el suministro 
de energ!.;.. no es c•xrtr·olado por· la derrr.arrda de- enE-r·g!a d€' la 
biosfntesis del organismo y procesos anabólicos. 

El rendimiE-nto dE-l crecimiento molar anaeróbico respecto a 
ATP es constante y el rendimiento molar neto de ATP es dos para 



S. cer-e•.)i·:.i-:te y -:.cdo un ATP par-.;,. z. rnobili·;., pc•r· le• t.;,.r,tc•, el 
rendimi;;.nto de cr·ecimiento par.'>. :;:;, cer·evi·:.iae e·:; dos veces más 
que de Z. mobilis .. Sin l?mb-~.r-~~o. La • . .Je1c¡cidad e·::.pt?•:ffic.:c. de 
crecimiento para S. cerevisiae y Z. mobil is es muy similar, por 
1•:• que ·:.e pr·ediceque la. • . .Jelc .. :idadde utiliz.;..ción de .;..::rJc3.r· pc•r· 
Z. mobil is debe ser dos. veces m.t..s. rápido que pc:w S. cero?: ... •i·::.i.:..e. 

A la mi·:.m.:., concentr·a.ción dt? t:•iom-B.·;.a, z·.,··mCtmon.=-.·=· es. c.~.p-~z der 
con·:.umir glucosa .;..pro:~im.3.d3.mente cincc• vece·::, más r·.~.pido que S. 
cer·•.)i·:.iaE-. E-:.tet -:.e r·elacic.n.:.. dir·t?ctamente- cc•n 1-~ pr··:~d,Jcti 1-r1 idad 

de fermentaci~n y es un parámetro clave en estudios comparativos 
con levaduras y bacteri;..s fermentativas. 

L-3. producción de eta.nol por S. cere11i·:.i ;..e ~·= norm.;o.lmE-nt,:;; un 
proceso asociado al crecimiento. El mantenimiento del 
metabolismo se controla por un no crecimiento de la levadura ya 
av.'>.r.;:.;..d.;.. la ferme-ntación, cua.ndc• J.a. •:c•ncentr·ación de e-t.;..nol e-:. 
relativamente alta. 

En el tie-mpc• pr·e-:.erde, ].;.. má-:;. ·:.er·i;o. de·:.ve-nta.,ia. de •Jtil iz.;.r 
z. mobili·::, e-n Jug.;..r de lE-•..oadur·a·::, est.t.. rel.'>-cion.'ld-~. ·"' un.;.. mu>' 
r·e-:.tr·in·~id.;¡_ 1 is.t.;.. d€' -:.u-:.tr·atc•s de azúc.;¡_r· fer·me-nt.~.ble. Diferente 
de:=;, C€'rE."·-'i"'.i-'l.E' que es c .•. p.'l.:: de prc•ducio' etanol de •Jn amplio 
espectro de- sustratos CLawford, 1986). 

5.- F:Et'.JColt",1I Et--lTOS DE ETANOL POR S.;..cch.'l.r·omtce:: o:er'?' . .J i ·:. i :ó~E- _., 
Ztmornor,.;..s. mob i 1 i ·:. A PARTIR DE DI FEF.:ENTE:O; SU::::TF.:ATO:O;: 

En tr-3-b.;¡_jos. r·e.;¡_l iz.;¡_dos. par·.,.. la obtención de .:o.lo:c•hc•l emple.~.ndo 

1 e•.J.;..dur·.;¡_-;., ·:.e t,.;¡_ ob·=.e-r·va.do quE- 1 a. pr·•::oduc•: i ón de et.;..nc•l ;.E- 1 c";¡r·.'l. 
en un tiempo no menor de 36 horas. SaccharomYces cere~Jis¡a@, la 
levadura comúnme-nte- empleada, puede dar rendimientos dE- 0.43 a 

.p.;.r·tir de 100 g/1 de glucos.3. en 3.:!0. hor·.:o.s <Rose, 1'?7.:5!, •Jn 
r·endimientc• de 0.40 a p.;¡_r·tir· de 200 g/1 dE- s.:o.c.:o.r·c•:.e. E-n 72 h•:<r3.s. 
(Ro:.e, 17'76) ;.- un rendimiento:. de 0.46 óo. p-artir de mel.azas de 
c.:o.!'i.;.. dilufda a 23 °E:x (f'inal, 17''>'0). 
Por otr·o J.:o.do, l.:o. b.:o.cteri.:o. Z. mobilis. puede alc-'>-nzar· 
rendimiento:•·= del 0.47 a p.:o.r·tir· de 100 g/1 en 36 hc•r·a-: <L:o.\.·,•fc•r·d, 
1986>, un rendimiento de 0.47 a pariir de 200 g/1 de sacarosa e-n 
32 horas CDoe-lle & Gree-nfie-ld, 1985) y un rendimie-nto de 0.50 a 
p.3.r ti r dE- 121 g/1 de sacaros.:o. de jugo de ca·i'i.:o. en 29 hora-:. 
CDoelle & Greenfield, 1985). 

6.- MELADURA O t'IELAZAS RICAS INVERTIDAS. 

E-:. un producto que :.e> obtiene- de- la c.:o.!'ia .j,. .;..zúc;o.r·; :.u 
producción fué desarrollada durante los últimos 25 a!'ios en. Cuba 
/Puerto Rico. La meladura se- fabric;.. en lugar de azúcar, nunca 
simultáneamente <Meade, 1967). 



L.;.. c:.:d"i.;.. de :,zrjc:.;..r· r·epr·esenta •Jn el ernE>ntc:> rnu-,.- irnp•:•rtante 
dE>ntr·c• dE> ].;.. E>.:onomfa de nuestro p.~.fs. E·;; un.;;.- hE>r·b.fo..:e.;¡. que 
perte-nece .:r.l gr·!Jpo •je 1-~--=- gr·amfne-.~.-=· que ·:.e c.:r.r·::.ctJ:?riza por· 
pr·esenta.r· part•? de su ccm·stibJción un t.~.llo recto, cilfnd1·ico, 
nudc•s.c• f ba.:.t.;..nte fir·mE> quE> le prc•pc•r·cio::>na. gr·.;..n r·e·:.i:.tenci.;.. / 
fle-~dbilid.:,.d, l.;..s. ho._ias planas. están inserta.da.s en c.;..d.;.. uno d•? 
le>;:. nudo;: .. Cr·ece- P•::>r· lo ge-nE>ral E>n clima:. tr·c•pica.l~·;; Y 
subtrc:>picales y es producida aproximádamente en cien pafses. Su 
V-~.lc•r- pr·incip-:t.l ~-e der·i•-..'-3. de ·:.u a.li:o conternido de =--:tc-:.<.r·c•':-.:C., 1~. 
cual puede alcanzar hasta un 11 % en peso, aunque su composición 
E-st-tc. er1 función do:- la:. condi•:ione·:. dt-1 su€'1•:• que- le dió or·i•;¡E-n, 
a.·:;f cc•mc:> de].;.. •.,oar·ied.:,.d de 1-=< cai'i.=< (Enciclc:>pedi.;.. t·1c:>nitor, 1979). 

L.:.. me1-:r.dur·-~- es. un .j.3.r·abe den~-•:t, ~~.~r-c:i.almente in•..Jeor·tidc•. 
Debido a. ·:.u -9.!-tc• cc:>ntenido de a:;:rjc.:;.r·, ·:;e u·s.:;.. princip<o.Jmente en 
Estadc:>s Unidc:>s e Ingleterra para la producción de alcc:>hc:>l 
i nd•J:.tr· i al. Dur.3.nte ].,. seg•Jnd-3. guer·r·.,. rnundi .;,.] ·:;;o. ut i 1 izó un.". 
cc•n:.ider·ablJ? c.:tntid.:t.d corr11:' al irnentc• y come• :..dulcor·ante 
cc•mercial, e--:;p.s-cialmente en Inglaterr.:,. (~1e-=<de, 1'? . .:57; Honin9, 
1'?77; kir·k .~, Othmer·, 1'7'f:::l; ::;tur·ión, 1'?f:::f:::). 

A> PROCESO (Figura 4): 

Extracción del jugo <guar·apo) 
E·~.to ::.e r·ea.l iza. rnedi.;..nt;o. la C:•::>mpr·¡;::.i•.:•n de 1.:<. c.:<.ri-?-. entr·¡; 

e i 1 i ndr·os de gr·.~.n t.3Jn.:d"io 11-~rn-~.do~. 11 fn.::..za.s 11
• Par.::.. e-~t-~. e~~tr·.~.cc i ón 

~-e p r· E! p a r· a I a e ~ rí -3. , t1 .:.. e i e n d ol .;.. p a=· a r· b -~. ,j o e u e h i 1 1 -?.. ·::. g i r- -:t. t r:~ r· i a.-::. 
que cortan los tallos y las convierten en astillas. Los mejc:>res 
pr·c•cedirnientc:>·:. de mc,J ienda 1-:.gr-.;o.n e:,<tr·aer en for·rna dE' .j•J•;:jC•, rná·:. 
de- 95% de azrjcar que contiene la cai'ia. 

El b-3.•:;!·"'-Z•::> fin.al qu-o- ·=-~·.le del último molinc:• contiene el 
azócar nc:> e~trafdc:>, la fibra lei'iosa >'de 40 -50% de agua. 

Purificación del jugo (clarificación) 
El jugc:> que tr·ae los molinos. es ácido, turbi•::> y d;o. .:ol•::>r·· 

•.)e-rdE> o:.b·:.cur·o. En el pr·c•cE>;:.o de cl=<r·ific:<.ción, ide.;o .• jc. par·.;.. 
elimin.=<r t-=<nto 1.=<::. impurez.:;.s ::.oluble::. c•::>mQ la::. in::.•::>luble·:::., e·s 
univer·::.;o.J el u:;.Q de].;,. cal/ e-i c.:o.lor·. 

La lechada de cal, preparada con aproximádamente de- 5 a 10g 
de hidr·óxidc• de c.;..lcio pc•r kil•::>9r.;;.mc• de a.zrjc.;o.r·, neutr·aliza. !.;.. 
a.cidez natur.;..T del Jugo (;:.e .;..leal iniz.;o. ·"'- pH ó.5) el gu.~rapo 

tiene entr·e 5 .:«, 5.5. Después. de 1-~. netJtr·.~l ización, el gu.~rapo -:.e 
dej.:<, ·:.edimentc:<.r. 

t"lediante !.:<. :.ediment;o.cíón, se lo9ra 1.;.. :.epar·ación de lo::. 
l•::>dos del ju9o. El .jugc:> cl-"<.rificadc:> de cc:>lor c.;,.fé obscuro, 
cc:>ntiene un f:::5 X de agua f se re-circula a Jos e-vaporadc:>res sin 
sufr·ir· trat.:o.miento adicic:>nal. L.;;.s •jos t'er·c<?ra::. partes de ésta. 
a9u-=< SE> e•.,oapor.;.. en •Jn quintuple <?f<?cto al vacíe•. El gu.~r-=<pc• 



entra de 15 °8:< y sale entre 45 a 55 °8x. Del q•Jintuple efecto 
de evapc•rador.;o~. pa~-a al tacho <evapc•rador· abierto) en donde se 
concentra a 77 °8x <Meade,. 1967). 

Es neces.ari.:. la inver·sión parcial de la mel.:.dur·.;.. p,:..ra 
prevenir la cristalización de la sacarosa durante el 
almacenamientc• y el transpc•r·te. Anti.;:¡uamente la inver·~-ión :.e 
hacia mediante la adición de ácido inorgánico <sulfúrico o 
clorhldrico). Para evitar la corrosión y pérdida de azúcares que 
destrulan la inversión con ácido, entre los aNos de 1938 y 1941 
se comenzó a adicionar levadur·as rica~. en invertasa as! c•::>mo 
enzimas comerciales. 

La inversión biológica par·cial de las. meoladur·as eos.H 
relacionad.:. con la formación de not.:.bles c.:<.ntid~.des deo 
ol igosacáridos sintetizados por la invertasa. Esto incluye 
principalmente la cestona <que está. constitufda por dos 
moléculas de fructosa y una de glucosa) y es fer~entable 

(Honing, 1977). 

Experimeontos hechos para optimizar la fermentación 
alcohOl ica de la meladura uti 1 izando levaduras, demostr3ron 
deficiencias de nitrógeno y otros factores que afectan el 
crecimiento de la leouadura y la eoficieoncia fermentativa 
utilizarodo e~-ta mieol. Estudic•s r·eoalizados. para cc•rreogir· e~.t.:o.s. 

deficieoncias indican que 1.:. meladur.;o. contiene la m<J.yor·la de 
eos.tc•-=· nutr·imento~., inclusive vitamina-:. >' demá-:. factore:. de 
crecimiento, excepto el nitrógeno (tabla 1). 

La rapidez máxima de 
se consiguieron a"adiendo 
ni tr·ógeno <l"'hJr·phy, 1984). 

fer-mentación 
sulfato de 

y pr·o:odiJCC i ón 
amonio como 

deo -~- 1 e c•h o 1 
f•Jen te de 

Peor otr.a par·te, en fermentaciones realizada:. a nivel pl<:~.n\.:. 

pi loto para la producción de ron en las cuales se uti 1 izó 
meJ.:.dur·a cc•mo mater·ia pr·ima ~-e analiz.:or·c•n los. cc•mponentes. del 
producto obtenido. Como resultádo se obtuOJo un destilado con 
m<:~.)'or· proporción de ésteres y menor pr·c•por·c i ón de fu se 1 , arnb~.-;;. 

uentajas favorecieron a la industria del ron obtenidas por 
fermentación deo meladura <Martlnez & Murphy, 1984J. 

7. - ~TUST I F I CAC ION DEL PRESB'ITE ESTUDIO. 

De 1 o an ter i c•r, >' tomando en ba<;;.e 1 as exper i ene i as de 1 a 
producción de alcohol por Zymomonas mobil is, puede destacarse lo 
siguiente: 

a) La bacteria Zymomonas mcobili<;;. p•Jede pr·c•ducir alcohol do~. 

ueoces más rápido que la levadura Saccharomyces cereOJisiae. 

b) La posible producción industr·ial de etanol por· este 
microorganismo ha estado restringido en p.~.rte debido a que los 
únicos sus.tratos que puede uti 1 izar· son glucoo¡;.a, fructosa y 
s a e a r o s a 

e) Con el presente estudio se pretende proporcionar una nueva 
alternativa biotecnológica de producción de alcohol empleando 



e--::.ta bacte-ria, y utilizando como única fue-nte- de carbono 1.;. 
me 1 adura, pr i nc i pa 1m en te porque ti ene u'n costo por K i 1 ogr.amo de 
un 55 % menor con respecto a la sacarosa. 

d) La meladura es una materia prima producida en 
e-n esta zona geográfica, la cual se- ha visto a nivel 
q•Je es I.Jna f•Jente ex i"tosa ut i 1 i za.ndo S.accharomyc:es 
par·.a la pr·oducción de alcohc.J. 

abundancia 
i nd•Js.tr· i a 1 
cerevjsia~? 



111. HIPOTESIS 

Emplo?ando condicic•no?<:· do? fo?r·mentación o?n la<:. cuales 
comúnmente se utilizan levaduP.::>.s, Zymomonas mobilis, present.ará 
mP.,ic•P capacidad dP. pPcoducción de alcohol a paPtir· de meladura, 
que la leuaduPa SacchaPomyces cePo?visiae. 

I '.J. OBJET I ~'OS. 

1. OBJETIVO GENERAL: 

El ot•jetivo de- P.sta te:.is es el de- compal'ar· la capacidad d& 
pl'oducc i ón de alcohol de dos cep<o.s de Sa.cchal'omyces cePev i si ae, 
una dP. colo?cción y otra do? uso industrial y una co?pa bacto?riana 
de colecciór, ZYmomonas mobilis, al emple-ar meladura comercial 
CC•mCo :.u:.tr·ato. 

Con base a Jos l'esultados obtP.nidos se propon'? seleccionar 
la cepa que pr·ese-nte el mejor Pendimiento de producción dE­
alcohol a partir' do? meladuPa. 

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

A. Estandarización do? inóculo. 

a) Determinación de población celular y popcentaje de 
viabi 1 idad de las cepas en cultivos en medio sólido. 

b) Deter.minación de poblacion cEdular y porcentaje de 
viabilidad de la:. cepas en cultivos en medio lfquido. 

B. Fermentación a nivel laboPatorio en volumen de 5 
1 i trc•s. 

a) DetePminación del Pendimiento de producción de 
etanol de las tres cepas empleadas con base al 
sus tr·a tC<. 

b> Cálculo de la velocidad de producción de etanol. 

C. FePmentación a nivel laboratopio en volumen de 10 
1 i tro-: .. 

a) Determinación del rendimiento de producción de 
etanol de las tPes cepas empleadas con base al 



sustrato. 

b) Cálculo de la velocidad de producción de etanol. 



V. t1ATERIAL Y METODOS 

1 .MICROORGANISMOS: 

- Zrmomona mobili<;;. mobilis NRRL B-15'.50, (cepa Zm> alta 
productora de etanol (donada por el Dr. Cletus Kurtzman). 

S.~.c eh .;.r omvc es 
productora de etanol 

cer-visiae BCGC L-024, (ce-pa 
a partir de melaza. 

Saccharomvces cerevr5iae, (cepa S) 
etanol, proporcionada por 1.:. empresa Tequ í 1 a. 
e .t.!. 

2. REACTIVOS: 

pr·oductor·,i>. 
S.3.1.Jza, S. A. 

u 

de 
de 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analftico y 

obtenidos de fuentes comerciales conocidas. 

3.EQUIPO: 

Agitador· magnético Felisa, balar,za granataria Sar·tori•J·:. 
GMBH, balanza analftica E. Mettler Pe 4400 1 b.:ú"io de 
temper·aura con5.tante Buchí 011, e5.pectrofotómetro e5.pectr·onic 20 
Bausch & Lomb, estufa de incubación Felisa 131, hem.;.tocitómetro 
Biotecna, micro·:.copio compuesto Cc•l leogiateo 400, micr·opipeta5. 
Gilson, potenciómetro Hanna instruments HI 8424. 

4.MEDIOS: 

A.- Medio.de mantenimiento: 

El medio de mantenimiento <Nt-tZ> para la cepa Zymc•mc•na5. 
mobil is, fué sugerido por el Dr. Cletus Kurtzman: 

Extracto de levadura 
Peptona 
Gl•Jcosa 
Agar 
pH 4.5 

10.0 g/1 
5.0 g/1 

20 .o g/1 
15-20 g/1 

El medio se esterilizó por calor hómedo, 15 minutos a 121 



t-le,dio de, mante-nimiento (t-lt-IL) par-a la~. cepa~. de 
Sacchar-omvce~. cerev i si ae L y S: 

Me 1 adura a 
Extr-acto de levadur-a 
<NH4)2 S04 
kH2 P04 
Mg Seo4 
agar-
pH 4.5 

1 2 0 8 X ITI á S.: 

2.0 g/1 
2.0 g/1 
2.0 g/1 
1 • o g/1 

30.0 g/1 

El medio se-ester-ilizó por- calor húmedo, 15 minutos a 121 

t-1 e di o de 

t-lel.:o.d•Jr·a a 
Extracto de levadura 
(NH4/2 S04 
KH2 P04 
l'lg S04 
pH 4.5 

ferrnentac ón 

1 4 
2.0 g/1 
2.0 g/1 
2.0 g/1 
1 .o g/1 

Esteri 1 iz.;<.r· por calc•r· húmedc•, 15 min•Jtos a 121 °C. 

5.TECNICAS: 

B.­
< M F) : 

m-~.-=·: 

A.- Técnica par~ conteo directo de células por el método de ázul 
de meti leno <Bradsahw, 1985). 

Los reactivos utilizados son: 

Azul de metileno 
Citrato de sodio 

a) Procedimiento: 

10 .o g/1 
50.0 g/1 

En un matraz aforado de 50 mi, poner 5 ml de muestr-a, 2.5 
de azul de metileno y aforar con agua destilada. 
Tomar- con une.. micr·opipeta de 20 ul un<. muestr-a y con ayuda de 
Cámara de Newbawer, contar la población tot.al. Esta técnica nos 
permite cc•nocer· también la viabilidad ya que- la par-ed celular de 
las levaduras m•Jertas absor·be el colorante-; y de esta forma e>s 
fácil id<:ntificar las células. muertas de- la~. vivas .• 



8.- Técnica para deote:-rminar azúcares r'?ductore:-s 1 ibre:-s por el 
método de:- DNS <Mille:-r, 1959; Marsdts 1t al, 1982; Ottro, 1986). 

Los reactivos utl izados son: 

Hidróxido deo sodio 
3.5 Dinitrosalicflico 
Tartrato d1 Na y K 
Metabisultito de Na 
Fe:-nol 

1 o. o 
1 o. o 
200.0 

0.5 
2.0 

g/1 
g/1 

g/1 
g/1 
g/1 

Mezclar uno a uno y aforar en matraz de 1,000 ml. 

a) Procedimiento: 

A 0.5 ml. de mue·:.tr·a se adicic•n.:.n 1.5 ml. de:- -:.olución de 
DNS, se agita, y se pone en baí'lo marfa a punto de eb1.Jllici6n 
dur·ante:- 10 minuto: .• Se- deja enfr·iar a te:-mpe:-ratura ambienb:, ~-E' 

agr·egan 8 ml. de agua destilad~ y se agita. 

Leer absorbancia a 550 nm. 

C.- Técnica para de-te-rminar· azúcare--:. reductores. tot.;,.le·:. pc•r· e-1 
método de fenol -sulfúrico <D•Jbois et al, 1956). 

Los rtactivos utilizados son: 

Acido sulfúrico concentrado 
Fe-raed al 5/; (v/v). 

a) Procedimiento: 

A 1 ml de la solución proble-ma se le adiciona 1 ml de:- fe-nol 
al 5 %, enseguida se agregan 5 mi de ácido sulfúrico concentrado 
e:-n forma t•rusca para cons-e-guir el efe-cto de:- la hidr·ólisis. Se 
deja enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agita 
y enseguida se pone a ba~o de agua fria durante 10 minutos. 

Finalmente se lee absorbancia a 490 nm. 

D.- Técnica para determinar e:-tanol por el método de 
dicl"omato de potasio <Am.~rine & Ough, 1976). 

Los reactivos utilizados son: 

Di Cl"oma to potasio 
Acido sulfúrico 325 mi 

33.768 g/1 

Se diluye el ácido sulfúrico e-n aprc•ximadame:-nte- 400 mi de- agua 
destilada, se deja e-nfriar Y se agrega el dicromato diluido e-n 
aproximadamentf! 200 mi de agua d~?stilada; y s.-afora en matraz a 
1,000 ml. 



a) Procedimiento: 

A ml de mue:-tra se le agr·e-gan 
dicromato y se agita, se deja reposar 
po:.te-r· i orme-n te- se agregan 5 mi de 
finalmente agitar. 

Leer absorbancia a 585 nm. 

6.METODOLOGIA: 

A. E:-tar,dar·ización del inóculc•. 

2 ml 
durante 

de 
10 

:.cdución de 
minutos Y 

agua de:.t i lada, par· a 

a) Dete-rminación de población celular y porcentaje de 
viabilidad de las cepas en cultivos en medio sólido: 

Se cr·ec i e ron 1 as cepas en una serie de h1bo con agar 
inclinado <un tubo par·a cada tiernpc• de rnuE<:.tr.;.) quE< cc•ntE<r.lan el 
medio de manten i mi en te• <t-1~-12, t11"'1L) para c.::tda una de 1 as cep~.s. 

Estos tubos s~ SE<rnbraron por estrfas, a partir dE< un cultivo en 
tubo de conser•-1a•: i ón; se i ncub-~.ron a una tempera tur.;,. de 30 ° C 
por un perlado de 48 horas, sacando muestras a diferentes 
ti<?mpo·;; de crecimiento, para re-al izar el cont"'o de población 
total y el porcentaJe de viabilidad. Posteriormente, a partir de 
es tos tubos, se- preparó una suspensión ce l u 1 ar ad i e i onando a 
cada tubo 50 ml de solución fisiológica e-stéril. 

b) Determinación de población cE<lular y porce-ntaje de 
viabilidad de- J.;¡,s ce-p.;¡,:. en cultivo en medio liquide• y 
propagación de inóculo: 

Para las ce-pas L y S, a partir de un tubo de conservación 
en medio s61 ido <MML>, se tomó una asada para inocular una serie 
de- 13 tubc•s, cada ur,o con 10 mi deo medio liquido de 
mantenimiento <MML). Los tubos se incubaron a 30 ° C "-!n 
condicion;:os estática:., tomándos.e un tubo para cada mue-:.tr·eo, en 
un perfodo de O a 72 horas de incubación. 

Para la c;:opa Zrn el inóculo se tomó de ur. cultive• fr·;:o:.co er. 
un tubo con 10 rnl, el cual se empleó par."'- inocular 100 mi de­
medio liquido t1t·1Z. A par·tir de éste volúme-n, se inocularon 12 
tubos con 10 ml de medio Jfquido MMZ. Para cada caso, el volumen 
de inóculo fué de lO;-: <v/u), se incubaron a 30 °C eor. 
condiciones estáticas. Se- tomó un tubo-para cada mue-streo, ~n un 
periodo de O a 72 horas de incubación y poder real izar el conte-o 
de población celular por espectrofotometrfa a 650 nm a 



partir de- una di lución 
a 1 , 

1 : 25 ( Man i a t i s e- t a 1 , 
1 9 8 4 ) • 

19:::2; La•Jdr· in et 

A partir de- le•<:. re-<:.ultados obte-nido<:., e-n la edad del 
inOculo para cada una de- las cepas, se- real izó la propagación de­
inOculo a nive-l matraz, mediante pasos suce-sivos en una relación 
del 10 /. (u/u), h.asta obtener el vol•Jmen nece-sario de inóculo 
par·a cada una de- las. fermentaciones. de 5 Y 10 litr·c·=·· 
manteniéndose- las mismas condiciones de operación. 

8. Fe-rmentación a nive-l laboratorio en volume-n de 51 itros 

Se utilizaron matraces Er·le-nme-;.·er de 6,000 mi., dos 
m&.tr·aces que- cc•rrte-rrfan :.,ooo ml. de me-die• de- fe-r·mt>ntación; lo:. 
cual es fueron inoculados al 10 /. (<¡/u) e i nc•Jbados a 35 °C por 
un periodo de 72 horas. Cada corrida de fe-rme-ntación se hizo por 
duplicado. Se- real izaron mue-streos pe-riódicos p.ar.a. medir 
pc•blación, .azucare:. 1 ibr·e-:. >' tot.ales. y pr·oducción de e-tanol. 

A p.3.rtir de los resultados obtenidos en Jo·5 aná.lisis, se 
dete-rminó el re-ndimientc• de- pr·oducción de <?tarro! '?n bas.e- al 
sustrato, l-3. eficiencia de fermentación, .asf como J.;~ •Jelocidad 
de producción de etanol. 

C. Ferm~;>ntación a nivel laborator·io e-n vc•lumerr de 10 litre•:. 

Se utiliz.aron garrafones de plástico de 19.0 litr·os que 
cc•ntenlan 10 1 itr-c•:. de mo:dio d~;> fe-r·m~;>ntación (MF) c.;..da cor·rid&. 
se hizo por duplicado. 

Para la preparación de-l me-dio de- fe-rme-ntación primo:ramt>n~e 
se ajustó la melad•Jr·.a a 13 °8x se hervió por un tiempo de 10 
minutos. Posteriormente, se d~;>jó enfriar a temperatura ambiento: 
para ajustar· la mel.adura a 14 °8)( y al"iadir los nutr·ientes. Las 
condiciones de- ope-ración fueron las siguiente-s: volume-n de­
inOculo de- 10~~. tempe-ratura 35°C por 72 horas. Se- re-alizaron 
muestreos per·iódicC<:. para me-dir· población, azúc.3.r·e-s 1 ibr·E-~· )' 
totale-s y producción de- e-tanol. 

A par· ti r· de- 1 e•:. re-su 1 tados obte-nido·:. en 1 Q:. 
determinó el rendimie-nto de producción de etanol 
sustrato, la e-ficie-nci&. de fE-r·mentacU:•n, asi como 
de producción de etanol. 

anál i sí s, -:.e 
en base al 

1 &. v"' l oc i dad 



'·JI. ¡:;~ESUL TADOS 

A. Estandarización de inóculo. 

a) Determinación de población celular y porcentaJe de 
viabi 1 idad de las cepas en cultivos en medio sólido: 

En la figur·;;.. 5 s.e- c•bs.erv.:.. el ere-cimiente• y el porcentaje 
de viabil id.ad de la cep-3. L dur.ante 48 hor.:..·s. Como se puede 
apreciar, e-sta curva de crecimiento no presenta fase de 
adaptación, empezando la fase logarftmica en las primeras horas 
la cual se mantiene hasta las 48 horas de incubación. Se decidió 
tom.9.r como ed.ad de 1 i nócu 1 o un ti emp•::. di? 32 horas, con un-3. 
población de 300 E6 ce-1/ml y una viabilidad di? 100 %. 

El crecimiento:. de T.a cepa S s.l? m•.Jestra en 1-3. figur.a 6 en 
la cual seo observa que no hay fase de adaptación, empl?zando la 
fase logarltmica en las primeras horas y manteniéndose hasta las 
48 horas. No se observa fase- estacionaria. Se decidió tomar como 
edad del inóculo un tiempo de 32 horas, C•::>n una. pc•bl-9.ción de 300 
E6 ce-1 .. /ml y un.O\ viabilidad de- 100 %. 

b) Determinación de población celular y porcentaJe de 
•.Ji;..bilid.:..d do? l.;,s. cep.:..s. e-n cultiv•::>S· e-n medie• liquido: 

En la figura 7 se obse-rva el crecimiento en medio liquido 
de la cepa Zm. No SE' pre-sE-nta la fase de- adaptación, empe-zando 
la. f.a·s<? loga.r·itmi•:a e-n !.as prime-r-:<.s hQras y ter·mina a las 18 
hc•r.;..-:., inicio de l.a f.;..·: . .,. es.taci•::onar·ia. Se tc•mó cc•mC• tiempc• d€' 
i nócu 1 o 12 horas con un.". pobl.ac i.ón de 200 E6 ce 1 /ml. 

Para la cepa L, se muE-stra e-1 trecimiento €'n la figura 8, 
en la cual no se observa fase de adaptación, la fase logarftmica 
s.e pres.ent.;.. e-n las primeras hora-:. has.ta J.;..s. 12 hor·a.s· 
obser•_¡.9.ndose después de es.te tiempo la fase est-3.ciona.ri.;.., se 
tomó cc•mo ed.;..d del inOculo la·:. 12 hc•r·.as., cc•n un.:<. población de-
150 E6 cel/ml y un.a viabi 1 id.ad de 100 ::.--:. 

En la figura 9 se muestra e-1 cre-cimiento de- la cepa S, ero 
1«. cual no se observ.;.. f-3.Se de adaptación, la fase loga.rftmica 
empieza en las primeras horas llegando a su fin a las 12 horas 
para empezar la fase estacionaria. Se tomó como edad de inOculo 
las 12 hQras, con una población ce-lular de 200 E6 cel/ml y una 
viabi 1 idad de 100 %. 



8. Fer·ment.;..ciórr a nivel laboratoric• en volumen de 51 itr-o·:.: 

La. figura 10 nos muestr.;¡_ el crecimiento ce-lular de J.;.. 
cepa Zm en volumen de 5 fitros. Se observó una posible fase de 
.:c>.dapt.~.ción de las. O a l.'is 3 horas apr·o:<imád.,.mente y la fase 
e-xpc•n¡¡.nci.'il en el rango de- las 3 a las. 24 hor·a:., cc•ntandeo c·~n 

una población fin.;¡.! de 400 Eó cel/ml. 

La figur·a 11 nc•=· mues.tr.a el cNr:.umQ de- a.zr.Jcar·es. r·é-ductQn:. 
tota 1 e-·:., a.sf como 1 a prod•Jcc i ón dE" et.::o.nol por 1 a ce-pa Zm e-n 1.;.. 
fer·merrtaciórr de 5 litr·eos. Cc•mo =·e p•Jede Clbser•,.a.r·, práctic.;..rnente 
el consumo de azúcares y la producción de etanol se estabilizan 
a l.a:. 24 hc•r·>.s. L.;.. concentración fin.::o.l de et~,nol fu<!- de 5:0:.07 
g/1, alcanzándose un consumo del 86% de los a~úcares del medio. 

L<:<. figur·a 12 neos. mues.tr·a el cr·ecimi.:nto co:lul<:<.r· y el 
porcent.:c>.je- de vi.,.bilidad de l.;.. cepa Len l.;.. fer·ment.;..ción de 5 
l i tr·c•s .• l·k· ·se- ob'E.er·vó fas.e de .~.d.;..ptac i órr, empezando 1 a f.a·:.e 
exponenci.;..l de-sde las. primeras hor.;..s de la fermentación, h.;..sta. 
las 12 'hc•r.;..·s, A partir· de entoces., =·e obser·•.,.ó •Jn r·ápi•jo 
decremento de la viabilidad hasta 1 legar a 1.7% a las 72 hor!s, 
aunque la pc•blación =·• mantu•.Jc• cc•nst.;..nte <a.lrededc•r de 70 Eó 
cel/ml). L.;.. figur·.;¡_ 1:3 nos presenta el con·::;wno de azóc.:.re-s 
tc•t.;..l e-=- >' 1 a pr·c•ducc i ón de e tanc•l de l.a cepa L. Se c•b·:.ervó 1 o 
mismo que- para la cepa Zm, con respecto al consumo de azúcares y 
la produción de etanol. Se alcanzó una produción de 59.84 g de 
etanol/! y un consumo del 93% de los azúcares del medio. 

En la figur·.;.. 14 s.e pre<:.errta la pobl.;..ción celular· y el 
por-cent.3.je de via.bilidad de la cep.;¡_ S en fer-mentación de 5 
litros. No se observó fase de adaptación; la fase- exponencial se 
inició en las primeras horas hasta las 9 horas, en la cual se 
alcanza una población de 125 Eó cel/ml. La viabilidad se- mantuvo 
en un 100 % hasta las 12 horas, y fu¿ disminuyendo hasta un 5 % 
a las ?2 horas de fermentación. 

En la fig•Jra 15 <:.e pr<;-:.enta 
reductores teta les y 1 a produce i ón de 
fermentación de 5 litros. El consumo de 
de et-:c>.nol se estabillizan a las 24 
pr·c·ducc i ón de et.;..ne<l de 60 g/1 >' urr 
azúcares originalmente presentes en el 

e 1 e on sume< de az ó e .:.r·"' s 
eta.nol de 1 a cep.3. S en 
azúcares y la producción 
horas, alcanzándose una 

e on =-u me< de 1 $'3 % de 1 os. 
medio. 

En la t."bl-" 2 se ce<mpar·a el r·endimJ¡;-nte< del pr·oductc•, 1-" 
eficiencia de fermentación, a·o;,f como La. velocidad de 
f"'r·mentación de l.:.s tr·es cepas en la fer·mentación de 5 litr·os. 
Como se puede observar, con 1 a.s cepas L y S se obtuvieron 
rendimientos y velocidades de fermentación semeJantes <0.49, 97 
% y 2.49, respectivamente), los cualf?s fueron rnayorE<s a los 
obtenido=- •:e<n la cepa Zm (0.43, 83 /;y 1.86, respectivamente). 



C. Ferment.:;.ción .~.nivel J.abc.ratorio en •!olumen d<? 10 litros: 

En la f<?r·mentación en volumen de- 10 litre•'=·• las tigur·.a;:. 16 
y 17 nos presentan el crecimiento C<?lul.ar y 1~. producción de 
e-t.ancol y e-1 con;:.umo de- azúcar·e-;:. de- l.a ce-p.a Zm, re-;;.pectivamente-. 
L<o. prQd•.Jcc i ón de e t.ancol , e 1 consumo de azúc.;).res, asf CQmo e 1 
crecimient•:•, ·:.e e:.tabiliz.an .a l.a;. 20 hc•r.a: .• Se- alc.anzó un.a 
concentr·a.ción celul.ar de 437 E6 cel/ml >' un.;. c•::.ncentración de 
e-tancol de 5'7'.:3::: g/1. Hubo •.Jn con:.umo de-l 88 :1: de lc•s azócare':. 
originalmente ~resentes en el medio. 

En la figura 18 :.E' m•.Je-;:.tr.a ;;1 cr·ecimiE-ntc• celular '/ e-1 
porcentaje dE' •Jiabilid."'-d de la ce¡).a. Len J.a fermenta.ción de 10 
litr·c·-=·· Se ot•se-r·•.Ja que- a la:. 12 h•::.ra·:. se- tiene l.a conce-ntración 
cel•.Jl.ar más alta 130 E6 CE-1/ml >' l.a viabilida.d a un 100 ~~. 
DE-·:.pué;:. de- éstE- tie-mpo, e-1 pc•r-•:e-rda.je- dE' >Jiabilidad de-clina muy 
r·ápid.;.mente hasta un ;~.a la.s 72 hor.oo.s, notándose que la. 
población celular también baja hasta 104 E6 cel/ml. 

En 1.:;. figura 1'7' se muestr:l. l.a pr•::.d•Jcción de et.anol y ;;1 
cc•n-:.umc• de .~.zrjc.;;.r·e·:. r·educ tc•r·E-:. tot.a 1 e·s de- J.a cepa L en 1 a 
ferment.ac i ón de 10 1 i tr·os. Se ob:.erva que .:;,mbos se est.abi 1 i ::an 
a las 20 h•::.ra':. de fer·ment.;..•:ión, .alcanzándo:.e un.a concE-ntr·ación 
final de etanol de 59.6 g/1 y un consumo de azúcares de un 97% 

de los present~s or-iginalmente en e-1 medio. 

En la fig•Jr·.;.. 20 de muestr-a el crecimient•::. cE>lular y 
pc•r-c<?nta.je dE' vi."-bilid.ad de 1.?. ce-pa S eon 1.?. fe-r·me-ntación de 10 
1 itros. A las 20 horas se presenta la concentración ce-lular- más 
alta de 13E: E6 cE-1/ml y un por-c<?nt.ajE- deo •}iabili•jad de- , 
de':.pué:. deo éste tie-mpo ambos empiez.:.n a de-el in.ar lentamente, 
t",.:;,:.t.a 11 egar· a 1 a.·:. 72 hora:. cc•n •Jna pc•bl ación de 1 o:::: E6 ce 1 /rnl y 
una viabilidad de 37 %. 

La f i gur·.a 21 neo:. mue-:.tr·a 1 a pr-oduce i ón de etanol y eo 1 
consumo de .=.zúca.r-es total es de 1.:. cepa S en 1 a fermentación de· 
10 1 itros. A las 20 hcor-as de fer-mentación SE' estabil ilzan ambas, 
alcanzándose una concentr·a.ción de eta.nol de ó0.4:3 g/1 y un 
consume• de azúcar· e-:. de 1 $'ó ;,: de 1 os azúcar-e:. pr·eosentes 
or-iginalmente en el medio. 

La t.:.bla ::: se compar-a el r-endimientc• de-l pr··::.ducto, la 
eficiencia de fermentación y la velocidad de fer-mentación de las 
tr-e':. cep.=.s en la fer·mentación de 10 litr-e•'=·· Come• ':.e puedeo 
obser>Jar las tres cepas pr-e-sentaron la misma velocidad deo 
fermentación, los >Jalor-es mas altos de rendimiento y eficiencia 
los obtuvo la cepa L <0.49 >' 97 /,, respectivamente), 
po:.tericor·mer.te la ceop.a Zm obtu•.¡o 0.48 y 94 ~< r·especti•Jarnente y 

finalmente la cepa S obtu•Jo 0.47 de. rendimiento y 92 /; de 
eficiencia. 



1)II. DISCU::;ION 

A. Estandarización de inóculo. 

Con el c•bjetc• de C•:•nc•cer· el tiJ?rnpc• en que 1.;.. cél•Jla e·:.t.!<. ~n 
óptirn.~.s. co:ondiciones p.;o.r.;, llev.:¡r .3. c.~bo 1.;, tr·.;o.n·sfeorm.;,o:ión de le··=· 
azrjo:ar·es .. ;o. et.;..nctl, ·:.e r·eodizó ].;.. es.t.;o.nd.;o.riz.~.ción del inóculo, /·=· 

que al conc•cer las. f.01.·:;es de cr-ecimiento y 1.3. •.}iabilida.d se 
refleja el J?stado fisiológico del microorganismo. 

Se re~.l iz-~r-:•n difere-nte~- pruebas de cr·ecirnientc• en me-dio 
-::.ól i de• p~.r·a l.:c. •:e-p.~ Zm, per-c en ni n•;¡un-B. -:.e- c:btu•.)o un r·e·::.ul t.3.do 
pos.iti•..Jo, la. cep.3. ·solamente creció en el rni·:rno t·11"12. Al p.;,recer, 
la t•acter·i.;o. s.ufr·!.;o. de inhibición por· •:a.us .. ;o. de a.lo;;¡lin c•:•mpc•nente 
presente en las fuentes de azúcar probadas · (meladura, 
mascabado, azúcar refinada) CRhee, 1984). 

Se obtuvo buen crecimiento de la cepa Zrn en medio liquido 
1"1t·•1L, s.ólo q•Je no ·:.e pudo determinar· el pc•r•:ent?...je de •.}i.3.bilid.?..d, 
ya. q•.Je éste s.ólo se pod!a re.OI.liz.~.r por crecimiento en pl.;,ca / 
é-:.t.:c. •:epa. nc• cr·eció en medio ~-61 ido, pC~r lü qtJI? sólc• ·:.e ¡·.-?.:c.l izó 
conte•:> de peoblación pc•r espectrofotornetrf.~ .• 

Al C•bs.er·•.}ar· el cornport.O<miento e-n me-di•:> l!q•Jidco de 1.3.·: tr·e·:. 
cep.3.s, el tiempo:• de inóculco r·e-come-ndado de 12 hora.·:; re·o;.ul\ó 
adecuado para nuestro trabaJo, pudiéndose comparar con los 
tiempo:> de inócul•:> emple.O<ojQs en los pr·c•cesos. comercia.les, que 
u: . .:t.n una ed.:r.d de i nócu 1 o no menc1r de 24 hor· B.·: .• Stur· i ón report-~. 

tiempo de inóculo de 24 a 28 horas para la producción de alcohol 
a partir de melazas y rnel01dura; Pre-sscot reporta un tiempo de 24 
h or -~. ·=· e omo e d.:..d de 1 i n óo: u l o 01. p a.r t i r de me 1 .0\z a. ·s. 

B. Fer·ment.;o.ción -~- ni•.)~?l 1-:r.borator·io en 1-)olumen de "' 1 
·-' 1 

i tr·os 

En 1.=-. ferment.O<o:ión de 5 litrc•s, 1.~. cepa. 2m f•.Jé l.;¡, que 
c•bt•.Jvo lo·:. • . ..o.~.l o:•r·o?s. rn-~.s. b.O< . .i•:>·:. de 1 ;,s tr·es cep.01.s, tanto ~n 
rendimiento, .. efic.ieno:i.~. corno en l-3. '.lelo:io:hd de fer·mentao:ión, sin 
embargo, los valores obtenidos estan dentro del rango que se han 
manejado en otros trabajos real izados con I mobil is. 

Doelle & Greenfield reportan un rendimiento de 0.33 para la 
cep-3. z. mobilis UQt·1 2716, a p.01.rtir· de 400 g/1 d~ ·:5.;o.ca.r·o" .. "· y de 
0.3'? a pa.r·tir de azrjc.3.r· r·efina.d.O< a un;.. cc•nentrO<ción inici.;o.l de 
11 o g/1 . 
Los. v.alor·es. obtenidos. por la.s. cepas. L y::; es.tan entr·e le·=· 
val ores m.;..s al t•:>s. que se repc•rt.=-.n en otros tr.:..ba.Jos, Pina.l en 
1990 reporta un rendimiento de 0.46 a partir de melazas de cafta 
para la cepa L. Por lo que tod.OI.•J!a resulta un.a buena. 
alter·n.;o.tiv.=-. p.O<r·a la pr·o:>d•.Jcción de alc·:>hcol .3. partir· de rneladur·;o., 



C. F<?rm-=nt.:o.ción a nivel de 10 litros. 

En e-·;.t.~. f.Ev::.e, =·€' intentó '.Jer·ific.:c.r· le,·:. r·e:.ultadc's 
anteriorment<? obtenidos, logr·ándose ~.lc~.nzar ~.ún re·:.ultadQ·:. má·:. 
al tos (en rendimiento , efici?ncia y velocidad de fermentación ) 
que los encontr·ados en 5 litr·c•s. p~.ra 1.;.. cep.~. Zrn, rnientr·;;.s que 
p.~.r.;.. l.:o.s. cep.;..s. L y S ·:.e m.:o.n t•J'J i er·on 1 o·:. rrd ·:.me•·= re·:.u 1 ta.dc•·:.. 

Este cambio pudo deberse a que las corridas de fermentación 
en 10 1 i tr·c•s. :.o? r·e;;.l iz.:o.r·c·n con un lote nuo?•.!o d!? mela.d•Jr.:o., detoidc• 
·"· que o?l lote utiliz;;.do pa.r·.;.. estand.:o.riz.:o.ción d•? inOculo, 
m.~ntenimit?nt,:• de 1.~.·:. cep-B.s y 1.~ f.:-r·ment.~ción di? :-, litr·c1s. ·:.e 
t::r·min(:, y quizá-=:. en é:.te lc•t.:- er·~. más. rn.:~.r·c.~.d-~. 1.:.. pr·es:?nci.:.. de 
algún inhibidor para la cepa Zrn. 

Leos. r·e-:.u 1 t.~.dos. 
me ].;..dura ceon re·:.pec to 
pr·im.:.., contenido de 
pr·oducc i ón 

obtenidos. apo;.-.:o.n l.:o. po:.ibi 1 id.;..d de us.:o.r· 
.;.. lQ menciQn.;..dQ: cos.to de la m.ateria 

ntJtr· i .;.nte·:., buenc··=· r·endimi.entcos. de 



'· . ...' I I I . COt-!CLUS l Of'·.fE::: Y F:ECONENDAC I ONE3 

1.- :3e obtuvo un.;. ed.'i.d de in•:::•culo de 12 hór.3.·~ .• 1.;. •:u3.1 e·:. 
mejor que las usadas en la industria alcoholera. Se 
considera, sin embargo, necesario hacer algunos experimentos 
po:.ter·iQr·es par3. su aplicación a es.cal.9. indu·:.tr·i.;¡,J, 

2.- L;.s ceoncentraciones de alcohol alca.nzadas, t.:<ntc• p.,r·.;;. 1.;.. 
cepa Zm (59.::::3 g/1) come• pc•r· la levadur·a L (5$',,:) g,/]) ::-' 1.3. 
levadura S (60.48 g/1) son más al tas.que las reportadas en 
trabB.jc•=· e-::~per·imentaleo~. e-rnplJ?B.ndo mJ?l.:t::-~=- (57.2 9./1). Por· 1o 
cu.:t1, se con~-ider-=t factibl--= l-3. 'Jtiliz.~.ción dso mel.:r.dur·3. como 
una buena alternativa para la producción de alcohol. 

3.- De las dos levaduras, la le• adura L fué mejor que la 
levadura S, la primera logr·ó alcanzar un rendimianto de 
0.49 ::--un.;;. ;;fi•:iencia de 97:·~, o se.a, pre:.é•nt.:< mejore·s 
probabi 1 idades para la producción de alcohol a partir de 
meladura~ aunqu@ esto filta comprobarse a esta! a indu~trial. 

4.- La f. mobil i:. r·;;.·:.ult.=-. mene•·=· ;;.ficient;;. qu;;. la J;;.•).;;.dur·.?. 
SaccharomYces cerevisiae para la producción de alcohol 
a P"-rtir de m;;.ladura, alc3.nzándose solamente una eficiencia 
de 92~ mientras que la levadura obtuvo un 97~ de eficiencia. 

5.- Un.;:., .:.:;,u:.,;.. pr·o:oboo.ble, por 1.3. cual ].a z. mo:obili·:. r·e:.ultó 
menos eficiente, fué que el sustrato contenfa algunos 
inhibidetrJ2-:., por· lCI cual s.e r·E-cc•rni€'nda quE< en tr·-~b-B . ..ic•·=· 
pos. ter i •x·es: 
(!) s.e r·e.al izen exper·imento·~. p.ar·a detectar· la influ<?ncia de 

.alo;;¡ún elE-m>?nteo que pued.a result.ar inhibitorio; 
(2) de~ . .a.r·r·oll.::..r· -~.lgrjn rnétod•:) p-~r-~ eliminar· es-te inhit•idc,r·, 

e::) llevar a c.=-.bc• al•;:¡ún mejeor·.amientc• genético de:. 
mobil i·:., p.3.r·.;, que la pr·esenci.;;. de e·ste elemento no la. 
i nh i b.;.. 



TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA MELADURA 

CONSTITUYENTES PRINCIPALES (%) 

CONSTITUYENTES DATOS DE 
UNDERKOFLER 
Y HICKEY 

AGUA 14 - 19 
MATERIA SECA 81 - 86 

. AZUCAR TOTAL INVERTIDO 72 - 79 
N TOTAL 0.07 - 0.20 
CARBONO 
CENIZAS TOTALES 2 - 3 
P205 0.2 - 0.6 

Ca O 0.03 - 0.30 
MgO 0.01 - 0.03 
K2o 0.7-1.4 

CONSTITUYENTES MENORES (Y /100g) 

CONSTITUYENTES 

VITAMINA B1 
VITAMINA B2 VITAMINA B

6 FACTOR PP 
AC. PANTOTENICO 
AC. FOLICO 
BIOTINA 
INOSITOL 

FUENTE: Honing P., 1967. 

DATOS DE 
ROGERS Y 
MICKELSON 

160 
62 

160 
240 
270 

1.5 
32 

DATOS DE 
WHITE 

8 - 14 
86 - 92 
70 - 86 

0.05 - 0.25 
28 - 36 

1.8- 3.6 
0.03 - 0.22 

0.15 - 0.35 
o .12 - 0.25 
0.2 - 0.7 

DATOS DE 
WHITE 

250 

30 - 40 
85 - lOO 



--------------------------------------------------------

TABLA 2. COMPARACION DE RESULTADOS DE LAS TRES CEPAS EN LA 

FERMENTACION DE 5 LITROS. 

CEPA Y P/S EFICIENCIA DE VELOCIDAD DE 
FERMENTACION FERMENTACION 

(%) (g/l.h) 

Zm 44.55-3.19 0.43 83 1.86 124.44-27.06 

L 60.06-3.53 
0.49 97 2.50 120.47-5.69 

S 59.84-4.58 
"' 0.49 97 2.50 117.82-5.62 

Y P/S (rendimiento del producto en base al sustrato). 



TABLA 3. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LAS TRES CEPAS EN LA 

~ERMENTACION DE 10 LITROS. 

CEPA Y P/S E-FICIENCIA DE VELOCIDAD DE 
FERMENTACION FERMENTACION 

(%) (g/l.h) 

.Zm 59.60-2.24 48 
134.68-14.98 = o. 94 2.48 

L 59.60-3.80 0.47 92 2.48 
124.76-6.36 

S 59.60-3.71 = 0.49 97 2.48 119. 72-6.36 

Y P/S (rendimiento del producto en base al sustrato). 



MICROORGANISMO + NUTRIMENTOS 

bacterias, C,N,H,S,P, 

levaduras, metales, 

hongos, vitaminas, 

tejido ce- etc. 

celular, 

etc. 

+ CONDICIONES 

AMBIENTALES 

ADECUADAS 

pH, azúcar, 

temperatura, 

viscocidad, 

02 disuelto, 

etc. 

F E R M E N T A C I O N 

Microorg. + co
2 

+ Productos 

(intra y 

extracelulares) 

FIGURA l. FACTORES Y COMPONENTES CARACTERISTICOS, NECESARIOS PARA LA REALIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE 

ALCOHOL POR FERMENTACION. 
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FIGURA 5. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Sacharomyces cerevisiae (L) EN MEDIO SOLIDO (MML). 
CONDICIONES: 30 °C, 48 h. 
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FIGURA 6. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (S) EN MEDIO SOLIDO. (MML) 
CONDICIONES: 30 °C, 48 h. 
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FIGURA 7. CRECIMIENTO CELULAR DE LA CEPA Zymomona mobilis (Zm) 

EN MEDIO LIQUIDO (MML). 

CONDICIONES: Inóculo 10 % (v/v), 30 °C, 72 hs. 
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FIGURA 8. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (L) EN MEDIO LIQUIDO (MML). 
CONDICIONES: In6culo 10% (v/v), 30 °C, 72 h. 



2CD 1,------------------------- :~!-· 
i 

---·-··---:: ; ~.--. 

/ ' >< 2CD 
·--. ___ . -------.. _,' ;·--.z 

··-.. 

, ___ , 

L !Cü 
o 

¡ o 
./ 

( / 

.:..¡·.;: 

FIGURA 9. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (S) EN MEDIO (MML). 
CONDICIONES: Inóculo 10% (v/v), 30 °C, 72 h. 
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FIGURA 10. CRECIMIENTO CELULAR DE Zymomonas mobilis (Zm) EN FERMEN­
TACION DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 11. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE 
ALCOHOL DE LA CEPA Zymomonas mobilis (Zm) EN FERMENTACION 
DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, inóculo 10 % (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 12. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (L) EN FERMENTACION DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, in6culo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 13. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE 
ALCOHOL DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae (L) EN FERMEN­
TACION DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, in6culo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 14. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae {S) EN FERMENTACION DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, inóculo 10% {v/v), 35 °C, 
72 h. 



,---. 

/U~----------~-------------

~ ,· ;¡ '.·"-.-··;:;--···. 
,;....;: n:...·_L.,~r .. c:=. 

_____ ,----:::----------::. 
"___} 

1Lu-.-.. 

·---

---._ 

,., ______ _ 
__ '---_ ---~,-'--,._-~.---.--"--.r·--__J_--__j_.----_..l ___ _J_ ____ _____:. __ __:_

1_G 
;_¡ e_¡...: ;J¡_¡ ¿;u ~.;u t~J _; !_~ :~:;_~ 

T IE;-?--;F~o ~-- r-:o 1:.::~- ~) 

FIGURA 15. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION PE 
ALCOHOL DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae (S) EN FERMEN 
TACION DE 5 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 5 litros, in6culo 10% {v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 16. CRECIMIENTO CELULAR DE LA CEPA Zymomonas mobilis (Zm) 
EN FERMENTACION DE 10 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 17. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE 
ALCOHOL DE LA CEPA Zymomonas mobilis (Zm) EN FERMENTACION 
DE 10 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 18. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (L) EN FERMENTACION DE 10 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 19. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE 
ALCOHOL DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae (L) EN FERMEN­
TACION DE 10 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 20. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA 
Saccharomyces cerevisiae (S) EN FERMErHACION DE 10 LLTROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, in6culo lO% (v/v), 35 °C, 
72 h. 
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FIGURA 21. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE 
ALCOHOL DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae (S) EN FERMEN­
TACION DE 10 LITROS. 
CONDICIONES: Vol. 10 litros, inóculo 10% (v/v), 35 °C, 
72 h. 



ANEXO 1. 

1.- El rendimiento (Yp/s): Son los gramos del metabolito en 
cuestidn entre los gramos de sustrato consumido. 

Y(p/s) = g de etanol (final) - g etanol (inicial) 

g ART (final) - g ART (inicial) 

2.- La eficiencia de fermentaci~n: se calcula en base al 
mlximo te~rico por una regla de tres. 

C6H1206 
PM=180-16 

Y(p/s) mlximo te~rico 

0-51 
Y(p/s) 

2 C2H50H + 2 C02 + ATP + 12015 cal 
PM=2(46-07) 

92-14 = 0-51 

186.16 

100 % eficiencia 
X 

3-- La velocidad de fermentacidn: se calcula dividiendo la 
concentracidn mlxima de alcohol entre el tiempo de 
fermentacidn requerido para alcanzarla. 

V = g de etanol 

tiempo h 
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