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EVALUACION DE. lA lOLERANCIA AL ETANOL 

DE DOS CEPAS DE Saccharamyces cerevisiae 

DAVID SANTOS RODRIGUEZ GARC!A 



RESUMEN 

Se evaluó la tolerancia al etanol de dos cepas de Saccharomycee 

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

utilizada industrialmente en el ingenio de Tala, Jalisco, tomando 

como base las respuestas de velocidad de crecimiento, porcentaje 

de viabilidad y velocidad de producción de alcohol. 

El etanol fu~ adicionado al medio en concentraciones del 5 al 

14 % v/v par.a las pruebas de velocidad de crecimiento y 

porcentaje de viabilidad; y del 4 al 21 % vfv para las pruebas de· 

velocidad de producción de alcohol. El efecto de inhibición se 

estableció compar6ndose contra un testigo al que no se le 

adicionaba etanol. 

La cepa BCGC-L-024 demostró 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 la velocidad de 

producción de alcohol del 4 al 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 

inhibición m6xima del 50 % para la velocidad de crecirni6nto y de 

producción de alcohol, y un 20 % para la viabilidad. 
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I. I N T RO D U e e I O N 

En la actualidad el hablar de recursos energ6ticos a nivel local 

y mundial eR un punto central que guarda un elevado inter6s, ya 

que de éstos dependen en cierta forma el desarrollo, y la 

estabilidad económica de los paises que los poseen y de quienes 

no. 

Recientemente con la crisis energ6tica a nivel mundial, y en 

particular la del petróleo, a suscitado que varios paises que ven 

disminuidos sus recursos energéticos opten por encontrar fuentes 

alternas que suplan sus necesidades. 

una posible alternativa de fuente de energ1a es el alcohol 

producido por 

de diversas 

. 
fermentación, el cual puede ser obtenido a partir 

fuentes de azOcares de bajo costo y de gran 

abundanc~a en la naturaleza. 

La biotecnolog1a se ha caracterizado últimamente por el 

desarrollo de procesos novedosos, y por la optimización de los 

procesos ya existentes en materia de fermentación, haciendo que 

ést~s logren aumentar su productividad, eficiencia y 
o 

rentabilidad. 
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II. A N T E C E D E N T E S 

Con el adelanto de la qu1mica org~nica a mediados del siglo XIX, 

el alcohol se constituye como producto quimico indispensable 

usándose como combustible, solvente y en algunos casos como 

materia prima para producir compue&tos orgénicos. 

A principios de siglo la demanda de alcohol se ve incrementada 

debido a las conflagraciones mundiales y se opta por la 

producción de alcohol sintético, el cual se obtiene a partir del 

ettleno {Sturion, 1988). 

Posteriormente con la crisis energética del petróleo en la década 

de los 70's y por consiguiente el aumento del etileno, la 

industria de la producción de alcohol por fermentaciOn ha cobrado 

gran iwportancia sobre todo en paises en donde sus recursos 

energ~ticos han disminuido en los últimos afio~. Brasil, India, 

gstados Unidos, Union Soviética, Nueva Zelanda, entre otros son 

paises ejemplo, donde utilizan el etanol como combustible en 

sustitución de, o mezclado con, gasolina para automóviles, 

reduciendo de este modo el consumo 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 energ1a cuya demanda se ha vuelto un 

problema de primer orden: las soluciones a 6sto se han suscitado 

en distintas ramas de la ciencia y la tecnologia. 

En las Qltimas décadas la biotecnolog1a ha venido ofreciendo 

2 



nuevas y mejores alternativas para industrias como la 

alimenticia, farmac~utica, agr1cola, minera y de alcohol entre 

otras más. 

Es especlficamente en la industria del alcohol en donde la 

biotecnolog1a ha 

optimizando los 

desarrollado procesos novedosos y está 

ya existentes en materia de fermentaci6n, 

haciendo que logren aumentar su productividad, eficiencia y 

rentabilidad (Concheiro, 1985). 

Los procesos de fermentaci6n requieren, en general, una serie de 

operaciones unitarias cuyo objetivo es la conversión de un 

sustrato dado (fuente de carbono) en un producto final, 

utilizando un microorganismo como biotransformador. 

Estas operaciones unitarias 'pretenden, tanto cubrir los 

requerimientos nutritivos necesarios para el crecimiento y la 

formaci6n del producto, como el control del medio ambiente para 

la optimizac16n del proceso. (Pell6n, 1986). 

Dentro de las operaciones unitarias del proceso de fermentación, 

el microorganismo es el punto central de este estudio el cual 

será evaluado para determinar los 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 Dunn, 1976: Kirk y Othmer, 1981: Correa, 1978). 

Los procesos empleados en la fabricación de etanol por 

fermentaci6n dependen esencialm¿nte de varios factores: 
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1.- Materias primas. 

Son productos agr1colas o subproductos industriales, como mieles, 

bagazo, maderas, melazas, liquido de maceraciOn del ma1z, etc •• 

El bajo pre~io, el rendimiento elevado, la comodidad en la

manipulación, la posibilidad de obtener un suministro continuo 

durante todo el eño, la proximidad del mercado y la pureza, son 

los principales tactores que intervienen en la selecciOn de la 

materia prima. 

Las materias primas sacaroideas (melazas, jugo de cana y mieles) 

requiere~. por lo general, poco o ningOn tratamiento preliminar 

aparte de la dilución, siendo el agua el diluyente mAs usual. 

Las materias amiláceas (papa, ma1z, yuca, etc.} y las celulOsicas 

(bagazo, maderas, etc.} tienen que ser hidrolizadas a azOcar 

fermentable antes de que actOen sobre ellas las levaduras. 

2.- Col}_centracióJ')_{mt1ma de azOcar. 

El contenido de carbohidratos determina el rendimiento y en la 

mayoria de los casos el valor de,la materia prima. 

3. - De __ill)_@~lil-º--.:. 

Los neutralizantes reducen el exceso de acidez o alcalinidao y 

ayudan ~ establecer y mantener el pH requerido en el sustrato. El 

exceso de acidez puede deberse a la materia prima, a los 6cioos 

usados para la hidrblisis, a lo8 ingredientes nutritivos aftadidos 

al sustrato, o bien producirse por la acción de los 

microorganismos sobre los-carbohidratos. 

El exceso 9e alcalinidad puede tener su origen en las materias 

primas. en el agua empleada para la dilución, en el tratamiento 
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alcalino del medio y en el amoniaco, produci.do por la 

desaminac16n microbiana. 

El pH final óptimo depende de la especie del microorganismo 

usado, de la reacción deseada y de las condiciones del. proceso. 

4.- Temperatura. 

La temperatura inicial óptima depende de factores an&logos a los 

que controlan el pH. Aunque la mayor1a de los microorganismos 

toleran intervalos de temperatura amplios, existen intervalos 

óptimos tanto para el crecimiento como para la acción enzimática. 

5.- Adición 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 propagación 

del microorganismo 

proliferaci6n, los 

es el principal objetivo conviene fomentar su 

ingredientes al'ladidos desempeñan un. papel 

esencial. Para la mayor1a de las materias primas, los suplementos 

mAs necesarios son los compuestos de nitrógeno y f6sforo. El 

nitrógeno suele proporcionarse en forma de sales de amonio, urea, 

aminoácidos, etc: el fósforo se añade en forma de fosfato de 

amonio o fosfatos alcalinos. 

La adición de elementos traza como Mg, Fe, Co, Ca, Ni, Zn, Cu, 

necesarios en la s1ntesis de enzimas y de factores de 

crecimiento, as1 como también vitaminas, precursores de vitaminas 

o precursores de antibióticos, son práctica usual. 

6.- Inhibición del crecimjento bacteriano. 

A veces se aftaden antisépticos a un sustrato para proteger a los 
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principales microorganismos contra· las infecciones que les 

disputan los nutrientes. As1 se puede hacer mención que la 

levadura (después de varias generaciones) puede adaptarse a 

pequeñas cantidades de ácido sulfúrico, ác. láctico y compuestos 

de flúor, sustancias que se usan para impedir las infecciones por 

bacterias. La levadurn adaptada puede entonces propagarse y hacer 

fermentaciones sin ninguna interferencia. 

7.- ~lecció~Yn_~icroorganismo apropia~ 

La elección de un microorganismo no solo se limita a que pueda 

efectuar la reacción deseada, sino el que pueda efectuar el 

cambio bioquimico necesario en poco de tiempo y que produzca el 

rendimiento m~ximo posible con un m1nimo de atención. &1 

microorganismo apropiado debe también mantener su actividad de 

una generación a otra y combatir infecciones. Aunque muchas cepas 

de une especie no satisfacen todos los requisitos de un proceso 

especial, suele ser posible encontrar, adaptar o mutar cepas 

especificas con cualidades adecuadas. 

Una levadura con gran resistencia al alcohol ofrec~ una ventaja 

neta desde el punto de vista técnico y biológico. Con esta 

levadura es posible obtener un mosto fermentado, con una gran 

riqueza alcohólica, lo que mejora considerablemente la potencia 

de la instalación, tanto de fermentación como de destilación~ 

simultáneamente, se consigue una destilación más económica, 

puesto que hay un gasto menor de combustible. Con una levadura 

resistente a concentraciones elevadas de alcohol, es posible 

fermentar mostos con mayor concentraci6n de azúcar, lo que evita 
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tener que diluir mayormente. 

A. una buena levadura industrial no debe 

actividad fermentativa una concentración de 8 

alcohol. 

2.2 PROCESO GENERAL DE FABRICACION DE ETANOL. 

perjudicarla en su 

a 9 % (V/V) de 

El proceso general de la fabricación de etanol en los ingenios se 

muestra en la fig. 1 ~ el sistema de fermentación empleado aqu1 

es el sistema clásico batch o por lote. 

Primeramente se prepara el mosto, luego 

microorganismo e incubado permitiendo el 

condiciones fisiológicas óptimas. En el 

es inoculado con el 

procedimiento bajo 

curso integro de la 

fermentación suele ser añadido un agente antiespumoso, oxigeno si 

es requerido y un ácido o base que controle el pH. (Crueger y 

Crueger, 1984). 

Asi tenemos que las melazas se ajustan a las concentraciones de 

azúcar deseadas por la dilución con agua, a una temperatura 

determinada, al pH requerido por la adición de ácido y nutrientes 

si son necesarios. Se mezcla una levadura iniciadora (aislada en 

cultivo puro) con el mosto en el tanque de fermentación, que 

frecuentemente alcanza cantidades de miles de litros: por lo 

general estos tanques son cubiertos. Se realiza la mezcla, la 

fermentación comienza rápidamente con el desprendimiento de 

grandes cantidades de C02, al término de 50 hrs. o menos, la 

fermentación suele estar terminada (Presscot y Dunn, 1976). 
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2.3. MECANISMO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA 

una ecuación que representa simplemente el proceso total por el 

cual una molécula de glucosa es transformada en dos moléculas de 

etanol y dos de C02 es la siguiente: 

+ 

Glucosa enzimas y zimasa Etanol Dióxido de carbono. 

En realidad, intervienen gran nfimero de reacciones estrechamente 

relacionadas que las dividen en pasos de oxidación-reducci6n Y 

fosforilación y ciertas reacciones especiales. Todas estas 

reacciones son catalizadas por enzimas muy espec1ficao. (tabla 

1) (Rose A. H., 1980) 

En el esquema de la fermentación alcohólica (fig. 2) se 

representa todo el proceso, que se basa principalmente en los 

trabajos de investigación de Embden-Meyerhof-Parn~s siendo la v1a 

principal para la producción de etanol por levaduras (Lehninger 

A. "L., 1985). 

La .via de la fermentación alcohólica es idéntica a la descrita 

para la glucólisis excepto en la etapa final, catalizada por la 

lactato-deshidrogenaea, que es sustituida por otras dos etapas 

ezimáticas. 

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

C02 por medio del enzima piruvato-descarboxilasa, que no se 

encuentra en los tejidos animales. 
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Piruvato ---------> Acetaldehido + 

La descarboxilación del piruvato para formar acetaldehido y COa 

es esencialmente irreversible. La piruvato-descarboxilasa precisa 

de Mg 2 + y posee un coenzima unido intimamente, el pirofosfato de 

tiamina. La descarboxilación del piruvato se produce a través de 

una serie de intermediarios unidos covalentemente al pirofosfato 

de tiamina. 

En la etapa final de la fermentación alcohólica, el acetaldehido 

se reduce a etanol y el NADH + H• aporta el potencial de 

reducc16n y la reacción es catalizada por el enzima alcohol 

deshidrQS~: 

Acetaldehido + NADH + H• <=======> Etanol + 

El etanol y el COa son, por tanto, los productos finales de la 

ferm~ntaci6n alcohólica, cuya ecuación global puede describirse 

del modo siguiente: 

Glucosa + 2Pi + 2ADP -------> 2 Etanol + 2COa + 2ATP + 2 H2 0 

Las etapas de conversión de la energia que conducen a la 

formación de ATP, son idénticas tanto en la gluc6lisis como en la 

fermentación alcohólica. 
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2.4. EL MICROORGANISMO. 

El microorganismo a utilizar es parte esencial en el proceso de 

fermentacibn, de aqu1 que se realicen ma11ipulacibn genética, 

regulación del metabolismo por la optimización 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 ~revisi~ 

(variedad uvarum) asi como canñida 

Kluyy~~myce~ ~ , entre otras, a partir de fuentes renovables 

ricas en azúcares como glucosa y sacarosa (cafia de azúcar, 

remolacha azucarera, sorgo dulce, maiz, trigo, etc.) (Concheiro, 

1985). 

Las cepas de Saccharomyces cerevis1ae difieren en su habilidad 

para permanecer viables en la presencia de etanol. (Kalmokoff e 

Igledew, 1985). 

Otros autores mencionan que la tolerancia al etanol por 

levaduras, depende en gran medida de la composición del medio en 

el cu~l ha sido evaluado. 

Se sabe que la máxima concentración de etanol, es caracteristica 

de los diferentes procesos de· fermentaci6n alcoh6lica, 

cependendiendo más de la composici6n del medio, que de la 

tolerancia al etanol intr1nsica de las cepas que se utilizan en 

la industria. (Nabais R. c. y colaboradores , 1988). 
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Los mayores efectos que ocasiona el etanol en levaduras son: 

1.- Disminución en el lndice de crecimiento. 

2.- Disminución de los niveles de viabilidad. 

3.- Disminución en el 1ndice de fermentación. (Kalmofoff e 

Igledew. 1985). 

El método clásico para evaluar el efecto del etanol en las 

levaduras es el de incorporarlo al medio. en el crecimiento de 

una fermentación controlada o por lote. 

Otros investigadores han elegido la propiedad de la tolerancia al 

etanol sobre la actividad fermentativa de las células. Por 

ejemplo, Nojivo y ouchi (1962) (en Stewart y Russell, 1985) 

encontró que la tolerancia 

del rango de 20-30 % (p/v) 

encontrar diferencias en 

de las cepas de levadura caen dentro 

de etanol; sin embargo fu~ dificil 

la tolerancia de varias cepas de 

levadura~. entre las cuales están las de cervecer1a, saké. 

destiler1as y de panificación. 

En general las levaduras utilizadas en cervecer1a tienen una 

moderada tolerancia, mientras que estas mismas al ser utilizadas 

en destiler1as tienen u~a 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 1ndice de tolerancia a etanol -(Kalmokoff e 
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Igledew, 1985). 

Varios investigadores han definido la tolerancia como el 1ndice 

de la actividad fermentativa entre las células con y sin la 

presencia de etanol. Existen dos problemas asociados con los 

sistemas de medición de este tipo: 

1.- La tolerancia es establecida en términos de proporción y no 

como una concentración precisa de etanol. 

2.- Comparaciones a un solo nivel de etanol no pueden ser 

idicativo para toda la inhibición cinética. (Kalmokoff e Igledew, 

198~). 

2.6. BASES FISIOLOGICAS DE LA TOLERANCIA AL ETANOL. 

Se han realizado investigaciones dentro de las. bases fisiológicas 

de la tolerancia al etanol en levaduras. Existen dos 6reas de 

fisiolog1a celular que parecen estar influenciadas por las altas 

concentraciones de etanol. 

I.- La primera de éstas se da en~ macromoléculas intracelulares y 

en particular de las enzimas glucol1ticas. 

En las levaduras existen enzimas que catalizan reacciones 

convirtiendo la glucosa en ~tanol y COa., Nagadawitana y 

colaboradores, (1977) (en Stewart y Russell, 1985) mencionaron 

una inhibición no competitiva de la actividad de la hexoquinasa 

por etanol. 

Además se encontró que la fosfofructoquinasa no fue afectada en 

las condiciones de este estudio. Un estudio m&s extensivo del 

efecto del etanol en la v1a glucol1tica ha sido reportado por 
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Miller y colaboradores, (1982)(en Stewart y 

donde la frutosa-1-6-difosfatoaldosa, la 

Russell, 1985), en 

gliceraldehido-p-

deshidrogenasa y la piruvato-descarboxilasa fueron las més 

sensibles a la presencia de etanol. 

Adem&s Nabais y colaboradores, (1988) señalan que para un 

crecimiento y fermentación óptimas, las levaduras requieren de 

cantidades muy pequeñas de varios cationes inorg&nicos que pueden 

actuar en la actividad enzimática participando en las reacciones 

catal1ticas, como activadores o estabilizadores • 

2.- La segunda área en la interacción del etanol corresponde al 

grado y la manera en la cuél el narcótico llega a asociarse con 

la membrana plasmática. 

El etanol es una molécula amfipática, pero es más hidrof1lica que 

hidrof6bica. Sin embargo, el etanol puede llegar a concentrarse 

en el grosor de la membrana biológica, y por lo tanto la 

.concentración de etanol es mayor en las regiones más acuosas de 

la membrana. (Stewart y Russell, 1985). 

Se han realizado estudios sobre el efecto ~n el proceso de 

transporte de la membrana plaamátca de liL cerevisiae, Rose (1980 

: 1982)(en Stewart y Russell, 1985) reportó que en las células de 

levaduras en las cuales la membrana plasmática fué enriquecida 

con ác. linoléico (Cl8:2) son más resistentes al efecto del 

etanol que las enriquecidas con ác. oléico (C18:1). 

Además el crecimiento exponecial con residuos de ác. linoléico 

fué inhibitorio en menor extensión que cuando los cultivos fueron 

suplementados con residups de Ac. oléico. 
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Recientemen~e-se ha-demostrado que diferentes compuestos mejoran 

la productividad de las fermentaciones alcoh6licas: Acidos grasos 

no saturados, esteroles, prote1nas, aminoAcidos, vitaminas e 

iones metálicos. Un medio complejo como el jugo de Jerusalem o un 

suplemento complejo con harina de soya y peptona tiene la 

capacidad de mejorar la fermentaci6n alcohólica por el aumento de 

la tolerancia al etanol por las levaduras. 

Además las levaduras requieren cantidades muy peque~as de vario8 

ca~iones inorgánicos que pueden desempe~ar un papel importante en 

la proteccibn -de los fosfol1pidos de la membrana celular con 

carga negativa y de ciertas estructuras de la pared celular. La 

proteccibn se debe aparentemente al incremento d6 la estabilidad 

de la membrana, manteniendo la permeabilidad bajo condiciones 

adversas, protegiendo los fofol1pidos y regulando las 

interacciones 11pido-prote1na. Como lo demostró la adición de una 

suspensi6n celular en una solución amortiguadora a 6o·c y se 

encontró que se pudo evitar la pérdida de compuestos 

citoplasmáticos. (Nabais R.C. et al.,l988). 

Ast mismo se estableció que el etanol y las altas temperaturas 

interfieren con la organización de la membrana, aumentando la 

fluidez y permeabilidad a los iones y metabolitos pequefios e 

inhibiendo el transporte de los nutrientes. 

El etanol puede interactuar con las membranas por inserción en 

el interior hidrof6bico, incrementando la polaridad de estas 

regiones, debilitando la barrera de las mismas en el intercambio 

libre de moléculas polares, debilitando las interacciones y 
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afectando la posición de las prote1nas dentro de la membrana. 

La pérdida de la integridad de la membrana, afecta la habilidad 

de las células para mantener un gradiente de concentración a 

través de la membrana plasm&tica y varios sistemas involucrados 

en el transporte de solutos. se ven afectados. (Nabais R.C. et 

al, 1988). 

Por otra parte Jiménez J. y Ben1tez T.,(l987) estudia~on la 

adaptación de las membranas de levaduras en etanol. 

Ellos encontraron que cierta levadura con una gran tolerancia al 

etanol (cepa del vino) después del crecimiento en la presencia de 

etanol obtiene una mayor tolerancia. 

Se probó 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 més su tolerancia. Cabe 

señalar que esto es un proceso reversible. 

Los resultados que obtuvieron indican que tanto la cepa del vino 

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, lo cubl indica que la capacidad de adaptación de las 

membranas celulares dependen de cada cepa. 

El método utilizado para evaluar la tolerancia al etanol es el de 

las curvas de acidificación de Leao y Van Unden, (1984), en el 

que señalan que "el etanol induce un aumento exponencial de la 

difusión constante del flujo de protones". 

Examinando y proponiendo una ecuación en la cuél el pH final se 
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incrementa como una función lineal a la concentración de etanol. 

Por otra parte se han estudiado los efectos de la acumulaci6n 

intracelular de etanol durante la fermentación en ~ cerevisiae. 

se han tenido ciertas discrepancias de. los resultados obtenidos 

, ya qu~ unos dicen que cuando es adicionado el etanol a cultivos 

de ~~ ~rey_~iae les es menos tóxico para las células, que el 

producido por ellas mismas; diciendo que la razón del fenómeno en 

el efed~o letal, es el aumento de los productos tóxicos, el 

agotamiento de nutrientes y la acumulación intracelular de etanol 

durante la fermentación (Nagadawithana y Steinkraus, 1976). 

Otro trabajo que confirma lo anterior, es el propuesto por NovaK 

M., y colaboradores, (1981), demostrando que el etanol producido 

durante la fermentación batch o por lote, es mAs inhibitorio que 

el etanol adicionado; postulando que la acumulación de etanol en 

las células contribuye a una elevada tasa de mortalidad. 

En ambos casos, producción y adición, sugieren que la 

permeabilidad de etanol del exterior de las células al interior 

es muy poco. También la implicación de ambas influencias es 

importante en los niveles tecnológicos de producción de etanol. 

Ellos sostienen que el efecto de inhibición intracelular por 

etanol ocurre en los puntos mAximos de la fermentación y durante 

los primeros pasos de la misma. mientras que al final de la 

fermentación este fenómeno es de menor importancia, concluyendo 

que la concentración intracelular de etanol es muy elevada en lo 

máximo de ia fermentación y la sensibilidad a la concentración 

extracelular es poca. 
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Varios grupos han reportado que la acumulación intracelular de 

etanol ocurre durante la fermentación# y otros reportes sugieren 

que la concentración intracelular de etanol en las suspensiones 

fermentadas con células de levadura son menor o igual que la 

extracelular. 

De aqui que D'amore T. et al. (1987) utilizando~ cerevisiae de 

cervecer1a mencionan un método que puede evitar los problemas 

técnicos encontrados en estos estudios, como causa principal para 

determinar la concentración intracelular de etanol' teniendo como 

resultado que la concentración intracelular de etanol en 

suspensiones con células de ~ cerevisiae es menor o igual que la 

extracelular del ambiente, y que no se incrementan los niveles de 

etanol en su mayor actividad de las fases de fermentación. 

AdemAs no hay un efecto en la proporción del crecimiento y 

fermentación, indicando que al incrementarse la concentración 

intracelular de etanol no afecta la férmentación. 

Señalan también que la acumulación intracelular de etanol ocurre 

durante las fases tempranas de fermentación (3 h), y después de 

12 h de fermentación, tanto la concentración intracelular como la 

extracelular de etanol son similares. 

As1 mismo también que la acumulación intracelular de etanol es 

més evidente al aumentar la p~esi6n 

se observa -un incremento con la 

etanol. 

osmótica, y asociado a esto 

acumulación intracelular de 

Ellos sugieren que la limitación de nutrientes es el mayor factor 

responsable de la disminución en el crecimiento y la actividad 
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fermentativa observada en células de levadurss a una presión 

osmótica elevada. 

Otros factores que afectan la tolerancia al etanol en ~· 

<;;.~X-~:'{i.-ª.tª~- es la temperatura de crecimiento, ya ha sido 

demostrado por diversos autores que ~. cerevisiae tiende a ser 

muy sensible a los efectos de inhibición de etanol a las elevadas 

temperaturas de crecimiento (Esener et. al ,1982). Sin embargo 

estas observaciones fueron esencialmente cualitativas. Adem6s 

Moulin et ~. (1980) citaron los efectos de la inhibición en la 

fermentación alcohólica causados 

etanol: concluyendo que la cinética 

compleja, y que la velocidad 

por el tipo de sustrato y de 

en la fermentación es muy 

de fermentacion cambia 

constantemente con distintos sustratos. 

Se han realizado trabajos 

utilizando vari.as cepas 

para evaluar la tolerancia al etanol 

de levaduras (cervecer1a, saké, 

destiler1a y de panificación). Kalmokoff e Igledew, (1985), 

mencionan que utilizando estas cuatro cepas bajo condiciones 

estandarizadas, determinaron la tolerancia al etanol por varias 

metodologías: 

fermentativa. 

crecimiento celular, viabilidad y habilidad 

El m~todo de cuanti ficac16n de inhibición en la h'abilidad 

fermentativa sugiere que puede ser un 1ndice 6ptimo de la 

tolerancia al etanol, ya que dentro de sus caracter1sticas se ha 

visto que los factores riutricionales no influyen en la fase de 

crecimiento de los cultivos. 

Los res~ltados obtenidos en cuanto a la habilidad fermentativa 

18 



fueron, que al adicionar el etanol a las células con actividad 

fermentativa, se tuvo un efecto intermedio de inhibi¿ión con 

respecto a la inhibición obtenida en la metodolog1a del 

crecimiento celular. 

En cuanto al crecimiento celular se encontró que el etanol es 

inhibitorio en cada una de las cepas de levaduras a 

concentraciones de etanol mucho m&s 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 los factores 

tales como los antecedentes nutricionales, temperatura y fases de 

crecimiento de las células, pueden afectar la velocidad y 

extensión de muerte (viabilidad). 

Asimismo se tiene que los valores encontrados en la 

concentración de etanol como inhibitorio, var1an dependiendo de 

la fase de crecimiento (media exponecial o estacionaria temprana) 

de cuando es adicionado en un tipo de levadura y, adem&s, varia 

también entre cada una de ellas. 

Teniendo como antecedentes lo anteriormente citado, se evaluó la 

tolerancia al étanol segUn la metodolog1a utilizada por Kalmokoff 

e Igledew, (1985), en una cepa de levadura de registro del CIATEJ 

y una obtenida del ingenio "José Maria Martinez" de Tala, Jal., 

para as1 poder determinar los indices en cuanto a tolerancia al 

etanol, lo cu~l aunado a los indicas ya obtenidos en cuanto al 

rendimiento de alcohol (Pinal, Zuazo, 1990)J permitirA alcanzar 
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un objetivo y optimizar el proceso de fermentación y por lo tanto 

obtener mejores rendimientos en la producción de alcohol •. 
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HIPO TESIS 



III. H I P O T E S 1 S 

De las dos cepas de levaduras evaluadas, una presentaré mayor 

tolerancia al etanol, y se obtendr6n datos precisos que definan 

los rangos de tolerancia al etanol de ambas cepas. 
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OBJETIVOS 
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IV. O B J E T I V O S 

OBJETIVO GENERAL: 

El objetivo de este trabajo, fue evaluar la 

tolerancia al etanol de Saccharomyces cerevistae con base a la 

inhibición en el crecimiento celular, viabilidad y habilidad 

fermentativa (producción de alcohol) de dos cepas, una de 

registro obtenida de CIATEJ y la otra utilizada en el ingenio 

José Mar1a Martinez de Tala, Jal. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

l. Estandarizar los métodoa analiticos. 

2. Estandarizar el in~culo. 

3. Realizar el crecimiento y fermentación a nivel matraz de las 

dos cepas probando diferentes concentraciones de etanol en el 

medio. 

4. ~valuai la tolerancia al etanol de las dos cepas de 

Saccharomyces cerevisiae. 

22 



MATERIALES Y METODOS 
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v. M A T E R I A L E S y M E T O D O S 

MICROORGANISMO: 

Los midroorganismos utilizados fueron los siguientes: 

Sacc_b-ª..L~!l'.Y~!:l.ª- cerevi g;_ae BCGC r..-024, productora de 

partir de melaza proporcionada por el Banco de Cepas y 

CIATEJ. 

etanol a 

Genes del 

~accharQmyc~ cerevisiae levadura proporcio~ada por el ingenio 

José Maria Martinez de Tala, Jalisco. 

REACTIVOS: 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado anal1tico y 

obtenidos de fuentes comerciales conocidas. 
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EQUIPO: 

Espectrofotbmetro Perkin - Elmer 559A UV/VIS, bafio de temperatura 

constante Buchi 011, balanza analitica Chyo Jupiter SDT 200, 

balanza granataria Chyo Jp - 5000, balanza granataria Mettler Pe 

4400, estufa de alta 

Kit Cole Palmer, 

temperatura Felisa, 

potencibmetro pH 

potenciómetro Orp Test 

)03 Corning, agitador 

magnético Felisa, autoclave Infra, estufa de incubación Felisa, 

estufa incubadora Presicion, microscopio compuesto one Ten 

American Optical, campana de flujo laminar, centrifuga Sol - bat, 

centrifuga Ependorf 5414, Cémara 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 son: 

a) Azul de metileno 

b) Citrato de sodio 

Procedimiento: 

10 g/1 

50 g/1 

En un matraz aforado de 50 ml., poner S 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 

Cémara de Newbawer, contar la .población 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 

fécil identificar las células muertas de las vivas. 
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II. Técnica para determinar loe azOcares reductores totales por 

el método de fenol-sulfOrico. (Dubois et al •• 1956) 

Los reactivos utilizados en esta técnica son: 

a) Acido sulfOrico concentrado. 

b) Fenol al S %. 

Procedimiento: 

A 1 ml. de la solución problema se le adiciona 1 ml. de fenol al 

5 %. en seguida se agregan 5 ml. de 6cido sulffirico concentrado 

con el pipeteador en 

hidrólisis. se deja 

ambiente, se agita y 

durante 10 minutos. 

forma brusca para conseguir el efecto de 

enfriar durante 5 min. a temperatura 

enseguida se pone a ba~o de agua fria 

Finalmente se lee absorbencia a 490 nm. 

III. Técnica para determinación de etanol por el método de 

dicromat.o de potasio. (Bohringer y Jakob, 1964). 

Los reactivos utilizados son: 

a) Dicromato de potasio K2Cr02 33.768 g/1. 

b) Acido sulfúrico H2S04 325 ml. 

Se diluye el ácido sulfúrico en aproximadamente 400 ml. de agua 

destilada, se deja enfriar y se agrega el dicromato diluido en 

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

un litro con agua destilada. 

Procedimiento: 

A 1 ml. de muestra se le agregan 2 ml. de soluci6n 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 absorbencia a 585 nm. 

IV. Técnica para determinaci6n de peso seco. 

La muestra se centrifuga a 5000 rpm durante 15 minutos, el 

sedimento se resuspende en agua destilada y se centrifuga dos 

veces más a las mismas condiciones. 

Finalmente se resuspende el paquete r.elular, se depositan en pesa 

filtros, que han sido previamente puestos a peso constante y se 

colocan en una estufa a 80 •e 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 seca y el pesa filtro a peso constante, 

dividido entre el volumen inicial de muestra, y multiplicado por 

1000, para reportarlo como g. de c6lulas/l. 
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M E T O D O L O G I A 

5.1.- Estandarizaci6n de métodos anal1ticos. 

5.1.1.- ~urva de calibraci6n para determinación de azficares 

totales. 

Se realizó una curva de calibraci6n para determinar azficares 

totale~ por medio del método fenol-sulfQrico, usando una soluci6n 

patrón de sacarosa a una concentración de 0.1 g/1. 

El rango de concentración a prcbar fué de 0.01 a 0.1 g/1 de 

sacarosa para obtener una ecuación mediante un an611sis de 
~ 

regresión lineal, que prediga la cantidad de azúcares totales 

presentes en una muestra a partir de una absorbencia dada. 

5.1.2.- Curva de calibración para determinación de etanol. 

se realizó una curva de calibración para determinación de etanol 

por medio de la técnica de dicromato de potasio, usando una 

solución patrón de etanol, a una concentración de 20 g/1. 

El rango de concentración ~ probar fué de 2 a 20 g/1, para 

obtener una ecuación mediante un anélisis de regresión lineal que 

prediga la cantidad de etanol presente en una muestra a partir de 

una absorbencia dada. 

27 



5.2.-. Estandarización del inOculo. 

5.2.1.- Crecimiento en tubos con agar inclinado. 

El medio de cultivo empleado par.a el mantenimiento y 

proliferación de las cepas utilizadas. consistió de melaza a 21 

·ax. enriquecida con sales de sulfato de amonio 1.31 g/1. 

fosfato de amonio 0.24 g/1 y fosfato de calcio 0.12 g/1, agar al 

3.5 i. ajustando el pH a 4.5 • 

Se sembraron por estr1as varios tubos para cada cepa. a partir 

de un cultivo de un tubo de conservación de estas cepas crecidas 

en el mismo medio. Se incubaron a una temperatura de 30 ·e por un 

periodo de 50 hrs. sacando muestras a diferentes tiempos de 

crecimiento. para realizar el conteo de la población total y el 

porcentaje de viabilidad~ la suspensión celular se preparO 

adicionando a cada tubo crecido, 5 ml. de solución fisiológica 

estéril. 

La población celular se determinó por conteo directo al 

microscopio y el porcentaje de viabilidad por tinción con azul de 

metileno; ambas en la C6mara de Newbawer. 

A ·ex: porcentaje de sólidos 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 de 

melaza a 2l"Bx mAs nutrientes, con 20 ml de la suspensi6n celular 

de cad~ una de las cepas probadas; la suspensión celular se 

preparó añadiendo 5 ml de solución salina estéril a tubos 

crecidos en el tiempo determinado como óptimo para cada cepa, 

inoculando matraces diferentes para cada una de ellas. Se 

incubaron a una temperatura de 30 ·e por un periodo de 12 h a 250 

rpm. El crecimiento celular se determinó por peso seco y el 

porcentaje de viabilidad por tinción con azul de metileno. 

5.3.- Crecimiento y fermentación a nivel mat~az de las dos cepas 

probando diferentes concentraciones de etanol en el medio. 

5.3.1.- Determinación de la inhibición por etanol en el 

crecimiento celular y la viabilidad. 

El crecimiento a nivel matraz a diferentes concentraciones de 

etanol se realizó en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 

180 ml de medio de melaza· a 21"Bx (más nutrientes), los que 

fueron inoculados con 20 ml de inóculo estandarizado de cada una 

de las cepas. El in6culo proced1a de dos propagaciones 

consecutivas a partir de una resuspensión realizada de la manera 

ya descrita. Los matraces inoculados se incubaron con agitaciOn 

de 250 rpm a 3o·c. 

Los experimentos se realizaron por duplicado, probándose 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 

determin6 el crecimiento celular en qase a peso seco, la 

poblaci6n celular por contéo directo al microscopio en la Cémara 

de Newbawer , y el porcentaje de viabilidad por.tinci6n con azúl 

de metileno. se calcul6 la velocidad de crecimiento a las 

diferentes concentraciones de etanol probadas 

anAlista de regresi6n a la parte lineal 

crecimiento; calculando el porcentaje de 

por medio de un 

de cada curva de 

1nhibic16n del 

crecimiento celular, y de la viabilidad con respecto a un testigo 

(crecimiento sin adici6n de etanol}. 

Se determin6 el rango de tolerancia para el crecimiento y la 

viabilidad de ambas cepas, tomando como base una 1nhibici6n 

méxima del 50 % en el crecimiento y del 20 % en la viabilidad. 

5.3.2.- Determinaci6n de la inhibici6n por etanol en la habilidad 

fermentativa (producci6n de etanol). 

Primeramente se determinO el tiempo adecuado para la adici6n de 

etanol al medio; los tiempo~ probados para la adicion de etanol 

fueron al tiempo O, 6 y 12 hrs de fermenteaci6n, con un 

respectivo testigo· (sin adici6n de etanol). Los ensayos se 

realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 180 ml de 

medio de melaza a 27•ex (aproximadamente 170 g/1 de azucar 
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total), los que fueron inoculados con 20 ml de inóculo 

estandarizado de las cepas. 

Posteriormente se incubaron los matraces en forma estética a 

35·c. El etanol se adicionó 

logrando tener en cada uno de 

etanol vjv. 

a los tiempos antes mencionados, 

ellos un volumen total de 5% de 

Enseguida se sacaron muestras a diferentes tiempos, a las cuales 

se les determinó el crecimiento celular en base a peso seco' ésto 

para poder observar las curvas de crecimiento que presentaron 

cada tiempo probado y compararlas con un testigo (sin adición de 

etanol). 

Una vez seleccionado el tiempo de la adición de etanol se 

procedió a realizar las fermentaciones, las cuales se hicieron 

por duplicado, en matraces .Erlenmeyer de 500 ml y de manera 

similar a la ya descrita. 

El etanol se adicionó al tiempo seleccionado, probando seis 

concentraciones de etanol para cada cepa. Estas fueron de un 4, 

7, ~0, 14, 18 y 21% de etanol v/v. 

Se sacaron muestras a diferentes tiempos de fermentación, a las 

cuales se les determinó producción de alcohol por medio de 

dicromato de potasio; también se determinó los azOcares 

reductores totales por medio de fenol-sulffirico a las muestras de 

tiempo O y 24 h del matraz testigo (sin adición de etanol). 

Se determinó la velocidad de producción de alcohol mediante un 

anélisis de regresión a la región li~eal de la curva de 

producción de alcohol. 
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También se calculó el rendimiento de fermentación en base a la 

producción de alcohol y al consumo de az6cares, en los matraces 

sin adición de etanol. 

Se definió el rango de tolerancia de alcohol en cuanto a la 

habilidad fermentativa de ambas cepas, tornando corno base una 

inhibición rn~xirna del 50 •· 

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

Saccharornyces cerevisiae. 

5.4.1. Análisis estad1stico de resultados. 

Se realizaron análisis de varianza de dos v1as para determinar si 

existe una diferencia ·signi U ca ti va en la velocidad de 

crecimiento. porcentaje de viabilidad. habilidad fermentativa y 

el porcentaje de inhibición de estos tres~ debido a diferentes 

concentraciones de etanol o, a las diferentes cepas, o si existe 

una interacción entre estas dos variables. 

se determinó la concentración de etanol que caus6 la mltxima 

inhibición en crecimiento, viabilidad y habilidad fermentativa 

para cada una de las cepas probadas. 

Este anlilisis de varianza se realizó con un paquete estad1stico 

de computaci6n llamado STATGRAFIC~ 
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RESULTADOS 



VI. RE S U L T A DO S 

6.1. Estandarización de m6todos anal1ticos. 

Las curvas de calibración usadas para la determinación de 

azúcares reductores totales y alcohol se muestran en las figuras 

3 y 4 respectivamente. 

La ecuación obtenida para la curva de calibración de azficares 

totales es Y= -1.0999 E-02 + 6.86 (X) y es aplicable a los rangos 

de absorbencia de 0.05 a 0.60 que correspondieron a una 

concentración de 0.01 a 0.09 g/1 respectivamente; con un 

coeficiente de regresión de 0.99947 para 10 puntos. 

Para la determinación 

1.432444 E-Oi + 5.477333 

de etanol la ecuación encontrada fué Y= 

E-02 (X) aplicable para loa rangos de 

absorbencia de 0.12 a 0.87 que corresponde a una concentración de 

2 a 16 g/1 respectivamente~ con un coeficiente de regresión de 

0.99959 para 9 puntos. 
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6.2. Estandarización de inOculo. 

6.2.1. Crecimiento en tubos con agar inclinado. 

En la figura 5a se observa el crecimiento y el porcentaje de 

viabilidad para la cepa L-Ingenio durante 50 h, como se puede 

apreciar no presenta fase de adaptación, empezando su fase 

logaritmica en las primeras horas para llegar a la estacionaria 

a las 24 h alcanzando una población méxima de 115 E 06 cel/ml 

manteniendo una viabilidad de 100 %, sin embargo en la figúra 5b 

se observa que la fase logaritmica continua después de las 24 h 

hasta las 40 h con una viabilidad de 79% , siendo a las 36 h 

cuando se alcanzó una buena viabilidad del 98% y una alta 

población de 145 E 06 cel/ml. 

Para la cepa BCGC L-024 se muestra en la figura 6a el crecimiento 

celular y el porcentaje de viabilidad durante 48 h en medio 

sólido, presentando una fase logaritmica muy corta que empieza a 

las 25 h y termina a las 32 h alcanzando entonces la población 

méxima 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 población méxima de 450 E 06 

cel/ml con una viabilidad del 100%. 
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6.2.2 Crecimiento en medio liquido. 

En la figura 7 tenemos el crecimiento en peso seco y el 

porcentaje de viabilidad para la cepa L-Ingenio, como se aprecia 

su fase logar1tmica empieza aproximadamente a las 4 h con una 

duraci6n de 6 h alcanzando a las 10 h la poblaci6n m6xima que fu6 

de 13.9 g/1 de ce1ulas 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 la figura 8 en la que 

poaemos observar una fase logar1tmica con duraci6n de 6 h, que 

empieza a las 4 h y termina a las 10 h con una poblaci6n de 13.8 

g/1 de células y una viabilidad del 100%, a partir de la cual 

comenz6 la fase estacionaria. 

6.3. Crecimiento y fermentaci6n a nivel matraz de las dos cepas 

probando diferentes concentraciones de etanol en el medio. 

6.3.1. Determinaci6n de la inhibici6n por etanol en el 

crecimiento celular y la viabilidad. 

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

seco para la cepa L-Ingenio a diferentes concentraciones de 

etanol, el cual se adicion6 después de las 5 h de crecimiento. 

La disminuci6n en el crecimiento para todas las concentraciones 

de etanol probadas son similares y varian ligeramente, 

apreci&ndose una marcada disminuci6n con respecto al testigo. 
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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 aprec1ac10n 

de la disminucion del crecimiento entre cada concentraci6n de 

etanol probada~ ademAs se aprecia que a una concentración 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 alcafizada 

para cada cepa a diferentes concentraciones de etanol en el 

medio, mostrando que la cepa L-Ingenio presenta una velocidad de 

crecimiento ligeramente mayor que la cepa L-024; adem&s se 

observa que la cepa L-Ingenio tiene una disminución gradual 

conforme se aumenta la concentracion de etanol, mientras que 

para la cepa L-024 no se da el mismo caso, ya que presenta una 

disminución'mayor al 7% y 9% de etanol para luego recuperarse al 

11 y 14 %. 

Por otro lado la tabla 3 muestra el porcentaje de inhibición en 

la velocidad de crecimiento; para la cepa L-Ingenio el aumento de 

la inhibición va en relación con la mayor concentración de etanol 

probada, empezando con un promedio de 47% en la concentración 

del 5% de etanol hasta un 62% de inhibición en la velocidad de 

crecimiento para el 14% de etanol; mientras que para la cepa L-

024 el efecto de inhibición es mayor a la concentración del 7% y 

9% de etanol con un valor promedio de 48%, y siendo el menor 
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para el 14% de etanol con 32% de inhibici6n. 

La figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad para la cepa L

Ingenio, donde se observa la viabilidad alcanzada para cada 

concentraci6n de etanol probada. Apartir del tiempo que se 

adicionó el etanol la viabilidad disminuye en todos los casos, y 

más afin a las mayores concentraciones de etanol probadas. Para el 

caso del 14% de etanol, aparece con una recuperaci6n 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 concentración 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 cepa L-

024, donde se observa que a partir de la adici6n de etanol la 

viabilidad disminuye en todos los casos. La mayor viabilidad 

alcanzada después de 12 h de crecimiento es mejor para las 

menores concentraciones de etanol probadas; el 5% de etanol 

probado muestra una viabilidad estable, mientras que el 14% 

presenta una disminución muy pronunciada al inicio de la adici6n 

de etanol para luego recuperarse ligeramente y 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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obse~va que ambas cepas tienen valores decrecientes conforme 

aumenta la concent~acibn de etanol. Los valores promedio de ambas 

cepas var1an ligeramente en cada concentración 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 inhibición en la 

viabilidad para la cepa L-Ingenio, mostrando que la inhibición se 

observó ·en todbs los casos¡ el porcentaje de inhibición fué en 

aumento al aumentar la concentracion de etanol adicionada. La 

inhibición más elevada la presentaron el 11 y 14%, con 

aproximadamente el 17% de inhibición. El 7% presentó una 

estabilización en su inhibición a partir de las 8 hasta las 12 h. 

Finalmente la menor inhibición la presentó el 5% con una 

inhibición final del 3%. 

La figura 14 presenta el porcentaje de inhibición en la 

viabilidad de la cepa L-024, mostrando que al 5% de etanol fu6 la 

merior inhibición alcanzada después de 12 h de crecimiento con un 

2% : el 7% presentó una inhibición casi estable después de las 8 

h., el 14% presentó una inhibición muy drástica al adicionar el 

etanol, alcanzando la mayor inhibición del 15% en un tiempo de 7 

h. 

La tabla 5 muestra el porcentaje de inhibición en la viabilidad 

de las dos cepas con diferentes concentraciones de etanol en el 
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medio. Aqu1 se observa que existe rangos diferentes de 

inhibición en cada concentración probada para cada cepa y entre 

ambas, siendo menor la inhibición de la viabilidad en la cepa 

L-024 con un valor m1nimo de 2% y un méximo de 14.5% de 

inhibición, sobre la cepa L-Ingenio con 3% y 16.5% 

respectivamente. 

6.3.2. Determinación de la inhibición por etanol en la habilidad 

fermentativa (producción de etanol). 

Los resultados obtenidos para la selección del tiempo en la 

adición del etanol en la cepa L-Ingenio se muestra en la figura 

15. donde se observan los tiempos probados y los efectos que 

ellos tuvieron al adicionar una concentración de etanol conocida. 

El tiempo de adición correspondiente a las O h presenta una curva 

irregular de crecimiento1 el tiempo 12 h presenta una curva mis 

regular. pero un tiempo més corto para observar la inhibición , 

puesto que inmediatamente después de la adición la curva declina; 

mientras que por otro lado el tiempo 6 h de fermentación presenta 

una mejor curva de crecimiento y se aprecia el crecimiento 

exponencial incluso después de la adición del etanol. 

La figura 16 muestra los resultados obtenidos en la producción de 

etanol en la cepa L-Ingenio con diferentes concentraciones de 

etanol. habiéndose adicionado a las 6 h de la fermentación. 

Primeramente se puede observar que al adicionar el etanol existe 

una disminución en la fase logaritmica para todos los casos 
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· probados con respecto al 

presenta una disminución casi 

testigo. 

del 50% 

El 4% de etanol probado 

de alcohol producido con 

respecto al testigo1 el 7% presenta una disminución muy marcada, 

siendo el valor mAximo de producci6n de, 10.8 g/1 de etanol. 

El 10% muestra una producción mayor que el anterior, siendo su 

más alta producci6n a tiempo de 8 h con 17 g/1; al 14% de etanol 

se observa la inhibición total de la producción de etanol al 

tiempo de 36 h, el 18% nos muestra que a los tiempos 24 y 36 h 

ya no hay producción; y por último el 21% muestra un 

comportamiento ascendente de producción, que va del tiempo 8 al 

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

Por otro lado la figura 17 nos presenta los resultados obtenidos 

en la fermentación con la cepa L-024, en donde en casi todas las 

concentraciones probadas después de a~adir el etanol existe un 

periodo de latencia o disminución en la producci6n, para luego 

reiniciar de nueva cuenta su actividad. El 4% de etanol fu6 el 

que mayor producción de etanol presentó, con un 31 g/1 a un 

tiempo de 24 h, sin embargo esto representa un 56% de lo que se 

produjo en el testigo. El 7 y 10% de etanol presentaron una 

producción similar después de las 20 h el 14% presentO una 

recuperación bastante amplia debido a que llega a producir a las 

24 h , 26 g/1 de etanol, disminuyendo tan solo a 20 g/1 al tiempo 

de 36 h. 

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

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

La tabla 6 muestra la velocidad de producción de alcohol 

alcanzada para cada cepa a diferentes concentraciones de etanol 

en el medio. mostrando que la velocidad de producción es menor en 

la cepa L-Ingenio. AdemAs para esta cepa los valores de la 

velocidad de producción a las diferentes concentraciones de 

etanol son muy irregulares. ya que al 7% de etanol disminuye. 

luego a la siguiente concentración del 10% aumenta, para luego 

reportar su valor mAs bajo de 0.24 g de etanol/1 x h al 14% de 

etanol. 

Para el caso de la cepa L-024 presenta una disminución de su 

velocidad de producción también irregular y no decreciente con 

respecto a la mayor concentración de etanol, la velocidad de 

producción de alcohol más baja (0.7228 g de eta~ol/1 x h) se 

alcanzó cuando se añadió al medio una concentración de 21% de 

etanol. 

La tabla 7 presenta el porcentaje de inhibición en la producción 

de alcohol de ambas cepas a diferentes concentraciones de etanol, 

en la cual la cepa L-Ing~nio muestra su menor inhibición en la 

concentración del 21%. mientr~s que su mayor fu6 al 14%. Para el 

7% y 18% de etanol su inhibición se presenta similar. 

Po~ otro lado la cepa L-024 muestra su mayor inhibición al 21% de 

etanol, y la m1nima al 14%. 
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En la figura 18 se muestra el porcentaje de inhibiciOn en le 

velocidad de producciOn de etanol de las dos cepas evaluadas a 

diferentes concentraciones de etanol. En donde se puede observar 

a manera general que al incrementar la concentraciOn de etanol,· 

el porcentaje de inhibhiciOn es mayor. 

Para el caso de la cepa L-Ingenio al adicionar un 4% de etanol se 

observa que su 1nh1b1c10h es muy pronunciada: el 10% de etanol 

presenta una recuperac16n, para luego llegar al 14% con su méxima 

inhibición del 87*. 

La cepa L-024 presenta una inhibiciOn menos marcada que la cepa 

L-Ingenio, teniendo solo en el caso del 10% de etanol una 

similitud con la cepa anterior. El Onico caso en que el valor de 

inhibición 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 fermentaci6n (Yp/s) obtenido en 

las dos cepas sin adicionarles etanol después de 24 h se 

presentan el la tabla 8, en donde se muestra los promedios de 

duplicados de cada· una de ellas. Para la cepa L-Ingenio la 

producci6n promedio de alcohol. fué de 51 g/1 y los azOcares 

residu~les fueron de 46 g/1, obteniendo un rendimiento de 0.40 

1 el caso de la cepa L-024 la producci6n de alcohol fu6 de SS g/1 

con un contenido de azOcares residuales de 48 g/1, alcanzando un 

rendimiento de 0.44 • 
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6.4. Evaluaci6n de la tolerancia al etanol de las dos cepas de 

Saccharomyces cerevisisae. 

6.4.1. Análisis estad1stico de resultados. 

Los resultados obtenidos en el análisis 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 se rechazan 

las tres hip6tesis nulas. 

Lo anterior indica que existen diferencias significativas en la 

velocidad de crecimiento debido a las diferentes concentraciones 

de etanol probadas, a las cepas, y existe una interacci6n de 

estas dos variables. 

La tabla 3a presenta los resultados encontrados para el 

porcentaje de inhibic16n 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 hip6tesis nulas. 

·Lo que señala que existen diferencias significativas en el 

porcentaje de inhibic16n de la velocidad de crecimiento debido a 

las concentraciones de etanol y cepas probadas, as1 como la 

interacci6n de ambas. Esto se puede observar en las figuras 19a y 

19b donde se grafican los valores promedios del porcentaje de 

inhibic16n alcanzado a las diferentes concentraciones de etanol y 
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para las diferentes cepas probadas respectivamente. 

La tabla 4a presenta los resultados obtenidos del an6lisis, para 

el porcentaje de viabilidad alcanzado para ambas cepas. En esta 

tabla se observa que la 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 hipbtesis nulas y se acepta solo la 

tercera. 

Señalando con lo anterior que existen diferencias significativas 

en el porcenta;e de viabilidad debido a los niveles de etanol y 

cepas probadas, pero no existen tales en la interacci6n de estas 

dos. 

La figura 5a muestra los resultados del an6lisis para el 

porcentaje de inhibición en la viabilidad para ambas cepas; 

observando que la F calculada es mayor en los dos primeros casos 

y en el último es menor que la F de tablas¡ lo cual indica que si 

hay diferencias significativas en el porcentaje de inhibición de 

la viabilidad a causa de los niveles de etanol y cepas probadas; 

pero no existe tal diferencia en la interacción de estos dos 

parámetros. Las figuras 20a y 20b ilustran esto, ya que se 

muestra los promedios del porcentaje de inhibición de la 

viabilidad para las diferentes concentraciones de etanol y las 

diferentes cepas probadas. 

La tabla 6a presenta el resultado obtenido al analizar los 

resultados de la velocidad de producción 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, y por lo tanto se rechazan 

las tres hipótesis nulas. 

Lo cual indica que existen diferencias significativas en cuanto 

a las concentraciones de etanol y las cepas probadas, as1 como 

también la interacción de estos dos niveles para su discrepancia. 

La tabla 7a muestra los resultados 

el porcentaje de inhibición en la 

del an6lisis estad1stico para 

velocidad de producción de 

alcohol, señalando también que la F calculada es mayor para los 

tres casos que los presentados en la F de tablas y por 

consiguiente rechazando las tres hipótesis nulas. 

Señalando con lo anterior que existe una diferencia significativa 

en el porcentaje de inhibición de la producción de alcohol P.n 

cada concentración de etanol probada y de las cepas utilizadas, 

as1 como también diferencias significativas en cuanto a la 

interacción de estos dos niveles. Esto se observa en las figuras 

2la y 2lb donde se grafican los valores promedios del porcentaje 

de inhibición de la velocidad de producción de alcohol, a las 

diferentes concentraciones de etanol y para las diferentes cepas 

probadas. 

Según los an6lisis estad1sticos se determinó las concentraciones 

de etanol que causaron m6xima inhibición ena 

a) Velocidad de crecimiento.- La tabla 3 muestra los valores 

obtenidos para cada concentración probada en las dos cepas. La 
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cepa L-Ingenio presenta su máxima 1nhibici6n.del 62.5% a la 

concentración del 14 % de etanol. Mientras que la cepa L-024 su 

mayor inhibición la presenta al 7 % de etanol con un 48.5 %. 

Cabe señalar que las concentraciones 7, 9, 11 y 14 % de etanol 

en la c~pa L-Ingenio son mayores que el reportado como máximo de 

la cepa L-024. 

b) Viabilidad.- La tabla 5 presenta los valores promedio 

obtenidos en cada concentración probada para cada cepa. En la 

cepa L-lngenio su mayor inhibición se observa al 11% y 14% de 

etanol con un 16 y 16.5% respectivamente. Por lo que corresponde 

a la cepa L-024 la mayor inhibición la presenta al 14 % de etanol 

con un 14.5 %. 

e) Velocidad de producción de alcohol.- La t~bla 7 muestra los 

valores promedio encontrados para cada concentración de etanol en 

las dos cepas. La cepa L-Ingenio su mayor inhibición la presenta 

al 14 % de ~tanol con un 87 % , seguido del 7% y 18% de etanol 

con un 79 y 78.5 % respectivamente. 

La cepa L-024 su máxima inhibición la presenta al 21 % de etanol 

con un 71 % y el mAs contiguo el 10 % de etanol con un 57 %. 
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VII. DISCUSJON 

7.1. Estandarización de métodos anal1ticos. 

Con los resultados obtenidos en las curvas de calibración de 

azúcares totales y etanol, en donde los coeficientes de regresión 

fueron buenos, con valores de 0.99947 y 0.99959 respectivamente; 

se puede concluir que si hay una correlación entre la 

concentración y la absorbencia para la determinaciones de 

azúcares totales y etanol. 

Por lo tanto la ecuación encontrado para cada uno de los casos es 

confiable para 

absorbencia dada. 

predecir la concentración a partir de una 

7.2. Estandarización de inóculo. 

Con el objeto de conocer la fase de crecimiento as! como la 

viabilidad, que reflejan el estado fisiológico de la levadura, se 

optó por realizar su estandarización en ·cuanto a estos parámetros 

para conocer el tiempo en que la célula esta en óptimas 

condiciohes. 

7.2.1. ·crecimiento en medio sólido. 

En las cinéticas de la cepa L-Ingenio inicialmente se observó la 

estandarización de su crecimiento exponencial a las 24 h, pero 

con los ensayos posteriores se pudo observar que las 36 h está 

todavia en su fase loqaritmica de crecimiento alcanzando una 

población de 145 E 06 células/m!. y una viabilidad alta del 98%, 
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por lo que se eligió el tiempo de 36 h como el més adecuado. 

Para la cepa BCGC L-024 las cinéticas obtenidas presentaron en 

primer instancia (con pocos muestreos) una población m&xima de 

95 E 06 células/mi y una viabilidad del 90 1 a las 32 h, en la 

cinética con mayores 

nuevamente que a las 32 

viabilidad del 100 %, 

óptimo. 

muestreos y menos espaciados, se observ6 

h alcanza su méxima población y una 

por lo que se decidió tomar éste como el 

7.2.2. crecimiento en medio liquido. 

En este nivel de propagación los resultados obtenidos fueron 

similares, las dos cepas presentaron un tiempo de crecimiento do 

10 h. 

Para la cepa L-Ingenio se observó que su méxima población la 

alcanzó a la s 10 h y una viabilidad del lOO l. 

En cuanto a la cepa BCGC L-024 se observó su fase exponencial de 

crecimiento como punto méximo a las 10 h y teniendo una 

viabilidad del 100 t. Dicho lo anterior se concluye que el 

tiempo antes mencionado en el crecimiento en medio liquido es el 

tiempo 6ptimo. 
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7.3. Crecimiento y fermentación a nivel matraz de las dos. cepas 

probando diferentes concentraciones de etanol en el medio. 

7.3.1. Determinación de la inhibición por etanol en el 

crec~miento celular y la viabilidad. 

Según los reportes de Kalmokoff e Igledew (1985) se seleccionó el 

tiempo de la adición de etanol al medio, en donde se observara un 

buen efecto de ~nhibición. En los trabajos realizados por ellos 

reportan que las tases de crecimiento media exponencial o 

estacionaiia temprana como los mejores tiempos para la adición d~ 

etanol. 

En base a esto, se analizó las curvas de crecimiento presentadas 

por cada una de las cepas y se decidió que después de las 5 h de 

crecimiento (apro~imadamente la fase media exponencial) ser1a el 

tiempo de adición. 

Primeramente se analizó 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 proporción; mientras que la cepa 

L-024 (Fig. 10) sus velocidades de crecimiento no presentan el 

mismo fenómeno; adem~s se observa en la tabla 2 que aunque la 

velocidad · de 

mayor. su 

crecimiento 

disminución 

de 

es 

la cepa L-Ingenio es ligeramente 

gradual conforme aumenta la 

concentración de etanol; indicando 

diferencias significativas en la 

con lo anterior que existen 

velocidad de crecimiento en 

determinadas concentraciones de etanol para cada cepa. Jones 
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(1989) señala que estudios revelaron que la interacción entre la 

concentración de etanol y la velocidad de crecimiento es ~o que 

determina en ültima instancia la expresión de la tolerancia. 

Además los resultados presentados 

concentración de etanol es la 

en la tabla 2a sefialan qua la 

variable que ejerce mayor 

importancia, debido a que en cada concentración probada tiene 

diferentes efectos en las cepas utilizadas. 

Asi mismo la tabla 3 muestra que existen diferencias en la 

inhibición de las velocidades de crecimiento para las diferentes 

concentraciones de etanol probadas, siendo en todos los casos el 

valor promedio de la cepa BCGC L-024 menos inhibitorio que la 

cepa L~Ingenio; además en la tabla 3a se presenta el análisis de 

varianza en donde la concentración de etanol es también la 

variable que ejerce mayor peso sobre las otras dos, indicando con 

esto que a cada concentración de etanol existen diferencias 

notorias de inhibición, y en segundo término el nivel "cepas", 

señala que existe también diferencias de inhibición en cada una 

d.e las cepas evaluadas. en la cual en ambos casos la cepa BCGC L-

024 es mas tolerante que la cepa L-Ingenio. 

Dentro de las posibles causas del porqué sucede el fenómeno 

presentado en la tabla 3, en el que la cepa L-Ingenio tiene una 

inhibición de crecimiento gradual conforme se aumenta la 

concentración de etanol, mientras que en la cepa BCGC L-024 su 

inhibición no se comporta de igual forma, sino que hay una 

inhibición menor en las ültimas dos concentraciones altas de 

etanol, se puede decir que segün el dato reportado por D'amore ~ 
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al., (1987) en el que sel'lala que la mayor acumulación 

intracelular de etanol ocurre durante las fases tempranas de 

crecimiento o fermentacibn¡ 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 osmótico con el exceso de etanol 

intracelular presente, y no hubo p~rdida de su integridad en el 

transporte de solutos; mientras que para las concentraciones 

menores si hubo etecto nocivo. Ademas cabe sel'lalar que para que 

pueda re~lizarse este ten6meno debe existir una composición ~ 

integridad determinada de la membrana plasmética caracter1stica 

de cada c~lula en particular, que le permita su estabilidad y 

mantener la permeabilidad bajo condiciones adv.ersas. 

Dentro de las caracter1sticas de las células tolerantes al efecto 

del etanol se encuentra que ~stas tienen una composición 

especifica de écidos grasos en su membrana; una pared celular 2.4 

veces mas gruesa que las células normales (Jones, 1989); y 

ciertas cantidades de varios cationes inorgAnicos que desempel'lan 

la protección de fosfol1pidos de la membrana celular con carga 

negativa y de ciertas estructuras de la pared celular ( Nabais 

R. C., §_1;. al., 1988). 

En lo que respecta al porcentaje de viabilidad para ambas cepas, 

la cepa L-Ingenio tiene un porcentaje de viabiladad menor que el 

presentado por la cepa L-024. 

Adem&s se tiene que en el porcentaje de inhibición de la 

viabilidad para ambas cepas existe una diferencia favorable para 
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la cepa BCGC L-024 sobre 

concentración de etanol probada 

cepa L-Ingenio. 

la L-Ingenio, ya que en cada 

hay una mayor inhibición en la 

En ambos casos de porcentaje de viabilidad y de inhibición en la 

viabilidad, la concentración de etanol probada para cada cepa 

mostró ser la variable que ejerce mayor influencia, debido a que 

en cada concentración ejerce una respuesta diferente. 

7.3.2. Determinación de la inhibición por etanol en la habilidad 

fermentativa (producción de alcohol). 

Para seleccionar el tiempo óptimo de la adición de etanol, en el 

cual se observara un buen efecto de inhibición se probaron tres 

tiempos diferentes, más su respectivo testigo; los resultados 

obtenidos se determinaron en base a la velocidad de producción de 

alcohol mediante un análisis de regresión lineal a la curva de 

producción de alcohol, y se determinó la inhibición en base al 

testigo. 

El tiempo de adición que presentó una mejor curva de crecimiento 

(Fig. 15) y un crecimiento exponencial después de la adición de 

etanol que favorecieron las observaciones inhibitorias por el 

narcótico fué a las 6 h de fermentación. Este tiempo entra dentrO 

de los rangos utilizados por ~almokoff e Igledew (1965) en sus 

estudios realizados 

Realizadas las fermentaciones de ambas cepas se observO que la 

cepa L-Ingenio mostró una velocidad de producción de alcohol 

menor a la presentada por la cepa BCGC L-024. 
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Jones (1989) señala que las c~lulas 

muestran una baja en la concentraci6n 

fermentación; además menciona que 

de levaduras no tolerantes 

de etanol al final de la 

la habilidad para producir 

activamente etanol tambi~n parece estar relacionado con la 

habilidad para la replicación activa. 

En lo que se refiere al porcentaje de 1nhibici6n de la producción 

de alcohol en ambas cepas, se tiene que todos los rangos probados 

en la cepa L-Ingenio rebasan el 50 % de inhibici6n en su 

actividad, mientras que la cepa BCGC L-024 solo el 10 % y el 21% 

de etanol adicionado lograron rebasar tal proporción. Habiendo 

mencionado lo anterior y segfin el dato de Kalmokoff e Igledew 

(1985) en el que señala que cuando se inhibe más del 50 % de la 

actividad fermentativa se habla de una inhibición completa de su 

actividad. Se puede definir el rango de tolerancia alcohólica 

para cada cepa de la siguiente manera: 

La cepa BCGC L-024 de un 5 al 14 % para el crecimiento y 

viabilidad, y de un 4 al 7 % y del 14 al 18 % para la velocidad 

de producción de alcohol. 

La tepa L-Ingenio solo tolera el 5 % para el crecimiento, del 5 

al 14 % para la viabilidad y para la habilidad fermentativa no 

presenta unidades aceptables para su tolerancia. 

Por otra parte los resultados obtenidos en el rendimiento de la 

fermentación (Yp/s), la cepa BCGC L-024 mostró un mejor 

rendimiento de 0.44 , mientras que la cepa L-Ingenio tuvo un 

rendimiento de 0.40 • 
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7.4. Evaluac16n de la tolerancia al etanol de las dos cepas de 

Saccharomyces cerevisiae. 

7.4.1. Análisis estadlstico de resultados. 

Los anélisis 

existe una 

de varianza 

diferencia 

realizados pusieron 

significativa en 

de manifiesto que 

la velocidad de 

crecimiento, viabilidad y velocidad de produdcción de etanol de 

las cepas, asl corno en sus porcentajes de inhibicióh respectivos, 

debido a las diferentes concentraciones de etanol adicionadas al 

medio y debido a los dos tipos de cepas utilizadas; e incluso 

existe una interacción de los niveles de alcohol 

utilizadas para el caso de la velocidad de 

velocidad de producción de alcohol. 

con las cepas 

crecimiento y 

Las hipótesis nulas establecidas fueron rechazadas para todos los 

casos (a excepción de la interacci6n de etanol y. cepas para la 

viabilidad) debido a que la relación F calculada fué mayor que la 

de tablas. 

Se puede observar por medio de la desviación estándar el 

porcentaje de inhibición de la velocidad de crecimiento para 

ambas cepas en los 

caso del nivel de 

promedio está al 

niveles de etanol y cepas probadas; para el 

etanol, se observa que la máxima inhibiciOn 

9~ de etanol seguido del 7 y 11~ de etanol 

respectivamente; para el nivel "cepas" la inhibición 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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AdemAs se puede establecer los rangos de tolerancia para cada 

cepa en función de la velocidad de crecimiento, siendo para la 

cepa BCGC L-024 las concentraciones de etanol del 5 al 14 % 

teniendo la mAxima inhibición (48 ~) con un 7 ~ de etanol en el 

medio; mientras que para la cepa L-Ingenio su valor mAs alto de 

tolerancia es del 5% de etanol, que corresponde a una inhibición 

de 47 %, seguido de una inhibición gradual conforme se aumenta la 

concentración de etanol. 

En las figuras 20a y 20b se. puede observar por medio de la 

desviación estándar el porcentaje de inhibición de la viabilidad 

para ambas cepas, en los niveles de etanol y cepas probadas; para 

el nivel de etanol se determina que la máxima inhibición promedio 

del 15.5% de etanol se presenta con 14 % de etanol, para el nivel 

"cepas" la inhibición promedio de la cepa BCGC L-024 alcanza el 

8 %mientras que la cepa L-Ingenio su promedio fué de 9.75 %. El 

rango de tolerancia para cada cepa en función del porcentaje de 

viabilidad alcanzado es del 5 al 14 %, alcanzándose la máxima 

inbibición para ambas cepas con 14 ~ de etanol en el medio. 

En las figuras 21a y 21b se observa la desviación estándar del 

porcentaje de inhibición de la veloci9ad de producción de etanol 

para ambas cepas en los niveles de etanol y cepas probadas, 

teniendo que el valor promedio máximo de inhibición la presentan 

al 21 y 18 % de etanol con un 65 y 63 % respectivamente. Para el 

nivel "cepas" la inhibición promedio de la cepa BCGC L-024 fu~ 
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------------------------------------------------------------------ ----

mucho menor con un 42 ~. con respecto al 61~ de la cepa L

Ingenio. 

Adem&s se establecen los rangos de tolerancia para cada cepa en 

función de la ve~ocidad de producción de etanol, mostrando la 

cepa BCGC L-024 una mejor tolerancia con un rango del 4 al 7 ~ de 

etanol y del 14 al 18 % teniendo la m&xima inhibición (71 %) con 

21 % de etanol en el medio, mientras que la cepa L-Ingenio 

ninguna concentración de etanol probada fué aceptable para los 

rangos reportados por Kalmakoff e Igledew (1985)1 ya que prese~ta 

inhibiciones mayores del 50 ~ en todas las concentraciones 

probadas. 
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CONCLUSIONES 



VIII. CONCLUSIONES 

1. El tiempo adecuado de crecimiento para la cepa BCGC-L-024 fue 

de 32 h y 10 h para medio sólido y liquido respectivamente; 

para la cepa del Ingenio su tiempo óptimo fue de 36 h y 10 

para medio sólido y liquido respectivamente. 

2. La cepa BCGC-L-024 mostró tener mayor tolerancia al etanol que 

la cepa del Ingenio. 

3. Los rangos de tolerancia para la cepa BCGC-L-024 van del 5 al 

14 % vjv de etanol para el crecimiento y la viabilidad, y para 

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

4. El nivel de tolerancia en el crecimiento para la cepa del 

Ingenio solo la presenta al 5 % vjv de etanolJ para el 

porcentaje de viabilidad el rango es del 5 al 14 % de etanol, 

y para la habilidad fermentativa no presenta unidades o rangos 

aceptables para su tolerancia. 

5. El factor de mayor influencia en las respuestas del 

crecimiento y la viabilidad fue la concentración 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 estableci6 la correlaci6n que existe entre la mayor 

tolerancia al etanol y la mayor productividad, rendimiento y . 

eficiencia de fermentación de la cepa BCGC-L-024 sobre la cepa 

del Ingenio (Pinal Zuazo, 1990), poniendo de manifiesto que la 

cepa utilizada por el Ingenio de Tala, jalisco no es la 

adecuada para la producción de alcohol. 
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Fig. 21a. Intervalos de error estanaar por factores de 

promedio de las dos cepas en el porcentaje 

de inhibición en la habilidad fermentativa 

en nivel de etanol. 
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60 

56 

52 

48 

44 

.5 

NIVEL DE MEDIDA 
CEPAS PROBADA 

l. L- INGENIO 14 

2 • BCGC- L-024 14 

1 • • • • • •• 

... • 1 ... 

1.0 1.5 2.0 
NIVEL DE CEPAS 

·EFECTO 
ESTIMADO 

9.392857 

-9.392857 

PROMEDIO 
DE NIVEL 

61.21429 

42.42857 

• 1 

. , 

2.5 3.0 

ERROR ESTANDAR 

2.055977 

2.055977 

Fig. 2lb. Intervalos de error estandar por factores de 

promedio de las dos cepas en el porcentaje 

de inhibici6n en la habilidad fermentativa 

en nivel de cepas, 
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TABLAS 



OD 
U\ 

TABLA l. 

REACCIONES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA FERMENTACION ALCOHOLICA 

No. de 
Reacción 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Reacción catalizada 

Glucosa + ATP --> glucosa 6-fosfato + AOP 

Glucosa 6-fosfato <==> fructosa 6-fosfato 

Fructosa 6-fosfato + ATP --> fructosa 1,6-
difosfato + ADP 

Fructosa 1,6-difosfato <==> gliceraldeh1do 
3-fosfato + dihidroxicetona fosfato 

Dihidroxicetona fosfato <==> gliceraldeh1do 
3-fosfato 

G1iceraldeh1do 3-fosfato + NAO• + Pi <==> 
1,3-difosfoglicerato + ~1AOH 

1,3-Difosfoglicerato + DAP <==> 
3-fosfoglicerato + ATP 

3-fosfoglicerato <==> 2-fosfoglicerato 

2-Fosfoglicerato <==> fosfoenolpiruvato + 
H20 

Fosfoenolpiruvato + AOP --> piruvato + ·ATP 

Piruvato --> acetaldehido + C02 

Acetaldehido + NAOH <==> etanol + NAO• 

Rose A. H., 1980) 

Enzima 
involucrada 

Hexoquinasa 

Cofactores 

Glucosafosfatoisomerasa 

Fosfofructoquinasa 

Al do lasa 

Triosafosfatoisomerasa 

Gliceraldeh1do 3-fosfsto 

Fosfogliceratoquinasa 

Fosfoglicerato
mutasa. 

Enolasa 

Piruvatoquinasa 

Piruvato 
descarboxilasa 

2,3-difosfo 
glicerato 

Pirofosfato de 
tiamina; Mg:a• 

Alcoholdeshidrogenasa 



. 

C E P A 

BCGC L-024 

L-INGENIO 

TABLA 2 . 

% DE ETANOL 

o 5 7 9 11 

1.18 0.67 0.60 0.65 0.71 
l. 21 0.66 0.62 0.63 o. 73 

1.24 0.65 0.65 0.61 0.75 

l. 58 0.84 0.72 0.65 0.63 
1.62 0.85 o. 71 0.66 0.62 

1.67 0.86 o. 70 0.68 0.62 

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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14 

0.81 
0.81 

0.81 

0.59 
o. 6( 

0.61 



TABLA 2a 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLE: Vel. de crecimiento. 

FUENTE 
VARIACION 

SUMA GRADOS MEDIA F-CALCULADA Fo.o!ltablas 
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS 

TOTAL 2.071333 23 

ETANOL l. 7894333 5 .3578867 429.464 

CEPAS .0280167 1 .0280167 33.620 

ETANOLxCEPAS .2438833 5 .0487767 58.532 

ERROR .0100000 12 .0008333 

HIPOTESIS NULAS 

Ho1. No existe diferencias significativas en la velocidad de 
crecimiento debido a diferentes concentraciones de etanol~ 

Ho2. No existe diferencias significativas en la velocidad de 
crecimiento debido a las dos cepas probadas. 

3.11 

4.75 

3.11 

Ho3. No existe diferencias significativas en la velocidad de 
crecimiento debido a la interacción de las concentraciones de 
etanol y de las cepas probadas. 

(_) 
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C E P A 

BCGC L-024 

1 

L-INCENIO 

T A B L A 3. 

% DE ETANOL 

o 5 7 9 11 

o 43 50 45 39 
o 43 48 47 39 

o 43 47 50 40 

o 46 54 58 60 
o 47 56 58 61 

o 48 58 62 62 

PORCENTAJE DE INHIBICION F~ 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. 

,.. 88 -

14 

31 
32 

34 

62 
62 

63 



TABLA 3a 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLE: ~ inhibici6n vel. de crecimiento 

FUENTE 
VARIACION 

TOTAL 

ETANOL 

CEPAS 

SUMA GRADOS MEDIA 
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS 

9969.3333 

8378.8333 

912.6667 

23 

5 

1 

ETANOLXCEPAS 642.8333 5 

1675.7667 

912.6667 

128.5667 

2.9167 ERROR 35.0000 12 

HIPOTESIS NULAS 

F-calculada Fo.o5tablas 

574.549 3.11 

312.914 4.75 

44.080 3.11 

Ho1. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibici6n de la velocidad de crecimiento debido a diferentes 
concentraciones de etanol. 

Ho2. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibici6n de la velocidad de crecimiento debido a las dos cepas 
utilizadas. 

Ho3. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibici6n de la velocidad de crecimiento debido a la interacci6n 
de las concentraciones de etanol y de las cepas probadas. 
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C E P A 

BCGC L-024 

L-INGENIO 

T A B L A 4. 

% DE ETANOL 

o 5 7 9 11 

100 98 93 88 88 
100 98 93 88 87 

100 98 93 89 86 

100 96 90 86 83 
100 97 91 85 84 

100 98 93 85 85 

PORCI-.'NTAJE DE VIABILIDAD ALCANZADO I'OR 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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14 

86 
85 

85 

83 
83 

84 



TABLA 4a. 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLEa % de viabilidad 

FUENTE 
VARIACION 

SUMA GRADOS MEDIA F-calculada Fo.o!5tablas 
CUADRADOS LIBERTAD CUADORADOS 

TOTAL 890.62500 

ETANOL 852.87500 

CEPAS 18.37500 

ETANOLxCEPAS 6.87500 

ERROR 12.50000 

23 

5 

1 

5 

12 

170.5750 

18.3750 

1.3750 

1.0416 

HIPOTB:SIS NULAS 

163.752 

17.640 

1.320 

3.11 

4.75 

3.11 

Ho1. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
viabilidad debido a diferentes concentraciones de etanol. 

Ho2. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
viabilidad debido a las dos cepas probadas. 

Ho3. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
viabilidad debido a la interacc16n de las concentraciones de 

· etanol y las cepas probadas. 
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. 

e E p A 

BCGC L-024 

L-INGENIO 

T A B L A S. 

% DE ETANOL 

o 5 7 9 11 

o 2 7 12 12 
o 2 7 12 12 

o 2 7 12 12 

o 4 10 14 17 
o 3 7 14 16 

o 2 7 15 15 

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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14 

14 
14 

14 

17 
16 

16 



TABLA 5a 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLE: ~ inhibición de la viabilidad 

FUENTE 
VARIACION 

TOTAL 

SUMA 
CUADRADOS 

890.62500 

ETANOL 852.87500 

CEPAS 18.37500 

ETANOxCEPAS 6.87500 

ERROR 12.50000 

GRADOS 
LIBERTAD 

23 

5 

1 

5 

12 

MEDIA 
CUADRADOS 

170.57500 

18.37500 

l. 37500 

1.04167 

HIPOTESIS NULAS 

F-calculada 

163.752 

17.640 

1.320 

Fo.ostablas 

3.11 

4.75 

3.11 

Ho,. No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibición de la viabilidad debido a diferentes concentraciones de 
etanol. 

Ho 3 • No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibición de la viabilidad debido a las dos cepas probadas. 

Hoa • . No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibición de la viabilidad debido a la interacción de las 
concentraciones de etanol y las cepas probadas. 
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C E P A 

L-ING 

L-024 

T A B L A 6, 

% DE ETANOL 

o 4 7 10 14 18 

1;8803 0.5303 0.4535 0.7125 0.2428 0.4607 
1.891 o. 7134 0.3821 0.6866 0.2419 0.4008 

1.9017 0.8964 0.3107 0.6607 0.2410 0.3410 

2.619 1.6928 1.2625 0.9028 1.5142 1.1714 
2.5303 1.5062 l. 3919 1.0877 1.6062 1.4937 

2.441 l. 3196 1.5214 1.2728 1.6982 1.4160 

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. 

• 94 -

21 

0.875 
o. 767~ 

0.6607 

0.59 
o .7228 

o .8557 



TABLA 6a 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLEs Producc16n de alcohol 

FUENTE SUMA GRADOS MEDIA 
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS 

TOTAL 11.389225 27 

ETANOL 6.1691519 6 

CEPAS 3.6266403 1 

ETANOxCEPAS 1.220431 6 

1.0281920 

3.6266403 

.2034053 

HIPOTESIS NULAS 

o 

F-CALCULADA 

38.592 

136.120 

7.635 

Fo.oDtablas 

2.85 

4.6 

2.85 

Ho~. No existe diferencias significativas en la velocidad de producción 
de alcohol debido a diferentes concentraciones de etanol. 

H03. No existe diferencias significativas en la velocidad de producción 
de alcohol debido a las dos cepas probadas. 

H02. No existe diferencias significativas en la velociad de producción 
de alcohol debido a la interacción de las concentraciones de 
etanol y de las dos cepas probadas. 
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C E P A 

L-lNG 

L-024 

T A B LA 7. 

% DE ETANOL 

o 4 7 10 14 18 

o 71 75 62 87 75 
o 61 79 63.5 87 78.' 

o 52 83 65 87 82 

o 35 51 65 42 55 
40.5 44 57 36 48.5 

o 46 37 49 30 42 

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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21 

53 
59 

65 

77 
71 

65 



TABLA 7a 

ANALISIS DE VARIANZA 

VARIABLE RESPONSABLEs % inhibición de la vel. de producción de alcohol 

FUENTE 
VARIACION 

TOTAL 

ETANOL 

CEPAS 

SUMA GRADOS MEDIA 
CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS 

19200.107 

13018.357 

2470.321 

27 

6 

1 

2169.7262 

2470.3214 

ETANOLxCEPAS 2882.929 6 480.4881 

ERROR 828.500 14 59.1786 

HIPOTESIS NULAS 

F-CALCULADA 

36.664 

41.744 

8.119 

Fo.oetablas 

2.85 

4.6 

2.85 

H.~. No existe diferencias significativaa en el porcentaje de 
inhibición de la velocidad de producción de alcohol debido a 
diferentes concentraciones de etanol. 

Ho3 • No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibición de la velocidad de producción de alcohol debido a las 
dos cepas probadas. 

Ho 3 • No existe diferencias significativas en el porcentaje de 
inhibición de la velocidad de producción de alcohol debido a la 
interacción de las concentraciones de etanol y de las cepas 
probadas. 
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T A B L A 8 

C E P A 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 producto en 
base al sustrato. 

Rendimiento de la fermentación (Yp/s) de 

las dos cepas sin adicionarles etRnol 

después de 24 horas de fermentación. 
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ANEXOS 



ANEXO l. 

1.- El rendimiento (Yp/s)s son los gramos producidos del 

metabolito en cuestión entre los gramos de sustrato 

consumidos. 

Yp/s g_~T-OH (final) - g ET-OH (inicial) 
q ART (inicial) - g ART (final) 

2.- La velocidad de producción de alcohol se calcula por medio de 

una regresión a la región lineal de la curva de producción de 

alcohol, en donde la pendiente corresponderá a la velocidad 

máxima de producción de alcohol. Se calcula con la ayuda de 

un programa de computadora (NUMERICO). 

3.- La productividad se calcula dividiendo la concentración 

máxima de alcohol entre el tiempo de fermentación requerido 

para alcanzarla. 

p g de ET-OH 
tiempo (h) 
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