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1. INTROGDUCCION

En las dltimas décadas la EBiotecnologfa como disciplina
producto de 1a fusién de 1la biogquimica, 1a genética, 1a
ingenierfa quimica » la microbiclogia aplicadas z la produccién
¥ utilizacién de los microorganismos Yy de sus productos, ha
venido cofreciendos nuevas y» mejores alternativas para las
industrias como l1a alimenticia, farmacedtica, agrfcola, minera » -
de alcchol, entre otras.

Ec especificamente en la industria del alcohol en donde la
Biotecnnlogia ha desarrollado procesos novedosos a losz rya
existentes en materia de fermentaciones, haciendo que estos
aumenten su productividad, eficiencia ¥ rentabilidad.

La produccidén de etancl ha cobrado qgran importancia en ltos
dltimos afios, sobre todo en pafses donde sus recursos
energéticos  han dieminuidec. Brasil ¥ Eztados Unidase de
Norteamérica, son un ejemplo, donde utilizan el etanol como
combustible, en alguncs cascs mezclado con gasolina ¥ en oiros
en forma pura.

Tradicionalmente, para lx produccién de alcohol a partir de
sacarosa mediante fermentacidn de levaduras entre ellas una de
lxs mas utilizadas es= Baccharomyces cerevicias, aunque algunos
biotecndloges sienten que en el futyro la importancia industrial
de éste grupo de microorQanismos disminuyird porque ellos
producen pocos metabolitos secundarios de interés comercial. Por
atro tado, recientemente se ha cbservade una mayor produccién de
etanol por parte de una bacteria del génerc Zymomonas, la cual
wtiliza dnicamente sustratos puros de glucosa, fructosa ¥
sacarosa. Asi mismo, en la industria de las bebidas alcohdlicas,
se hx estado investigando la posibilidad de utilizar sustratos
comerciales, que permitan aumentar la calidad del producto asf{
comc mejores rendimientos. Debido a esto es muy importante 1&
investigacién de las fermentaciones de Zymomona » de 8.
cerevisiae en las cuxles se utilicen sustratos comerciales para
su aplicacidn a nivel industrial.




IT. AMTECEDEMTEZ

La palabra fermentacidn ez de origen latino y en sentido
escrito e ha uzade para designar la transformacién del jugo d=
uwa en vino., La palabra latina "fervere” zignifica "hervir® » se
usa para describir el aspecto efervescente del jugo de uwa en
fermentacidn.,

En ta actualidad se le 1lama fermentacidn alcchdli
formacidn de alcohel etflico (C2 HE OHY & partir d=
otros azdcaresz como la excarosa, por la accidn de
de levadura, la cual puede ser reprezentada estequi
comal

N oo

Co HIZ 04 ) > 2 Cz HS oW + 2 Co2
Gluycosa Etanol EBidxido
: de
carbono
{130 (P22 (g2

La ecuacidn descrita pueds zer aplicada tanto para
fermentozs de levaduraz como de bacterizs, la cual marcza 1o
ziguiente: Un rendimiento de 5! g de etancl pusde zer obtanido
de lx fermentacidn de 100 g de glucoza. Lz pérdida se atribure
al crecimiento del microorganizmo v la formacidn de subproductos
(Kirk & Othmer, 19427 Kirk & Othmer, 1%81; Jones et al, 17815,

1.- FACTORES Y COMPOMEMTES CARACTERISTICOZ, MECESARIOES FARA
LA REALIZACION DEL PROCESQ DE PRODUCCION DE ALCOHOL POR

FERMEMTACION,

Como todo los geres vivos, los microorganismos crecen, S
reproducen ¥ segregan alguncos compuestos  biogquimicos de
importancix para el hombre. Esta es una de las caracterfisticas
primordiales para 1a uatilizacidn. de los microorganismos en los
procezos fermentativoz, lo que & alguna manera ezquemética ze
puede representzr como lo muestra la figura 1, Es decir, que
para que unx fermentacién se realice son negcezarios  los
siguientes requiszitos: tener un microorganismo de
carscterfsticae idénezas para el procesc y/ o producto particular,
proveer un medio de cultivo adecuado {(gque contenga todos los

nutrimentos esencialee en las proporciones » cantidades é&ptimas
de producciény ¥ finalmente, establecer » controlar las
condiciones fizicoquimicas necezarias para el decarrcllo de 1a
fermentacién, Como rezultado se obtendrid wuna cantidad de
microorganismos mayor que la imicial vy diverscs Iproductos,
principalmente etanol (Kirk & Othmer, 1942; Prezscot



& Dunn, 1574 Hirk & Othmer, (931; Jone 1, 1781 Quintera,

1987 Sturidn, 1?7885,

I
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Ay, MICROORGAMT SMO,

gccién del microorgaznizsme no solo 2o limita a que pueda
& cabo la reaccidn deseada, zinc el ques pusda efectuar el
cCam bl bioguimico necesaric en poco tiempo, que produzca el
rend:mlentu miximoe poszible con un minimo de atencidn ¥ Que
mantenga sus caracterfsticas de generacidn en generacidn.,

Actuziments: =2 conocen 325 con 400
ezpecies, de tas cualez las mis cidn de
etanol san las cepas Saccharomyce aramyces
cxrher ritla, et al, Stewart,
1783,

For atra parte, en 1oz dltimes 10 zfos ha tomado una enorme
importancia un i bacteriza del género ZMOmMINas . E= un

microorganisms con un potencial de ridpida produccidgn de alcohaol
para aplicaciones industriales. Laz Zymomonas ha zido utilizadas
en  Areas tropicales del mundo, como un agente fermentativo
natural para bebidasz alcohdlicas chtenidas de la savia de las
plantas; un  ejempla muy  conocide ez el pulgue, bebida .
nacional .Zymomonxs  s2  ha wvuelto wun microarganismo  popular,
principalmente para estudios en ingenierfa bioguimica » genética
(Buchanan &% Gibbonsz, 1934; Montenecour, 17335; Lawford, 173&8;
Buchholz, et al, 1987y, '

By . MUTRIMEMTOS.

En todo proceso fermentativo, 1 medio de produccidn ze
considera un aspecto de importancia wvital desde el punto de
vizta econdmico.

Los nutrimentos =on compuestoz del sustrato o materizx primsa
asimilablez por el microorganismo. La materia prima contiene a
menudo suficientes sustancias nutritivas, aungue en ocasicnez es
necesario agregar compuestcs que juegan un papel esencial. Para
1a mavorfza de lzas materias primas utilizadas parax fermentacién
alcohdlica, utilizandao cerewiziae ¥ Z. mobilis, los
zuplemenics mis necesarics zon  les  campuestos  fuentes  de

nitrégens y fésforo, asz{ como pequeftas cantidades de wvitaminas,
elementos traza, etc.

El nitrdgeno s¢ suminiztrax en forma de zales de amonia,
urea, aminodcidos, etc. E1 <sulfato de amonic ez el méisz
ampliamente wutilizadoc en, fermentaciones industrialez. Una
limitacion de iones de amonio en el medio de nutrientes causza




repentina transicidn de 1x fase de crecimiento exponencial =z
& fase de crecimiento tineal.

E1 fésforo se afade en forma de fozfatoz; 21 mé

utilizado
el fosfatc de amonio. La concentracidbn de fosfatos controla
zintesiz de lipidos ¥ carbohidratas ¥ mantiene la inteqgridad
1a

Lze witaminas regulan el metabalizma del microcrganizsmo; su
funcién ez enzimidtica. Loz requerimientoz de las witaminas
esenciales para los rangos de fermentacién depende de 1x cepa.
Biotina y pantotesnato zon witaminas esencialez para todas las
cepas de Sacchaxromrces » Zymomonxs. E1 ipositol ez un factor
esencial del crecimiento para mis roorganx:m-_, el cual en forma
de fozfatidilinozitol juega wn papel clave en 21 mantenimiento
de 1z integridad de 1z membraniz calular.

Mg, Fe, Co, Ca, Mi, Z2n, Cu =on
B8

Loe elementos traza como
iz de 2nzimas ¥ =san  factar

neceszarios en ia =fntesi de
crecimiento,
Cy. COMDICIONMES &MBIEMTALES.

F:ra que un proceso s2 desarrcllie eficientemente , también
2%z de considerable importanciz gque se establezcan ¥ controlan
tas COHUIFIHHHC ambientaies, Ar & que el microorganismo
transforme las sustancias nutritivas al producto dezsado con un
miximo  de eficiencia. Entre tas condiciones bizicaz =e
encuentran e! pH, concentracidn de azdcar, temperatura ¥

cxfgeno.

El efectoc del pH ez mur importante en el contral de 1a
ntaminacidn, en el efecto del crecimiento del microorganisms »
1

an
n s formacién de subproductos

c
e

La concenfracidn de azdcar es otro factor importante dekido
2 que el contenido de carbohidratos determina o1 rendimiento de
fermentacidln, ta eficiencia de caonverzjén de azdcar  de)
microorganismae 1oz cuales son dos pardmetros claves para 1a
valaoracidén de la fermentacidén como ftxl,

Por otro lado, la temperatura se debe mentener siempre en
los intervalos éptimoz, tanto para el crecimientc como parx la
accibn enzimiatica. Se ha observado que operandoc cerca del rango
de 1a temperatura maximx =e reduce la tolerancia al etanal asf
como tambi#n se nota decremento ripido de la viabilidad celular.

El xigeno es necesarioc en los primeros momentos de 1
fermentacién, particularmente para -1a  reproduccién de la
células en condicicnes Sptimas.

W



2.~ BIOLOGIA DE ZYMOMOMAS

Etimoldgicamente Zvmomonas significa:
Zyme = fermentacion ¥ monaz = una unidad, o sea, una célula con
capacidad fermentativa,

Zymomonizs fué descrita primecamente por Bakﬁr & Hiller en
1912; fué encontrada como un agents causante de la enfermedad de
Ta sidra (putrefaccidnd,

Zin embargo, =1 descubrimiento de ezta bacteria se¢ 1e
atribure a Lidner en 19238, quien aisl® este microorganisme del
pulque » Yo Ylamé Thermobacterium mobiles. Eztzs bacteriz 22 ha
preservado » se conoce ahora como Zrymomonzs mobiliz subeszpecie
mobitlis CATCD 10928 (Buchanan & Gibbons, 1734; Montenecour,
1735 Lawford, 1?38&; Buchholz, 1987,

Fo~ TAXOMOMIA,

w
T
(]

"3
"D
n
o

El génerc comprende uns S0l 3 Z2. mabiliz ¥
dos subezpecis s mebilis mobilis ¥ _/momana= mabilis

pomacii (Buchansn & Gibbons, (%%4; Montenecour,

B.—- MORFOLOGIA
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Forma 11 v2 formz colonias con borges enteros,
destellantes; de color blanco cremosc; de 1.5 mm de didmetro
pars lx subespecie mobiliz » 1.0 parz lx subespecie pomacil
desp des 7 incubacién z 30°C. Su elevacidn pueds ser
conw o umbon

Fermza celular: Lxz célulzxz tienen forms de baciloz con
puntsz redondeadas; ocasionalmesnte elipsoidales. Se encusntran
generalmerntsz en pares; =algunaxs cepaxs forman agregasicmes  en
forma de rosstaz, cCadenaz o cél filamentosas de 2.4 mm de
longitud » de 1.0 & 1.4 mm de diametro. MNo forman esporas ni
cipsulas (Buchananm & Gibbonsz, 1724; Montenecour, 17350,

Zvmomonsxs €2 una bacteria Gram negativa, generaxlments <in
mouimienta; cuande 1o posee tiene de 1 a 4 flageloz polares. La
atilidad puede perder gspantineamente, Son cominmente
anaerobiaz fzcultativasz, aunque algunas cepas son  anaesrobias

oblig daz.

Su temperatura Gptima de ¢
crecimiento dptimo es de
concentraciones de etanol de 5.5 & 7.7 X, ¥y concentraciones de
gluycosa de 20 =z« 40 X%, Requiere vitaminas como biotina ¥
pantotenato, ademédz de extricto de levadura ¥ peptona.

imiento ez de 30 °C ; el pH de
a 7.93. Zymomonas tolera



Zrxmomonas  es  rasisteznte a algunoz antibisticos

fgentamicina, Kanamicina, neomicing, pﬁnlcnl:n«, estreptomicina?
¥y &5 zenzible a clorafenicol zlina. En el caso dJd=
ampicilinag » eritramicina la re: varjable (Buchanan &
Gibtbonz, 1724; Motenecour, 17 85'

La membrana celular de Zymomonas estd compuestzx por
cardiolipina, focsfatidiletanclamina, fosfatidiglicerol ¥

fosfaxtiditcolina, ademis de 4cidos grasez coma el dcida
vaccénico, mirfstice, palmitico ¥ palmttole:co. La = cza ¥ 2]
etanol parecen no tener efectosz perjudic glﬁ’ sobre 1x membrans
celuiar, ¥z qus =& ha obszervado qus la clerancia a altas
concentraciones de estoz se debw prlng1p1lmnnte x la presencia
del 4cido vaccénico que representa un 75 ¥ o més del contsnido
de 4&cidos grascs  en la cftulx  (Carex & Ingram, 19793,
Montenecour, 1925; Doeld & OGreenfi=ld, 1%385; Benscho:ier &
Ingram, 1%24; Buchholz, L caley & Eweleigh, 1787, Asimizmo, la

toterancia 2 altas temperaturas e3 otro factor importante,
puezto que 2 temperaturas mayores de 41 € la propeorcidn de Adcido
vaccénica dism|nuye, incremzntindose 2] aﬁidJ mir{stico, La
proporcién de fosfatidilcolina y cardi in: e incrementan
disminurenda 1 foszfatidiletanolamina  »  fosfatidilglicerol

a
tBenschoter & Ingram, 19882,

Durante un ciclo de fermentzcidn, el porcentaje de  agu
intracelular declina v ests efecto.ec mis marcado a una alts
concentracidn de sustrato inicial, Estudicos microscdpicos con
tevaduras reuvelan una atrofia celular relacionada con 1a cafda
del contenidc de agua intraceiular el cual no ce we on Zymomonis
‘Lauvdrin, Seifler, Torrijos, Uribelarres & Gaoma, 1734:.

Zymomonas carece de diverzas
2 glucédlizizs; principalmente 1

—

utiliza la wia Entner - Doudoroff parx la degradacién  de
carbohidratos en un 100 X (figura 2, Zymomona viiliza =810 tres
carbohidratoz: glucosa, fructosa » sacarosa. La habkilidad de
utilizar sacarosa e3 presumible debide a 13 prezencia de
invertasa, Zymomonas no s capaz de metabolizar otrazs fuentes de

sorbitol,

carbonos ratinosa, xileosa, ramnosz, galactoesa, manosa,
arabinos=za, dulcitol ¥ lactosa

Zymomonas fermenta glucosa a 1.8 a 1.9 maoles de stanol »
0.2 molas de lactato por mol de glucosa utilizada. Sélo del 2.0
al 2,84 de glucoza consumida es conwertida a biomasx. Laz-
enzimas relevantes para mantsner una oxidoreduccidn balianceadsx
en txa fermentacién  son: glucoza-&é-fosfate deshidrogenasa,
gliceraldeh{do-3-fosfato deshidrogenasa ¥ etannol de,hxdrogenasa.

Zrxmomonas e< unx de las pacas bacteriai que potesn uni
piruvato decarboxilasa tipoe levadura » po lo tanta puade
producir etancl por reduccién de acetaldebido (Dawea, Ribbonse &
Large, 17455, '



Las principales productos {formados por Zymomopas son el

etannol » €CD02. Bajo condiciones aerébicas los productoz finales
formados  principalmentes  =on  acetaldehfdo, acetato, Jactato,
acetilmetilcarbinol v glicernl. Por otro lado, algunos alcoholes
zuperiores, principalmente n-propancl » alcohol izcamilico, =on
detectables en  algunas cepas. B jevano, un  palimero  de
fructosa, &= un prnducfu impartante formado por Zymomonis -
durante el crecimiento en sacarosa. El 10 % de la sacarosa en 21
medic ez conwvertida a levanso; el rezto ez conuvertida & fructoss
¥ gluco tormacidn de lewano eztd ligado 2 la temperatura;
ciertas no producen Tevano & xltasz temperaturas
“Montene 19383 .

-

= BIOLOGIA DE SACCHAROMYC

L levaduras son cuantitativamente ¥y econdmicaments el
importante & microorganismos comercizximents
2

Hruplx d
por el hombre. Lz importancia de esstos rezide e&n <u
=3

HIE
explotados
n

aplicacid industrial, parz la cobtenciéan de prﬁduftui dtites,
debido a Tas prun|nd«des fermentativas b4 oxidantes que

=3 zobre determinados ’u*tratoi. Sy contribucidn  al
progreso del hombrz ha =ido ssada muy ampliamente en  su
capacidad parz producir unz répida ¥ eficiente conversidn de

azdcares en alcohel » CO02 (Pelczar & Reid, 1773,

Eno 1238 J. Fo V. Mewen denomind x estas wegetalee "hongos
azucarados”, en latin ZSaccharomyces, denominacién que perdurs
durante muchos  afies  como nombre genérice  de todoaz Jos
microorganismos unicelulares que Se reproducen por gemacian ¥
qQue  eran  capaces de  producinc en mayor o menort  grado 1a
fermentacidn alcohédlica. Mas tards =& subdividid ezte nombre
genérico en varios (Jorgense & Hansen, 17732,

A, TAMOMOMIA.

Saccharomvces cerewisiae €% unax lewadura axscosporogena
(celula capaz de formar &sCoOSporas en su &3Ca) qus se encuentra
en =1 grupo de locz Endomycocetales, familia Saccharomycetaceas,
subfamilia Saccharomyrcoideae,

By MORFOLOGIA

La morfologfa celular depende en alto grado de las
condiciones bajo s cyales crgcen y se conservan las células,
Laz célul de ceregviziae normalmente son  redondas o
elipsoidales, ozcilan de 1.9 a 9,0 micras de diametro ; v de 2.0

a 20.0 micras de longitud (Frescot & Gordon, 19&2).



Las levaduras poseen dos formas de reproduccidn: sexuxl w
asexual, En  contraposicidn & la marorfza  de 1oz hongos
filamentosos, la reproduccidn ssexusl no e e ECtU1 par medic de
&rganos especialmente formados. 2 reproduccidn vegetativia o
asexual ocurre por formacién de blaxstoszporcs (gemacidn?, por
medio de la formacién de conidios (fisi Linariz o fiziparidad?
o por romblnacnon de los des prac i paridad?).

En el procezo de reproduccion sexusl, todaxs lazs levaduras
"verdaderaz" producen aszcosporxz. Por oeste mn+iuc: =g incluyen
las levaduras verdaderas en ! grupo ds= u haongos con
rece;taCJla [« ] ral, de 1 =z 4
esporas pe a 2 ESpPOras e
producen por dl“l z ndcleo asi
formado =se rodea uéz, por la
pared celular,

Las lewadurzs son organizmos heterotrdficos que pusden wuzar
azdcares ¥ una v s orgénicos como fuen

obtignen los ezqueleto
diferentss reacciones

i
< compueztoz ellas
para realizar

r
edad de compuesto
7]

nutricidén. De
carbono =

Biozinte & Harrizon, %7 . cerewvisias tiene
habilidad de fermentar un i =] Tdcares
zacaroces, glucosa, fructossa, [
El primer pazo en la utilizacian de cualguisr azdcar por 3.
cereviciae 23 usuximente el sigquiente:
1.- Paso intacto a través de la membrana celular, o
Z.= Unz hidrodliziz inicial fuera de la membrans,
seguida por la zntrada 2 s célula de uno o
todos los productos de 1a hidrélisis.
El transports de é3tos azdcares es por difusidn

facilitadsa,
Z.- En cuanto sstos azdcares entran a la célula

za Ffosforilza 2 la respectiva glucosa~-S—monofo sfata gon Ta aruda
de unx enzima comdn, la hexagquinasx » ATF (figu z X
glucosa fosta 3 convertida a Ffructosa-&
enzima fosforila éstx dltima en fructosa 1.4 difas
gasto de un cula de ATP. A estas reacciones 1e |guen una
zerie de px . 1a Embden -~ Meverhof o glucédliziz {(figura 2 ).
El resultade total de la degradacidn de una molécula de gluc
ez doz moléculaz de COZ » dos moléculazs de etancl con unsx
ganancia neta de doz moles de ATP. Esta forma de energia (ATPD
ez wpzada para suplir los requerimientos energéticos para el
crecimiento celultar ¥ la sintesis de productoz de almacenami=nto
(Phatf, et al, 1778,

Las lewaduras, como las bacterias v otraz formzas de vida,
requisren de ciertos materiales alimenticicos » condiciones en el



medio parx un apropiadeo crecimiento ¥ reproduccidn.  A&lgunos

glementocs son bésicamente necesarios, coma  por  ejemplo el
carbono, hidrégeno, cxfgena, nitrdgen, fosforo, potasio, azdfrs,
calcio, hierro ¥ magnesio. WUn suminpistro adecuwado de agua €3
esencial para que puedan llevar 2 cabo actividades witales
(Prescott & Gordon, 1742).

: ize requiere de witaminxzs para realizar una
funcisn wital, laz witaminas deben por lo menocs ser
suminis= 1 medio o sintetizadas por 1a mizma lenadr
Blgunas vitaminaz esenciales son: - bictina, niacina ¥
riboflzuvina, zon componentes de coenzimasz como MAD » FAD; acido

. en rs iones 2
H o de tiamina en 1z
dezcarboxils taa &N reaccicnes
transaminscidn; acido f&11 J, funciona como tetrahidraofolata,
biotina parzce ser la mis comdnments requerida (Jones, et al,
17210,

pantoténico
zzetilzacién

. coenzima A

components &
ana coma pirocfos
= 3

d
tiamina, funci
i b

c

N o
w
Lad

ion d= piruva piridzsina,
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olutos del pH para S, cercewisize son de 2.8
mxento Gptimo es normalmente entre o1 rango

P
n o
— m

de pH 4.5 & 4.3, La temperatura de crecimiento gzcila entre 25°C
¥ 0L, una maror ftempezratura caussa dessstabilizacidn de 13
membrana » un radpido decremento en la wiabilidad celular (Phxfef
et al, 1%738; Jon== et al, 1731).

EMTRE Zymomonzs mobilis Y

4,—- DIFEREMCIAZ IMPORTAMTES
Saccharomyces csrevis

= es dnica porque poses Ja wizx glucolfitics
Enﬁner - Duodoroff para catabolizmo de glucosa » fructosa. Esto
ez de interés particular porque esta wia de descomposicién d=2
azdcar ez diferentz a la wia Embden — Mewerhoff gue utilizan las

rendimiento del producte f{cantidad de etanc por
glucosal es el mizmo pacra ambos organismes. E1 punto de afenrlun
es sobre 1z relzxcidn entre el procecso de suministro de energfa »
12 demanda de ensrgfia.

En lewaduras i'ate un zacoplamiento entre los procezcs
anabidl icos fdemanda de nergfa) » cataboli=mo (produccitn da
enargfal. Debido & st acoplamiento 0N necesarias
concetracicnes muy altas de lgwaduras para lograr una aceptable
velocidad de +ﬁrmﬂnta idn. E=zte es un cantraste directo a 1a
sityacidn exiztente con Zymomonas mobilis, donde 1 suministro
de energla no ez controlado por 1z demanda de energfa de 1a
bhiosintecis de} organismo » procesos anabdélicaos.

El rendimiento del crecimisnto molar anaerdbico regpecto a

ATP es constante ¥ el rendimiento molar neto de ATP es dos para



€. cerevizise » zolo un ATP parx 2. mobilis, por 1o taznto, el
rendimiento de crecimi=znto para S, cerevisiae es dos wvsc2s mis
que de 2, mobilis. Sin Embargo, cidad ezpecifica de
crecimiento pars S. cersvi Yy 2. =z muy Simiiar, por
1o que ze predice que la welocidad de wtilizacidn de azdcxr por
2. mobilis debe ser doz veces mis rapide gque por . cersbisize.

A

A la mi=ma concentracidn de biomxzs

. Ccapixz de
lr glucosa aproximadamente cinco wec:

= més rapido que S.

consum 2

cerviziae., Esto s relaciona directamente con 1a productividad
de fermentzcidén » &3 un pardmetro clave en estudios comparativos
coan levadurss y bacterizs fermentativas.,

etanol por S. gerevizias =z¢ normalmenis un
crecimienta, El antenimisnto del
[= ecxminnfo de Ta Tevadurza ra

- o
por un no cr
concentracién de etanol es

taciédn, cvando 1a

S. cerevi

En el tiempo presente, la mis serizx deauentaja de wtilizar
2. mokilis en lugar dz ls 3 e c ada & una muy
estringida lista de sustra bte., Ditersnte

[

dz un amplic

o oo 1
m M
3]

;’" i

pectro de

S.— REMDIMIEMTOZ DE ETAMOL POR Saccharocmyreoces cerewis
Symomonazs mobilizs A PARTIR DE DIFERENTES SUSTRATO

En trabajoz realizados para la obtencidn de alcohol empleando

lewaduras, == hx obserwvado que la produccidn de etanol se logrs

en un tismpo no menor de 28 horas. Saccharomyvces cerswizise, Ta

levadura comdnmente empleadx, puede dar rendimientos de 0.42 &
1

partir de 100 gs1 d= glucosa en 34 haoras (Rase, P78y, un
rendimienta de 0,40 = partir de Z00 g1 de carocsz en 72 haras
(Roze, 17752 » un rendimients de D.44 2 partir de melazas de

cafia dilufds E 23 ¢ Bx (Final, te%0a) .,
Por atro tado, la bacteria £Z. mobkilis pueds alcanzar
r~nd|m1~ntu= del 0.47 a partir de 100 471 en 24 horxs (Lawford,

1924), un rendimiento de 0.47 a partir de 200 g/l de sacarosza en
22 horas (Doelle & Greenfield, 193%) » un rendimienta de 0.50 =
partir de 121 g1 de sacarosa de Jjugo de cafis =2n 27 horas
{Doelle & Greenticeld, 172850,

£.—- MELADURA O MELAZAS RICAS INVERTIDAS.

Ez un producto que se obtiene de la caffa de azdcar; su
produccién fué dssarrollada durante los dltimoz 25 aMos en Cuba
icar, nunca

» Puerto Rico., La meladura se fabricx en lugar de aze
simul tineamente (Meade, 19£72. :



Lx cafiz de xzdcar representa wun elemento muy importante
dentro de la economfa de nuestro paf;. Es wuna herbicea qu=

pertenece al grupo de Yz g . 22 caracteriza por
presentar parts de =su constitucién un txllo recto, cilindrico,
nudozo » bastante firme que le proporciona graxn resistencia ¥
flexibilidad, las hcojaz planas estén insertadas en cada uno de
los nudos. ©Crece por 1o general en  climas  tropicales ¥
subtropicales ¥ e¢ producids aproximédamente en cisn pa{:es. Su
valor principal se deriva de zu alto contenido de =zacaros =S
cuzl pueds alcanzar hazta un 1l ¥ en pezo, aungue Iu composician
eztid en funcidén de las condiciones del zuelo que 1z did origen,
azf como de Yz wariedsd d= la cafia (Enciclopedia Monitor, 19772,

La meladurs e un jarabe denzo, psrnx Iments invertido.
Cebids a =u alto contenido de azdcar, s& us: principalmante en
Estados Unidoz 2 Ingleterra para la produ;cxén de  alcohol
induzgtrial. ODurante la =zegunda guerra mundial ze utilizd unza
considerable cantidad C O alimentao ¥ C oMo xdulcorante
comercial, sespecialments en Inglaterra (Meads, Honing,
[#773 Kirk & Othmer, 1%81; Sturidm, 178272.

A3 PROCEZ0 (Figura 43:

Extraccién del jugo {guarapol
Ezto ze realiza mediante la esidn de

cilindroz de gran tama¥o 11amados Para
se preparx la cafa, haciendola pas cuchi
que cortan 1oz tzllas ¥ Tas convi s en astill;
procedimientos de maliendx lTogran en form
de P2 de azdcar que contiens la cafia.
El bagazo dltima molino contiene e}
azdcar no exkrad v de 40 - 30 ¥ de agua.

Purificacidn del jugo (clarificacidén?

El Jjugo queg trae los molines es &cido, turbio » de color”
verde ohszcure. En el proceso de clarific «Llun, ideado pars
eliminar tanto las impurezas solubles como Yaz insolublesz, 2=
universal el wuso de ta cxl ¥ el calor.

Lx lechads de cal, preparada con aproximidaments de 5 & l0g
dréi EY

de hi ca]_xo pr Vilogramo de azdcar, neutraliza 1
acidez natural del jugo alcaliniza a pH 4.3 el guarapo
tiene entre S x 5.5, Despué 1z neutralizacidn, el guarapo se
deja sedimentar.

acidén de loz

Mediante 1z sedimentacidén, s&¢ logra la separ
catfé obscurg

lodosz del juge. EV jugo clariticad r
contiene un 25 ¥ de agua y = ir C evaporadores d|n
sufrir tratamiento adicional. Las doz te %z partes de ésta
agux s¢ eswaperx en un quintuple efecta a1 wacfo., El guarapo



entra de 1S5 °Bx ¥ sale entre 45 a 55 °Bx. Del quintuple efecto
de eviaporadores pasax al tacho (evaporador abierto) en donde se
concentra a 77 °Bx (Meade,.19s57),

Es necezaria la inversién parcial de la meladura parsa
prevenir 1a cristalizacion de la sacaroza durante el
almzxcenamiente » el transporte. Antiguamente la inversid&n  ze
hacfa mediante 1a adicidn de 4cido inorgénico (sulfdrico o
clorhidrico). Para evitar la corrozién y pérdidx de azdcares que
destrufan la inversién con &cido, entre los akos de 1938 »y 1941
ce comenzd a adicienar lewvaduras ricas en invertasa asi como
enzimas comerciales.

~
r

La inversién biocldgica parcial de laz meladuras esti
relacionada con la formacién de notables cantidades de
oligosacirides <intetizados por la  invertazsa. Esto incluve
principalmente la cestona <(que estd constitufda por dos
moléculas de fructosa ¥ una de glucesa) » es fermentable
(Honing, 1977).

Experimentos hechoz para optimizar la fermentacidn
alcohdlica de la meladura utilizande Jlevaduras, demostraraon
deficiencias de nitrégeno y otros Factorez que afectan el
crecimiento de 1a levadura ¥y la eficiencia fermentativa
utilizando esta miel. Estudiocs realizados para corregir estas
deficiencias indican que 1x meladurx contiene la marvorfa de
estos nutrimentos, inclusive vitaminas » demis factorees de
crecimiento, excepto el nitrégeno (tabla 1>,

La rapidez mixima de fermentacidn » produccidédn de alcchol
se consiguieron afadiendo sulfato de amonio como fuente de
nitrégenc (Murphy, 19842,

For otrz parte, en fermentazciones realizadaz a nivel planta
pitoto para 1a produccidn de ron en laz cuales s& utjlizd
meladura como materia prima se analizaron los componentes del
prodicto obtenido. Como resultado se obtuve un destilado con
mayor proporcidén de ésteres y menor proporcidn de fuzel, ambkas
ventajas favorecieron a 1la industria del ron obtenidaz por
fermentacién de meladurax (Martinez & Murphy, 1%84) .

7.—- JUSTIFICACION DEL PRESENTE ESTUDIO.

De 1o anterior, ¥ tomandoe en base laz expesriencias de la
produccién de alcchol por Zymomonas mobiliz, puedes destacarse lo
siguiente:

a) La bacteria Zymomonas meobilis puede producir alcohol deos
veces ma:z rapido que la levadura Saccharomrces cersvisiae.

B> La posible produccidn industrial de etancol por ests
microorganismo ha estado restringido en parte debido a que los
dnicos sustratos que puede utilizar son glucosga, $ructosa ¥
s a c a r o s a .

c> Con el precente ectudio se pretende proporcionar una nuevsx
alternativa biotecnolégica de produccién de alcohol empleando



ezta bacteria, ¥ vutilizando como fdnica fuente de carbono la
meladura, principalmente porque tiene un costo por Kilogramo de
un o5 b menor con respecto E] ta EXCIMrOSA,

d> La meladura ez una materia prima producida en abundancia
en estx zona geogr&ficx, lx cual se ha wisto & nivel industrix)
que &3 una fuente exitoza utilizando Saccharomyces cereviziae
para 1a produccién de alcohol. :




II1. HIFOTESIS

Empleando condiciones de fermentaxcidn en las cuxles
comdnmente se utilizan levaduras, Zymomonas mobiltis, presentard
mejor capacidad de produccién de alcokol & partir de meladura,
que la levadura Saccharomyces cerevisiae.

IV, OBJETIVOS.
1. OBJETIVO GEMERAL:

El okjetive de esta tecie ec el de comparar la capacidad de
produccién de alcohol de dos cepas de Saccharomyces cerevisiae,
una de coleccidén ¥ otra de uso industrial » una cepa bacteriana
de coleccitdn Zymomonas mobilis, al emplear meladura comercial
como systrato.

Con base a los resultados cbtenidos se propone zeleccianar
la cepa que presente el mejor rendimiento de produccién de
alcohol & partir de meladura.

2. OBJETIVAOS ESPECIFICOS:
A. Estandarizacién de indculao.

a) Determinacidn de paoblacidén celular ¥ porcentaje de
viakhilidad de las cepaz en cultivos en medio s&lido,

b) Determinacidn de poblacion celular » porcentaje de
viabilidad de las cepxs en cultives en medio 1iquido.

B. Fermentacién a nivel laboratorio en volumen de 5
litros.,

a) Determinacidn del rendimiento de produccién de
etanol de las tres cepas empleadas con base al
sustratao,

b> Calculo de la velocidad de produccién de etanol,

C. Fermentacion a nivel laboratorio en volumen de 10

litros.

a) Determinacién del rendimisnta de produccidén de
etanol de las tres cepas empleadas con base al



sustrato,

b CAlculo de la velocidad de produccidn de etanol.



V. MATERIAL Y METDDOS

1 .MICROORGANI SMOS ¢

- Zymomona mobilis mobilis NRRL B-1940, {cepa Zm) xltx
productora de etanol (donada por el Or. Cletus Kurtzman).

- Saccharomvces cervisiae BLCGC L-0z4, (Cepx L
productora de etanol a partir de melaza.

- Saccharomreces ce

revisiae, {Ccepa =P praductara de
etanol, proporcionada por Ta empresa Teguila Sauza, 5. A, de
C.\.
2.REACTIVOS:

Todos los reactiveos wtilizados fuercn de grado analf{tico »
abtenidoz de fuentes comercialez conocidas.

3.EQUIFO:

Agi tzdor magnético Feliza, balanza granataria Sartorius
GMBH, balanza analftica E. Mettler Pc 44040, baftae de
temperaura concstante Buchi 011, ecpectrofotémetro esspecironic 20
Bausch & Lomb, esztufa de incubacidn Felisa 131, hematocitémetro
Biotecna, microscopio compueste Collegiate 400, micropipetas
Gilson, potencibmetro Hanna instruments HI 8424,

4.MEDIOS:
A.~ Medio de mantenimiento:

El medio de mantenimiento (MMZ) para 1z cepa Zymomonas
mobilis, fué sugerido por el Dr. Cletus Kurtzman:‘

Extracto de levadursz 10.0 g~
Peptona S.0 g1
Glucosa 20.0 g/
Agar 15~20 g1
pH 4.5

E)l medio se esterilizé por calor hdmedo, 1S minutos a 121



Medico de manterimiente (MML)  para las cepac de

Saccharomycas cerevisiae L ¥ S:

Melxdura 2 12 °B x m&s :

Extracto de Yevadura 2.0 g/l

iNH4) 2 S04 2.0 o”)

KH2 PD4 2.1 g~l

Mo Sod 1.0 g

agar 30.0 g/l

pH 4.5

. El medio se esterilizé por caleor hlmedo, 1S minutas & 121
B.-

Mediao de fermentacion (MF)

Meladura a 14 °Bx mie

Extracto de levadura 2.0 g/

(MH43 2 S04 z.0 g

KH2 PD4 2.0 gl

Mg S04 1.0 g

pH 4.5

Ecterilizar por calor hdmedo, 15 minutoz 2 121 °C.
5.TECNICAS:

A.- Técnicx parx conteo directa de células par el método de &zul
de metileno_(Eradaahw, 1785 . :

Loe reactivos utilizados son;

Azul de metileno 10.0 g~
Citrato de sodio Se.0 g

a) Procedimiento:

En un mxtraz aforade de SO0 m), poper 5 ml de muestrx, 2.5
de azul de metilenc y aforar con agua destilada.
Tomar con una micropipeta de 20 ul una muestra » con axuda de
Cémara de Mewbawer, contar 1a poblacidn total. Esta técnica nos
permite conocer también Ja wiabilidad ya que la pared celular de
1as levaduras muertas absorbe 1 colorante; ¥y de esta forma es
facil identificar las células musrtxs de las wivas,



B.— Técnica para determinar aztcares rsductores libres por el
método de DNS (Miller, 175%; Marszdes et al, 1¥82; Otera, 1¥24),

Los reactivos utlizados son:

Hidréxido de scdio 10.0 g~
3.5 Dinitrozalicilico 10.0 g~
Tartrato de Na » K zoo.0 gl
Metabisultito de Na 3.5 g/l
Fenol . 2.0 g/l

Mezclar une 2 uno y aforar en matraz de 1,000 mi.
a) Procedimiento:

A 0.3 ml. de muestra se adicicnan 1.5 ml. de soclucién de
DM3S, se agita, ¥ se pone en bafio marfa a punto de ebullicidn
durante 10 minutoz. Se deja enfriar a temperatura ambiente, e
agregan 8 ml. de agua destilada y sze agita.

Leer absorbanciaz a 550 nm.

C.- Técnica para determinar azdcares reductorecs totalesz por e}
método de fenol - sulfdrico (Dubois et al, 1554).

Los reactiveos utilizados zon:

Acido sulfdrico concentrade
Fenal al S (ur/vi.,

a) Procedimiento:

A1l ml de 1a =2olucidn problema ze le azdiciona 1 ml de fencl
al 5 ¥, ensequida se agregan 5 ml de Acido sulfdrico concentrado
en forma brusca para consequir el efecto de la hidrélisis, Se
deja enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, sz agita
¥ enceguida se pone & balo de aguza fria durante 10 minutos.

Finalmente 52 les absorbancia a 4?b nm.

D.- Técnica para determinar etanocl por 1 método de
dicromzto de potasio (Amarine & Qugh, 19747,

Los reactivos utilizados son:

Dicromata de potacio 33,748 gs'l
Acido sulforico 325 ml

Se diluye el acido csulfirico en aproximadamente 400 ml de agua
destilada, se deja enfriar ¥ se aqgrega el dicromato dilufdo en
aproximadamente 200 ml de agua destilada; ¥y se afora en matraz a
1,000 ml. :



a}) Procedimiento:

A 1 ml de muestra se le agregan Z ml de zclucidn de
dicromato ¥ se agita, se deja reposar durante 10 minutos ¥
pozteriormente ce agregan S ml de agua destilada, pars
tinalmente agitar.

Leer abzorbancia a 925 nm.

& . METODOLOGIA:
A, Estandarizacidén del indculo,

acién celular ¥ porcentaje de

2} Determinacién ds pobl
i 1 cepxs en cultivase en media sdlido:

vixbilidad de

Se crecieron laz cepas en una serig de tubo con agar
inclinado (un tubeo para cada tiempo de muestrx) que contenfan &)
medio de mantenimiento (MMZ, MML) para cada una de las cepas.
Eztos tubos =& sembraron por estrias, a partir de unm cultive en
tubo de conservacidng sze incubaron z una tamperatura de 30 °C
por un per{odo de 48 haraz, sacando muesiras a ditferentes
tismpos de crecimiento, para realizar el conteo de poblacidn
total ¥ el porcentale de viabilidad. Posteriormente, & partir de
estos tubos, ze prepard una suspensiédn celular adicionando a
cada tubc SO0 m)! de sclucidn fizioldgica estéril.

bY Determinacidn de poblacidn celular » porcentaje de
yiabilidad de laz cepas en cultivo en medio 1fquids ¥
propagacif6n de indculo:

Fara las cepas L ¥ &, & partir de un tubo de conservacién
en medio sdlido (MML), se tomd una asada para inocular una serije
de {12 tubocs, cada uno con 10 ml de medio liquide de
mantenimiento (MML). Los tubas =2 incubaron a 30 °C en
condiciones estaticas, tomi&ndose un tubo para cada muestrec, en
un perfodo de 0 a 72 horas de incubaciodn.

Fara ta cepa Zm el inédculo se tomé de wn cultiva fresco en
un tubo con 10 mi, el cual se empled parzx inocular 100 ml de
medio liquidoc MMZ., A& partir de éste woldmen, se inocularon 12
tubos con 10 ml de medio liquido MMZ. Para cada caso, 2] volumen
de indculo fué de 10 ¥ uw/vY, <& incubaren 3 30 °C en
condiciones estdticas. Se tomd un tubo-para cada muestreo, en un
pericdo de 0 & 72 horas de incubacién ¥y poder realizar el conteo
de poblacion celular  por espectrofotometrfa a &30 nm  a



partir de una dilucién

1125 (Maniatis et al, 198Z; Laudrin et
al, t ]

?34) .,

A partir de los recultados obtenides, en la edad del
inédculo para cada una de las czpas, se realizd la propagacién de
inéculo & nivel matraz, mediante pascs sucesivos en unax relacion
del 10 ¥ (v y), hastz obtener el volumen necesario de indculo
para cadx una de las fermentaciones de S v 10 Vitros,
manteniéndose lasz mismas condiciones de operacion.

B, Fermentacién & nivel laborztorio en wolumen de S litros

Se wutilizaron matraces Erlenmeysr de &,000 ml., dos
matrxces que contenfan 5,000 ml. de medic de fermentacidn; los
cuales fueron inoculadcos al 10 % fusv) e incubados a 35 °C por
ur periodo de 72 horas. Cada corrida de fermentacion e& hizo por
duplicado. Se realizaron muestreos periddicos para  medir
potilacién, azdcares libres y totales ¥ produccidn de etanol.

A partir de los resultados obtenidos en las andlisis, se
determin& el rendimiento de produccién de etancl en base al
sustrato, 13 =2ficisncia de fermentacidn, as{ como }a welocidad
de produccidn de etanol,

C. Fermentacién 2 nivel laboratorio en wolumen de 10 litros

_ Se utilizaron garrafones de plastico de 1%.0 litros que
cantenfaxn 10 litroz de medic de fermentaxcidén (MF) cadx corrida
cze hizo por duplicado.

Para la preparacidén del medic de fermentacién primeramente
se ajustd la meladura a 13 °Bx se hervid por un tiempo de 1D
minutes. Pozteriormente, ce dejd enfriar a temperatura ambiente
para ajustar la meladura a 19 °Bx » afiadir los nutrientes. Las
candiciones de operacidn fueron laz ciguientes: wvolumen de
infbculo de 10%, temperatura 35 °C por 72 horaz. Se realizaron
muestreos periéddicoz para medir poblacién, azlcaresz libres »
totales ¥y praduccién de etanol.

A partir de loz resultadoz cobtenidoz en los an&lizis, =e
determind el rendimiento de produccién de etanol en base al
csustrato, la eficiencia de Ffermentacidn, acf como 1z velocidad
de produccidn de etanol.



V1. RESULTADOS
A. Eztandarizacidn de indculo.

a) Determinacidn de pablacién celular ¥ porcentaje de
viabilidad de las cepas en cultivos en medio z6}ido:

En 1a figura S se cobserva el crecimiento » el porcentaje
de wviabilidad de 1a cepa L durante 48 horzxz. Como se pueds
apreciar, estx «curva de crecimiento no presenta  fase de
adaptacidn, empezandoc la fase logarf{tmica en las primeras horas
lTa cual se mantiene hastz las 42 horas de incubacién., Se decididé
tomar como edad del inéculo un tiempo de 32 horas, con una
poblacién de 200 E4 cel/ml ¥ una wiabilidad de 100 ¥%.

E! crecimiento de 1a cepa 5§ se muestra en la figura & en
1a cual =2 cbserva que no hxr faze de adaptacidén, empezando la
faze logarffmicx en las primeras horas y manteniéndose hasta las
48 horas. Mo se obeerva faze estacionaria. Se decidid tomar como
edad del indculo un tiempo de 32 horas, con una poblacion de 300
E £ celsml ¥ una viabkilidad de 100 Vi

by [eterminacidn de poblacién celular ¥ porcentaje de
viabilidad de las cepzaz en cultivos en media liquidao

En 1x figura 7 ze obzerwa el crecimiento en medio liquide

de 1z cepx Zm. Mo se presentx la faxse de adaxptacidén, empezando
la fase logaritmica en 1x% primeras horas ¥y termina a las 13
horas, inicio de 1a fzze ezstacionaria. S tomd como tiempo de
indculo 12 horas con unz poblacion de 200 ES cels/ml.

Parx la cepa L, se mueztra el crecimientoc en la figura &,
en ta cuzxl ne se aobserva fase de adaptacidn, la fase logarf{tmica
se presents en las primerazs horas hasta las 1EZ  horas
observandose después de ecte tiempo la fase estacionaria, se
tomé como edad del indculo las 12 herase, con una poblacién  de
130 E & celsml ¥ una viabilidad de 100 Yo

En la figura ¥ se muestra el crecimiento de 1a cepa §, en
la cual no se observx fase de adaptacidn, la fase logaritmica
em p\e 3 en las primeras horaxe llegando a su fin a las 12 horas
para empezar la fase eztacionaria. Se tomdé como edad de indculo
lag 12 horas, con una poblzcidn celular de 200 ES celsml » una
viabilidad de 100 AN



B. Fermentacién a nivel laboratorio en volumen de S 1itroz:

La figura 10 nos mueztra el crecimiento celular de la
cepa Zm en volumen de S Vitros. Se obzervd una posible fase de
adaptacidn de Yas 0 a las 3 horaz aproximédamente y la faze
exponencial en el rango de las 2 a las 24 haras, contande con

una poblacidn +inal de 400 ES cels/mi.

La figura 11 moz muestra el consuma de azdcares réductores
totates, as! como la produccidn de etanol peor ta cepa Zm en la
fermertarl“r de 5 litros. Como e puede cbservar, pricticamente
el consumc de azdcares ¥ la produccisn de etannl se estabilizan

[}

2 las 24 horas. La concentracién final de etunol fud de S3,.07
9/1, alcanziandose un consuma del 84 X de los andcares del medio.

La figura 12 noz muestra el crecimiento celular » &l
porcentaje de wviahilidad de la cepa L en la fermentacidédn de S
litros., Mo =ze ochservé faze de adaptacidn, empezandoe lta faze

q

exponencial desde las primeras horas de la fermentacidn, hasta
las 12 "horaz, A& particr de entoces, <e obzervd un ripido
decremento de la viabilidad hasta llegar 2 1.7 X a laz 72 horas,
aunque lta poblacidn ¢ mantuwo constante (alrededor de 70 E&
cels/mi»., La figura 12 nos presenta 21l consumo de azdcares
totales v la produccidén de etancl de 1x cepa L. Se aobzervd lo
mismo gque para la cepa Zm, con respecta al consumao de azdcars:s ¥
la producion de stanel. Se alcanzd una producidn de 57,89 g de
etanolsl ¥ un consumo del 93 ¥ de 1os azdcares del medio.

En la figura 14 ze presenta la poblacidn celular » =l
porcentaje de wviabilidad de la cepa § en Ffermentacién de &
litros, Mo se obserwvd fase de adaptacién; 13 fase exponencial se

inicid en laz primeras horas hastsx las % horas, en 1a cual =
alcxnza una poblacibn de 125 ES celr/ml . La viakilidad se mantuun
en un 100 ¥ hasta Taz 12 horas, ¥ fué disminurendo hasta un 3
a laz ?2 horas de fermentacidn.

[

w
.y,

En 1a figura 1S se presentax el consumc de az2dc;
reductores totales y la produccién de etanol de 13 cepa 9
fermentacidn de § litros. E1 consumo de azdcares y la produccién
de etanol se estabillizan a las 24 horas, alcanzdndose una
produccidn de etanel de &0 941 ¥ un consumo del 93 X de los
azdcares originalmente presentes en el media

r

w
"['
Jwn

o

En 1a takla 2 se compara el rendimiento del producto, 1a
eficiencia de fermentaciobn, asf Como 12 velocidad de
fermentacidn de las tres cepaxzs en 1a fermentacién de S5 litros.
Comog =e puede observar, con las cepas L » S e obtuvieron
rendimientos ¥y velocidades de fermentacidn zemejantes (0.4%, 77
% y 2.49, respectivamente), 105 cuales fueron marorez a los

—

aobtenidos con la cepa 2m (0.43, 83 X ¥y 1.84, reepectivamente).



C. Fermentacién a niwvel laboratoric en waolumen de 10 ltitraos :

En l'a fermentaci®n en wolumen de 10 litros, las figuras 1&
¥ 17 nos preszentan el crecimiento celular » 13 produccidn de
etanal » el consumo de azlcares de 1x cepx Z2m, rezpectivamente.
Ls produccidn de etancl, =] consumo de azdcarss, asf come el
crecimignts, 32 estabilizan =z lxz 20 horzxz., Se alcanzd unx
concentracién celular de 437 E4 celsml » una concentracion de
gtancl de S%.23 g/1. Hubo un consumo del 82 ¥ de loz azdcares
originalmente presentes en el medio.

En lx figura 1S z& muestrx el crecimienta celular y el
porcentaje de wiabilidad de la cepa L en la fermentacidn de 10
litras. Se obszerva que a las 12 horas ze tisne lx concentracién
celular mé&s alta 120 E& celsm! » la viabilidad a un 100 .
Dezpués de éste tiempo, =] porcentaje de viabilidad declina mux
ripidamente hastz un | ¥ a3 las 72 horas, notdndoss que Ja
poblacidn celulxr también bajs hastz 104 Ed cels/mi,

En 1a figura 1? se muestrx la produccién de etanal » @
conzumo de azdcares reductores totxles de 1la cepx L oen 1x
fermentacibn de 10} litros. Se obzerwa gqus ambos = a
a las 20 horas de fermentacidn, xlcanziandose unx €on tracidn
final de etansl de 59.6 g1 ¥ un consumc de azdcares de un 9?7 X
de los prﬁfent.; criginaxlmente en &1 medio.

2

En 1 figura 20 de estr el crecimiento celular v
porcentxje de wiabilidad de la CEpA 8 en 1a fermentacidn de 10
litros. & 1as 20 hora=s se prezenta la concentracidn celular mas
xlta de 128 E& celsml ¥ un porcentaje de wiabilidad de s
degpudéz de ést tiempo ambos empiezan a declinar lentamsnte,
hastx Tlegar a5 72 horas con una poblaxcidn de 102 E4 cel/ml »
uns uxabl i

La figura 2! nos muestra la produccidén de etanol vy el
consumo de azdcares totales de la cepa 35 en la fermentacidén d=-
10 litros. & tas 20 horas de fermentacidén ze ectabililzan ambas,
alcanzéndose una concentracidén de etanol de A0.42 g/1 ¥ un
consuma de azdcares del %4 X de los  azdcaresz presentes
originzlmente: en el medio.

La tabla 2 =se compara el rendimientc del praoducto, la
eficiencia de fermentacidn y¥ la welocidad de fermentacidn de las
trez cepas en la fermentacidén de 10 litroas, Como se puede
observar las tres cepxs presentaron la miema velocidad de
fermentacidén, 1oz valores mas altos de rendimiento ¥y eficiencia
los  obtuvs la cepa L (0.4%9 » 97 X, respectivamentel,
posteriormente la cepa Zm obtuve 0.48 y 94 X respectivamente y
finalmente la cepa S obtuvo 0.47 de. rendimiento ¥ 92 % des
eficiencia.




VIT. DISCUSTON

A, Estandarizacidn de indcula

ES
dlxxnn=~ =T E 2 cabo la tranzformacidn
tzo eztandarizacidn del indcu ¥ E
ecimientas ¥ la uiabxl.dad 52
micracrgani sma.

9] cbjeto de tiempo en que ) célula es

x etznol,
conocer 1
~2fleja el ectado f

w

"

crecimiento en medio

Se realizaron difersntes prusbas ds
sé&lido para 1z cepa Zm, pera en ninguna 22 obtuvo un resulfado
pozitive, 1a cepa zolamente crecid en &l mizmo MMZ. &1 parscer,
s bacteriza sufrfa de inhibicidn por causa d2 algdn components
prezente en las fusntez de azdcar probadas " imeladura,
mascaxbado, azdcar refinadar (Rhee, 17343,
cbtuvo kbusn crecimiento de la cepa Zm z2n medio 1iquidc
MML, 2éloc que no =e pudo determinar =1 porcentzie de "t«bllnd«d, |
¥a que Szt zdlo ze podfia realizzr por crecimiento en placa ;
€ztz cepa no crecid en medio s&lido, por lo que =&lo = rea]izé
caonteo de poblacidn por ezpectrofotomstria
Al obzervar 21 comportamiento en medio P{gquidc de las tres
cepaz, &1 tismpo de indcule recomendado de 12 horas resulio
adecuade paxra nusstre trabaio pudiéndose cComparar Son =
tiempo de indculo zmpleados en las pr‘r zoz comerciales, que

i
zan una edad de indculo no mencor de
i

u s, Sturidn reportsa
tiempa de indculo de 24 a 28 horas para la produccidn de alcohaol
a partir de melazas » meladura; Fresscot reporta un tiempo de 24
horas como edad del in&culo a partir de melazas.

B. Fermentxcidn 2 nivel laboratorio en wolumen de 5 titros

En la fermentacidn de S litros, 1z ce=pa Z2m fud 1a que
cbtuvae 1oz walores mis bajoz de las ftres cepas, tanto ¢
rendimiento, eficiencias como en la welcidad de fermentacicn, sin
embargo, los valorez obtenidos estan dentro del rango que ze han
mane jado en otros trabajos realizados con £ mobilis. :

Doelle & Greentield reportan un rendimiento o
cepa Z. mobilis oM 2714, a partir de 400 g1 dz
0.3% a partir de azdcar refinada 2 unz conentracid

Loe waloree obtenidos por las cepas L ¥ 5 estan entre loz
valores mas altos que se reportan en oftros trabajas, Pinal =n
17590 reportz un rendimiento de 0.48 a partir de melazazs de cafia
para la cepa L. Por 10 que todavia resulta una buena
alternativx para la produccidén de alcohal a partir de meladura



I

C. Fermentacidn a nivel de 10 litros,

Er acta intentd yerificar los resultades
anteriormentsz Dbf cgrindose alcanzar adn rezsul tados mas
altoz fen rendi icizncia » welocidad de fermentacidn )

o5 er ran+r dos en 5 litros para la cepa Zm, mientras que

las ¢ S t i oz mizmos resul tados.

Ezte 2% corridas de fezrmentacién
er 10 1itr e nuevo Se meladura, debido
a2 que el tandarizacidn de=  indculo,

mantenimiesn N Y . 1 rmentacidn de S litraos =e
termind ¥ quizds en é<te otz sra miz marcads 1a pressncia de
algin |nh|b|dar para la cepa Zm.

Las resultados obtenidos apowan la pozibilidad de usar
meladura con respecto 3 lo mencicrnado: costc de la materia
prima, conternido de nutrisnts busnos rendimientos de
progduccisn

-



VITI., COMCLUSIOMES Y RECOMEMDACICOMES

a de indcule de 12 hdraz, 1z
major que Yas dasz en la industrix 5
considera, sin embargo, necezario hacer algunos sxpsrimentos
pozteriores p =g aplicacidn & esc i

1.~ Se abtuvo u

[l
w
(0 —
N
il

2.~ Las concentracionzs de alcohol alcanzadas, tanto par:
CEpAa Zm g1 camo por 1a levadura L (3%.4 o1
Tevadura § (&0.48 o971 son mas altaz que las reportadas
trabajos pwperlmﬁn*«le~ empleando melazaz (S72.2 goty. For 1o
cual, =& considera factible 1z utilizacidan de meladury como
una buena alterpativa para la produccidn de alcohotl.

3.- De Yas doz levadurasz, Va levaduras L fuéd mejor quz 1x
Yewadura S, lx primera togrd alcanmzar un Pund|m1:n*c de
0.4% » una sficiencia de 2?7, o ssa, pressnta mejores
probabilidades parax Va produccidén de alcohol & partic de
meladura, aungue esto falts comprobarse 2 escals indusirial.

d,- La £ mobilisz ciente que la lewadursa
Saccharomy: ag para la produccidn de alcohal
x partir dz mF)*dUri, alcanzindose salamente unz eficisncia
de ¥2¥ mientras que la levadura obituvo un 774 de 2ficisnci
.- Uns cavsas probabie, por 1z cual ta 2. maobilis rezultd
menos ﬁFxcxe nte, fud que el sustrato contenfa algunos
inhibidores, por 1o cual ze recomienda que =n trxbajos
pozteriorss:
1% ze realizen experimentos parz detectar 1z influencia de
' a1ghin e2lemento qus pueds resultar inhibitoriog
(2 desarrollar algin método para 2liminar este inhibidor,

Tlewvar & cabo algin mejoramiento gené
mobilig, para gque Ya presencia de est
irnhika.



TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA MELADURA

CONSTITUYENTES PRINCIPALES (%)

CONSTITUYENTES DATOS DE DATOS DE
UNDERKOFLER WHITE
Y HICKEY
AGUA 14 - 19 8 - 14
MATERIA SECA 81 - 86 86 - 92
. AZUCAR TOTAL INVERTIDO 72 - 79 70 - 86
N TOTAL 0.07 - 0.20 0.05 - 0.25 °
CARBONO e 28 - 36
CENIZAS TOTALES 2 -3 1.8 - 3.6
P,05 0.2 - 0.6 0.03 - 0.22
Ca0 0.03 - 0.30 0.15 - 0.35
Mg0 0.01 - 0.03 0.12 - 0.25
K,0 0.7 - 1.4 0.2 - 0.7
CONSTITUYENTES MENORES (¥ /100g)
CONSTITUYENTES DATOS DE DATOS DE
ROGERS Y : WHITE
MICKELSON
VITAMINA B 160- p—
VITAMINA B, 62 —
VITAMINA B, 160 —
FACTOR PP 240 —
AC. PANTOTENICO 270 250
AC. FOLICO 1.5 —
BIOTINA 32 30 ~ 40

INOSITOL - -—— . 85 ~ 100

FUENTE: Honing P., 1967.



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/1.h)
Zn 44.55-3.19
m = 0.43 83 1.86
L 60.06-3.53 _
: 130.47-5.60 0.49 97 2.50
S 59.84-4.58
117.62-5.62 = 0% 97 2.50

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



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

FERMENTACION DE 10 LITROS.

CEPA Y P/S EFICIENCIA DE VELOCIDAD DE
FERMENTACION FERMENTACION
¢3) (g/1.h)
Zn 59.60-2.24
134.68-16.98 = 048 94 2.48
L 59.60-3.80
m- 0.47 92 2.48
S 59.60-3.71 _
TI995¢ 3¢ = 0-49 97 2.48

Y P/S (rendimiento del producto en base al sustrato).
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FIGURA 1. FACTORES Y COMPONENTES CARACTERISTICOS, NECESARIOS PARA LA REALIZACION DEL

ALCOHOL POR FERMENTACION.
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SACAROSA
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glucosa fructosa
glucosa-6~fosfato fructosa-5-fosfato
J, NaD"

gluconato~6-fosfato

& lactato

6 fosfogluconato

k’//

HZO N

2-ceto-3~deoxi-6-fosfogluconato
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CO2
piruvato -———I————ﬁ acetaldehido
Pi X
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NADH
NAD
- ETANOL
1,%Piifjiioglicerato ATP
ATP ’ Ho __’__,___afosfoenolpiruvato

2-fosfoglicerato-—"2

FIGURA 2. VIA METABOLICA ENTNER DOUDOROFF :
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ATP
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2-fosfoglicerato

fosfoenolpiruvato

2ADP
$——= aarp
piruvato

CO2

acetaldehido ———————=> ETANOL

FIGURA 3. VIA METABOLICA EMBDEM-MEYER-HOFF :
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FIGURA 4. PROCESO DE PRODUCCION DE MELADURA.

fuente: Meade, 1967.



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.




FIGURA 7. CRECIMIENTO CELULAR DE LA CEPA Zymomona mobilis

EN MEDIO LIQUIDO (MML).
CONDICIONES: Inéculo 10 % (v/v), 30 °C, 72 hs.

(Zm)



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




FIGURA 9. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA
Saccharomyces cerevisiae (S) EN MEDIO (MML).

CONDICIONES: Inéculo 10 % (v/v), 30 °C, 72 h,
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10. CRECIMIENTO CELULAR DE Zymomonas mobilis (Zm) EN FERMEN-
TACION DE 5 LITROS.
CONDICIONES: Vol. 5 Tlitros, indculo 10 % (v/v), 35 °C,
72 h.




FIGURA 11. CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE
ALCCHOL DE LA CEPA Zymomonas mobilis (Zm) EN FERMENTACION
DE 5 LITROS.
CONDICIONES: Vol. 5 1itros, inculo 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 Titros, inSculo 10 % (v/v), 35 °C,

72 h.




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, indculo 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, indculo 10 % {v/v), 35 °C,
72 h.
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FIGURA 15.

CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES Y PRODUCCION DE
ALCOHOL DE LA CEPA Saccharomyces cerevisiae (S) EN FERMEN_
TACION DE 5 LITROS.

CONDICIONES: Vol. 5 litros, inSculo 10 % (v/v), 35 °C,
72 h.




FIGURA 16. CRECIMIENTO CELULAR DE LA CEPA Zymomonas mobilis (Zm)
EN FERMENTACION DE 10 LITROS.
CONDICIONES: Vol. 10 litros, indculo 10 % {v/v), 35 °C,
72 h.




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, indculo 10 % (v/v), 35 °C,
72 h.
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FIGURA 18. CRECIMIENTO CELULAR Y PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LA CEPA

YIFETLIORD © 273

Saccharomyces cerevisiae (L) EN FERMENTACION DE 10 LITROS.

CONDICIONES: Vol. 10 Titros, indculo 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, inécalo 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 FERMENTACION DE 10 LITROS.
CONDICIONES: Vol. 10 litros, indculo 10 % (v/v), 35 °c,

- 72 h.




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, indculo 10 % (v/v), 35 °C,
72 h.




ANEXT 1.

1.~ El rendimiento (Yp/s>: Sonm los gramos del metakolito ewn

cuestidn entre los gramos de sustvato consumido.

Y{p/s)» = g de etancl (final) - g etarol (inicial)

g ART (final> ~ g ART (inicial)

~ La eficiencia de fermentacidn: se calcula ern hase al
m&ximo tedrico por una regla de tres.

2

CEMH1 204 2 CZHZOH + 2 COZ o+ ATP  + 12015
PM=120.16& PHM=2(d4&.07)

Y{p/s) mdximo tedrico = 92.1d = O.S1

136.16&
0.51 100 % eficiencia
- Yi{p/e)d X

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

V = g de etanol

tiempo h

cal



Amarine M. A, & Qugh., 1974, Determinzcidn de Etans! =n =
tilado In: Anslisis de Yinoz v mostos. Ed. aAcribia Espafia

ahw I, {#as, Microbiologfs de lTaboratoric, Ed. Manual

Erads
Moderno: 24-&1.

haman R. E. & Gibbons M, E
i

inztive Bacteriologv. Ed. Moz

Buchholz 5, E., Dooler M, M. % Enalei:h
an alcoholic enigma. Trends in Biotachno

Carey W, T, & Ingram L, O,, {723, Lipid Composzi
mobilis Effectz of Etanol and Glucoza. J.
1271-1204,

Cocheiro A, AL, 1585, Biotecnologfa » Energia
de l1a Biotscnologfa en México, Ed. Ramirez

Estudio de la accidn de las snzimaxz sobre 1x
i profeziaonal, Ingenizre Biosguimico., Facultad

I de G.

T

= E. A, Ribbonnz D. W. & Large F. J.,
Formation in Zvmomonas mobilis. Biochem. J.

Doelle H. W,
form Sucrg
Bigtechnol . Z2: 40%5-4140.

Id Fo F., 1785, The Produccidn of Ethanol
Zymomonas mobilis. Appl . Microbiol.

Doelle Ho W. & Greenfisld P, Fo, 1 5. Fermentation FPattern of
Zymomonas mobilis at High Sucrose Concentration, Appl .
Microbiol., Bictechnol ., 22: 411-415,

==

Cubboi= M. Gilles K. A., Hamilton J. K., Reberz F. A. & Smith
F., 1734. Celorimetric Method for Determination of Sugar and
Felated Substance=. Analytical Chenistr». 22 (32: 250-254.




Honing F., 1947, Principics de Tecnologis Adzucarera. Ed CECSA. 2
: 473~ 474,

Jones R, PF., Famment M. & Gresfield F. F., 1721. Alcchcol
Fermentation by Yeaszst - The Effect of Enviromental and Qther
Variables., Process Biochemestry 14 <32: 4Z.

iclopedia de Tecnolanfsx

Kirk ®., E. & Othmer D. F., 1742, E
=

ne
Quimica., UTEHA. primera edicidn, 7: S7&.

Kirk R. E. & Dthmer D. F., 1751, Alcohol Industrial. Produccidn
de Alcochel, Ericiclopedia de  Tecrnologia GQuimiczx. UTEHA. 1:
745-731.

Lawford H., 1984, Zymomonas mobilie: An xlternative xlccohol
producer, Alltech s &TH Annual Alcohol School: 125,

Lehninger A, £., 1¥853, Bicquimica. Ed. Omega . A. EBarcelons
E=patta: 427-449,

Marniantis T., Fritsch E. F. & Sambrook J., 1782, Mealscular
Cloning, & Laboratory Manual., Cold Spring Rarbor Labkeoratorr: 51,

Mareden W, L., Grar P. F., Mippard G, J. & Quilan M. F
Evaluation of the ODMZ method +For analrsing 1ignoce
hrdrolisates. J. Chem. Tech, Biotechpnol. 22 <110 1014-1022.

Martinez G. & Murphy N. F., 1?34. Congenerss from High Test
Molazzes Alcoholic Fermentation. Jounsxl of dAgriculture of
University af Puerto Rico 3: S57-&4.

Meade G. F., 1947, Manual del Azdcar de Cafia. Ed. Montaner »
Simén, Barcelana: 323-325.

Miller G, L., 1%5%., Uce of Dinitrozsalicxlic Acid Reaget for
Determination of Reducing Sugar, aAnalitical Chemistry., 23
424-428.

Maontenecour B, S., 1785, Zymomonas A Unigue Genus of Bacteria
In: Biology af Industrial Microorqanis. Demaind A. L. & Solomaon

A. L., 1785, Ed. BenjaminsCummings 71 2&1-28%.




Murilio, M. E., Gallsgos M. & Galan W., 1734. Produccidn de
etancl peor diversaz cepas de Zymomeonas mobilis aisladxe de
diferentes fuentes naturales. Congresa Nacional de
Microbiologlfa, MI-2: 142,

Murphy M, F., 1924, Fermentation of High Test Molacsses. Journal
of Agriculture of University of Puertq Rico, 3: 23-44,

Otero M. A., Revezs A. & Martiner £., 1784, Limitacicngs del
Acido 3-5 dinitro-salic{lice 2n mieles finxles, ICIGCA. Z0 (122
20-25.

Fhaf4 H, J., tiller M. W. & Mrak E. M., 1573, The l1ife of veact.
Ed 2, Revised and En!arged, Harvard Univerzity Press Cambridoe
Maesachuszetts and London, England.

Pelczar M. J., Reid R. M., 1973, Miccobinlogfs. Ed.
Mc~Graw-Hill, México:r Z11-222,

Felldn J. F.
Ed. Acribiax S. A.

La_ingenieria Gendtica ¥ sus Aplicaciones.
arxgqoza, Ecpafx: (75-120,

..
—
~0
wQ

ry O

Presscot & Dunn., 1974, Produccidn de alcohal poar fermentacian
In: croebiclagfis Industeizl, Ed. Aguilera: 110-123,

Preszcot K., & Gordon S. C., 1962, Microbinlogfa Industrial Ed.
Aguilera: 15-21, 121,

Pinxl 2. L., 19%0. Comparacién de cuatro cepas de Saccharomyces
cerevisiae. Tesis profecional, Lic, en Biolongfa. Facultad de

Ciencizz, U de G.

Quintere R, R., 1927. Ingenierf{sx Eioquimica. Ed. Alhambra
Mexicana: 15-383.

fRam{rez Q. R., 1985, Prospectivz de la Biotecnologia en México
In: Prospectiva de la Biotecnologla en México, CONACYT: 4461-478,

fhee S. K., Pagan R, J., Lefebure M, F., Wong L. & Rogers P. C.,
1984, Ethano!l Production from Dezalted Molasses Using
Saccharomyces uvacum and Zymomonas mobilise, J. Ferment, Technol,
&2 (3>:297-300.




Rose D., 19774, Yeasts for Molaszez Alcohol . Processz Biochemistry
11 (10y; 10-12,

Rese A&, & Harrisoen J. ., 1%85. The ve
biochemestry of veazt. Ed. Academic—~ press. 2

ast fisiology and
: 122-124,

Seiller L., Torrijos M., Uribelarrezx J. L. & Goma 6., 1984,
Alcoholic Fermentation by Zrymomonas mobiliz: Effect of initial
substrate on physiological parameters., Biotechnology Letters &
(7): 477~430,

Stewart G, G, & Ruzell 1., 1971, The Bialogy of Saccharomyces
In: Binlogy of Induztrial Microorganisms. Demain &. L. & Solomon
M. A, fcomp) EBictechnology zerics: S15-534.

Sturion C. A., 1938, Tecnolonfs de 1a produccién de alcoheol por
fermentacién. GEPLACEA: 25-32&.




