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EVALUACION DE' LA TOLERANCIA AL ETANOL
DE DOS CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae

DAVID SANTOS RODRIGUEZ GARCIA



RESUMEN

Se evalub 1la tolerancia al etanol de dos cepas de Saccharomyces

cerevigsiae, una de registro de CIATEJ (BCGC-L-024) y 1la otra

utilizada industrialmente en el ingenio de Tala, Jalisco, tomando
como base las respuestas de velocidad de crecimiento, porcentaje
de viabilidad y velocidad de produccibén de alcohol. .

El etanol fué adicionado al medio en concentraciones del 5 al

14 % v/v para 1las pruebas de velocidad de crecimiento vy
porcentaje de viabilidad: y del 4 al 21 % v/v para las pruebas de
velocidad de produccidn de alcohol. E1 efecto de inhibicién sé
estableci6 compardndose contra un testigo al que no ge le
adicionaba etanol.

La cepa BCGC-L-024 demostr6 tener mayor tolerancia al etanol que
la cepa del Ingenio, teniendo un rango de tolerancia del 5 al

14 % para crecimiento y viabilidad; y para 1la velocidad de
produccién de alcohol del 4 a1l 7 & y del 14 al 18 %.

"Mientras que la cepa del Ingenio tiene un rango de tolerancia del
5 al 14 % para viabilidad, solo tolera el 5 % para crecimiento y
para la habilidad fermentativa no presenta unidades aceptables
para su tolerancia.

Los rangos de tolerancia se. definieron tomando como par&metro una
inhibicibén méxima del 50 % para la velocidad de crecimiento y de

producciébn de alcohol, y un 20 % para la viabilidad.
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1. INTRODUCCTION

En la actualidad el hablar de recursos energéticos a nivel local
y mundisl ea un punto central que guarda un elevado interés, ya
que de ¢&stos dependen en clerta forma el desarrollo, y‘la
estabilidad econbmica de los paises que los poseen Yy de qQuienes

no.

Recientemente con 1la c¢risis energética a nivel mundial, y en
particular la del petrdleo, a suscitado que varios palses que ven
disminuidos sus recursos energéticos opten por encontrar fuentes

alternas que suplan sus necesidades.

Una posible alternativa de fuente de energia es el alcohol
producido por fermentacién, el 'cual puede ser obtenido a partir
de diversas fuentes de azGcares de bajo costo y de gran

abundancia en la naturaleza.

La biotecnologia se ha caracterizado 6Gltimamente por el
desarrollo de procesos novedosos, Y por 1la optimizacibn de los
procesos ya existentes en materia de fermentacibn, haciendo que
éatos logren aumentar. su productividad, eficiencia y

rentabilidagd.
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II. ANTECEDENTES

Ccon el adelanto de la quimica orgénica a mediados del siglo XIX,
el alcohol se constituye como producto quimico indispensable
usandose como combustible, solvente y en algunos casos como
materia prima para producir compuestos orgénicos.

A principio§ de siglo 1la demanda de alcohol se ve incrementada
debldo a las c¢ocnflagraciones mundiales y se opta por 1la
producci6bn de alcohol sintético, el cual se obtiene a partir del
etileno (Sturion, 1988).

Posferiormente con la crisis energética del petrbdleo en la década
de los 70's Yy por consiguiente el aumento del etileno, la
industria de la producciédn de alcohol por fermentacidn ha cobrado
gran importancia sobre todo en paises en donde sus recursos
eneryéticos han disminuido en 1los Gltimos afios. Brasil, India,
fstados Unidos, Union -Soviética, Nueva Zelanda, entre otros son
pélses ejemplo, donde utilizan el etanol como combustible en
sustitucidtn de, o mezclado con, gasolina para automdviles,
reduciendo de este modo el c¢onsumo de gasolina. (Moreira’y
Goldemberg, 1981).

Actualmente el problema energético a nivel mundial cada vez va en
aumento, nuevas fuentes estan siendo empleadas con el objeto de
diversificar el abasto de energia cuya demanda se ha vuelto un
problema de primer orden; las soluciones a 6sto se han suacitado
en distintas ramas de la ciencia Y la tecnologia.

En las Gltimas dé&cadas 1la biotecnologia ha venido ofreciendo
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nuevas Y mejores alternativas para industrias como 1a
alimenticia, farmacéutica, agricola, minera y de alcohol entre
otras mas.

Es especificamente en 1la industria del alcohol en donds la
biotecnologia ha desarrollado procesos novedosos y eoesta
optimizando 1los ya existentes en .materia de fermentacidn,
haciendo que 1logren aumentar s8su productividad, eficiencia y
rentabilidad (Concheiro, 1985).

Los procesos de fermentacibén requieren, en general, una serie de
operaciones unitarias cuyo objetivo es la conversidtn de un
sustrato dado (fuente de carbono) en un producto final,
utilizando un microorganismo como biotransformador.

Estas operaciones unitarias ‘pretenden, tanto cubrir 1los
rgguerimientos' nutritivos necesarios para el crecimiento y la
formaci6bn del producto, como el control del medio ambiente para
la optimizaciédn del proceso. (Pelldbn, 1986).

Dentro de las operaciones unitarias del proceso de fermentacién,
el microorganismo es el punto central de este estudio el cual
serf evaluado para determinar 1los valores de tolerancia al
etanol, esto como una etapa que permita elevar la productividad y

los rendimientos de la industria.

2.1 FACTORES EMPLEADOS EN LA FABRICACION DE ETANOL.
(Presscot y bunn, 1976; Kirk y Othmer, 198l1;:; Correa, 1978).
Los procesos emplesdos en la fabricacién de etanol por

fermentacidn dependen esencialméﬂte de varios factores:



l.- Materias primas.

Son productos agricolas o subproductos industriales, como mieles,
bagazo, maderas, melazas, liquido de maceraciédn del mailz, étc..
El bajo precio, el rendimiento elevado, 1la comodidad en la-
manipulacién, la posibilidad de obteﬁer un suministro continuo
durante todo al afio, la proximidad del mercado y la pureza, son
los principales tactores que intervienen en 1la seleccibn de la
materia prima.

Lag materias primas sacaroideas (melazas, jugo de cafia y mieles)
requieren, por lo general, poco o ningGn tratamiento preliminar
aparte de la dilucidn, siendo el agua el diluyente mé&s usual.

L.Las materias amilaceas (papa, maiz, yuca, etc.) y las celulbdsicas
(bagazo, maderas, etc.) tienen que ser hidrolizadas a azQcar
fermentable antes de que acten sobre ellas las levaduras.

2.~ Concentracibn Sptima _de azGcar.

El contenidc de carbohidratos determina el rendimiente y en la
mayoria ée los casos el valor de la materia prima.

-

3.~ De un pH 6vtimo. o

Lo3 neutralizantes reducen el exceso de acidez o alcalinidad y
ayudan a‘estableéer y mantener el pH requerido en el sustrato. El
exceso de acidez puede deberse a la materia prima, a los &cidos
usadoes para la hidrblisis, a los ingredientes nutritivos afiadidos
al sustrato, o bien producirse por la accibn de los
microorganismos sobre los.carbohidratos.

El exceso de alcalinidad puede tener su origen en las materias

primas, en el agua empleada para la dilucién, en el tratamiento



alcalino del medio vy en el amoniaco, producido por 1la
desaminaciédn microbiana.

El pH final 6ptimo depende de la especie del microorganismo
usado, de la reacci6tn deseada y de las condiciones del proceso.
4.- Temperatura.

La temperatura inicial 6ptima depende de factores anhlogos a los
que controlan el pH. Aunque la mayofia de 1los microorganismos
toleran intervalos de temperatura amplios, existen intervalos
6ptimos tanto para el crecimiento como para la accibn eniimética.

5.~ Adicidén _de sustancias nutritivas.

Los nutrientes microbianos son. los compuestos del sustrato
asimilables por el microorganismo. La materia prima contiene a
menudo suficientes sustancias nutritivas: cuando la propagaciébn
del microorganismo es el principal objetivo conviene fomentar su
proliferaci6tn, los 1ngredientes. afiadidos desempefian un papel
esencial. Para la mayoria de las materias primas, los suplementos
mé&s necesarios son los compuestos de nitrbgeno y f6sforo. El
nitrégeno suele proporcionarse en forma de salés de amonio, urea{
aminofcidos, etc; el f6sforo se afiade en forma de fosfato de
amonio o fosfatos alcalinos.

La adicibn de elementos traza como Mg, Fe, Co, Ca, Ni, 2n, Cu,
necesarios en 1la sintesis de enzimas y de factores de
crecimiento, asi como también vitaminas, precursores de vitaminas
o precursores-de antibibdticos, son practica usual.

6.- Inhibicibébn del crecimiento bacteriano.

A veces se afladen antisépticos a un sustfato para proteger a los



principales microorganismos contra’ las 1infecciones que les
disputan los nutrientes. Asi se puede hacer mencidn que la
levadura (después de varias generaciones) puede adaptarse a
peqﬁeﬁas cantidades de &cido sulfarico, &c. léctiéo y compuestos
de flGor, sustancias que se usan para impedir las infecciones por
bacterias. La levadura adaptada puede entonces propagarse y hacer
fermentaciones sin ninguna interferencia.

7.~ Eleccidn de un microorganismo apropiado.

La elecciédn de un microorganismo no solo se limita a que pueda
efectuar la reacciédn deseada, sino el que pueda efectuar el
cambio bioquiﬁico necesario en poco de tiempo y que produzca el
rendimiento maximo posible con un minimo de atencidn. E1
microorganismo apropiado debe también mantener su actividad de
una generacibn a otra y combatir infecciones. Aunque muchas cepas
de uns especie no satisfacen todos los requisitos de un proceso
especial, suele ser posible enconﬁrar, adaptar o mutar cepas

especificas con cualidades adecugdas.

Una levadura con gran resistencia al alcohol ofrece una ventaja

neta desde el punto de vista técnico y biolb6gico. Con esta
levadura es posible obtener un mosto fermentado, con una gran
riqueza alcoh6lica, lo'que mejora considerablemente la potencia
de la instalacién, tanto de fermentacidbn como de destilacibn:
gimultAneamente, s8e consigue una destilaciétn mAs econbmica,
puesto gue hay un gasto menor de combustible. Con una levadura
resistente a concentraciones elevadas de alcohol, es posible

fermentar mostog con mayor concentracibn de azGcar, lo que evita



tener que diluir mayormente.
A una buena levadura industrial no debe perjudicarla en su
actividad fermentativa una concentracibén de 8 &8 9 % (v/v) de

alcohol.

2.2 PROCESO GENERAL DE FABRICACION DE ETANOL.

El proceso general de la fabricacién de etanol en los ingenios se
muestra en la fig. 1 ; el sistema de fermentacidn empleado aqui
es el sistema clésico batch o por lote.

Primeramente se prepara el mosto, luego es inoculado con el
microorganismo e incubado permitiendo el procedimiento bajo
condicionas fisiolbgicas Optimas. En el curso 1integro de la
fermentacién suele ser afiadido un agente antiespumoso, oxligeno si
es requerido y un &cido o base que controle el pH. (Crueger y
Crueger, 1984).

Asi tenemos que las melazas 8e ajustan a 1las concentraciones de
azGcar deseadas por 1la dilucién con agua, a una temperatura
determinada., al pH requerido por la adici6tn de &cido y nutrientes
si son necesarios. Se mezcla una levadura iniciadora (aislada en
cultivo puro) con el mosto en el tanque de fermentacidn, que
frecuentemente alcanzaA cantidades de miles de litros:; por lo
general qstbs tanques son cubiertos. Se realiza 1la mezcla, la
fermentacidon comienza rApidamente con el desaprendimiento de
grandes cantidades de COa, al término de 50 hrs. o menos, la

. fermentacibén suele estar terminada (Presscot y Dunn, 1976).



2.3. MECANISMO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA
Una ecuaciétn que representa simplemente el proceso total por el
cual una molécula de glucosa es transformada en dos moléculas de

etanol y dos de COa es la siguiente:

CeH,20a ~---—-- Complejo de —---- > 2 CaHsOH + 2 CO=2

Glucosa enzimas y zimasa Etanol Di6xido de carbono.

En realidad, lntervienen gran nGmero de reacciones estrechamente
relécionadas que las dividen en pasos de oxidacibn-reduccién y
fosforilaciébn y <ciertas reacciones especiales. Todas estas
reacciones son catalizadas por enzimas muy especificas. (tabla
1) (Rose A. H., 1980)

En el esquema de 1la fermentacidn alcohblica (fig. 2) se
representa todo el proceso, que se basa principalmente en los
trabajos de investigaci6tn de Embden-Meyerhof-Parnfis siendo la via
principal para la produccibn de etanol por levaduras (Lehninger
A. L., 1985).

La via de la fermentacib6tn alcohblica es idéntica a la descrita
para la glucblisis excepto en la etapa final, catalizada por la
lactato-deshidrogenasa, que es sustituida por otras dos etapas
ezim&ticas.

En la primera etapa, el piruvato se descarboxila a acetaldehido-y

COz por medio del enzima piruvato-descarboxilasa, que no se

encuentra en los tejidos animales.



Piruvato ~--~=—=w- > MAcetaldehido + CO2

La descarboxilaci6tn del piruvato para formar acetaldehido y COx

es esencialmente irreversible. La piruvato-descarboxilasa precisa

de Mg®: y posee un coenzima unido intimamente, el pirofosfato de

tiamina. La descarboxilaci6tn del piruvato se produce a través de
una serie de intermediarios unidos covalentemente al pirofosfato
de tilamina.

Eﬁ la etapa final de la fermentacién élcohblica, el acetaldehido
se reduce a etanol y el NADH + H* aporta el potencial de
reduccibn y la reaccibn es catalizada por el enzima alcohol

deshidrogenasa:

Acetaldehido + NADH + H* «<==z====33> Etanol + NAD*

El etanol y el COa son, por tanto, los productos finales de la
fermentacibn alcohblica, cuya ecuacibn global puede describirse

del modo siguiente:
Glucosa + 2P1 + 2ADP ~-=vm=- > 2 Etanol + 2COa + 2ATP + 2 Ha0
Las etapas de conversién de 1la energia que conducen a la

formaciébn de ATP, son idénticas tanto en la glucbdlisis como en la

fermentacibén alcohblica.



2.4. EL MICROORGANISMO.

El microorganismo a'utilizar es parte esencial en el proceso de
formentacién, de aqui que se realicen manipulacidn genética,
regulacién del metabolismo por la optimizacibtn en el medio de
cultivo, entre otros, para obtener el producto deseado. (Crueger
y Crueger, 1984).

Tradicionalmente el etanol ha sido producido en fermentaciones

con especies de levaduras, Saccharomyces cerevisiae y S..
carlasbergengis (variedad uvarum) asi como Candida sp. Yy

Kluyveromyces s8p. , entre otras, a partir de fuentes renovables
ricas en azGcares como glucosa y sacarosa (céﬁa de azfGcar,
remolacha azucarera, sorgo dulce, maiz, trigo, etc.) (Concheiro,
1985). '

Las cepas de Saccharomyces cerevisiase difieren en su habilidad

para permanecer viables en la presencia de etanol. (Kalmokoff e
Igledew, 1985).

Otros autores mencionan Qque la tolerancia =al etanol por
levaduras, depende en gran medida de la composicidn del medio en
el cual ha sido evaluado.

Se gsabe que la maxima concentracidn de etanocl, es caracteristica
.de los diferentes procesos de- fermentacibédn alcohblica,
cdependendiendo mas de la composicidn del medio, que de la
tolerancia sl etanol intrinasica de las cepas qué se utilizan en

la industria. (Nabais R. C. y colaboradores , 1986).
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Los mayores efectos que ocasiona el etanol en levaduras son:
l.- Disminucidén en el indice de crecimiento.

2.- Disminucién de los niveles de viabilidad.

3.- Disminucién en el indice de fermentacidn. (Kélmofoff e

Igledew, 1985).

El métodb claésico . para evaluar el efecto del etanol en las
levaduras es el de 1incorporarlo al medio, en el crecimiento de
una fermentacién controlada o por lote.

Otros investigaaores han elegido'la propledad de la tolerancia al
etanol sobre la actividad fermentativa de 1las células. Por
.ejemplo, Nojivo y Ouchi (1962) (en Stewart y Rugsell, 1985)
encontrb que 1la tolerancia ée las cepas de levadura caen dentro
del rango de 20-30 % (p/v) de etanol; sin embargo fu® dificil
encontrar diferenéﬁas en la tolerancia de varias cepas de
levaduras, entre las cuales esté&n 1las de cerveceria, sak$,
destileriss y de panificacién.

En general las levaduras wutilizadas en cerveceria tienen una
moderada tolerancia, mientras gue estas mismas al ser utilizadas
en destilerias tienen upa gran tolerancia. (Stewart y Russell,

1985).

2.5. PARAMETROS UTILIZADOS PARA DEFINIR LA TOLERANCIA AL ETANOL.
El grado en el cual el etanol afecta la actividad fermentativa ha

sido utilizado como indice de tolerancia a etanol (Kalmokoff e
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Igledew, 1985).

Varios 1nvéstigadorea han definido 1la tolerancia como el indice
de la actividad fermentativa entre 1las células con Yy »8in la
presencia de etanol. Existen dos problemas asociadés con los
sistemag de medici6tn de este tipo:

1.- La tolerancia es establecida en términos de proporcibén y no
como una concentraciébn precisa de etanol.

2.- Comparaciones a un 8o0lo nivel de etanol no pueden ae;
idicativo para toda la inhibiciébn cinética. (Kalmokoff e Igledew,

1989).

2.6. BASKES FISIOLOGICAS DE LA TOLERANCIA AL ETANOL,

Se han realizado investigaciones dentro de las. bases fisioldgicas
de la tolerancia al etanol en levaduras. Existen dos fAreas de
fisiologia celular que parecen estar influenciadas por las altas
concentraciones de etanol. ! ‘
1.- La primera de é&stas se da en’qmacromoléculas intracelulares y
en particular de las enzimas glucoliticas.

En las levaduras existen enzimas que catalizan reacciones
qonvirtiendo la glucosa en -etanol vy co,,,. Nagadawitana y
colaboradores, (1977) (en Stewart y Russell, 1985) mencionaron
una inhibicibébn no competitiva de la actividad de 1la hexoquinasa
por etanol.

Adem&s se encontrd que ia fosfofructoquinasa no fue afectada en

las condiciones de este estudio. Un estudio mas extensivo del

efecto del etanol en 1la via dlucolitica ha sido reportado por
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Miller y colaboradores, (1982)(en Stewart y Russell, 1985), en
donde la frutosa-1-6-difosfatoaldosa, la gliceraldehido-p-
deshidrogenasa vy la piruvato-descarboxilasa fderon las mas
sensibles a la presencia de etanol.

Adem&s Nabais y colaboradores, (1988) sefialan que para un
crecimiento y fermentacibén 6ptimas, las levaduras requieren de
cantidades muy peguefias de varios cationes inorgénicos que pueden
éctuar en la actividad enzimAtica participando en las reacciones
cataliticas, como activadores o estabilizadores .

2.- La segunda &rea en la interaccién del etanol corresponde al
grado y 1la manera en la cu&l el.narcbtico llega a asoclarse con
la membrana plasmética.

El etanol es una molécula amfipatica, pero es m&s hidrofilica que
hidrdfébica. Sin embafgo, el etanol puede llegar a concentrarse
en el grosor de 1la membrana biolbégica, y por 1lo tanto la
.concentracibén de e&anol es mayor en las regicnes més acuosas de
la membrana. (Stewart y Russell, 1985).

Se han realizado estudiéa sobre el efecto en el proceso de
transporte de 1la membrana plasmbtca de S. cerevisiae, Rose (1980
: 1982)(en Stewart y Russell, 1985) reportd que en las cé&lulas de
levaduras en las cuales la membrana plasmitica fué enriquecida
con &c. linoléico (C18:2) son més resistentes al efecto del
etanol que las enriquecidas con &c. oléico (Cl8:1).

AdemhAs el crecimiento exponecial con residuos de &c. 1linoléico
fué inhibitorio en menor extensibébn que cuando los cultivds fueron

suplementados con residuos de &c. oléico.
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Recientementa se ha-demostrado que diferentes compuestos mejoran
la productividad de las fermentaciones alcohbliqas: cidos grasos
no saturados, esteroles, proteinas, aminoAcidos, vitaminas e
iones metalicos. Un medio complejo como el jugo de Jerusalem o un
suplemento complejo con harina de soya Y peptona tiene la
capacidad de mejorar la fermentaci&tdn alcohblica por el aumento de
la tolerancia al etanol por las levaduras.

Adem&s las levaduras requieren cantidades muy pequefias de varios
cationes inorganicos qué pueden desempefiar un papel importante en
la proteccidn -de 1los tosfolipidos de la membrana celular con
carga negativa y de ciertas estructuras de la - pared celular. La
proteccibn se debe aparentemente al incremento de la estabilidad
de la membrana, manteniendo la permeabilidad bajo condiciones
adversas, protegiendo los fofolipidos Yy regulando las
interacciones lipido-proteina. Como lo demostrd la adiciédn de una
suspensién celular en una solucibén amortiguadora a 60°C y se
encontrb .que se pudo evitaf‘ la pérdida de compuestos
citoplasméticos. (Nabais R.C. et al.,1988).

2A3f mismo se establecid que el etanol y las altas temperaturas
interfieren con la organizacibn de la membrana, aumentando la
fluidez y permeabilidad a 1los 1iones y metabolitos pequefios e
inhibiendo el transporte de los nutrientes.

El etanol puede interactuar con las membranas por insercién en
el interior hidrofédbico, 1incrementando 1la polaridad de estas
regiones, debilitando la barrera de las mismas en el intercambio

libre de moléculas polares, debilitando 1las 1interacciones y
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afectando la posicidn de las proteinas dentro de la membrana.

La pérdida de la integridad de 1la membrana, afecta la habilidad
de_ las células para mantener un gradiente de concentracibébn a
través de la membrana plasmitica y varios sistemas involucrados
en el transporte de 3solutos, se ven afectados. (Nabais R.C. et
al, 1988).

Por otra parte Jiménez J. y Benitez T.,(1987) estudiaron la
adaptacidbn de las membranas de levaduras en etanol.

Ellos encontraron que cierta levadura con una gran tolerancia sl
etanol {cepa del vino) después del crecimiento en la presencia de
etanol obtiene una mayor tolerancia.

Se prob6 también una cepa de Saccharomyces de laboratorio con una
menor tolerancia, y no obstante al ser crecida en presencia de
etanol fué capaz de aumentar un poco ms su tolerancia. Cabe
sefialar que esto es un proceso reversible.

Los resultados que obtuvieron indican que tanto la cepa del wvino
como la de.laboratorio parecen alterar su tolerancia de membrana
después de ser crecidas en etanol. Sin embargo las membranas de
la cepa de laboratorio tienden a ser mas sensitivas que las del
vino, 1o cu&l 1indica que 1la capacidad de adaptacidn de las
membranas celulares dependen de cada cepa.

El método utilizado para evaluar la tolerancia al etanol es el de
las curvas de acidificacitn de Leao y Van Unden, {1984), en el
que sefialan que "el etanol induce un aumento exponencial de la
difusiébn constante del flujo de protones”..

Examinando y proponiendo una ecuacién en la cufl el pH final sé
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incrementa como una funci6én lineal a la concentracibn de etanol.
Por otra parte se han estudiado los efectos de la acumulacibn
intracelular de etanol duranté la fermentacibdn en S. cerevisiae.
Se han tenido ciertas discrepancias de. los resultados obtenidos
. Ya que unos dicen que cuando es adicionado el etanol a cultivos

~erevisiae les es menos téxico para las células, que el

producido por ellas mismas; diciendo que la razb6bn del fenbmeno ean
el efedtobletal, es el aumento de 1los productos tbéxicos, el
agotamiento de nutrientes y la acumulacibn intracelular de etanol
durante la fermentacidn (Nagadawithana y Steinkraus, 1976).

Otro trabajo que confirma lo anterior, es el propuesto por NovakK
M., y coulaboradores, (1981), demostrando que el etanol producido
durante la fermentaci6bn batch o por lote, o3 mas inhibitorio que
el stanol adicionado: postulando que la acumulacién de etanol en
la=s cé&lulas contribuye a una elevada tasa de mortalidad.

En ambos casos, produccibn Yy adiciébn, sugleren que 1la
permeabilidad de etanol del extérior de 1las éélulas al interior
es muy poco. También 1la impliéacibn de ambas influenciaa es
importanpe en los niveles tecnolbdgicos de producciébn de etanol.
Ellos sostienen que el efecto de inhibicién'intracelular por
etanol ocurre en los puntos maximos de la fermentaciédn y durante
los primeros pasos de la misma, mientras que al final de la
fermentacibén este tenbmeno es de menor importancia, concluyendo
que- la concentracibén intfacelular de etanol es muy elevada en lo
mé&ximo de la fermentacién y la sensibilidad a la concentraci6n

extracelular es pocs.
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Varios grupos han reportado que la acumulacién intracelular de
etanol ocurre durante la fermentacibdn; y otros reportes sugieren
que la concentracién intracelular de etancl en las suspensiones
fermentadas con células de levadura son menor o 1igual gque la
extracelular.

De aqui que D'amore T. et al. (1987) utilizando S. cerevisiae de
cerveceria mencionan un método que puede evitar 1los problemas
técnicos encontrados en estos estudios, como causa principal para
determinar la concentraciédn intracelular de etanol; teniendo como
resultado que la concentracibén intracelular de etanol en
suspensiones con células de 5. cérevisiae e3 menor o igual que la
extraceiular del ambiente, y que no se incrementan los niveles de
etanol en su mayor actividad de las fases de fermentacidn.

Ademé&s no hay un efecto‘ en la proporciébn del crecimiento y
fermentacibébn, indicando que al incrementarse la concentracibén
intracelular de etéhol no afecta la férmenﬁacibn.

Sefialan también gque la acumulacibdn intracelular de etanol ocurre
durante las fases tempranas de fermentacién (3 h); Yy después de
12 h de fermentacidn, tanto la concentracib6n intracelular como la
extracelular de etanol son similares.

Asi mismo también'que la acumulacibén intracelular de etanol es
mas evidente al aﬁmentar la presién osmdtica, y asociado a esto
se observa -un 1incremento con 1la acumulacidén intracelular de
etanol.

Ellos sugleren que la limitacién de nutrientes es el mayor factor

responsable de la disminucibn en el crecimiento y la actividad
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fermentativa observada en <células de 1levaduras a una presidn
osmdOtica elevada.

Otros factores que afectan la tolerancia al etancl en §.
cerevisiae es 1a temperatura de crecimiento, vya ha sido
demostrado por diversos autores que S. cerevigsias tiende a ser
muy sens;ble a los efectos de inhibicidn de etanol a las elevadas
temperaturas de crecimiento (Esener et. al ,1982). Sin embargo
estas observaciones fueron esencialmente cualitativas. Ademas
Moulin et al. (1980) citaron los efectos de 1la inhibicién en la
fermentacién alcoh6lica causados por el tipo de sustrato y de
etanol; concluyendo que la cin&tica en 1la fermentacién es muy
compleia, y que la veLocidad de fermentacion cambia
constantemente con distintos sustratos.

Se han realizado trabajos para evaluar 1la tolerancia al etanol
utilizando varias cepas de levaduras (cerveceria, saké,
destileria y de panificaci6tn). Kalmokoff e Igledew, (1985);
mencionan que utilizando estas cuatro cepas bajo condiciones
estandarizadas, determinaron la tolerancia al etanol por varias
metodologias: crecimiento celular, viabilidad y habilidad
fermentagiva.

El método de cuantificacién de inhibicién en 1la habilidad
fermentativa sugiere gque puede ser un indice 6ptimo de 1la
tolerancia al etanol, ya que dentro de sus caracteristicas se ha
visto que los factores nutricionales no 1influyen en la fase de

crecimiento de los cultivos.

LLos resaltados obtenidos en cuanto a la habilidad fermentativa
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fueron, que al adicionar el etanol a las células con actividad
fermentativa, se tuvo un efecto intermedio de inhibicién con
respecto a la inhibicién '~ obtenida en 1la metodologia del
crecimienté celular.

En cuanto al crecimiento celular se encontrd que el etanol es
inhibitorio en cada una de las cepas de levaduras a
concentraciones de etaﬁol mucho més bajas que las requeridas para
' suprimir completamente el crecimiento en cada una de las cepas,
los rangos son de 11.8 a 13% v/v.

En cuanto a la viabilidad ellos concluyeron que 1los factores
tales como los antecedentes nutricionales, temperatura y fases de
crecimliento de 1las células, pueden afectar 1la wvelocidad y
extensibn de muerte (viabilidad).

Asimismo se tiene qgue los valores encontrados en la
concentracién de etancl como inhibitorio, varian dependiendo de
la fase de crecimiento (media exponecial o estacionaria temprana)
de cuando eslgdicionado en un tipo de levadura y. ademés, varia

también\encre cada una de ellas.

Teniendo como antecedentes lo anteriormente citado, se evalub la
tolerancia al é&tanol segGn la metodologfa utilizada por Kalmokoff
e Igledew, (1985), en una cepa de levadura de registro del CIATEJ
Y uhé obtenida del ingenio "Jos& Maria Martinez" de Tala, Jal.,
para a3i poder determinar 1los indices en cuanto a tolerancia al
ecanol,_lo cual aunadé a los 1indices ya obtenidos en cuanto al

rendimiento de alcohol (Pinal, Zuazo, 1990):; permitira alcanzaf
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un objetivo y optimizar el procesoc de fermentacién y por lo tanto

obtener mejores rendimientos en la producciédn de alcohol. |
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I1I. HIPOTESTIS . N

De las dos cepas de levaduras evaluadas, una presentari mayor
tolerancia al etanol, y se obtendr&n datos precisos que definan

los rangos de tolerancia al etanol de ambas cepas.
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Iv. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
El objetivo de este trabajo, fue evaluar la

tolerancia al etanol de Saccharomyces cerevisiae con base a la

inhibicién en el crecimiento celular, viabilidad y habilidad
fermentativa (produccidén de alcohol) de dos cepas, una de
registro obtenida de CIATEJ y la otra utllizada en el ingenio

José Maria Martinez de Tala, Jal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estandarizar los métodos analiticos.

2. Estandarizar el inbculo.

3. Realizar el crecimiento y fermentacibn.a nivel matrez de las
dos cepas probando diferentes concentraciones de etanol en el
medio.

4. ‘Evaluar la tolerancia al etanol de las dos cepas de

Saccharomyces cerevisiae.
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v. MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO:
Los microorganismos utilizados fueron los siguientes:

Saccharom?ces cerevisiae BCGC L-024, productora de etanol a

partir de melaza proporcionada por el Banco de Cepas y Genea del

CIATEJ.

Saccharomyces cerevisiae levadura proporcionada por el ingenio

Jos& Maria Martinez de Tala, Jalisco.

REACTIVOS:
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analiticoy

cbrenidoas de fuentea comerciales conocidas.
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EQUIPO:

Espectrofotbémetro Perkin -~ Elmer 559A UV/VIS, bafio de temperatura
constante Buchi 011, balanza analitica Chyo Jupiter SDT 200,
balanza granataria Chyo Jp - 5000, balanza granatarié Mettler Pc
4400, estufa de alta temperatura Felisa, poténciémetro Oorp Test
Kit Cole Palmer, potencibtmetro pH 103 Corning, agitador
magnético Felisa, autoclave Infra, estufa de incubacidn Felisa,
estufa 1incubadora Presicion, microscopio compuesto One Ten
American Optical, campana de flujo laminar, centrifuga Sol - bat,
centrifuga Ependoff 5414, Cblmara de Newbawer American Optical,

micropipetas Gilson, orbital rotatorio New - Brunswik.

TECNICAS:
I. Técnicas de azul de metileno para conteo directo de células.

Los reactivos utilizados sons

a) Azul de metileno 10 g/1
b) Citrato de sodio 50 g/1
Procedimiento:

En un matraz aforado de 50 ml., poner 5 ml. de muestra, 2.5 de
azul de metileno y aforar con agua destilada.

Tomar con una micropipeta de 20 ul una‘ muestra y con ayuda de
Cimara de Newbawer, contar la poblacidn total, esta técnica nos
permite conocer también la viabilidad ya que la pared celular de
las levaduras muertas absorve el colorante y de esta forma es

facil identificar las células muertas de las vivas.
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11. Técnica para determinar los azGcares reductorea totales por
el m&todo de fenol-sulfGrico. (Dubois et al., 1956)

Los reactivos utilizados en esta técnica son:

a) Acido sulfGrico concentrado.

b) Fenol al S .

Procedimientos

A 1l ml. de la solucidn problema se le adiciona 1 ml. de fenol ai

5 8, en seguida 3e agregan 5 ml. de Acido sulfGrico concentrado

con el pipeteador en forma brusca para conseguir el efecto de

hidrblisis. Se deja enfriar durante 5 min. a temperatura

ambiente, se agita y enseguida se pone &a bafio de agua fria

durante 10 minutos.

Finalmente se lee absorbencia a 490 nm.

11T1. Técnica para determinacidn de etanol por el método de
dicromato de potasio. (Bohringer y Jakob, 1964).

Los reactivos utilizados son: R

8) Dicromato de potasio KaCroO, 33.768 g/l.

b) Acido sulfGrico HaS04 325 ml.

Se diluye el &cido sulfGrico en aproximadamente 400 ml. de agua

destileda, se dejs enfriar Yy se agrega el dicromato diluido en

aproximadamente 200 ml. de agua destilada; por Gltimo se afora a

un litro con agua destilada.

Procedimiento:

A 1 ml. de muestra se le agregan 2 ml. de solucién de dicromato y

se agita, se deja reposar durante 10 min. y posteriormente se
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agregan 5 ml. de agua destilada, para finalmente agitar y

leer absorbancia a 585 nm.

IV. Técnica para determinacié4n de pesoc seco.

La muestra se centrifuga a. 5000 rpm durante 15 minutos, el
sedimento se resuspende en agua destilada y se centrifuga dos
veces mi4s a las mismas condiciones.

Finalmente se resuspende el ﬁaquete celular, se depositan en pesa
filtros, que han sido previamente puestos a peso constante y se
colocan en una estufa a 80 °C hasta evaporar completamente el
agua {aproximadamente 8 hrs.), y.obtener las células secas.

El peso seco se determina por diferencia de pesos entre el pesa
filtro con muestra sSeca y el pesa filtro a peso constante,
dividido entre el volumen inicial de muestra, y multiplicado por

1000, para reportarlo como g. de células/l.
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METODOLOGTIA

5.1.- Estandarizaci6tn de mbtodos analiticos.

5.1.1.~ Curva de calibraciétn para determinacitn de azGcares
totales.

Se realizb una curva de calibracidbn para detetmina; az(icares

totales por medio del m&todo fenol-sulfirico, usando una solucién

patrébn de sacarosa a una concentracibébn de 0.1 g/l.

El rango de concentracibn a prcpar fué de 0.01 a 0.1 g/1 de

sacarosa para obtener una ecuacibdtn mediante un an8lisis de

regresién lineal, que prediga 1la cantidad de azGcares totales

presentes en una muestra a partir de una absorbancia dada.

5.1.2.~ Curva de calibracién para determinacidn de etanol.

Se realiz6 una curva de calibracibn para determinacibén de etanol
por medio de la técnica de dicromato de potasio, wusando una
solucibn patrbn de etanol, a una concentracidén de 20 g/l1.

El rango de concentraci6tn a probar fué de 2 a 20 g/l, paré
obtener una ecuacibdn mediante un an&lisis de regresién lineal que
prediga la cantidad de etanol presente en una muéstra a partir de

una absorbancia dada.
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5.2.~ Estandarizacién del inéculo.

5.2.1.~ Crecimiento en tubos con agar 1nc11nadé.

El medio de cultivo empleado para el mantenimiento vy
proliferaci6én de las cepas utilizadas, consisti6 de melaza a 21
"Bx. enriquecida con sales de sulfato de amonio 1.31 g/1,
fosfato de amonio 0.24 g/l y fosfato de calcio 0.12 g/1, agar al
3.5 8. ajustando el pH a 4.5 .

Se sembraron por estrias varios.tubos para cada cepa, a partir
de un cultivo de un tubo de conservaci6tn de estas cepas crecidas
en el mismo medio. Se incubaron a una temberatura de 30 °C por un
periodo de 50 hrs, sacando muestras a diferentes tiempos de
crecimiénto, para ;eelfzar el conteo de la poblacién total y el
porcentaje de viabilidad:; 1la suspensién celular se prepard
adicionando a cada tubo crecido, 5 ml. de solucibn fisiolbdgica
estéril. B

La pobiacibn celular se determiné por conteo directo al
microscopio y el porcentaje de viabilidad por tincién con azul de

metileno; ambas en la Chmara de Newbawer.

» *Bx: porcentaje de sb6lidos totales presentes en una muestra.
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5.2.2.- Crecimiento en medio liquido.

Se inocularon matraces de 500 ml, conteniendo 180 ml. de medio Qe
melaza a 21°Bx mAs nutrientes, con 20 ml de la suspensidn celular
de cada una de 1las cepas probadas; la suspensidn celular se
prepar® afiadiendo % ml de s8olucibdn salina estéril a tubos
crecidos en el tiempo determinado como 6ptimo para cada cepa,
inoculando matraces diferentes para cada una de ellas. Se
incubaron & una temperatura de 30 *C por un periodo de 12 h a 250
rpm. El crecimiento celular se determiné por peso seco Yy el

porcentaje de viabilidad por tincibébn con azul de metileno.

5.3.- Crecimiento y fermentaciétn a nivel matraz de las dos cepas

probando diferentes concentraciones de etanol en el medio.

5.3.1.~ Determinacién de la inhibicién por etanol en el
crecimiento celular y la viabilidad.

El crecimiento a nivel matraz a difefentes concentraciones de
etanol se realizb en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo
180 ml de medio de melaza a 21°Bx (mAs nutrientes), los que
fueron inoculados con 20 ml de inbculo estandarizado de cada una
de las cepas. El inbculo procedia de dos propagaciones
consecutivas a partir de una resuspeﬁsibn realizada de la manera‘
ya descrita. Los matraceé inoculados se incubaron con agitacién
de 250 rpm‘a 30°cC.

Los experimentos se realizaron por duplicado, prob&ndose cinco
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concentraciones de etanol para cada cepa.

El etanol se adicion6 al medio en el tiempo seleccionado,
logrando tener en cada uno de ellos un volumen total de 5, 7, 9,
11 ¥y 14 & de etanol v/v.

Se sacaron muestras a diferentes tiempos, a.las cuales se les
determind el crecimiento celular en base a peso seco, la
poblacibn celular por contéo directo al microscopio en la Cémara
- de Newbawer , y el porcentaje ae viabilidad por.tinci6én con azGl
de metileno. Se calculd 1la velocidad de crecimiento a las
diferentes concentraciones de etanol probadas por medio de un
anfilisis de regresién a 1la barte ‘lineal de cadas curva de
crecimiento; calculando el porcentaje de inhibicién del
crecimiento celular, y de la viabilidad con respecto a un testigo
(crecimiento 8in adicibn de etanol).

Se determindé el rango de tolerancia para el crecimiento Y la
viabilidad de ambas cepas, tomando como base una inhibicibn

m&xima del 50 % en el crecimiento y del 20 & en la viabilidad.

5.3.2.~ Determinacién de la inhibicién por etanol en la habilidad
fermentativa (produccidétn de etanol).

Primeramente se determind el tiempo adecuado para la adicién de

etanol al medio; los tiempos probados para la adicion de etanol

fueron al tiempo O, ©6 y 12 hrs de fermenteacibn, con un

respectivo testigo (8in adici6bn de etanol). Los ensayos se

realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 180 ml de

medio de melaza a 27°Bx (aproximadamente 170 g/l de azucar
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total), los que fueron inoculados con 20 ml de inb6culo
estandarizado de las cepas.

Posteriormente se incubaron los matraces en forma estitica a
35°C. El1 etanol se adicion6 a los tiempos antes mencionados,
lograﬁdo tener en cada uno de ellos un volumen total lde 5% de
etanol v/v.

Enseguida se sacaron muestras a diferentes tiempos, a las cuales
se les dgterminb el crecimiento celular en base a peso seco; é&sto
pafa poder observar las curvas de crecimiento que presentaron
cada tiempo probado y compararlas con un testigo (sin adicibn de
etanol).

Una vez seleccionado el tiempo de 1la adicidn de etanol se
procediQ a realizar las fermentaciones, las cuales se hicieron
por duplicado, en matraces  Erlenmeyer de 5Q0 ml y de manera
similar a la ya descrita.

El etanol se adicioné6 al tiempo seleccionado, probando seis
concentraciones de etanol para cada cepa. Eatas fueron de un 4,
7, 10, 14, 18 y 21% de etanol v/v.

Se sacaron muestras a diferentes tiempos de fermentacidn, a las
cudles se les determiné produccidn de alcohol por medio de
dicromato de potasio; también se determiné los azGcares
reductores totales por medio de fenol-sulffirico a las muestras de
tiempo 0 y 24 h del matraz testigo (sin adicién de etanol).

Se determinbé la velocidad de produccibn de alcohol mediante un
analisis de regresi6én a 1l1la regidn 1lireal de 1la curva de
producci6n de alcohol. .
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También se calculd el rendimiento de fermentacién en base a la
producciébn de alcohol y al consumo de azGcares, en los matraces

sin adicién de etanol.

Se defini6é el rango de tolerancia de alcohol en cuanto a la
habilidad fermentativa de ambas cepas, tomando como base una

inhibicién m&xima del 50 %.

5.4.-. Evaluacién de la tolerancia al etanol de las dos cepas de

Saccharomyces cerevisise.

5.4.1. Analisis estadistico de resultados.

Se realizaron an&lisis de varianza de dos vias para determinar si
existe una diferencia significativa en 1la velocidad de
crecimiento, porcentaje de viabilidad, habilidad fermentativa y
el porcentaje de inhibicib6n de estos tres; debido a diferentes
concentraciones de etanol o, a las diferentes cepas, o si existe
una interaccifn entre estas dos vsariables.

Se determind 1la concentfacibn de etanol gque causd la méxima
inhibicién en crecimiento, wviabilidad y habilidad fermentativa
para cada una de las cepas probadas.

Este an&lisis de varianza se realizd con un paquete estadistico

de computacién llamado ‘' STATGRAFICS '‘.
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vVI. RESULTADOS

6.1. Estandarizacidn de m&todos analiticos.

Las curvas de calibracién usadas para la determinacibn de
- azQGcares reductores totales y alcohol se muestran en las figuras
3 ¥ 4 respectivamente.

La ecuacidn obtenida para la curva de calibraciédn de azGcares
totales es Y= -1,0999 E~02 + 6.86 (X) y es aplicable é los rangos
de absorbancia de 0.05 a 0.60 que correspondieron a una
concentracién de 0.01 a 0.09 g/l respectivamente; con un

coeficiente de regresidn de 0.99947 para 10 puntos.

Para 1la determinacidn de eotanol 1la ecuacibédn encontrada fué Y=
1.432444 E~-02 + 5.477333 E-02 (X) aplicable para 1los rangos de
absorbancia de 0.12 a 0.87 que corresponde a una concentracidn de
2 a 16 g/1 respectivamente: con un coeficiente de regresi6bn de

0.99959 para 9 puntos.
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6.2. Estandarizacién de inbculo.

6.2.1. Crecimiento en tubos con agar inclinado.

En la figura 5a se observa el crecimiento y el porcentaje de
Qiabilidad para la cepa L-Ingenio durante 50 h, como se puede
apreciar no presenta fase de adaptacibdn, empezando su fase
logaritmica en las primeras horas para 1llegar a la estacionaria
a las 24 h alcanzando una poblacié4n mé&xima de 115 E 06 cel/ml
manteniendo una viabilidad de 100 %, sin embargo en la figura 5b
se observa éue la fase logaritmica continua después de las 24 h
hasta las 40 h con una viabilidad de 79% , slendo a 1las 36 h
cuando se alcanzd una buena viabilidad del 988 y una alta
poblacién de 145 E 06 cel/ml.

Para la cepa BCGC L~0Z4 se muestra en la figura 6a el crecimiento
celular y el porcentaje de viabilidad durante 48 h en medio
s6lido, presentando una fase logaritmica muy corta que empieza a
las 25 h y termina a 1las 32 h alcanzando entonces la poblacién
mé&xima con una viabilidad del 90% ; mientras que‘en la figura'6b
se observa un comportamiento similar, su fase logaritmica es
corta alcanzando a las 32 h una poblacién m&xima de 450 E 06

cel/ml con una viabilidad del 100%.
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6.2.2 Crecimiento en medio liquido.
En 1la figura 7 tenemos el crecimiento en peso seco Yy el
porcentaje de viabilidad para la cepa L-Ingenio, como se aprecia
su fase logaritmica empieza aproximadamente a 1las 4 h con una
duraciébn de 6 h alcanzando a las 10 h la poblaciétn méxima que fué .
de 13.9 g/l de celulas con una viabilidad del 100%.
En cuanto a la cepa BCGC L-024 el crecimiento en peso seco y el
porcentaje de viabilidad, se muestra en 1la figura 8 en la que
.podémos observar una fase logaritmica con duracibén de 6 h, que
empieza a las 4 h y termina a las 10 h con una poblacién de 13.8
g/1 de células y una viabilidad del 100%, a partir de la cual

comenzbd la fase eastacionaria.

6.3. Crecimiento y fermentacidtn a nivel matraz de las dos cepas

probando diferentes concentraciones de etanol en el medio.

6.3.1. Determinacibé4n de la inhibiciébn por etanol en el
crecimiento celular y la viabilidad.

En la figura 9 nos muestra el crecimiento celular en base a peso

seco para 1la cepa L-Ingenio a diferentes concentraciones de

etanol, el cual se adiciond6 después de las S5 h de crecimiento.

La disminucibén en el crecimiento para todas las concentraciones

de etanol probadas son similares b 4 varian 1ligeramente,

apreci&ndose una marcada disminucidn con respecto al téstigo.
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La figura 10 ilustra el crecimiento en base a peso seco de la
cepa BCGC L-024. En donde se puede observar una mejor apreciacibn'
de la disminucion del crecimiento entre cada concentracidn de
etanol probada:; ademés se aprecia gque a una concentracién de
etanol del 11 y 14% la disminucion es menor en relacion a las

concentraciones de 5, 7 y 9% .

La tabla 2 nos presenta la velocidad de crecimiento alcanzada
para cada cepa a diferentes ccncentraciones de etanol en el
medio, mostrando que la cepa L-lngenio presenta una velocidad de
crecimiento ligeramente mayor gque la cepa L-024; ademls se
observa que 1la cepa L-Ingenio tiene una disminucibn gradual
contorme se aumenta la concentracion de etanol, mientras que
para la cepa L-024 no se da el mismo caso, ya gue presenta ﬁna
disminucién mayor al 7% y 9% de etanol para luego recuperarse al

11 y 14 .

Por otro lado la tabla 3 muestra el pofcentaje de 1inhibicibén en
la velocidad de crecimiento; para la cepa L-Ingenio el aumento de
la inhibicibn va en relacidn con la mayor concentracidédn de etanol
probada, empezando con un promedio de 47% en la concentracién
del 5% de etanol hasta un 62% de 1inhibicién en 1la velocidad de
crecimiento para el 14% de etanol; mientras que para la cepa L-
024 el efecto de inhibicibén es mayor a la concentracidn del 5% Yy
9% de etanol con un valor promedio de 48%, y saiendo el menor
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para el 14% de etanol con 32% de inhibicién.

La figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad para la cepa L-
Ingenio, donde se observa 1la viabilidad alcanzada para cada
concentracién de etanol probada. Apartir del tiempo que se
adiciond el etanol la viabilidad disminuye ;n todos 1los casos, Y
més aGn a las mayores concentraciones de etanol probadas. Para el
caso del 14% de etanél, aparece con una recuperacitn después de
las 7 h 'y se hace estable a la 8 y 9 h con una viabilidad del
93%, para luego decaer hasta el tiempo 12 h y disminuir con un
83% de viabilidad. Teniendo que a mayor concentracién de etanol
en el medio después de 12 h de crecimiento, menor fué la

viabilidad en cada una de las concentraciones probadas;

La figura 12 muestra el porcentaje de viabilidad para la cépa L~
024, donde se observa que a partir de 1la adicién de etanol la
viabilidad disminuye en todos 1los casos. La mayor viabilidad
alcanzada después de 12 h de crecimiento es3 mejor para las
menores concentraciones de etanol probadas; el 5% de etanol
probado muestra una viabilidad estable, mientras que el 14%
presenta una disminucibén muy pronunciada al inicio de la adicibn
de etanol para luego recuperarse ligeramente Yy finalmente decaer

a un 85% de viabilidad.

La tabla 4 presenta el porcentaje de viabilidad alcanzado para
cada cepa a diferentes concentraciones de etanol, en donde se
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observa que ambas cepas tienen valores decrecientes conforme
aumenta la concentracibn de etanol. Los valores promedio de ambas
cepas varian 1ligeramente en cadé concentracién probada, siendo
mayor en cada caso el porcentaje de viabilidad para la cepa L-024

sobre la L-Ingenio.

La figura 13 muestra el porcentaje de 1inhibicidén en 1la
viabilidad para la cepa L-Ingenio, mostrando que la inhibicién se
observb ‘'en todos los Easos: el porcentaje de inhibicibtn fué en
aumento al aumentar la concentracion de etanol adicionada. La
1nhibicibn mas elevada 1la presentaron el 11 y 14%, con
aproximadamente el 17% de inhibicib6bn. El 7% presentd una
estabilizacibébn en su inhibicién a partir de las 8 hasta las 12 h.
Finalmente 1la menor inhibicién 1la present6é el 5% con una

inhibicién final del 3%.

La figura 14 presenta el porcentaje de 1inhibicibén en 1la
viabilidad de la cepa L-024, mostrando que al 5% de etanol fué la
menor inhibicibén alcanzada después de 12 h de crecimiento con un
2% : el 78 presentd una 1nh1b1c166 casl estable después de las 8
h., el 14% presentd una inhibicidén muy dréAstica al adicionar el
etanol, alcanzando la mayor inhibici6n del 1?% en un tiempo de 7

h.

La tabla 5 muestra el porcentaje de 1nh1b1cibﬁ en la viabilidad

de las dos cepas con diferentes concentraciones de etanol en el
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medio. Aqui ge observa que existe rangos diferentes de
inhibici6én en cada concentracibén probada para cada cepa Yy entre
ambas, siendo menor la inhibicién de la viabilidad en la cepa

L-024 con - un valor minimo de 2% y un mAximo de 14.5% de
inhibicién, sobre la cepa L-Ingenio con 3% y 16.5%

respectivamente.

6.3.2. beterminacién de la inhibicién por etanol en la habilidad
fermentativa (produccidn de etanol).

Los resultados obtenidos para 1la selecci6tn del tiempo en la

adici6én del etanol en la cepa L-Ingenio se muestra en la figura.
15, donde se observan los tiempos probados y 1los efectos que
ellos tuvieron al adicionar una concentraci6tn de etanol conocida.
El tiempo de adicién correspondiente a las 0 h presenta una curva
1rregu1a: de crecimiento; el tiempo 12 h presenta una curva mis
regular, pero un tiempo' mis corto para observar la inhibici6n ,
puesto que inmediatamente después de la adicib6n la curva declina;
mientras que por otro lado el tiempo 6 h de fermentacibé4n presenta
una mejor curva de crecimiento y 8e aprecia el crecimiento

exponencial incluso después de la adici6bn del etanol.

La figura 16 muestra los resultados obtenidos en la produccidn de
etanol en la cepa L-Ingeniob con diferentes concentraciones de
etanol, habiéndose adicionado a las 6 h de la_fermentacibn.

Primeramente se puede observar que al adicionar el etanol existe

una disminucién en 1la fase logaritmica para todos 1lo0s casos
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‘probados con 'respecto al testigo; El 4% de etanol probado
presenta una disminucién casi del 508 de alcohol producido con
respecto al testigo; el 7% presenta una disminucién muy4marcada,
siendo el valor m&ximo de produccidén de, 10.8 g/l de etanol.

El 10% muestra una produccién mayor que el anterior, siendo su
mas alta produccién a tiempo de 8 h con 17 g/1;: al 14% de etanol
se observa la inhibicibn total de la produccidn de etanol al
tiempo de 36 h, el 188 nos muestras que a8 los tiempos 24 y 36 h
ya no hnay produccién; y por Gltimo el 21% muestré un
comportamiento ascéndente de produccidn, que va del tiempé 8 al

12 h para luego declinar hasta cero al tiempo de 36 h.

Por otro lado la figura 17 nos presenta los resultados obtenidos
en la fe;mentacién con la cepa L-024, en donde en casi todas las
concentraciones probadas después de afiadir el etanol existe uﬁ
periodo de latencia o disminuci6n en la produccidn, para luego
reiniciar de hueva cuenta su actividad. E1 4% de etanol fué el
que mayor producciétn de etanol pre;ento. con un 31 g/l a un
tiempo Qe 24 h, sin embargo esto representa un 56% de 1o que se
produjo en el testigo.‘ El 7 y 10% de etanol presentaron una
produc;ibn similar después de las 20 h , el 142 presentd una
recuperacidén bastante amplia debido a que llega a producir a las
24 h , 26 g/1 de etanol, disminuyendo tan solo a 20 g/l al tiempo
de 36 h.

Por Gltimo, el 18 y 21% de etanol fueron las concentraciones en

las que no hubo producciébn a tiempos de 36 y 24 h
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respectivamente.

La tabla 6 muestra 1la velocidad de produccidn de alcohol
alcanzada para cada cepa a diferentes concentraciones de etanol
en el medio, mostrando que la velocidad de produccibn es menor en
la cepa L~Ingenio. Adem&s para esta cepa 1los valores de la
velocidad Qe producciébn a 1las diferentes concentraciones de
etanol son muy irregulares, ya que al 7% de etanol disminuye,
luego a 1la siguiente concentracidn del 10% aumenta, para luego
reportar su valor m&s bajo de 0.24 g de etanol/l1 x h al 14% de
etanol. |

Para el caso de 1la cepa L-024 presenta una disminucidén de su
velocidad de producci6n también irregular y no decreciente con
respecto a la mayor concentraciédn de etanol, la velocidad de
producci6tn de alcohol m&s baja (0.7228 g de etanol/l x h) se
alcanz6 cuando se ;ﬁadib al medio una concentraci6n de 218 de

etanol.

La tabla 7 presenta el porcentaje de inhibicibén en la produccidn
de alcohol de ambas cepas a diferentes concentraciones de etanol,
en la cual la cepa L-Ingenio muestra su menor inhibicién en la
concentraci6n del 21%, mientras que su mayor fué 31.14%. Para el
7% y 18% de etanol su inhibici6tn se presenta siﬁilar.

Por otro lado la cepa L-024 muestra su mayor inhibicién al 21% de

etanol, y la minima al 14s.
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'En la figura ‘18 se muestra el porcentajle de inhibicidn en 1la
velocidad de'ptoduccibn de eéanol de las dos cepas evaluadas s
diferentes concentraciones de etanol. En donde se puede 6bservar
a manera general que al incrementar 1la concentraclé4n de etanol,"-
el porcentaje de inhibhicibébn es mayor.

Para el caso de la cepa L-~Ingenioc al adicionar un 4% de etanol se
observa que su inhibicidn es muy pronunciada; el 10% de etanol
presenta una recuperacidn, para luego llegar al 14% con su mlxima
inhibicién del 87%.

La cepa L-024 presenta una inhibicié4n menos marcada que la‘cepa
L-Ingenio, teniendo solo en el caso del 108 de etanol una
similitud con la cepa anterior. El Gnico ca;o en que el valor de

inhibicién esta por debajo de ella es al 21% de etanol, con un

71% contra el 56% de la cepa L-Ingenio.

Por otra parte, el rendimiento de’fermentacibn (Yp/s) obtenido en
las dos cepés sin adicionarles etanol después de 24 h se
presentan el la tabla &, en donde se muestra los promedios de
dupliéadgs de c¢ada una de ellas. Para 1la ceba L-Ingenio la
produccibédn promedio de alcohol. fué de 51 g/1 y los azlGcares
residuales fueron de 46 g/l, obteniendo un rendimiento de 0.40

; el caso de la cepa L-024 1a‘producc16n de alcohol fué& de 55 g/1
con un contenido de az@cares residuales de 48 g/1, alcanzando un

rendimiento de 0.44 .
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6.4. Evaluaciétn de la tolerancia al etanol de las dos cepas de

Saccharomyces cerevisisae.

6.4.1. An&lisis estadistico de resultados.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza para
determinar si existe diferencia significativa en la velocidad de
crecimiento se muestra en la tabla 2a, en ella se puede ver que
la F calculada es mayor en todos los casos (etanol, cepas y
etanol por cepas) que la F de tablas, y por lo tanto 'ge rechazan
las tres hipbtesis nulas.

Lo anterior indica que existen diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento debido a las diferentes concentraciones
de etanol probadas, a 1las cepas, y existe una interaccibn de

estas dos variables.

La tabla 35 presenta los resultados encontrados para el
porcentaje de 1inhibici6tn en la velocidad de crecimiento en donde
se muestra que la F calculada es mayor en todos los casos que la
F de tablas y por lo tanto rechazando las tres hipb6btesis nulas.

‘Lo que sefiala que existen diferencias significativas en el
porcentaje de inhibicibén de la velocidad de crecimiento debido a
las concentraciones de etanol y cepas proSadas, asi como la
interaccién de ambas. Esto se puede observar en las figuras 19a y
19b donde se grafican 1los valores promedios del porcentaje de

inhibici6n alcanzado a las diferentes concentraciones de etanol y
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'para las diferentes cepas probadas regpectivamente.

La tabla 4a presenta los resultados obtenidos del an&lisis, para
el porcentaje de viabilidad alcanzado para ambas cepas.A En esta
tabla se observa que 1la F calculada solo es mayor en los dos
primeros casos (etanol y cepas) que la F de tablas y por lo tanto
se rechazan las dos primeras hipb6tesis nulas y se acepta solo la
tercera. ‘

Sefialando con 1o anterior que existen diferencias significativas
en el porcentaje de wviabilidad debido a los niveies de etanol y
cepas probadas, pero no existen tales en la interacciébn de.estas
(dos.

La figura 5a muestra 1los resultados del an&lisis para el
porcentaje de 1inhibiciétn en 1la wviabilidad para ambas cepas;
observando que la F calculada es mayor en los dos primeros casos
y en el Gltimo es menor que la F de tablas; lo cual 1ﬁdica que si
hay diferencias significativas en el porcentaje de inhibici6én de
la viabilidad a causa de los niveles de.etanol y cepas probadag;
pero no existe tal diferencia en la interacci6bn de estos dos
parametros. Las figuraq 20a y 20b 11ustraﬁ esto, ya gue se
muestra los promedios del porcentaje de inhibici6n de 1la
viabilidad para 1las diferentes concentraciones de etanol y las

diferentes cepas probadas.

La tabla 6a presenta el resultado obtenido al analizar los

resultados de la velocidad de produccibédn de alcohol (habilidad
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fermentativa), en donde se aprecia que la F calculada es mayor en
todos los casos que la F de tablas, vy por 1lo tanto se rechazan
las tres hip6tesis nulas.

Lo cual indica que existen diferencias significativas en cuanto
a las conaentraciones de etanol y las cepas probadas, asi como

también la interaccién de estos dos niveles para su discrepancia.

La tabla 7a muestra los resultados del an&lisis estadistico para
el porcentaje de inhibicién en 1la velocidad de produccidn de
alcohol, sefialando también que 1la F calculada es mayor para leos
tres casos que los presentados en la F de tablas y por
consiguiente rechazando las tres hipétesis nulas.

Sefialando con lo anterior que existe una diferencia significativa
en el porcentaje de 1inhibici6ébn de 1la producciétn de alcohol en

cada concentraci6tn de etanol probada y de las cepas utilizadas,

~asi como también diferencias significativas en cuanto a la

interacci6tn de estos dos niveles. Esto se observa en las figuras
2la y 21b donde se grafican los valores promedios del porcentaje
de inhibicibtn de la velocidad de produccibébn de alcohol, a las
diferentes concentraciones de etanol y para 1las diferentes cepas

probadas.

SegGn los &anflisis estadisticos se determind las concentraciones
de etanol que causaron mlxima inhibicién en:
a) Velocidad de crecimiento.- La tabla 3 muestra los valores

obtenidos para cada concentracidn probada en 1las dos cepas. La
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cepa L-Ingenio presenta su m4xima inhibicidn del 62.5 % a la
concentracién del 14 % de etanol. Mientras que la cepa L-024 su
mayor inhibicién la presenta al 7 % de etanol con un 48.5 8.

Cabe sefialar que las concentraciones 7, 9, 11 y 14 8 de etanol
en la cepa L-Ingenio son mayores que el reportado como maximo de
la cepa L-024.

b) Viabilidad.- La tabla 5 presenta los valores promedio
obtenidos en cada concentracidén probada para cada cepa. En la
cepa L~Ingenio su mayor' inhibici6bn se observa al 11% y 14% de
etanol con un 16 y 16.5% respectivamente. Por 1lo que corresponde
a la cepa L-024 la mayor inhibicidén la presenta al 14 % de etanol
con un 14.5 %.

c) Velocidad de produccid4n de alcohol.- La tabla 7 muestra los
valores.promedio encontrados para cada concentracién de etanol en
las dos cepas. La cepa L-Ingenio su mayor inhibicién la presenta
al 14 % de etanol con un 87 % , seguido del 7% y 18% de etanﬁl
con un 79 y 78.5 % respectivamente.

La cepa L-024 su méxima inhibicibn la presenta al 21 8 de etanol

con un 71 % y el mAs contiguo-el 10 % de etanol con un 57 %.
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DISCUSION



B M dhadainl

VII. DISCUSION

7.1. Estandarizacié4n de métodos analiticos.

Con 1los resultados obtenidos en las curvas de calibracibn de
az{icares totales y etanol, en donde los coeficientes de regresibn
fueron buenos, con valores de 0.99947 y 0.99959 respectivamente;
se puede concluir que si bhay una correlacibn entre la
concentracibébn vy la absorbancia para 1la determinaciones de
azlcares totales y etanol.

Por lo tanto ia ecuacién encontrada para cada uno de los casos es
confiable para predecir la concent;acibn a partir de una

absorbancia dada.

7.2. Estahdarizacibn de inbculo.

Con el objeto de conocer la fase de crecimiento asi como la
viabilidad, que reflejan el estado fisiolégico de la levadura, se
optdé por realizar su estandarizacidn en -cuanto a estos parémetros
para conocer el tiempo en que 1la célula esta en Optimas

condiciones.

7.2.1. Crecimiento en medio sé6lido.

En las cinéticas de la cepa L-Ingenio inicialmente se observd la
estandarizacién de su crecimiento exponencial a 1las 24 h, pero
con los ensayos posteriores se pudo observar que las 36 h esta
todavia en 3su fase 1logaritmica de crecimiento alcanzando una

poblacién de i45 E 06 cé&lulas/ml. y una viabilidad alta del 98s,
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por lo que se eligibt el tiempo de 36 h como el mAs adecuado.

Para la cepa BCGC L-024 las cinéticas obtenidas presentaron en
primer instancia (con pocos muestreos) una poblacidédn m&xima de

95 E 06 células/ml y una viabilidad del 90 8 a las 32 h, en la
cinética con mayores muestreos y menos espaciados, se observé
nuevamente que a8 las 32 h alcanza su mhAxima poblacidn y una
viabilidad del 100 %, por lo gque se decidid tomar &ste como el

O6ptimo.

7.2.2. Crecimiento en medio liguido.

En este nivel de propagacidn 1los resultados obtenidos fueron
similares, las dos cepas presentaron un tiempo de crecimiento de
Lo h. . , v

Para la cepa L-Ingenio se obseer que su mlAxima poblacidn la
alcanz6 a la 3 10 h y una viasbilidad del 100 ®.

En cuanto a la cepa BCGC L-024 se observd su fase exponencial de
crecimiento ‘como punto méximo a 1las 10 h y teniendo una
viabilidad del 100 8. Dicho 1lo anterior se concluye que el
tiempo antes mencionado en el crecimiento en medio 1liquido es el

tiempo 6ptimo.
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7.3. Crecimiento vy fermentacion a nivel matraz de las dos cepas
probando diferentes concenfraciones de etanol en el medio.
7.3.1. Determinécibn de la inhibicibén por etanol en el
crecimiento celular y la viabilidad.
SegGn los reportés de Kalmokoff e Igledew (1985) se selecciond el
tiempo de la adicién de etanol al medio, en donde se observara un
buen efecto de inhibicién. En los trabajos realizados por elloa
reportan que 155 fases de crecimiento media exponencial o
estacionaria teﬁpfana como los mejores tiempos para la adicibn de
etanol. i
En base a esto, ggjanalizb las curvas de crecimiento presentadas
por cada una de las“cepas y se decidid que despubs de las 5 h de
crecimiento (aprogimadamente la fase media exponencial) =seria el
tiempo de adicibn.
Primeramente se analiz6 la velocidad en el crecimiento celular de
las dos cepas con diferentes concentraciones de etanol; teniendo
que la cepa L-Ingenio (Fig. 9) sus velocidades de crecimiento
parecen ser afectadas en similar proporcién; mientras que la cepa
L-024 (Fig. 10) sus velocidades de crecimient§ no presentan el
mismo fenbémeno; ademss se ©observa en la tabla 2 que aunque la

velocidad ' de crecimiento de 1la cepa L-Ingenio es ligeramente

mayor, su disminucibn es gradual conforme aumenta laA

concentracibn de etanol; indicando con 1o anterior gue axisten
" diferencias significativas en 1la velocidad de crecimiento en

determinadas concentraciones de etanol para cada cepa. Jones
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(1989) sefiala que estudios revelaron que la interaccidn entre la
concentracién de etanol y la velocidad de crecimiento es lo que
determina en Gltima instancia la expresi6én de la tolerancia.
Ademas los resultados presentados en la tabla 2a sefialan que la
concentraciétn de etanol es la wvariable que ejerce mayor
importancia, debido a que en cada concentracién probada tiene
diferentes efectos en las cepas utilizadas.

Asi mismo la tabla 3 muestra que existen diferencias en la
inhibicién de 1las velocidades de crecimiento para las diferentes
concentraciones de etanol probadas, siendo en todos Iqs casos el
valor promedio de la cepa BCGC L-024 menos inhibitorio que la
cepa L-Ingenio; adem&s en la tabla 3a se presenta el anflisis de
varianza en donde 1la concentracién de etanol es también la
variable que ejerce mayor peso sobre las otras dos, indicando con
esto que a cada concentraci6tn de etanol existen diferencias
notorias de inhibicibn, y en segundo término el nivel "cepas"',
sefiala gque existe también diferencias de inhibici6bn en cada una
de las cepas evaluadas, en la cual en ambos casos la cepa BCGC L-~
024 es mas tolerante que la cepa L~Ingenio.

Dentro de 1las posibles causas del porqué sucede el fenbmeno
présentado en la tabla 3, en el que 1la cepa L-Ingenio tiene una
inhibicién de crecimiento gradual conforme sSe aumenta la
concentracién de etanol, mientras gue en 1la cepa BCGC L-024 su
inhibicién no se comporta de 1igual forma, sino que hay una
inhibicidédn menor en 1las Gltimas dos concentraciones altas de

atanol, se puede decir que segGn el dato reportado por D'amore et
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al..' (1987) en el que sefiala que la ma&or acumulaciédn

intracelular de etanol ocurre durante las fases tempranas de
crecimiento 0 fermentacibétn; y debido a que las concentraciones
de etanol fueron adicionadas en las primeras fases del
crecimiento (5 h), las concentraciones mayores de 11% y 14% de
etanol presentaron un equilibrio osmbtico con el exceso de etanol
intracelular presente, vy no‘ hubo pérdida de 3u integridad en el
transporte de solutos; mientras que para las concentraciones
menores s2i hubo efecto nocivo. Ademas cabe sefialar que para que
pueda realizarse eate fenétmeno debe existir una composicibn e
integridad determinada de la membrana plasmAtica caracteristica
de cada célula en particular, que 1le permita su estabilidad y
mantener la permeabilidad bajo condiciones adversas.

Dentro de las caracteristicas de las células tolerantes al efecto
del etanol se encuentra que éstas tienen wuna composicibn
especifica de Acidos grasos en su membrana; una pared celular 2;4
veces mas dgruesa que las células normales (Jones, 1989);:; y
ciertas cantidades de varios cationes inorgénicos que desempefian
la proteccib6tn de fosfolipidos de la membrana celular con carga
negativa y de ciertas estructuras de 1la pared-celular ( Nabais

R.C., et al., 1988).

En lo gue respecta al porcentaje de viabilidad para ambas cepas,
la cepa L-Ingenio tiene un porcentalje de viabiladad menor que ell
presentado por la cepa L-024.

Ademés se: tiene gque en el porcentaje de inhibicién de la

viabilidad para ambas cepas existe una diferencia favorable para
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la cepa BCGC L-024 sobre la L-Ingenio, ya que en cada
concentracién de etanol probada hay una mayor inhibicién en la
cepa L-Ingenio.

En ambos casos de porcentaje de viabilidad y/de inﬁibicibn en la
viabilidad, la concentraciétn de etanol probada para cada cepa
mostré ser 1la variable que ejerce mayor influencia, debido a que

en cada concentracibn ejerce una respuesta diferente.

7.3.2. Determinaciédn de la inhibicién por etanol en 1la habilidad
fermentativa (produqcibn de alcohol).
Para seleccionar el tiempo bptimb de 1a adiciébn de etanol, en el
cual se observara un buen efecto de inhibicién 'se probaron tres
tiempos diferentes, mads B8u respectivo testigo; los resultados
obtenidos se determinaron en base a la velocidad de produccibén de
alcohol mediante un an&lisis ‘de regresién 1lineal a la curva de
produccibén de alcohgl, y 8e determind la inhibicidn en base al
testigo.
El tiempo de adicib6bn gque presentd6 una mejor curva de crecimiento
(Fig. 15) y un crecimiento exponencial después de la adicibén de
etanol que favorecieron las observaciones inhibitorias por el
narc6tico fué a las 6 h de fermentaci6bn. Este tiempo entra dentrd
de los rangos utilizados por Kalmokoff e Igledew (1985) en sus
estudios realizados
Realizadas las fermentaciones de ambas cepas se observd que la
cepa L-Ingenio mostrd una velocidad de produccidn de alcohol
menor a la presentada por la cepa BCGC L-024.

i
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Jones (1989) sefiala que 1las células de levaduras no tolerantes
muestran una baja en la concenéracibn de etanol al final de la
fermentacibn;_ ademés menciona que 1la habilidad para producir
activamente etanol también parece estar relacionado con 1la
habilidad para la replicacibén activa.

En 1o que se refiere al porcentaje de inhibicidén de la produccidn
de alcohol en ambas cepas, se tiene que todos los rangos probados
en la cepa L-Ingenio rebasan el 50 % de 1inhibicibdn en su
ac;ividad, mientras queila cepa BCGC L-024 solo el 10 &8 y el 218
de etanol adicionado 1lograron rebasar tal proporcidn. Habiendo
menéionado lc anterior y seqGn el dato de Kalmokoff e Igledew
(1985) en el gue senala que cuando se inhibe mAs del 50 & de la
actividad termentativa se habla de una inhibicidén completa de su
actividad. sSe puede definir el rango de tolerancia alcohblica
para cada cepa de la siguiente manera: ‘

La cepa BCGC L-024 de un S5 al 14 % parﬁ el crecimiento y
viabilidad, y de un 4 al 7 & y del 14 al 18 8 para la velocidad
de produccibdn de alcohol.

La tepa L-~Ingenio solo tolera el 5 & para el crecimiento, del S
al 14 & para 1la viabilidad y para la habilidad fermentativa no

presenta unidades aceptables para su tolerancia.

Por otra parte los resultados obtenidos en el rendimiento de 1la
fermentaciébn (Yp/s), la cepa BCGC L-024 mostrd un mejor
rendimiento de 0.44 , mientras que la cepa L-Ingenio tuvo un

rendimiento de (.40 .
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7.4. Evaluaciédn de la tolerancia al etanol de las dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae.
7.4.1. An&lisis estadistico de resultados.
Los anflisis de varianza realizados pusieron‘ de manifiesto que
existe una diferencia significativa en 1la velocidad de
crecimiento, viabilidad y velocidad de produdccibédn de etanol de
las cepas, asi como en sus porcentajes de inhibicibén respectivos,
debido a las diferentes concentraciones de etanol adicionadas al
medio y debido a 1los dos tipos de cepas utilizadas; e incluso
existe unaAinteraccion de 1los ni§e1es de alcohol con las cepas
utilizadas para el caso de 1la velocidad de crecimiento Yy
velocidad de produccidén de alcohol.
Lés hipbtesis nulas establecidas fueron rechazadas para todos lds
casos (a excepcidn de 1la interaccidn de etanol y cepas para la
viabilidad) debido a que la relacidn F calculada fué mayor que la

de tablas.

Se puede observar por medio de 1la desviacibdbn esté&ndar el
porcentaje de inhibiciétn de 1la velocidad de crecimiento para
ambas cepas en los niveles de etanol y cepas probadas; para el
caso del nivel de etanol, se observa que la mAxima inhibicién
promedio estd al 9% de etanol seguido del 7 y 11% de etanol
respectivamente; para el nivel "“cepas" la 1inhibicibn promedio de
la cepa BCGC L-024 fué menor (35%) que el presentado por la cepa

L-Ingenio (47%),(figs.19a y 19b).
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Ademés se puede estaslecer los rangos.de tolerancia para cada
cepa en funciétn de la velocidad de crecimiento, siendo para la
cepa BCGC L-024 1las concentraciones de etanol del 5 al 14 %
teniendo la m&xima inhibicién (48 %) con un 7 8 de etanol en el
medio; mientras que para la cepa L-Ingenio su valor més alto de
tolerancia es del 5% de etanol, qus copresponde a una inhibicibn
de 47 8, seguildo de una inhibicibn gradual conforme se aumenta la

concentracibdn de etanol.

En‘las figuras 20a y 20b se. puede observar por medio de la
desviaci6bn estandar el porcentaje de inhibicién de la viabilidad
para ambas.cepas, en los niveles de etanol y cepas probadas; para
el nivel de etanol se determina que la m&xima inhibicibén promedio
del 15.5% de etanol se praesenta con 14 % de etanol, para el nivel
"cepas” la inhibicibén promedio de la cepa BCGC L-024 alcanza el
8 % mientras que la cepa L-Ingenio su promédio fué de 9.75 =, E1l
rango de tolerancia para cada cepa en funcidén del porcentaie de
viabilidad alcanzado es del 5 al 14 &, alcanzandose la mAxima

inhibicidén para ambas cepas con 14 % de etanol en &l medio.

Envlas figuras 2la y 21b se observa la desviacidn estandar del
porcentaje de inhibicién de la velocidad de producci6én de etanol
para ambas cepas en 1los niveles de etanol y cepas pfobadas,
teniendo que el valor promedio mé&ximo de inhibicién 1la presentan
al 21 y 18 8 de etanol con un 65 y 63 % respectivamente. Para el

nivel "cepas” la inhibicibn promedio de 1la cepa BCGC L-024 fué
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mucho menor con un 42 8, con resgspecto al 61% de la cepa L-
Ingenio.

Ademas se establecen los rangos de tolerancia para éada cepa en
funcién de 1la velocidad de produccibn de etanol, mostrando la
cepa BCGC L-024 una mejor tolerancia con un rango del 4 al 7 & de
etanol y dél 14 al 18 % teniendo la maxima 1inhibicién (71 %) con
21 %8 de etanol en el medio, mientras que 1la cepa L-Ingenio
ninguna concentracién de etanol probada fué aceptable para los
rangos reportados por Kalmakoff e Igledew (1985): ya que presenta
inhibiciones mayores del 50 % en todas las concentraciones

probadas.
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CONCLUSIONES



VIII. CONCLUSIONES

El tiempo adecuado de crecimiento para la cepa BCGC-L-024 fue
de 32 h y 10 h para medio s6lido y liquido respectivamente;
para la cepa del Ingenio su tiempo 6ptimo fue de 36 h y 10

para medio s86lido y liquido respectivamente.

La cepa BCGC-L-024 mostrd tener mayor tolerancia al etunol‘que

la cepa del Ingenio.

Los rangos de tolerancia para la cepa BCGC-L-024 van del 5 al
14 % v/v de etanol para el crecimiento y la viabilidad, y para

la habilidad fermentativa del 4 al 7 % y del 14 al 18%.

El nivel de tolerancia en el crecimiento para la cepa del
Ingenio soclo la presenta al 5 & v/v de etanol; para el
porcentaje de wviabilidad el rango es del 5 al 14 % de etanol,
y para la habilidad fermentativa no presenta unidades o rangos

aceptables para su tolerancia.

El factor de mayor influencia en las respuestas del
crecimiento y la viabilidad fue la concentracidn de etanol
adicionada al medio, y solo en la habilidad fermentativa la

mayor influencia la tuvo las cepas utilizadas.
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6.

Se establecid la correlacidn que existe entre la mayor
tolerancia al etanol y la mayor préductividad, rendimiento y.
eficiencia de fermentaciédn de la cepa BCGC-~L-024 sobre la cepa
del Ingenio (Pinal Zuazo, 1990), poniendo de manifiesto gue la
cepa utilizada por el Ingenio de Tala, jalisco no es la

adecuada para la produccidédn de alcohol.
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FIGURA 1.

ESQUEMA GENERAL DE LA FABRICACION DE ALCOHOL

MELAZA
l
Hz SOq4 —' > PREPARACION < AGUA
pH de DEL MOSTO Concentracibdn
4 - 4.5 de azficar:
6 - 12 %
20 - 23° Bx.
v
TEMPERATURA FERMENTACION <o 5 - 10 8 de
30 - 40° C InSculo
| ~ saccharomyces
' cerevisiae.
v
DESTILACION
l
ALCOHOL

*Bx.: Porcentaje de s6lidos toteles presentes en una muestra.



FIGURA 2.
Fructosa Glucosa Glucégeno, Almidén
Galactosa
Manosa Glucosa 1l-fosfato
Pentosas
Y
Glucosa 6-fosfato _
Fructosa 6-fosfato
FASE I
Fructosa'l.G—difosfato
Gliceraldehido 3-fosfato (2)
3 Fosfogliceril-fosfato (2)
FASE II A
3- Foafoglicerato (2)
2- Fosféglicerato (2)
Fosfoenélpiruvato (2)
Pir(vato (2)
Acetaldehido (2)
N
ETANOL (2)
(Lehninger, 1985)
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Fig. 5a.Crecimiento celular y porcentaje de viabilidad de
la cepa L-Ingenio, durante 50 horas en medio
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Fig. 5b. Crecimiento celular y porcentaje de viabilidad
para la cepa L-Ingenio, durante 40 horas en
medio sglido.
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Fig. 6a. Crecimiento celular y porcentaje de viabilidad
de la cepa BCGC L-024, durante 48 horas en
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de la cepa L-Ingenio, en medio 1iquido
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Fig. 2lb. Intervalos de error estandar por factores de
promedio de las dos cepas en el porcentaje
de inhibicifn en la habilidad fermentativa

en nivel de cepas.
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TABLA 1.

REACCIONES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA

No. de Reaccidn catalizada Enzima Cofactores
Reaccién involucrada
1 Glucosa + ATP --> glucosa 6-fosfato + ADP Hexoquinasa Mg3a-+
2 Glucosa 6-fosfato <==> fructosa 6-fosfato Glucosafosfatoisomerasa
3 Fructosa 6-fosfato + ATP --> fructosa 1,6-
difosfato + ADP Fosfofructoquinasa Mg=2+
4 Fructosa 1,6-~difosfato <==> gliceraldehido
3-fosfato + dihidroxicetona fosfato Aldolasa . Zn3~
5 Dihidroxicetona fosfato <==> gliceraldehido Triosafosfatoisomerasa
3-fosfato
6 Gliceraldehido 3-fosfato + NAD™ + Pi <==>
1,3-difosfoglicerato + NADH Gliceraldehido 3-fosfsto
7 1,3-Difosfoglicerato + DAP <==>
3-fosfoglicerato + ATP Fosfogliceratoquinasa Mg2+
8 3-fosfoglicerato <==> 2-fosfoglicerato Fosfoglicerato- 2,3-difosfo
mutasa. glicerato
9 2-Fosfoglicerato <==> fosfoenolpiruvato +
H20 Enolasa Mg=2+
10 Fosfoenolpiruvato + ADP --> piruvato + ATP Piruvatoquinasa
11 Piruvato --> acetaldehido + CO2 Piruvato Pirofosfato de
descarboxilasa tiamina; Mg=3~+
12

Acetaldehido + NADH <==> etanol + NAD*

(hose A. H.. 1980)

Alcoholdeshidrogenasa Zn2~




TABLA 2.

% DE ETANOL
CEPA 0 5 7 9 11 14
1.18 0.67 0.60 0.65 0.71 0.81
BCGC L~024 1.21 0.66 0.62 0.63 0.73 0.81
1.24 0.65 0.65 0.61 0.75 0.81
1.58 0.84 0.72 0.65 0.63 0.59
L-INGENTIO 1.62 0.85 0.71 0.66 0.62 0.60
1.67 0.86 0.70 0.68 0.62 0.61

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO ALCANZADA PARA CADA CEPA A DIFEREN-
TES CONCENTRACIONES DE ETANOL EN EL MEDIO, EN UN TIEMPO DE -
12 h A NIVEL MATRAZ.
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TABLA 2a
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: Vel. de crecimiento.

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA F~CALCULADA Fo.ostablas
VARIACION  CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
rotaL 2.071333 23 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
ETANOL 1.7894333 5 .3578867 429.464 3.11
CEPAS .0280167 1 .0280167 33.620 4.75
ETANOLXCEPAS .2438833 5 .0487767 58.532 3.11
ERROR .0100000 12 .0008333

HIPOTESIS NULAS

Hoi., No existe diferencias significativas en la velocidad de
. crecimiento debldo a diferentes concentraciones de etanol.

Hoa. No existe diferénciag significativas en la velocidad de
crecimiento debido a las dos cepas probadas.

Hos. No exliste diferencias significativas en la velocidad de
crecimiento debido a la interaccidn de las concentraciones de
etanol y de las cepas probadas.
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TABLA 3.

7% DE ETANOL

CEPA Q 5 7 92 11 14
0 43 50 45 39 31

BCGC L-024 0 43 48 47 39 32
) 0 43 47 50 40 34
0 46 54 58 60 62

L-INCENIO 0 47 56 58 61 62
0 48 58 62 62 63

PORCENTAJE DE INHIBICION EN LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO PA-
RA CADA CEPA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL EN EL -
MEDIO, EN UN TIEMPO DE 12 h A NIVEL MATRAZ.
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TABLA 3a
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: % inhibicién vel. de crecimiento

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA ’ F-calculada Fo.ostablas
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
toraL 9969.3333 23 T
ETANOL 8378.8333 ] 1675.7667 574.549 3.11
CEPAS 912.6667 1 912.6667 312.914 4.75
ETANOLXCEPAS 642.8333 ] 128.5667 44.080 3.11

ERROR 35.0000 12 2.9167

Hoa .

Hoa.

Hos.

HIPOTESIS NULAS

No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicib6n de 1la velocidad de crecimiento debido a diferentes
concentraciones de etanol.

No existe diferenclias significativas en el porcentaje de
inhibicién de la velocidad de crecimiento debido a las dos cepas
utilizadas. .

No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicibébn de la velocidad de crecimiento debido a 1la interaccién
de las concentraciones de etanol y de las cepas probadas.
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TABLA 4,

% DE ETANOL
CEPA : 0 "5 7 9 11 14
100 98 93 88 88 86
BCGC L~024 100 98 93 88 87 85
100 98 93 39 86 85
100 96 90 86 83 83
L-INGENIO 100 97 91 - 85 84 a3
100 98 93 85 85 84

PORCENTAJE DE VIABILIDAD ALCANZADO FOR CADA CEPA A DIFEREN
TES CONCENTRACIONES DE ETANOL EN EL MEDIO, EN UN TIEMPO DE
12 h DE CRECIMIENTO A NIVEL MATRAZ,
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TABLA 4a.
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: % de viabilidad

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA F-calculada Fo.ostablas
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADORADOS

rotaL 890.62500 23 T
ETANOL 852.87500 5 . 170.5750 163.752 3.11

CEPAS 18.37500 1 18.37%0 17.640 4.75
ETANOLXCEPAS 6.87500 5 1.3750 1.326 3.11
ERROR - 12.50000 12 1.0416

HIPOTESIS NULAS

Ho.. No existe diferenclas significativas en el porcentaje de
viabilidad debido a diferentes concentraciones de etanol.

Hoa. No existe diferencias significativas en el porcentaje de
viabilidad debido a las dos cepas probadas.

Hos. No existe diferencias significativas en el porcentaje de

~viabilidad debido a la interaccibn de las concentraciones de
etanol y las cepas probadas.
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TABLA 5.

: % DE ETANOL

CEPA 7 9 11 14
7 12 12 14

BCGC L-024 7 12 12 14
7 . 12 12 14
10 14 17 17

L-~INGENIO 7 14 16 16
7 15 15 16

PORCENTAJE -DE INHIBICION EN LA VIABILIDAD EN CADA CEPA CON -
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL EN EL MEDIO, EN UN TIEM
PO DE CRECIMIENTO DE 12 h A NIVEL MATRAZ.
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TABLA 5a
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: % inhibicién de la viabilidad

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA - F-calculada Fo.ostablas
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS

roraL 890.62500 23 T
ETANOL 852.87500 5 ° 170.57500 - 163.752 3.11
CEPAS 18.37500 1 18.37500 17.640 4.75
ETANOXCEPAS  6.87500 5 1.37500 1.320 3.11
ERROR  12.50000 12 1.04167

HIPOTESIS RULAS

Hos. No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicién de la viabilidad debido a diferentes concentraciones de
etanol.

Hoa. No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicién de 1la vigbilidad debido a las dos cepas probadas.

Hoa. Mo existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicibn de la viabilidad debido a 1la interacciédn de las
concentraciones de etanol y las cepas probadas.
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TABLA 6.

%Z DE ETANOL
CEPA 0 4 7 10 14 18 21
) 1.8803 0.5303 0.4535 0.7125 0.2428 0.4607 0.875

L~ING 1.891 0.7134 0.3821 0.6866 0.2419 0.4008 0.7679

1.9017 0.8964 0.3107 0.6607 0.2410 0.3410 0.6607

2.619 1.6928 1.2625 0.9028 1.5142 1.1714 0.59
L-024 2.5303 1.5062 1.3919 1.0877 1.6062 1.2937 0.7228

2.441 1.3196 1.5214 1.2728 1.6982 1.4160 0.8557

PRODUCCION DE ALCOHOL ALCANZADA PARA CADA CEPA A DIFERENTES CONCEN
TRACIONES DE ETANOL EN EL MEDIO, EN UN TIEMPO DE 36 h A NIVEL MA—-

TRAZ.
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TABLA 6a
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: Produccibdn de alcohol

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA E-CALCULADA Fo.ostablas
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS

TotaL  11.389225 27 o T
ETANOL  6.1691519 6 1.0281920 38.592 2.85

CEPAS 3.6266403 1 3.6266403  136.120 4.6
ETANOXCEPAS 1.220431 6 .2034053 7.635 2.85

HIPOTESIS NULAS
Hoa. No existe diferencias significativas en la velocidad de produccibn
de alcohol debido a diferentes concentraciones de etanol.

HOoa. No existe diferencias significativas en la velocidad de produccién
de alcohol debido a las dos .cepas probadas.

HO3. No existe diferencias significativas en la velociad de produccién

de alcohol debido a la interaccidn de las concentraciones de
etanol y de las dos cepas probadas.
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TABLA 7.

% DE ETANOL

CEPA 0 4 7 10 14 18 21
0 71 75 62 87 75 53
L~ING 0 61 79 63.5 87 78.5 59
0 52 83 65 87 82 65
0 35 51 65 42 55 717
L-024 40.5 44 57 36 48.5 71
0 46 37 49 30 42 65

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA VELOCIDAD DE PRODUCCION DE ALCOHOL
ALCANZADO PARA CADA CEPA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL -
EN EL MEDIO, EN UN TIEMPO DE 36 h A NIVEL MATRAZ,
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TABLA 7a
ANALISIS DE VARIANZA

VARIABLE RESPONSABLE: % inhibicién de la vel. de producciétn de alcohol

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA F-CALCULADA Fo.ostablas
VARIACION  CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS

toraL  19200.107 27 T
ETANOL 13018.357 6 2169.7262 36.664 2.85
CEPAS 2470.321 1 2470.3214 41.744 © 4.6
ETANOLXCEPAS 2882.929 6 480.4881 8.119 2.85

ERROR 828.500 14 59.1786

HIPOTESIS NULAS

Hea. No existe diferencias significativas en el porcentaije de
inhibicién de la velocidad de producciédn de alcohol debido a
diferentes concentraciones de etanol.

Hoa. No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicién de la velocidad de produccién de alcohol debido a las
dos cepas probadas.

Hos. No existe diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicién de la velocidad de produccidn de alcohol debido a 1la
interacciédn de las concentraciones de etanol y de las cepas
probadas.
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TABLA

8

CEPA Yp/s
. L-Ingenio 51 - 3.7 = 0,40
164 - 46
BCGC L-024 55 - 3.9 = 0.44
163 -~ 48

» Y/ps: Rendimiento del
base al sustrato.

producto en

Rendimiento de 1la fermentacién (Yp/s) de
las dos cepas sin adicionarles etanol

después de 24 horas de fermentacibn.
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ANEXOS



1.-

ANEXO 1.

El rendimiento (Yp/s8): s8on los gramos producidos del
metabolito en cuestibn entre los gramos de sustrato

consumidos.

Yp/s = g ET-OH (final) - g ET-OH (inicial)
g ART (inicial) - g ART (final)

La velocidad de producciédn de alcohol se calcula por medio de

una regresién a la regidn lineal de -la curva de produccién de

alcohol, en donde la pendiente corresponder& a la velocidad

lmaxima de produccibébn de alcohol. Se calcula éon la ayuda de

un programa de computadora (NUMERICO).

La productividad se calcula dividiendo la concentracibn
méxima de alcohol entre el tiempo de fermentacidn requerido

para alcanzarla.

p = q de ET-OH
tiempo (h)
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