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RESUMEN

La produccién de azﬁcéf‘y cafna- de azcar es uno deblos fag
tores mis importantes de ia economia agrfcola de México. ta in-
dustria azucarera combina las caracterfsticas y proﬁlemas de -
las actividades agricolas e industriales,-ademAS de que enfren-
ta dificultades para sostener una economfa equilibrada, tomando
en cuenta la elevada inversifn-de cépital fido cue se reocuiere
para transformar a la cafa.de aiﬂcar'en productos comerciales.

De la produccién de a;ﬁcaf”ée obtienen subproductos de vo-
tencial valor econ6mico entfe los cuales destaca la melaza.. Es-
ta es la principal fuente de azdcares en industrias de fermenta
ciones y es ampliamente utilizada por la industria alcoholera,-
la cual se caracteriza por una baja eficiencia en los procesos
de obtencién de alcohol etflico, adem&s de que es productora de
" grandes cantidades de vinaza, residuo de elevado poder contami-
nante de los cuerpos receptores.

Con la finalidad de mejorar la economfa de la industria a-
zucarera, disminuir el dafio ecol6gico provocade vor los dese-
chos de las destilerfas de alcohol y presentar alternativas en
el uso del alcohol producido vor fermentacidn de la melaza de -
cafia, se optimizé la produccién de alcohol etflico en cultivo -
por lote en base a estudios de respiracién, concentracidén de sa
lés, concentracifén de sustrato y niveles de oxigenacién utili-
zando una cepa de Saccharomyces cerevisiae.

Complementariamente se evalu6 el efecto del uso de la vina



za como sustituyente del agua de dilucidn del medio de cultivo.
En las fermentaciones sin vinaza se alcanzaron valores de‘
productividad de alcohol de 2.533 g/lh con rendimientosde 0.420
g4/g que comparativamente a los valores de 2,200 g/lh reporta~--
dos por Nojima (23) para cultivo por lote, son sensiblemente ma
yores. Los valores de rendimiento de 0,430 g/g reportados por -
X. Bose (5) son muy similares a los obtenidos en este trabajo.
Los resultados de los experimentos con vinaza en cuanto a
productividad y rendimiento de alcohol fueron ligeramente meno-~
res, lo que abre la pogsibilidad de reciclar la vinaza en 100% y
hasta tres veces sin necesidad de adicionar sales al mediovﬁe -
cﬁltivo y sin que se presente un efecto inhibitorio signifiéétil
vo sobre la cantidad de alcohol ebten;do, lo aque pé:miﬁifiaifef,

ducir la contaminacién producida por la vinaza.




ANTECEDENTES

La situacibn social y econémica que atraviesa el mundo ac
tual y particularmente los paises subdesarrollados exige un a-
provechamiento integral de sus recursos tanto renovabhles como -

no renovables, muchos de los cuales han sido considerados..por. -

muchos afios como nroductos de desecho.

El crecimiento gradual y acelerado manifgstaél

dustria durante el presente siglo, qenera.qféhaésqulﬁmenegzdéfij
productos de desecho que son vertidos indiscfimiﬁédé@énéé'ahaf
éia el medio ambiente, con el grave desecuilibrio ecolddico -
que esto implica. Una parte importante de estos comdnmente lla
mados residuos agroindustriales son potenciales factores de -
produccibn, principalmente desde el punto de vista energético_
y es en este aspecto donde la Biotecnologfa ha cobrado impor--
tancia desarrollando procesos dirigidos a la utilizacién de'eg
tos desechos, con los beneficios ecolégicos y econ8micos que e
llo reporta. 7

Dentro de las actividades agroindﬁstriales de mayo:,impgg
tancia en M&xico, se destaca la industria azucarera yé gﬁe},éi
cultivo de la cafia de azficar es el segundo en importanqia?éésé'
fuente de energifa en la dieta del mexicano. El cultivq:ééitlpg
co de regiones subdesarrolladas y aunque es culfivd;éé‘fémpo--
ral, la diversificacién y avance en técnicas de €§i;1v§ han da

do lugar a que la produccién se extienda a cerca de ocho meses



por afio (2). ;
Un subproducto de gran valor, resultante de la obtencién_
del azdcar, es la melaza de cana, que: oor ‘s alto contenido en

azlcares solubles signiflca la’ princinal fuento de nutrientes_

en diversos procesos de fermenta'id uno de los cuales es em-

pleado para la producciﬁn de alcohol,etillco.

Durante muchos anos la oroduccién de azficar ha sido un -

factor esenc1a1 en la economia mexicana y ya aue las mela

son un producto secundario en-la obtenc16n de aauella,

una estrecha dependenc;a de la produccién de mel :a “gn

cién a los voldmenes de p;oduc¢i6n delié?ﬁ@éi;yrpo;_ o-tanto =.
de los estimulos en los precios de los ﬁeré&doériﬂiéfhadidgé;;r
les de este producto (25). Es por eilovéue la producciSn de al
cohol estd ubicada en el contexto_de‘una estructura comnleja -
donde las perspectivas distan de ser 6ptimas en muchos senti-=
dos, dado que la industria azucarera redne las caracteristicas

y problemdtica de las actividades agricolas e industriales pro

pias de un pais en vias de desarrollo.
Lo anterior nos conduce a un analisis_de 1aAsituacibn;ac-’r
tual de esta industria y de otros fédﬁdres;qﬁeiinéideﬁ en'la];,

produccién de alcohol.



S INTRODUCCIODN

ASPECTOS ECONOMICOS EN LA PRODUCCION DE ALCOHOL,

Los procesos de fabricacién del azﬁcar implican la aenera
cidn de cantidades variables de residuos y subnroductcs que en
peso, son mayores que el nroducto Fabricado., Alnunos de estos
son potenciales insumos o factores de produccidn para otros -
procesos productivos. '_

La melaza de cana constituye un subproducto de gram imnor
tancia ya que es rica en carbohidratos solubles ademis de o-
tros nutrientes, lo que representa una ventaja con respecto a
los residuos celulésicos que en su mayorfa son insolubles v -no
han logrado superar impnedimentos de tipo econSmico y tecnolSgi
co.

Esta caracterfstica proporciona a la melaza un notenc;al
energ8tico de gran valor en diversos procesos fermentativos.

Un balance global para los procesos que sufre la cafia de
azficar gue nos muestra las relaciones cuantitativas que exis-
ten entre la cafia de azfcar, producto y subproductos es mostra
do en la figura 1.

La produccibn de melaza en relacifin a la de azdecar es de

un 25 a J0% aunque se observan variaciones siqni‘icativas que

dependen esencialmente de la variedad de ana utilizada y de

la eficiencia con que opera ‘el ingenio (2

Durante los ciclos agricolas que ipre en el lanso de



BALANCE APROXIMADO PARA UNA OPERACION. DE

FIGURA
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1979 a 1984, la produccifn de melazas de cana no ha sufrido mo
dificaciones considerables, en tanto su consumo interno se ha
incrementado notablemente como se anrecia en la fiqura 2,

México en su calidad de vroductor vy exnortador imnortante
.de melazas ha dirigido su polfitica econ6mica en este renglén -
al fomento del uso interno, principalmente en el sector ganade
ro. Este apoyo consiste en la entrega de melazas para alimenta
cién de ganado a precios comparativamente menores a los aue ri
gen el mercado internacional, que son aproximadamente 21 déla-
res (US) mds 6% de impuestos contra US $ 87,00 oor tonelada, -
que es el promedio para miel no cristalizable 85°Brix entrega-
da en los puertos de Nueva Orleans/Houston (Precios Fnero de -
1984) . En cuanto a las melazas destinadas al sector industrial
para 1984, tienen precios de $§ 11 000,00 mds 15% de impuesto,
que se acerca al promedio de vrecios internacionales.

El gobierno considera cue de esta manera se aorovecharian
grandes cantidades de esguilmos agrfcolas (alrededor de 20 mi-
llones de toneladas) que actualmente se pudren en los campos,
los cuales, adicionados adecuadamente con melazas, se converti
rian en excelente fuente de energfa nara la alimentacidn ani-
mal. Esto constituiria un logro importante ante el marcado dé&-
ficit en el consumo de proteina de origen animal que afecta a
México.

Tal iniciétivg se originé a mediados de la década de los
setentas, cuagao los gobiernos de diversos pafses exportadores
determinaron fimitéiiiarexportacidn de mieles finales estimu-

lando el consumo interno. Esta decisién se tom@ con dos objetl
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vos principales: Primero, la introduccidn de un pnroorama wpara
aumentar la actividad ganadera y segundo, impulsar la produc-
cién de alcohol por fermentacién (26). Esta tendencia nuede ob
servarse en forma cuantitativa en las fiquras 2 y 3.

Estas medidas sin embargo, deber&n ser regquladas continua
mente para alcanzar puntos de emuilibrio mue arroien résulta-

dos positivos en la economia nacional. En el sector qanédergfrr

lazas en relacién al uso de maiz No. 2 (Fstandar de comnara---

cidn) puesto cque los precios a}canzan US s 107.00 muy desventg
50505 en relacién al precio pagado por los ganéderos mexicanos
{alrededor de US § 22.30). Por otro lado, la complejidad de . -
los diversos factores que afectan el mercado de las melazas o=
casionan grandes fluctuaciones que condicionan la redituabili-

dad del producto v aumentan los riesgés mercantiles a pesaffde_

que en los Gltimos afios se ha registrado una demanda y oferta .

relativamente balanceada.

Para el caso de México la alternativa redituable en‘éﬁbfé B
cas de bajos precios se presenta en el mayor uso internb)i'éﬁé*
favorece inicialmente a la produccifn ganadera y a la indqg; -
tria de fermentaciones, que incrementan en Aqgran medida él fé{?
lor agreqgado de la produccién dadoc los bajos costos péf~¢o5£éé€l
to de nutrientes. Por otra parte, en €pocas de precios'¥altééﬁ_*
la mayor participacién de México en la exportacién de melééds**

implicaria un efecto favorable en la balanza comercial,
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LA PRODUCCION DE ALCO“OL,

La produccifn de alcphéi fué désarrollada comercialmente__‘
a gran escala después ae lbﬂﬁ'y por muchos afios ha sido produ-
cido por fermentacibn prinéibélmente. Alrededor de 1968 1la sIE:,
tesis industrial a partir de etileno (producto de los gases dgriu
desecho en la refiﬁacién,de,petréleo) ha desplazado en graﬁ ‘%77f

parte la produccifn por fermentacidn, aunque en muchos pafses  ~

subdesarrollados la disponibilidad de grandes volfmenes de sug;;'

tratos, asi como la diversificaci6n de estos, ha permit;déique

la fermentacién para obtener etanol mantenga su sitio en el

mercado jﬁ).

fluido determinantemen

fermentaciones'péréﬁprqducir alcoho

Entrérlbéffaéiél
siguientes: g : ‘

1.- El aumentoiéfsgiicb en los précios internacionales -
del petréleo ocufridd a'fines de los setentas y el comporta---
miento incierto de lbs misﬁos durante los dltimas anos.

2.~ La cafda de los precios internacionales del azdcar.

3.~ Una creciente y lesiva dependencia comercial en mate- . :
ria de importacién de energéticgs_sufrida por alqunosrpaises.

4.- la necesidad de utilizar voldmenes cada vez ﬁasrqran-
des de desechos, principalmente agfoindustriales debido a sus

potenciales efectos contaminantes.
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5.« Resultados alentadores sobre la rentabilida‘

gla y comercializacidn de la proauccidn de etanol at nartlr Jde
fuentes renovables. : _” : : s

En los Gltimos anos de la década de los setentas,‘el “im-
pacto provocado por el incremento drdstico de los precios del
petrGleo sobre-la economia internacional, obligé a los gobier-
nos de mucho paises a una intensa bdsqueda de fuentes alterna-
tivas de energfa a bajo’ costo. Como resultado de gsgo,:1§;p§9~
duccibn de élcdhoi}pbf fermentacién ﬁa/reéiﬁidordeeidido‘ihnul
so; distintos procesos industriales Y aplicaciones comerciales
han sido lnvestlgados y mucho de ellos puestos en marcha ‘con -
resultados favorables en distinto grado.‘ :

Por lo que respecta a la produccidn de éldohol en Mé&xico,
el panorama es de un gran atraso y las perspectivas tecnoléqi-
cas son pricticamente nulas ya que actualmente no existen acti
vidades importantes de investigacién en fermentacién’ alcohdli—
ca con fines energéticos. Los métodos utilizados son los” mis-
mos de principio de siglo y su produccién se ajusta solamente
al consumo interno, donde la demanda nara 1984 fué satisfecha.

En la figura 4 se aprecia un moderado incremento en la -
produccidn de alcohol en general, en cambio el tipo de alcohol
etflico producido ha sufrido importantes variaciones; la pro-
duccién de alcohol potahle ha aumentado en tal ﬁorma:que;_¢aéi

ha desplazado la produccién de alcohol industrial (deéhéturél£

zado) . Aunque no se poseen estadfsticas confiables, se. conoce -
que gran parte del alcohol potable se utiliza pafaidoﬁéhmb hu=

mano; esto se refuerza por el hecho de que solamente por con-
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cepto de alcohol pota‘1e,’los fabrlcantes ‘de bebidas.al¢oh611~
cas han duplicado el consﬁmo “é it n do Ros i
1982 a 1984, su consumo pas
23 millones de litros

Lo anterior nos pr
tuacibn que Drevaleée

Los principgles

co se presentan e

Fabricantes de’ pro _cto quimicos..**fi
Fabricantes de bebidas alcohélicas.'ﬁ
Industria de alimentos.
Hospitales,

Farmacias.

Fabriﬁantes de pinturas y solventes.
Fabricantes de nroductos varios (éter;"‘

cosméticos, vinagre; qigarrosgretc.). o

Azdcar, S.A. 1985,
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Los esfuerzos en investigaciones desarrollados nor ~otras

naciones, principalmente Brasil y los Estados Unidos,g,arrojani
indicios favorables sobre el potencial ene 1

El contexto involucra ampliamente a Wéxico

les del etanol en México (9 , 20:.y

o Alcohol hidratado,‘como ‘combu

bustién interna.

- Alcohol hidratado,icéﬁé materia p

de etileno. »'7
Cualquiera de las alternativas anteriores
misma una alta demanda de alcohol. El alcoh :

grado de octanaje mayor que la gasolina;: cuanddvseiaﬁadé

ta se reduce el requerimiento de tetraetilo de nlomo:(ZO)‘

otro lado, la reaccién quimica para obtener etileno a naftirr;r
de etanol se conoce desde hace tiempo pero dehido a los bhasjos
precios y a la amplia disponibilidad de petrSleo, varias unida
des productoras quedaron inactivas hacia los afos cincuentas.
No obstante, los precios actuales y factores mencionados ante-
riormente han ampliado las perspectivas de producci6n de etile
no a partir de etanol,

El etileno es el mayor roduct' petroquimico después_ del..

amoniaco; se calcula una nroduccidn ahual mundial de 25 millo-

nes de toneladas,fgrgndes olnmenes de oolietileno, cloruro de

polivinilo, 6xido de et enb y'etilen glicol pueden ser Fabri-’
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cados a partir del endnol obtenldo nox. ermentaciﬁn. El<etiief;"

no también puede ser materia prim .

que a su vesz podxia;ser usa

%xanol, butadienéjy"tfdé (3

La obtencién de
propositos ene#@é
rios paises (Bfgsil‘ Estado .
landa y Uni®n Sé;i tro  ;_Srasil v Estados Unldos;;'
son quizi, ldé ééiseSjcqn proqiéﬁas mids ambiciosos para éu ex-
plotacibn comeréial masiva; en ambos paises estdn a la ventafé;;ff;
mezclas de combustibles formados por etanol (10 a 20%) y Qaso- :
lina. Se estima que la produccién brasilefia de etanol llegb a -
5 200 millones de litros en 1983; en 1981 produjo alrededor de  n
132 000 vehfculos con base en alcohol, con una produccién to-'t
tal entre 1979 y 1981, de 390 000; ademds, entre 1977 y 1981 -.
se adaptaron 54 000 vehiculos para usar comhustible con alco-
hol. En Estados Unidos existfan, en 1981, unos 2 000 distribuifﬂ
dores de "gasohol" (mezcla de gasolina y alcohol) repartidos =
en 28 estados; su produccifn alcanzd, en 1980, alrededor de =
500 millones de litros (7).

Para 1984, el nfmero de vehiculos'que utilizan exclusiva-~
mente alcohol en Brasil, lleg® a 1 200 000 estimando que la -
produccién se duplique para 1985. Se calcula que acfualmente -.
mds del 80% de los vehiculos automotores utilizan alcohol (4).

Como resultado del Programa Nacional de Alcohol en Bra-4—
sil, el alcohol de cafia de azdcar dej6 de ser un producto mera}

mente secundario de la industria del azdcar pasando a ser,un -
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factor importante, no s6lo de la econqm!a:del‘azﬂéékrr
la economia nacionai‘(ZI){ e :
Por lo que respecta a la demanda mundlal

aumentard un 67% nara 1990 en cuanto,aﬁbebid‘

alcohol 1ndustria1 lo que repjésentaré.un inares

49 000 millones de d61are5x

ASPECTOS TECNOLOGICOS, -

Como se ha mencionado, factores de gran importanci

producci8n de alcohol, son los costos y diqunibiiidé‘

sustratos; casos concretos y contrastantes son losrgewlajiqveg

tigacién en Brasil y los Estados Unidos:; en &ste dltimo,*las5-

investigaciones se han enfocadeo al uso de residuocs celu1651c03'
vy lignocelulésicos, los cuales representan su princ;nal fuenter
potencial de sustrato para la conversidn a alcohol (16), en’ -
cambio, Brasil realiza principalmente estudios de optimizacisn
de melazas de cafia incluyendo la utilizacién inteqral de la ca
na de azdcar, dada su importante produécidn (21). :
Diversos sustratos han probado su potencial enerqético”'i
mostrando ventajas y limitantes que van desde el aspecto econé"
mico hasta impedimentos tecnoldgicos; la tabla 2 muestra las -

principales fuentes renovables de sustrato (16}

Desde el punto de vista técnico, las melazas Yfélfth§;de
cafia constituyen la mejor opcifn para la produccidn‘dé:aidbhdl

puesto que sus caracterfsticas permiten abaratar los procesos;
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TABLA 2

PRINCIPALES FUENTES ENERGET
PRODUCIR ALCOHOL ETILICO EN

alses europeos.

{Maflz, séxgoéiﬁriéb

Almid6n de patata

Madera, aserrin y rg.';
siduos forestales

Mezclas de basuras
municipales y resie=' . =
duos de pulpa de mo-
lino

Residuos agricolas '_;Hidgé;igiéxgci
(bagazo, bagacillo ~  'da; hidrélisi
de cafia e dtica

Recopilado de:‘?aﬁéi MLf(i§3iff“
E. {1975). opd i

Cbéﬁ;?;S{Q}iéﬁz);;ﬁonfeiid’“Cin
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sin embargo no siempre estd disponible en grandes cantidades v

a precios adecuado:

de alcohol (16). Una fuente 51milar,wla pate
empleada en China desde hace muchos afio qyyroquééiGn‘de -
grandes voldmenes de alcohol (10). 'ﬁ,' '

Pafses desarrollados como E.U.A, y alqunos'oaises socia-=
listas, han dirigido sus estudios al uso de residuos celulési-
cos como materias primas. Para 1980 se calcu16 que alrededor -
del 95% de las fuentes disponibles y potenciales corresponden
a los residuos celulésicos (madera, residuos agricolas v muni-
cipales). Esto plantea un dilema partiendo de cue la tecnolo-
gfa para convertir celulosa a etanol no es rentable,. bas&ndose
en el estado actual de la misma (1%). La primera etanma requie-

re la despolimerizacidn de la celulosa y ‘los. nroblemas aue pre

sentan los métodos de hidrdlisis &cida'i'cl"

en,la corrosién_-
por &cido y recuperacidn del mimno
Sitton y col. (29), donde el JO% ‘de 'los

40% de los de operacién correspondieron a 1a'recunerac16n de1‘
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dcido sulfﬁrlco.‘

Otro tlpo de*proceso,es el de sacarlflcacidn enzimética -

sa son muy bajos (12)

Ya sea que se utilice uno'u. otro proceso. en las fermenta
ciones con fines de producir etanol como en otras industrias
de fermentaciones, el papel que jueqa el tipo de microorganis-
mo a emplear es de gran importancia, puesto que su seleccién =
influye determinantemente en la obtencién de buenos resultados,

Las caracterfsticas metab6licas de la utilizacién de azd-
cares, velocidad de duplicaci6n5 facilidad de manipulacién y -
ausencia de patogenicidad, entre otras, hacen de las levaduras
de la especie Saccharomyces ceaeui&iaei los microorganismos i-

d6neos y por ende ampliamente utilizados

am;;oae ‘las -
fermentaciones alcohdlicaS,; o |
Siendo un mxcroorganismo Eac‘ de 1 v01ucrari - |

dos gistemas enzimdticos oara la deqradacidn de qlucosa. ustos
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sistemas altamente_ ensxbles a 1as cond1C1ones ambientales en=

globan a la resplracidn anaerobia fermentacién (Ruta de Emb--

principalmgnt>,

el medio. -iix‘i"c ,

gla respectlvamente, estos ﬁltimos, derivados de la actividadr

del sistema en21mat1co delyc’:lo de los acidos tricarhoxilicos

y de la cadena respirato; 2

PROCESOS DE FERMENTACION ALCOHOLICA, *

En la actualidad existen diferentes procesos de produc---
ci6n de alcohol etflico aunque la mayoria de los de recientéif

desarrollo no han sido llevados a escaia industrial.

de tlempo preestablecidos para restituir 105 azﬂcares agotados
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FIGURA S
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FIGURA 6
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4. Isocitrato deshidroaenaéé 9: Pumarato hiﬂratasa S
5, Sistema 2-cetoqlutararo ,:IO. Malato ée hidroqenasa ‘
deshidrogenasa i Vitrato liasa'
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en el medioc de fermeﬂ“ac16n.'

con respecto al cultivo por lote, el cultivo continuo tie’

ne ventajas que se reflejan ampliamente en la productividad,‘-,,

ya que la ‘fase
fresco con una
constantes ‘las
del proceso es'

cibn son altos

plicadas y coh

En afios reciente a “desér:ollédo3iﬁnpyééiqnes en
cultivo continuo,,éém gé{el!d{éé de las ferméntadidﬁ
ciclado de levaduras §ié1Ldu1£ivo con vacio y'reéiélé"

dltimo ha mostrado altos niveles de*préductiviéédl

Otros procesos de interés y de reciente es
la immovilizaci6n de cé&lulas para producir etanol Los: ejem-

ad-

plos mds importantes son 1a inmovilizaciGn de célula{ po’
sorcisn y por atrapamiento en geles; en este dl:imo se han ob;
tenido resultados sorprendentes a eécala piloto (23). Sin em=-
bargo muchos problemas que involucra 1la inmovilizaci&n de c&-
lulas quedan afin por resolverse, incluyendo la ingenieria de -
diseiio de fermentadores y manejo de las variables 1nyolucradas
a1 ) ; ;

En la tabla 3 se observan alqunos resultados de un estu- )

dio comparativo de sistemas para la nroduccidn de:etanol
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“TABLA 3

RELACIONES DE PRODUCTIVIDAD DE DIFERENTES
PROCESOS DE PRODUCCION DE ETANOL

Sistema Productividad EtOH

Loge

Continuo

Continuo con reciclado
Vacio con reciclado
Células inmovilizadas:
- Por atrapamiento

-~ Coinmovilizadas con

enzimas

Nojima, (1983),
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ASPECTOS SOCIALES,

" La graQedad‘de las repercusiones sufridas por el medio am~
bieﬁte a causa de praﬁticas inadecuadas tanto agrfcolas como in
dustriales han sido visualizadas desde hace tiempo; esto ha ori
ginado que algunos paifses dediguen importantes recurscs para el
congrol de los problemas ambientales derivados da estas activi-
dades.

La contaminaciSn ambiental hé aumentado en proporciones -
que no pueden ser ignoradas ya que su crecimiento y complejidad
va aparejado con el crecimiento inusitado que las diversas acti
vidades industriales, agricolas y urbanas han alcanzado en el -
presente siglo. Aunque los gobiernos de algunos pafses estdn =
“onscientes de la gravedad de los efectos deletéreos provocados
en el medio ambiente y mantienen programas permanentes de con--
trol ambiental, esto no representa la generalidad de los casos.

A pesar de que se ha destacado lo anterior, en pafses en -
proceso.: de desarrollo, como es el caso de MExico, atn no exis-
ten programas colierentes y de caracter permanente, ademés de -
que no se cuenta con una legislacidén adecuada de la realidad -
del pals; los esfuerzos que se llevan a cabo actualmente, son -
aislados y afn cuando existe gran interés por parte de algunas_
instituciones, la falta de coordinacibdn de los sectores involu
crados, aunados a diversos intereses en juego, ha dado lugar a
que el problema persista e incluso se recrudezca.

Uno de los recursos vitales m&s afectados por la contamina

cidn en nuestro pafs lo constltuye el agua; la Reptblica Mexica
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na no es muy abundante en recursos hidraGlicos; posee aproxima
damente 0.1% del total anual de agua dulce en el mundo, lo gue
hace que un gran porcentaje del territorioc esté catalogado co-
mo semidesértico, dadas ademfs, sus caracterfsticas de distri-
bucidn.

La precipitacifn anual de la Replblica se estima:eﬁ?BBﬁjﬁ, .

10°n> cantidad que al compararse con la démanaa:défios cuatro

sectores mis importantes en el pais (urbano, indu r
la y de generacifn de energfa), que en 1980, fu
indica que en un plazo relativamente corto, quiza n 1990

demanda no podra cubrirse con agua de p;imér

evidencfa la imperiosa necesidad de reusar, y ra¢;9na
gua que utilizan los sectores mencionados.
Independientemente de su origen, el agua una‘ve

transformada en agua residual es vertida a los- 51stemas,de re-,l

naje y ccleccifn para ser finalmente descargada en-algﬁn 1

otro cuerpo receptor en donde, al entrar en contacto con facto—

res fisicos, gqufmicos y biolégicos propios del receptor, empie-
za a sufrir una serie de transformacioqes 1ndependientes ‘de 1a_
actividad humana , que dieron como resultado finél, haséa 'Hace
relativamente poco tiempo, su purificacibn natural.'Didho fenb-
meno sSe conoce como autopurificacién de las corrientes y es
el resultado de la accidén conjunta de fenfmenos ffsicos (dilu=--
¢ién, mezclado, sedimentécidn,Vadsbréién, étc.), fenémenos qui-
micos {difusibn con reaccién quimlca, precipitacién) y fenbme--
nos biolégicos (degradacién aerobia y anaerobla). No obstante,

la capacidad de” autopurificacidn tiene un lfmite (capacidad de
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asimilacibn) por encima del cual el cuerpo receptor ya no recu

nimal y,vegetal,,etc.) (27).-~

palmente a través de las destilerfas de alcéhol} ﬁéi:éfectq‘
contaminante, estimado en DBO se aprecia en la tabi$:4' ,

Los, procesos de producciln de alcohol por féihéﬁgé 16n éﬁr
M&xico utilizan melazas de cafia como sustrato, obteniéndose, =
por cada litro de alcohol, alrededor de 12,5 litros aproximada
mente de residuos de la destilacién, comfinmente llamados "vina
zas", ademis de agua de lavado de la misma fermentacidn (9).

Un diagrama general del proceso de prodqcci&n de a;coholy—
por fermentacidén se muestra en la figura 7. ;

Monteiro (21), en un analisis de los’ resid "inah-érr

tes descargados por las destilerias,de alcohol hacia”los cuer—é'

pos receptores, senala qu tribucién hec rlas: :na--

zas, las coloca como el contaminante‘de mayor;importnncia, lo -
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TABLA 4

" COMPARACION DE 1A DBOS, 20°c DE'DIFERENTES.
TIPOS DE AGUA EN LA REPUBLICA MEXICANA -

Tipo de agua (origen) DBO, 20°C ]mg/i)

Doméstica

Industria del Mafz
-Colector generélu¥'

Ingenio azucarero -
Cachaza .
Fabrica de alcoho

Curtidurfa

Romero Luna

cual se muestra en la tabla 5. » o ,
Considerando un valor de DBO de 15 OOOmg/l‘déVié Qﬂhéza y
la produccifn anual en la Reptblica Mexicana éh 1984,IQﬁé‘fté_
de 1400 miliones de litro§, teniendo un DBO/persona/afio de -
19 710g, se deduce que en ese mismo ahc, el DBO de la vinaza -
generada equivale al DBO producido por 1 065 449 personas en g
se mismo afio. El1 valor resulta impactante si se toma en cuenta

que es producido solo por un tipo especifico de desecho deriva



- 30 -

,:’E_‘,I. GURA Foiii

PROCESO DE - pnonucc N . DE- FERMENTA-

CION DE.MELAZAS:DE: :CARA .

VINAZA
MELAZA  -RILUCIONS pppMENTACION DESTILACION
LAVADO RECTTFICACION
AGUA DE LAVADO ALCOHOL 96°

Monteiro, 1975,
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do Gnicamente de las destllerfas de alcohol. L

res al cierre de las mismas (15).

Durante d8cadas se han buscado métddos;eficientes‘yrecéhé-‘

micos con el fin de aprovechar estos desédhéé;i' embaréo, los
procedimientos conocidos en general, 1nvclucran problemas de di
versa indole que deben ser analizados especfflcamente ‘en base a
las caracterfsticas propias de la regi6n asf como las caracte--

r{sticas de la misma vinaza. Da Gloria (11}, senala,que los pa-

rimetros importantes en el uso racional de 1la vxnaza comofferti

lizante, son su composicidn bdsica, el estudlo de las’ condicio-

nes del suelo que va a recibirlas, el cultivo que ha de ser fer

tilizado, las condiciones topogr&ficas-en relacién a. las fuentes

de vinaza (destilerfas) y consideraciones econémi as. Las posi—

bles ventajas de la vinaza como fertiliz ante son- investigadas a

fondo ya que la ap11 acién inadecuada ha contribuldo ‘a aumentar

el dafio a log suelos- un“caso particular es el ocurride en gl -
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estado de Sao Paulo donde la’ apllcaclbn de v1nazas a los sue-

los produjo la prol;ferac;é ‘de:

a'm°5°a Chupadora ( Stamox&&-
caleditrans) que debié S DR ‘

(11,21).

lado, para uso como combustible en’ las propias
y molinos de azfcar. _
3.- Produccién comercial de protefna unicelular en el molino y

concentracibn del residuo para alxmentacién animal.,

4.- Produccién comercial de cenizas potésxcas para “fertilizan-
tes.

La factibilidad econSmica de estos procesos depende de la
escala de produccibn, tipo de destilados, precio en el mercado
de product;:s convencionales sustitutos, esquemas de financia--
miento y costos de recuperacidn sobre la inversifn (ll).

El problema del deterioro ecolégico por concepto‘de vina-
zas, afecta principalmente a los pafses productores de grandes
volQmenes de azficar y alcohol por fermentacién y México no es_
la excepcibn, lo cual es mostrado en la figura 8 los ~esfuer-

205 rcalizados por pafses como Austrfa, Holanda, Inglaterra y
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GENERACION DE DESTILADOS RESIDUALE

A LA PRODUCC
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Azdcar, S.A., 1985,
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Brasil afin no han encontrado eco .en nuestro pais, ya que no se

conocen trabajos importantes a ese respecto.

Con el propSsito de mejoré}ﬁldé’proCesos actuales @ =p26{ f,
duccibn de alcohol por,ferméhtééiﬁi '

lidad y, aprovecharﬂai;ﬁiSmo

gquiente....
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estado de Sao Paulo donde la aplicaci6n de v1nazas a- 1os Sue=

los produjo la prol" rac16n de la mosca chupadora (f

catc&tnand) que debib. ser erradicada con el uso de pestldldas_i 

(11,21). -

Una.‘evaluacié

tos desde el

siguiente#rproceso

Brasil:

lo-

é.- Produccién de metano vIa fermentacidn anaer&bica: :
lado;" para uso como combustxble en” laa propmas de tiiéi;é§ 
y molinos de azficar. ‘ ‘v _‘_“ ‘ 7‘ e

3,- Produccibn comercial de protefna ﬁnibélULér'éh 61 m$1ino:y
concentracién del residuo para.aiiménéaciéh‘animai.

4.~ Producc16n comercial de cenizasrpot651cas para fertilizan-

tes,

La factibilidad econémica dé éstoé‘procesos depende de la
escala de produccibn, tipo de destilados; precio en el mercado
de productés convencionales sustitutoé, esquemas de financia--
miento y costos de recuperacién sobre la inversifn (11).

El problema del deterioro ecolﬁgico por concepto de vina-

zas, afecta principalmente a los paIses productores de grandes

vollmenes de azlicar y alcohol por fermentacidn
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Brasil afin no han encontrado:.eco-en nuestro pais, ya que no se

conocen trabajos importante: 2se respecto.

Con ellpfpp&éiﬁb é{méjbtarlldsﬂbébcésos actuales de pro-

mismo igmpé de$échos agroindustriales;i,'

a‘di mihuyéhchc¢n'ello5e1'daﬁd:é¢oF

guiente.. ..




la vinaza como fuent ¢ nutrientes en la fermentacién"




MATERIALES Y METODOS

HEDIO DE CULTIVO .

se

1.~ CLARIFICACION DE LA 'wsLA‘z'A. Utiliz'

porcionada por el 1ngenio OACALCO d'

20 una dilucifn con agua de la llav ”eniuna relaci6n de;l:l

llevandose a un pH de 3.5 con &cido sulfﬁrico concentrado.

melaza diluida se sometid a ebu111016n por 3= Smin y posterior-k'"’

mente se conservd en refrigeracién por 48hs al cabo de lo cual
se decant8, desech&ndose el sedimento (19). A la melaza clari-

ficada se le determinaron azfGcares y se almacenb a 4°C.

2.- DETERMINACION DE AZUCARES. El método se basa en la ‘cuénfi-
ficacién del color anaranjado producido al poner en contacto -
el fencl con los azflcares en presencia de &cido sulfﬁrico.i La'
intensidad de dicha coloraci6n se mide por espectrofotomeﬁria_'
v es directamente proporcional a la concentracién de ézﬁcares_

(14},
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Para 1a determinac16n de azﬁcares se - elaboré una curva pa

3¢ se hicxe-
cqnceﬁtrg

;la curva .

3,- DISENO DEL MEDIO D_E' _i::
lance adecuado de nutriénte esenciales par
la cepa, se disefi6 un medié

cidn elemental de las levéduraS;(l7)

Los resultados experlmental s ndican

carbohidratos del orden del 50% (6

ci6n de rendimiento en base a-sustréiéiés;
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, ¢ de-células  formadas o -
- g-de sustrato consumido =

Tomando como base de cdlculo lg de azfice

determiné la cantidad requerida de los-

c) AZUFRE. Requerimientos'

2 5mgv / cel’ x 0 .5g cel/g az = 1,25mg/g a;7;f

suministro (cqmo Sulfato de amonio) :

LT 139 14mg (NHg) 2504
1.25mg S/g az x THhg S =

5.16mg/g az

estos requerimientos se cubren con el Sulfato de amonio

suministrado corc fuente de nitr8aeno.,

d) POTASIQ. Requerimientos:
lomg K/g cel x 0.5g cel/g az = Smgrxlg_éz .

suministro (como Fosfato difcido de‘pptas;o):’;‘ :
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Kiba, (1973).
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Smg K/g az .x 136 09mg ‘KH2PO4 _ i
Tomg K = 17, 4Smg/g az:

estos requerlmlentOS se cubren con el Fosfato dlécido de

potasio suministrado como fuente de fﬁ;fo:o,

e) MAGNESIO. Requérimiehtos:

5mg Mg/q cel ‘®x 0. Sg cel/a az -

cuanﬁq,é'551é ;
MICROORGANISMO UTILIZADO

1.~ CONSERVACION. Partiéndobde la cepa original de levadura -
Saccharomyces cefceva{ae, la éual fué aislada de agave tequile
ro parcialmente ferménﬁado, conservada a 4°C, se hizo una re~~-
siembra en tubos inclinédos con tapén de rosca conteniendo PDA;
los tubos se mantuvieron en refrigeracidn a 4°C después de un
periocdo de incubacifn de 48h, La resiembra se llevé a cabo en
condiciones asépticas y se cubrieron con papel pArafiiﬁAdés}-~

pués de haber quemado la punta de los tapones de algodén,
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'COMPOSICION DE SALES DEL MEDIO DE CULTIVO

2.- PROPAGACIO

niendo 480ml. Sk etk
lada. La-réélembra e realxzésengaﬁbiéﬁﬁé:estéﬁiliempleahdofmg :

dios estéri}i;ﬁd?g"gn;égggqla§§f§ zblb,iZOmin:erihéubéndose ba
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jo las mismas condiciones de la siembra.

3.- CONTEO CELULAR. La concentracifn celular se midié utilizan
do el método del hematocitémetro (Bright Line, American Opti--
cal), que determina el nGmero de cé&lulas por unidad de volumen
La rapidez y representatividad son las ventajas gue se tomaron
en cuenta en la seleccién del m&todo, dadas las caracterfisti--
cas de las cinéticas desarrolladas.

El hematocitémetro consiste en un portacbjetos de cristal -
compacto e incoloro, sobre cuyo terdid‘meéio estd dispuesta =
una cémara de doble recuento (plataformas). Las plataformas -
centrales son exactamente 0.1lmm mie bajas que las plataformas_
soportes del cubrecbjetos y tiemen un rayado cuadricular de =
Neubauer que consta de un cuadrado primario de Qmmz, subdividi

do en nueve cuadros secundarios de 1mm2

cada unc y llamados A,
B, C, y D, los situados en las esquinas., Estos cuadros se em--
plean para recuento de leucocitos y se subdividen en 16 cua--
dros terciarios.

El cuadro central secundario estd dividido en 25 cuadros_
terciarios; cada uno mide 0.2 x 0.2mm y se subdividen a su vez
en 16 cuadros mis pequefios que completan un total de 400 para
el cuadro secundario central. Como regla, cinco de los cuadros
mds pequefios, se emplean para el recuento de glébulos rojos 'y
plaquetas y, en nuestro caso, es de especial atencifn puesto -
que son los utilizados para el recuento de levaduras.

El volumen del cuadro central secundario estd comprendido

por la altura de 0.lmm y el 8rea de lmmz, que en t€rminos de -
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CF IT'GURA 9"

z 1 o.2mm

3mm

lmm

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL- HEMATOCITOMETRO
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voluren equivale a l X 10 7lltIOS por lo que, para obtener el

resultado en: bas

la lectura de cinco: cuadros terc1arios “Se

establec16ﬁel

Ve conocer en forma répida las m&ximas -

Con” el propésito
concentraciones de alcohol y de azﬁcar que tolera la cepa con_
la cual se traba;é, con91deramos conveniente llevar a cabo los
experimentos por medio de un resplrﬁmetro Warburg, para asI -
mediante medicxones en el consumo de oxigeno o, de produccién -
de CO,, llevar a cabo 1a selecciGn adecuada de la c cen;rggfe

cibn de las substancxas senaladas.

1.- E‘UNDAMEN'FOS .‘,g:l,-‘re'sp;géingtr W rbiirg'_v(n ‘Melsungen),

mostrado en la fxguraAlo, s un aparato que;permit "realizar~~
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 PIGURA 10

a) VaéQfdrinq;pal
b) ‘Brazo lateral
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Q)-Rama'éxtethé
‘h)'Liauidofmanométrico

i) Pinzas de tornillo
jj'Reéervdrio7deliliquido

ESQUEMA DEL RESPIROMETRO WARBURG
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experimentos cuantitativos en sistemas.gue lleyan a cabo inter

cambios gaseosos. El pr1nc;pio del resplrdmetro se rige b651ca

mente por la Ley de los Gast

R es la constante universal de los gases; si dos de las tres

variables las mantenemos constantes durante elrexpériﬁént

curre un cambio en la cantidad de gas en el sistema, la vari
ble que no ha sido mantenida constante, dar4 la medida de la -Vf
cantidad de gas consumido o liberado. |

El "MEtodo Warburg” es uno de los tres procedimientos fun
damentales en manometria. En este método se mantienen constan-
tes durante el experimentc tanto la temperatura como el volG--
men y los cambios ocurridos en la cantidad de gas pueden ser -
medidos por cambios ocurridos en la presién.

Durante la experimentacifn, la llave de tres vias y la =
ventana del matraz deben cerrarse y el liquido manométrico lle
varse a un nivel fijo en su rama interna (normalmente a 150mm)
en estas condiciones el volumen del sistema permanece constan-
te a lo largo de todas las observaciones, La produccién o con=-
sumo de gas en el transcurso del experimento se mide por cam--
bios en la altura de la columna externa del manémetro; el volf
nen de &ste gas se obtiene multiplicando el cambic en la altu-
ra de la rama externa del man6Gmetro (h) por un factor conocido
como "constante del matraz" (k). El valor de este factor es -~

funcién del liquido manométrico, de la temperatura, del gas im
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plicadc en el proceso v del voldmen de las fases gaseosa 'y 1L

quida del sistema (30). s

La constante "k" se d

los Gases, mostrada en':la ecuaci

donde:

Si:

T, = 273°K, P

atura v nresién estén-
dar se tiene: G '

(5)

- (5)
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donde:

da Volumen;dé,gas;en_ i;"‘

éémbio1enflanf 160 de gas

donde:

En el caso de que‘H sea un consumo de gas, la ectacion 12
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queda:

Vol: £dta1 de aas
“en’el 'sistema des
: pu8s del cambio

MG P=R e BeR T m BaReH T PRl
X = V(=) =) + Vja(—)} - v (=) (
T . Fo %o T Py
Quitando paréntesis queda:
T0 P-R P=R
X=V, = — + Vo—
T B Po
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cran a VL:

T, P-R-H
X+ ((v_—)(
9o

y o S a7a)




Si consideramos: .

gueda lo sigu

el manémetro. :(mm

melaza a dife

ntes concen-

trac1ones de azdcares y etanol, aara lo cual ‘se 51qu16;el nro
ceso que a contlnuacidn se describe- ‘

En una campana.de flujo laminar, empleando en cada serie '
de experimentos: 12 matraces Warburg y un termobarémetro con -
sus respectivas ramas laterales (ventanas), se llev6 a cabo -

el llenado de la'siguiente manerat

En el fondo de cada matraz se colocaron 2 5ml de medio ~f7

¥y en cada brazotliteral 0 5ml de susnensién de células prove-

nientes del lnéculo. En el caso del termobarémetro, se coloca
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ron 3.0ml de agua destilada estéril en el fondo del matraz. -

Tanto los matyé' :

németro, cuidando que las llaves de tres vias permanecieran -
abiertas desde el momento del ensamble, » ”7 

En el bafio de agua estabilizado vor 15min a una téﬁpéra——
tura de 30°C, se sumergieron los matraces con una agitacién -~
constante por espacio de 20min a fin de estabilizar el sistéma
se vertif a continuacién el contenido del brazo lateral {célu-
las) en el seno de su respectivo matraz, pasando el medio de ~
un compartimiento a otro varias veces hasta que las cé&lulas -
fueron totalmente removidasAdel brazo lateral.

Realizada dicha operacién, se sometieron nuevamente los -
matraces a bafo de agua por espacio de 15min a efecto de alcan
zar una nueva estabilizacidn del sistema. Transcurridec este -
lapso, se procedi$ a cerrar las llaves de tres vias, bajando -
inmediatamente el liquido de Brodie de la columna interna de ~-

cada manSmetro hasta la marca de 15¢m, tomando como lectura ~-



Cone.

8

Conc. etanol
(%)

‘azfcar

-Sg-
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inicial el nivel del lfquido en\la cp;um§§;eg;erna;del manbme-
tro. , _ i e ’, ‘;4v;v -;>  L

Se tomaron lecturas cada 10&15; liévando nuebémehte ar -
15cm el nivel del liquide de 15 rama interna antes de leer - en
la rama externa. Dichas leéturas se llevaron a cabo inintéfrug
pidamente, suspendiéndose la fermentacién antes de que el :ﬁ1-

vel del lfquido en la rama externa rebase el lfmite de la esca

la, o hasta que no se.observaron cambios.

Al final de las fermentaciones se hizo conteo celular por.

el mé&todo del hematoc1t6metro, para conocer la cantida de cé--

lulas con’ las q se trabajé

donde: ,
kcoz = Constante del matraz en funcidn dE,COZI_'  
h, = = Altera final del lfquido de Brodie en la .
rama externa del manSmetro (mm) " o
h, = Altura inictal del liquido de Brodie en_ ' -
| la rama externa del manfmetro (mm) '
y:
ul CO2
QCOz =

tf X No.cel



4
(9]
~3

i

donde:

Qco, = Velocidad de produccibn de €O,

tf:jl-?Tiempo de fermentacién

7

No.cel/l =N x 5 x 107 x D x 3/10> =

N = No. de células en cinco cuadros

‘D = Dilucién de la muestra

FERMENTACIONES 'REALIZADAS,

1.~ TEORIA. La forma m&s antigué'déﬂérﬁp;gaCidh:Qéfgdé;@icidp;
ganismos ha sido el tradicional cﬁlﬁiﬁé pbfxiﬁfe, fénéévaldﬁié
tivo Batch. El proceso en general consiste en colocar el micro
organismo en un medio que permita el crecimiento hasta que es-
te cese por sf mismo o sea interrumpide deliberadamente.

La principal caracterfstica del cultivo por lote es que -
el crecimiento sufre cambios en su comportamiento con respecto
al tiempo, es decix, es un cultivo en estado no estacionario y
presenta fases de crecimiento definidas y que pueden ser repre
sentadas grdficamente en una forma general en la figura 1ll.

Monod ha considerado el crecimiento de un cultivo micro--
biano como una sucesifén de fases caracterizada por variaciones
en la velocidad de crecimiento (2). La fase LAG, es la etapa -
de adaptacién del microorganismo al sistema y no hay variacifn
en su crecimiento; es en esta fase donde se llevan a cabo el =
mayor ntmero de cambios en la fisiologfa y los mecanismos bio-
l6gicos de las c¢€lulas, puesto que el microorganismo dirige el

aprovechamiento de la energfa en la induccifn v sintesis enzi-



- 58 =

FIGURA 11

:

i
i
|
i
1!
1 !2} 3 4 5 6
TIEMPO
FASE ’ VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
1. Lag 0
2. Aceleracién incremento
3. Logaritmica constante vy mixima
4. Retardamiento  disminuye
5. Estacionaria 0
6. Muerte- _ .. - negativa

‘CURVA TIPICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE.

SR
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m&tica necesaria para la replicacidn,

El aumento gradual en el ndmero de células indica el ini-
cio de la fase de ACELERACION que culmina cuando se alcanza la
mixima velocidad de crecimiento permitida por las condiciones_
ambientales. Al intervalo que permanece constante dicha wveloci
dad, se denomina fase de crecimiento LOGARITMICO O EXPONENCIAL
Una declinacifn gradual del crecimiento es indicio de que las_
condiciones se tornan desfavorables; en esta fase llamada de -
RETARDAMIENTO, los nutrientes se empiezan a agotar o hay ccumu
lacifn de productos t8xicos del metabolismo del propio organis
mo o bien ambos efectos se conjugan. Esto conduce a una fase -~
ESTACIONARIA de nulo crecimiento, culminando en la fase de =-
MUERTE CELULAR si las condiciones inhibitorias persisten.

Es evidente que en términos de productividad de biomasa -
el interés se centra en el perfodo de miximo crecimiento el -
cual se presenta en la fase LOG, sin embargo no siempre es asi
especialmente cuando el objetivo es obtener algln metabolito -
en particular,

En uno u otro caso, el factor mis importante es la produc
tividad y el prop8sito inicial es alcanzar un nfmero suficien-
te de cBlulas, lo que se logra durante la fase exponencial en
la cual el crecimiento constante permite deducir que, la razén
de cambio de la éoncénttacién éélular es directamente propor--
cional a la concentracién celular y que puede representarse co
o I e

‘ g dx .;
— o X (19)
dt
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Intr oducxendo una constante de proporcionalxdad.

en donde:

Integrando la cuacidn) poniendo como lfmites desde un 'f

tiempo cero hasta "t" y la concentraciGn celular desde "x " has

" n. o 7;7”,_::‘”':,1: sl
ta x2 e

o (22)

lo que nos d4:

R 'x2?°"""" I S :
nt =_1n( =) (23)



Despejando X, que es la concentracidn celular a un tiem-

po "t".y tomgndog§n§i 6g

icroorganismo emple

Es posible.calcul iempo de duplicacifn:t.

yendo ‘en (23’

Esto 1mp1ica que, conociendo la velocidad de crecimiento_

y la concentracién inicial de células. se fnuede'n redeci.

comportamiento del microorqanismo a’ un tiemno "t“" s;emnre v

cuando el crecimiento se encuentre en la fase exponencial
Considerando ‘que en un cultlvo nor 1ote se llevan a cabO‘

las etapas mostradas en-la fiaura 12, tenemos.:“‘k

7,:'.[‘,17, =t +-;tij t'.2+ tm = o (27)

donde:

Ty = Tiempd total
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FIGURA 12

g o TIEMPO
TT —

b= Tiempo de duracidn de la fase lag

tmz Tiempo emoleado en el crec1m1ento logaritmicofi
t0~ Tiemoo de la fase de decllnac‘k - '
1= Tiempo de preparacién de’u

= Tiempo ;otal:

 POR’ LOTE

PLENPO 2OTAL DS U CICED 5% LY




i
o3
ta

i

(22
[}

0 Tiempo de declinacién y/o muerte

.‘ﬁ"
u

1 Tiempo. de preparacidn

= Tiempo de duraci6n de la fase Lag

e
{8 )
noo

‘Tiempo empleado en el cre#fi

Por 1o qu

donde:

'rT involucra todas las fases de la ciné&tica.

La productividad expresada como la produccién en un tiempo

determinado puede aplicarse al cultivo por lota:

X=X

X
Pee—= (30)
TT



Como:

en donde:

donde:

Yx/ = Rendimiento en base a sustrato (g/g}

s
0

‘l!

Concentracién final de sustrato (g/l‘

- b4 -

X =X

m
Sp s

Concentrac16n inicial de sustrato (g/l)

la productividad -

Rendimiento de. producto en base a sustrato?(q/g)

Concentracién maxima de producto "q/l)*

Concentracién inicial de oroducto_(g/l)“}i !
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donde:

etanol en un cultivo
En unrcultiv ’n
traduce en la prodﬁccié

tenemos que, el balance

expresién siguiente:

donde:

Qp = Velocidaqiaé-féfmacién;de producto (g/g-h)
En el presente caso, la ecuacién de halance de materia so-
bre el producto es la que mis interesa, nuesto mue es mds impor

tante la generacién de producto v no la hiomasa.

Integrando (35) v desnejando "t" se tiene que:



G

£ S 40
In k

L

x
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(41)

Despejandonpb

Y factorizando:

lo que fiﬂalmehfé?QﬁéQé

que es una ecuaqidn que nos permite calcular la fdrmacién[derf

producto para una fermentacién de tipo batch.
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2.- DETERMINACION DE ETANOL POR EL METODO DEL DICROMATO DE PO=-
TASIO. La determinacién de etanol se llevé a cabo mediante la
titulacién del Dicromato de potasic no reducido por el etanol

presente en la muestra, de acuerdo a como se muestra a conti=- :

nuacién:

2- , SR
2cr,05 ,+ :§,¢:53

Sulfato fegrqébfamOniacal

Cr2Q2° ;léFé2+

Tal procedimiento consistié en colocar 5ml de Dicromato -
de potasio 0,4N para muestras conteniendo no menos de 3% de e-
tanol, en un matraz erlenmeyer de 250ml; posteriormente se di-
luy§ con 30ml de agua destilada. Esta dilucifn se enfrif en un
bafio de hielo hasta que su temperatura alcanz& los 4°C aproxi-
madamente. Se agregaron cuidadosamente 30ml de Acido sulffrico
concentrado, de manera que la mezcla né se proyectara. Cuando_
la temperatura descendi8 a 25°C aproximadamente, se procedi$ a
agregar lml de la muestra titulando el Dicromato de potasio re
manente con una solucién de Sulfato ferroso amoniacal 0.1N u-
sando 2 gotas de indicador de ferrofn. El vire fué de azul ver
de a café rojizo,

Cada muestra se titulé por triplicado usando un blanco --

sustituyendo la muestra con agua destilada.
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Preparacifn de la muestra. Se tomaron 30ml del medio de fer--

mentacidn y se centrifugé a 5000rpm durante Smin' Del sobrenau,

% etanol = {(ND x mlDM) .- (NSF x mlSFM

Donde:
NSF = (nlDE x ND}/mlSFB ; S
ND = Normalidad del Dicromato‘de:po€§§i¢b
mlDM = ml de Dicromato de potasi§ gtiiizad6s |
en la muestra | |
NSF = Normalidad del Sulfato ferroso amonia

cal

mlSFM = ml de Sulfato ferroso amoniacal gasta
dos en la muestra
PEQE = Peso equivalente del etanol

mlDB

[}

nl de Dicromato de potasio utilizados
en el blanco
mlSFB = ml de Sulfato ferroso amoniacal gasté_

dos en el blanco
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3.~ EXPERIMENTOS EN MATRACES, Considerando que se pretende te-
ner la mdxima concentracidn inicial posible en cuanto a sustra
to, sin que exista una inhibicifn significativa de la fermenta
cidn y que ademds ocurrir8 una disminucifn de dicha concentra-
cidén al agregar el inSculo, gse opt6 por utilizar ungfcodcéntfg
cibn midxima de azfcares en el medio de cultivo;

Por otro lado, el uso de altas concentraciones de az@ear, -

implica de acuerdo con la tabla de disefio  del medio, élfémpl“éy

de una concentracifn alta de sales, lo gque da como resultédc,_
una elevaci8n de la presi6n osmbtica del medio, que puede afec
tar el metabolismo celular y reflejarse en la actividad fermen
tativa.

Con el objeto de medir el efecto de las concentraciones =
de azficares y sales scbre la produccién de etanol, se desarro-
118 una serie de fermentaciones en matraces erlenmeyer. Para -
gsto se prepararon 14 combinaciones diferentes de azfcares y -
sales de acuerdo a como se muestra en la tabla 9, cada una por
triplicado, en matraces erlenmeyer de 500ml de capacidad, con-
teniendo 100ml de medio melaza. Partiendo de la cepa conserva-
da en refrigeracibén e incubada a 30°C por 24hs, se procedid a_
resuspender el crecimienteo de un tubo inclinado transfiriéndo-
lo a un matraz erlenmeyer de 500ml de capacidad el cual conte-
nia 100ml de medio al 4% de azﬁcares Y la concentracién de ua-
les equivalente de acuerdo ‘a1 diseno del medio. Esta siembra -

se mantuvo en agitacifn por 24hs a lsorpm Y 30°C.;

Los matraces de la serie .se inocularon con 4ml d la siem

bra sometiéndose a incubaci6n {(Environ Shaker mod‘ 3597~2t08)
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3.- EXPERIMENTOS EN MATRACES. Considerando que se pretende te-
ner la mdxima concentracién inicial posible en cuanto a sustra
to, sin que exista una inhibicién significativa de la fermenta
cién y que ademds ocurrird una disminuci®n de dicha concentra- :

cibn al agregar el inéculo, se opt6 por utllizar una concentraif

cibén maxima de azdcares en. el;medio de cultivo.

Por otro lado, el usj‘ c' traciones de’

implica de acuerdo con: la tabla de diseno.del medlo, el empleo;‘

de una concentracién»alt

una elevacibn de la presién os ntica del medio, que‘pue e afecf"
tar el metabolismo celula"y, efléjarse en la actividad.fermen
taliva. k '

Con el objeto de medir el efecto de las concentracionesr-
de azlicares y sales sobre la produccién de etancl, se desarro-
116 una serie de fermentaciones en matraces erlenmeyer. Para -
esto se prepararon 14 combinaciones diferentes de azficares y -
sales de acuerdo a como se muestra en la tabla 9, cada una bor
triplicado, en matraces erlenmeyer de 500ml de capacidad, con-
teniendo 100ml de medio melaza. Partiendo de la cepa conserva-
da en refrigeracifn e incubada a 30°C por 24hs, se procedib a_
resuspender el crecimiento de un tubo inclinado transfiriéndo-

lo a un matraz erlenmeyer de 500ml de-capacidad-el cual-conte-

nia 100ml de medio al 4% dé azﬁcaréé y'lavconérntracidnide sa-

les equivalente de acuerdo al- diseno del medio.:Esta siembra -
se mantuvo en agitaciéb 41 ' )
Los mat:aceq,de la sert ocularon con aJSiéé

bra sometiéndose a incubacién




TABLA 9

~ EFECTO DE LAS SALES EN LA TERMENTACION

Coﬁﬁiﬁé¢i6n

% Azdéér'

- '[L -

Conc. sales
(expresada
como se equiv,

en conc, azfi-
car (%))
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durante 24hs a 30°C y lSOrpﬁ;kLos;par&métros de control esta--

blecidos fueron concentracidhfaé”é?QQQ:es; cdncentfaéidh_défé?» 

tancl y ntmero de células.

4,- DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DEVOXIGENO f: o
(Kla) DEL FERMENTADOR EN FUNCION DE LA AGITACION Y FLU&
RE, El coeficiente volumétrico de transferencia deroxiggn
termina la capacidad mixima de un fermentador paréjéﬁh

oxigeno al sistema. Esto nos permite establecer lafca:g

biana mixima en un cultivo donde la concentfaciéniﬁgfﬁxigéﬁq ;ir>
pudiera ser limitante, .~r,‘~::w 
Por ello, la importancia de la transferencia de oxidehb -
reside en el hecho de que &sta debe ser por lo menos igual a.—
la demanda de oxfgeno por parte de los microorganismos, princi’

palmente cuando estos crecen a una velocidad elevada (1).

Para la determinacién del Kla se emplean varios nmétodos,.. . .

entre los cuales se puede mencionar el método por oxidaciﬁn'dé_
Sulfito de scdio.

El método consiste en simular una fermentacifn midiendo -
la razén de consumo de oxigeno en una solucifén de Sulfito de -

sodio conteniendo un ién catalizador adecuado (Co2+ o Cu2+)

Para ello se colocaron 5 litros de agua en el fermentador
manteniendo la temperatura a 30°C y se adicion6 Cloruro de co=
balto como catalizador. Posteriormente, se aeref el fermenta4

dor hasta alcanzar la concentracién de saturacifn ajustando el‘

graficador a 100%, inmediatamente despueé se agregaron 12g de

Sulfito de sodio dejando de aerear para permitir el consumo de
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oxigeno disuelto en el agua, de acuerdo a la siguiente reac—-

cién:

Obteniend§ la mfnima concentr&éién‘de okigéﬁS{ISe proce;f
dié a aerear el fermentador empleando diferentes valores de a-!
gitacién y aereacién mostrados en la tabla 10. =

Tomando como t = 0 al momento de iniciar la agitacién y -
aereacién, se midié la concentracién de oxfgeno con un electxg
do de oxfgeno disuelto acoplado a un analizador de oxigeno fmg,ﬁi
delo No. 81 de NBS) cada 10 segundcs.

Partiendo de la ecuacién:

D2 -gla(cr-0 o um

y si en la detéfmiﬁé¢iéﬂ de d°2;'C’£ 0 entonces: -
R e ;:—_ g EEpocpe

“Kla = "dt- - o T (48)
e o _ , h



Rl
ot
1 (B

1.6 L




Donde:

C* = Concentracién de oxfgeno en el

5.~ MONTAJE Y OPERACION DE LAS FERMENTACIONES. Con objeto de.-

mantener un control estricto sobre las condiciones de creci--
miento, se realizaron las fermentaciones en un equipo de fer-
mentaciones de tipo automdtico con controles integrados y una
capacidad del vaso de 141 (New Brungwick. Scientific Co. USA),

El equipo estd compuesto por un reactor de vidrio Pyrex -
con tapas superior e inferior de acero inoxidable. Los parémef
tros ambientales de importancia que son registrados por el fer
mentador son pH, temperatura, velocidad de agitacidn, veibdi-%
dad de aereacifén y nivel de espuma.

A excepcibn del sistema de agitacién, todas las entrddas
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y salidas del reactor,estap,dispuestas en la tapa superior del

mismo como se mueStraréﬁfi : fﬁ%af 5 EI;eQUipb adicional es
de las siguiehtég16aré¢£éti§ticé$é e

Control de pﬂf;‘A

en un tubo sellado y sumergidc en e

edio. de: fermentacién, re

gistra la temperatura, la‘éﬁéilé' a automiticamente me-

.diante circulacifn de agua fria,o,caliente'?idéterminada por -
el selector de temperatura, Un gréfiééddfkintegrado al panel -
permite detectar las posibles fluétuaéiones_en el sistema.
Velocidad de agitacién.=- El sistema de agitacidén en el reactor
consta de tres turbinas de paietas pianasrsoportadas en una co
lumna giratoria la cual se acopla a una base externa situada -
en el panel. La velocidad de agitacién puede ser variada desde
¢ hasta 1000rpm por medio de un control situado en el panel,
Velocidad de aereacidn.- El suministro de aire se realiza por-
medio de una bomba de 1/4 de caballo de potencia. El flujo es:
controlado por un rotimetro incluido en el equipo. El»éiéb@éi;iTH

tivo cuenta con filtros de aire esterilizables-por-calor ﬁhé**'“

do.

Nivel de espuma.- Léjeépgm _puede ‘ser:controlada: por dos: meca- .
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L H*b ma
ACCESORIOS DIMENSIONES
Suministro de aire a, Altura del tanaue
. Control de temperatura b, Ancho del tanaue
Sistema antiespumante

Venteo

Electrodo de pH
Toma de muestra
Circulacién de agua
Sistema de agitacién
Impulsores

ESQUENA DEL FERMENTADOR UTILIZADO
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nismos ya sea por medio de un rompedor mecdnico o inyectando -

antiespumante con una bomba dosificadora, larcual‘agfpa:gn,:eg/

no el cual mide la concentracién de oxigeno que es reglstrada

y graficada en un mSdulo conectado al fermentador. El control

del nivel de oxfgenc disuelto en el fermentador puede ser. regu;fjf

lado modlficando las velocidades de agitacifn y de aereacxﬁn.

Todos los experimentos en lote se realizaron siguiendo la m:

misma metodologfa a excepcién de las variables sujetas a estu-

dio (Velocidad de agitacién, velocidad de aereacifn y composi; L

cién de medic) las cuales se reportan en el cuadro de resulta- '
dos respectivo. V |

Con el vaso del fermentador lavado con agua destilada y -
secado con calor, se procedif a cerrar las entradas y salidas_
con sus respectivas conexiones que fueron esterilizadas previa
mente por calor hiimedo. Colocado el vaso en ambiente estéril -
se vaciaron 5 litros de medio estéril al 16% de azfGcares ajus=-
tados a un pH de 5; a continuacién se agreg8 1 litro de inbcu=-
lo previa incubacién por 24hs. Posteriormente se monté el reac
tor sobre la base del panel, efectuando las conexiones necesa-
rias a sus respectivos controles. Despuds de una agitacibén a -
200rpm por 3-5min a efecto de obtener un mezcladc hombgeneo se
procedif a tomar la primera muestra (muestra inicial) e inme--

diatamente se fijaron las condiciones de fermentacién,



!
N

[¥o]
!

Puesto que el metabollsmo de la‘levaduraftlende a: agldlfi'

(lml) se destind a conteo celular, -

ué‘sometida a centrifugacién duranterrf

S5min a 4000rpm5p§:‘ nallzar ‘azlicares en el sobrenadante. La -,
fraccién restante fué destilada en un equipoc. Ouick fit para e

destzlacién s1mple, determinando nosterlormente la concentra--

cién de etano 8] destxlado.

Con.e‘u‘:

miento de;Sds:, "
tacién y aeteadi_ cu tivos”pox lote,

rimentos en fermentador de la siguiente manera‘



Se fijaron'y mar*uvxeron constantes en- todas las fermenta

ciones los siguientes par&metros

la. Fermeﬁlaéién

durante'ﬁbd

nes, efectuando un cese total de la aereacxdn y un_

cién de la agltacidn a 50rpm al término de la fase LOG.

3a. Fermentacifn.- Manteni&ndose las mismas condlciones del i-f}

nicio de la la. fermentacién, en ésta cinética se interrump16

el suministro de aire aproximadamente a la mitad de la- fase5*

LOG, manteniéndose la velocidad de agitacién a SOrpm.r

4a, Fermentacién.- En esta fermentacidn se mantuvieron constanii

fernentacién.,”

7.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VINAZA EN LA FERMENTACION AL
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COHOLICA. Para evaluar la 0051b111dad del reuso de V1naza como

mxnistro

:reguerimientos

com9051c16 d

foro los el

la. Fermentacién co T . ¢ Fermentacibn .se sustltu-

y5 completamente el agua de [dilucid rdelimedio —pqr vinaza -

(100% de vinaza y 0% de aqua).
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caleio
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‘
2a. Fermentacxén con v1naza. Se desarrollo sustltuvendo oor -

vinaza un 66 Gikdel aquamde dilucién:-del medio

3a, Ferment
un 33.3% de vinaza

tivo.




RESULTADOS

concentracién de-

figuré'14

VELOCIDAD . ABSOLUTA DE ERMENTACION (Qco

EN ]Jlgas/cel h xlO 7 PARA LAS DIFERENTES CONCENTRA 0
: TANOL b's AZUCAR PROBADAS
Concentraciém: -~ . . Concentracién de azGcar: (%
de BN
etanol (%) -

12
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VELOCIDAD RELATI
TAJE DE LA VEL
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PIGURA 14

Qco
240
354
30
25
20
10
St
' e e e ——— A
[¢] 4 8 12 16 20
Cazycares(®)
Conc. Etanol
®: 0%
A, 1%
Q: 8%
d xX: 12%

EFECTO DE'LAS CONCENTRACIONES' DE - ETANOL,':" T

Y AZUCARES ‘SOBRE LA VELOCIDAD ABSOLUTA DR
'FERMENTACION, Qco, (ul gas/cel.n x 1077) -
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EXPERIMENTOS EN MATRACES. Los- resultados del efecto de 1a .con=

centracibn de sales en;, la produccién de etanol y el crec1m1en-t»

to celular se res men ‘las’ tabl s representan'

en las flgu;as ;5

EFECTO DE LA‘RONCENTRACION DE . SALES VARIAS:CONCENTRACIONES |
DE AZUCARE s

W O ~3 o U & w N

—
o

-
[N

-
oW

*concentracién de sales expresada como s equiValente en con--
centracibn de azticar (%), de acuerdo al disefio del medio ya -
descrito.



- 88 -

FIGURA 15

9ecel/l
32+
24 d
161
8 /
0 4 8 12 16

CAzdcares (%)
Conc. Sales
o, 2%
A 4%
X : 8%
0:12%
0 :16%

EFECTO-DE -LA CONCENTRACION DE AZUCARES SOBRE
LA PRODUCCION CELULAR, A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SALES
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FIGURA 16

dcel/l
324

24 4

164

Cona
Conc. Azfcares Sales
4%

8%
12%
16%

oP X0

EFECTO.DE. LA CONCENTRACION DE SALES SCOBRE
LA PRODUCCION CELULAR A DIFERENTES
S CONCENTRACIONES DE AZUCARES
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FIGURA 17

fEtanol
34
21
11
0 4 El 12 16
cAzﬁcares(%)

Conc. Sales

0 : 2%

®: 4%

% B%

& : 12%

D : 1l6%

EFECTO. DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES SOBRE
LA PRODUCCION DE ETANOL UTILIZANDO
VARIAS CONCENTRACIONES DE SALES
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FIGURRA 18

tEtano

0 2 ] 6 8 0 12 11 16

CSales
Conc. Azfcares
4%

eOxo

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALES ‘SOBRE
LA ERODUCCION DE ETANOL UTILIZANDO
VARIAS CONCENTRACIONES DE AZUCARES
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T ABLA 15

PRODUCCION RELATIVA DE- ETANOL EXPRESADA COMO UN PORCENTAJL DEL -
RENDIMIENTO MAXIMO OBTENIDO A UNA CONCENTRACION DE
'AZUCARES DE 8% Y UNA CONCENTRACION DE SALES DE 2

Combina016n ;

cOnc. Azﬁcares -~ Conc. Sales
- * o
NO. T

(%) Y

G o N B W N

I T
LW N e O

* A i
Concentracid
centracidn d
descrito.
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CFIGURA 19

Etanol
(%)

90 4

80 1

70 |

0 4 8 12 16
CAzGcares(%)
Conc. Sales

9, 2
Q. 44
O, 8%
X : 12%
A 164

PRODUCCION RELATIVA DE ETANOL, EXPRESADA COMO EL
PORCENTAJE DEL RENDIMIENTO MAXIMO OBTENIDO
(A UNA CONCENTRACION DE AZUCAR DE 8% Y UNA
CONCENTRACION DE SALES DE 2%) CONTRA
CONCENTRACION DE AZUCARES
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DETERMINACION DE KLA;

Los valprésfdétkiafbbiéﬁidbsiééfmﬁéétfan;én la tabla 16 y

las figuras 20 22 20

" 180.00
~.197.,53
8.39
36.25
o 102.28
© 122,08
139,32
11.81
43,23
© 96.88
142,27
360,00
11.81
45,00
109.15
180.00
360,00
11.99
45,29

£ 104.40
191,88

'f1264.03' ~216,00
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FIGURA 20

400

Kla

3004

2004

1001

200 400 600 800 1000
rpm

COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO
CONTRA AGITACION, SIN AEREACION
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FIGURA 21

400
Kla ;

3009

200

100 4

200 400 600 800 1000
rpm

COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO
CONTRA AGITACION, CON AEREACION
DE 0.4 1/min
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CFIGURA 22

4001
Kla
3001
200
1004
200 400 600 800 1000

rpm

COEFICIENTE GLOBAL DE-TRANSFERENCIA DE OXIGENO -

CONTRA AGITACION, CON AEREACION
. R OE LG
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FIGURRK 23

400
Kla
300 1
200 1
100 1
200 400 600 800 1000
rpm

COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO
CONTRA AGITACION, CON AEREACION
DE 1.2 1/min
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FIGURA 24

400
Kla

300 4

200 4

100 4

200 400 600 800 1000
rpm

COEFICIENTE. GLOBAL. DE.-.TRANSFERENCIA -DE OXIGENO”:”

CONTRA AGITACION, CON AEREACION - =
omisymn
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FIGURA 25

400
Kla

300

200 4

100

ol
.
.2 1.6
Aereacifn(l/min)
Agitacién(rpm)

®: 200
A 400
X: 600

: 800
©:1000

o
.
P
b
o
* o
<
fu

COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO
EN FUNCION DE LA AEREACION, A DIFERENTES
NIVELES DE AGITACION '
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EFECTO DEL. NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACLON ALCOHOLICA.

Los. resultado “de

de ox;genajké

se represe

RESULTADOS DE CINET NDO EL
NIVEL DE OXIGENACION: TES "FERMENTACION

Fig.

26 0,201
27
28
29
30
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 FIGURA 26

Etanol}] $Az
(¥ g 4121

31 6
21 4 7.5
5.0
1 21
T 2.5
16 18
t(h)
vel.de agitacidén: 200rpm @ AzGcares
) ! g Células

Aereacién: 0.4 1l/min gEtanol

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACION
SIN VARIAR LAS CONDICIONES DE AEREACION
5 Y AGITACION (AEROBIA)
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FIGURA 27

BEtanol}%az

64 12

4 2

2 4 6 38 1'onz 14 16 18
corte lde aire t(h)
Vel, de agitaci®n:

indcial: 200rpm (o}

£inal 3 50rpm p pidcares
Aereacisn: ¥ Etanol

inicfal: 0.4 1/min

final : 0.0 1/min

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACION
MODIFICANDO LAS CONDICIONES DE AEREACION Y
AGITACION AL FINAL DE LA FASE LOGARITMICA
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FIGURA .28

Etanol
(%)

2

2 4 6 8 10 12 14 16 18

corte*de aire t(h)

Vel. de agitacidn:
inicial: 200xpm
final : 50rpm

Aereacidn:
inicial: 0.4 l1/min
final 1 0.0 1/min

O AzQcares
0 Ccélulas
® Etanol

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACTION
MODIFICANDO LAS CONDICIONES DE AEREACION Y
AGITACION DURANTE LA FASE LOGARITMICA
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FPIGURA 29

Etanol] $Az
(%) :
6y 12
4 10 7.5
115.0
4 81
12.5
3“ 6 10.0
2 N 7.5
1 5.0
iR ﬂ
2.5

2 4 6 8 10 12 14 16 18

cortefde aire t(h)
Vel. de agitacién: @ Azdcares
inicial: 200rpm B células
final : 50rpm ® Etanol
Aereacién:

inicial: 0.4 1l/min
-~ “final .3 0,0 l/min

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACION
MODIFICANDO LAS CONDICIONES DE AEREACION Y
AGITACION AL INICIO DE LA FASE LOGARITMICA
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VINAZA EN LA FERMENTACION ALCOHQ
LICA, i

Los resultac

RESULTADOS DE CINETICAS EN CULTI
CONCENTRACIONES DE VINAZA: EN .E

Fig. Yx/s

No, g/49

31 0.076
32 0.088
33 . 0.084.
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FIGURA 30

Etanol] Az - ‘22.5r,fl
(%)6 B R
L20 0.
5. 17,5
b 15.0
44
12,5
5 L 10.0
b 7.5
2
} s.0
1
b 2.5

2 4 6 8 10 12 14 16 ‘18

t{h)
Vel, de agitacién: 50rpm g }éégﬁizzs
Aereacién: 0.0 1/min ® Etanol

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACION '
SIN. MODIFICAR LAS CONDICIONES DE AEREACION '
Y AGITACION (ANAEROBIA)
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FIGURA 31

Etanolj %Az - 2.5
(3) C
/1
6t 171 2Q.ogcel

sl 10 117.5
15.0

4 8
12,5
31 6 110.0
7.5

2 41
+ 5.0

i 2
2.5

2 4 6 8 10 12 14 16 18
t(h)

© Az(cares
g Células
° Etanol

EFECTO DE LA UTILIZACION DE VINAZA EN LA
FERMENTACION ALCOHOLICA. SUSTITUCION POR
VINAZA DEL 100% DEL AGUA DE DILUCION
DEL MEDIO
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FIGURA 32

Etanol
(%)
6

3

3

2 4 6 8 10 12 14 16 18
t(h)
® Azflcares

g Células
° Etanol

EFECTO DE LA UTILIZACION DE VINAZA EN LA
FERMENTACION ALCOHOLICA, SUSTITUCION POR
VINAZA DEL 66.6% DEL AGUA DE DILUCION
DEL MEDIO
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12.5

10.0
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"PIGURA 33

Etanol PAz 22.5
(%) : ) :
g..1/1
6 20,0 °81”
5 L 17.5
15.0
4]
12.5
3 I 10.0
] 7.5
5.0
14
2.5

p— .

2 4 6 8 10 12 14 16 18
t (h)

O Azdcares
O cslulas
® Etanol

EFECTO DE LA UTILIZACION DE VINAZA EN LA~ -
FERMENTACION ALCOHOLICA. SUSTITUCION POR
VINAZA DEL 33.3% DEL AGUA DE DILUCION
DEL MEDIO »



1.4

1.2

1.0
P 008
{(g/1*h)

0.6

2.2

1.8

YX/51.4
{g/9)
1

2

—an we an -

7100

*

% DE
" VARIACION

46 .5

7.8

100

—-===1100

*

LR

100

Valor de referencila  (anaerobia)

% DE VINAZA
Valor m&ximo obtenido (sin vinaza)

EFECTO DEL USO DE VINAZA SOBRE LOS PRINCIPALES
PARAMETROS DE PRODUCCION CELULAR
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PIouRA 3

)
100

% DE
VARIACION

Tk

——emm—eeeed 41,4

—g 13,5

*
100

0.4‘. - -—— -
0.404

Yp/s 0.38 91.4

(g/q)
0

*h
84.5

33.3 66.6 - 100
$ DE VINAZA

* vValor méximo obtenido (sin vinaza)
** yalor de referencia (anaerchia)

EFECTO DEL USO DE VINAZA SOBRE LOS PRINCIPALES
PARAMETROS DE PRODUCCION DE ALCCHOL



DISCUSION Y CONCLUSIQNES -

EXPERIMENTO
col. (22) qﬁe5&gmg

llegando-a producirse “inhibicién total a partir de~ concentra--»

ciones de etanol de 12% y concentraciones- de azﬁcares y etanol 

la dilucién p
mentador.'; :
Las mi a hibi---

cibén por etanol es: mas siqniflcativa que 1a ocurrida por squ
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trato, ya que~en interval

14) y concentraciones e %* de sales y 8% de azﬁcareSf dieron

como resultado una maxima produccién de alcohol (tabla 14).f
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En suma, el experlmento permitid determlnar la concentra—

cién adecuada de sales, la cuil fud de 2a*, que por un'lado no

limitan la ferment c16n por concentracién de esto‘

y por otrqfnq nh;ben-}a actlviaaé fermentatlﬁ

tudiados; el parametro que nos permltlé determina
de aereacifn y agztacldn necesarios para sum1 S
no empleado por las levaduras a temperaturas de 30°
coeficiente de transferencia de oxfgeno (Rla) .

Las condiciones de trabajo se establecieron bas&ndose en

los resultados de los experimentos con resplrdmetro Warburq. ' 
Los valores de Kla muestran que, a valores bajos de ag;taqidn_
y aereacidn, es posible cubrir la demanda de oxfgeno por71354-77—'
levaduras, ya que la capacidad de oxigenacifn del sistema es .-

muy alta comparada con los requerimientos de las células, .

EFECTO DEL NIVEL DE OXIGENACION EN LA FERMENTACION. §e CO

noce desde hace tiempo que al cambiar las condiciones - aerob as -

a anaercbias en el transcurso de una fermentac16n con microo:f
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mentacidn hacia el aprovechamiento de sustrato con la méxima -

produccién de alcohol..”" j44 e

los par&metros importantes, result
tividad como se esperaba (tabla 17 in: embargo; ocurren cam-

bios drasticos cuando el corte de oxigeno“se efectﬁa aproxima=-

damente a la mitad de la fase log. S o~repercute favorablemen

te hacia la ruta fermentativa (figura‘zs);,

Al cortar el sumlnlstro” ‘al inicxo de la fase -

lag en la 4a. fermentacién (figura 29) una elevada -velocidad

nales de concentracidn celular.

La 5a. cindtica (figura 30}, una ’ermentacxén desarrolla-”,
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oar&ndolo con el valor ‘de”2, 2 g/Lh reportado ‘por’ Nojima en su



- 118 -

’

estudio (23) para ultivo por lote, es senSLblemente mayor ;

res, tomando en cuen mpleadas en ese traba-

inicio de la‘cihéfic

EFECTO DE LA CONCENTRAC
ALCOHOLICA, En comparacis

condiciones anaerobias si

una mixima cantidad de vinaza (figuras 34;'35).';f_

B, los tiempos de fermentacifn fueron. largos en- todos los expe '
rimentos con vinaza, disminuyendo con ello, las productivida--
des alcanzadas para etanol, ademds de que los:azﬁca:es residug
les tuvieron. valorésﬁelevadOS:en—reladidhfa'las=ferﬁén£aciones

sin vinaza (flguras 31, 32 y 33). Este fenémeno puede deberse

al efecto combinado de varios factores tales como la ,existen-
cia de metabolitos inhibitorios en la vinaza, azﬁcares no apro

vechables o incluso algn elementorlimitante.
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W, Borzani (4), en sus experimentOs usando ureaiyfsulfato

de amonio muestra que hay un 1

nutrientes, en donde sefpresenta un

crecimiento celular ‘m&xima’

mentacién, mantenleL

de etanol,

Un aspecto's

la posi n‘aaa*’da*feut_i
lizar hasta 3 veces‘lafv lel 16 .

fermentacién.

Resumiendo el anflisi e lbéiékpéfimég”

tos con vinaza, bajo las'condici odemos esta-
blecer que:

l.- Grandes cantidades de VinazaVﬁo rendimientos -

de alcohol pero si'reduceﬁfia{p ividad en. céfulas a -

través de los parfmetros i y'P; por lo que'se ve afectada

negativamente la prcductiﬁia

2,- El uso de diferentes cantidades de’'vinaza:no: modifican”sigr

nificativamente, tanto‘el‘comportamiento como 1o resulta-

dos finales de las cinéticas con vinaza.

3.~ Para alcanzar*lasfconcantraciones finales de alcohol obte
nidas’ en las fermentaciones sin vinaza,‘” f_é necesario =

agregar sales adic1onales al medio de fermentacién, lo -



bientales y nutricionales,run factor de primer orden lo consti
tuye el manejo y seleccién adecuados de la cepa, gue debe po--
seer entre sus principales caracterfsticas, un condicionamien-
to en cuanto a resigtencia a altas concentraciones de etanol y
sustrato, asf como la condicifn de encoentrarse en fase logarit
mica al momento del iné6culo.

Un factor adxcional que fué introducido en.este trabajo -

es el empleo del residuo de la fermentacién alcohélica;rendmi-”

nado vinaza, que en primera instancia mostré aue puede cubrir_

los requerxmientos de sales en la fermentaciGn sin provocar e— 
fectos negativos importantcs; sin embargo, estudios complemen-
tarios deben ser realizados con el fin de excluir 1a posibili~-

dad de alqnna limitante en’ este sentido, dada la variabilidad_
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de su composicidn.

La integracién de los estudlos de las variables por sepa-

rado en las fermentac1ones po

sus efectos asi comO‘prppqner u
mentos subsecuentes, gd
para los parémetros”déﬁl
- Condiciones ambiéﬁééles}

Oxfgeno. Las nééeéiéééé‘

moc indican valores de Kla;su
lag vy Kla de 0 para la etapas’ d
Temperatura y pH. Estos

diados, utillz&ndose los valores\

C:de: temperatu
ra,

- Condiciones nutricionales:
Az@cares y etanol. Los estﬁdios ée‘ihhib cibn:por éuSﬁ;atd'yJ~

alcohol indican concentraciones ma ima permis flééAdé'iéi ~

para azGcares y 0% de alcohol al nicio’de la- fermentaciﬁn -

sin considerar que el tratamlent epa pgéfia permitir

valores mayores.

Requerimientos de sales. La sustitucién del agua efhiiﬁéidﬁ

del medio por vinaza puedezﬁv

se ha mencionado.

tados no solo es de orden Eéﬁpi

tos dentro de un programa défiﬁido sobre produccianmasi§$fdé;

alcohol, se reflejarla amplia y posit_vamenke en os aspectos~

econdmicos y sociales. relacionados con” la industria del alco-



de la gasolina.

Estas aplicabfdhﬁ I generarian grandes vol(menes

de proteina unlcelular susceptibles de ser aprovechadas en o=
tros renglones y cuyo. estudio se encuentra en pleno desarrollo,

Lasg consideraciones senaladas deben ser objeto de un pro-
fundo estudio socioecon&ﬁico*Q ﬁécngl&gico para determinar su_

factibilidad,



sas. Instituto
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TABLA 5

EQUIVALENTE EN TERMINOS DE POBLACION PARA LA CONTAMINACION POR UN INGENIO
AZUCARERO CON DESTILERIA (BASADO SOBRE 1000 TONELADAS DE CARA DE AZUCAR)

Residuo Volumen DB05,20°C DBOS,20°C Poblacién %
equiv,
{x 1031) (ma/1) (carga Kgq) {hab) relativo

De la produccién de

azGcar (lavado de

cafia, evaporacibn, L

etc.) 16 765 1110 - 2 564 47 100 31.6

Residuo de desti~ , :
lacisn (vinaza) 360 15 000 5 400 100 000 67.1

Agua de lavado de _
fermentacién 20 57000 100 1900 - 1,3

Monteiro, C.E. (1975)., (21)
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