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Rli!Bli!SffiUilllliilllm Ritll! 

La actividad azucarera trae como consecuencia la generación 

de subproductos, que desde el punto de vista ambiental, son alta-

mente dañinos y sus consecuencias originan un deterioro ecológico 

elevado. 

El subproducto proveniente de las destilerias de al~ohol ca-

nacido como vinaza, es el rnás problemá.ticu de todos clloG, pues -

adetMs de su carga orgánica, que puede ulcanznr los 2 5 gDQO/l, se 

genera a razón de 13 veces más del alcohol producido con un pi! de 

4. 5 en promedio y a una temperatura de alrededor de los 74°c. Di-

chas características dan como consecuencia, alteraciones conside-

rables en los cuerpos receptores donde es vertido. 

Trabajos realizados il nivel laboratorio en ferm~ntacioncs en 

cultivo por lote, utilizando mclaza5 como principal fuente d~ ca~ 

bono y utilizando una cepa de Saccliaromyaes ccr>euiniae, muestran-

que es factible utilizar las vinazas sustituyéndolas por el agua 

de dilución has ta en un 100% en el medio de fermentación, ya que 

su contenido en minerales puede cubrir los requerimientos de és--

tos durante la fermentación. 

El presente trabajo tuvo como finalidad incrementar las pro-

ductividades. para etanol, respecto a lns obtenidas en cultivo por 

lote, utilizando un sis tema de fermentación continuo. 

La expcr~mentaci<]n p.z;evia, 1proporcionó un valor de p.= 0.46 

Hr- 1 , valor que se tomó coi:no referencia para las cinéticas en --

cultivo continuo. Las corridas en cultivo por lote obtenidas en -

forma previa al cultivo continuo, presentaron un valor de 3.18 --
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grETOH/lHr para productividad, a un 33% de recirculación de vln~ 

za, asi como un valor de 4.12 grETOH/lHr en cultivo continuo a -

una velocidad de dilución de O .1 Hr-l, con la misma proporción -

de rccirculación. 

Desafortunadamente, el impacto ambiental de las vinazas no -

queda resuelto del todo, ya que durante las fermentaciones en cu.!_ 

tivo continuo, se obtiene un consumo de sustrato tan soJ.o del 33%, 

lo que origina una carga orgánica muy elevada para la corriente -

de salida del sistema. Esto hace necesaria la consideración de a.! 

ternativas que hagan mas eficiente el proceso utilizado, aunque se 

confirme la idea de que lus vinazas pueden cubrir las necesidades 

de minerales requeridas por la levadura. 
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L.-1 ca.1il1 dv dZÚc,i:i· reprcscnt.J en elcmcntn muy importante den­

tro de 1d ecunoml.i d(! nuestro pujs, 

r::s lln.i ht>rbilcc>o ciue pl~rtf•nccc o l grupo rtc- las oramincas que~ -

se cara1.:l.1._•riza11 p<)! 1·r·1~sentür corno p,1rtc de su constiluci6n un ta­

llo recto, C"ilindrir:'O, n1irlr;so y ba5tr-intr> firnl(' qu0 lP proporcion.1 

gran resi:->tcnc1a y flPxihil idr1d. En üc,1~~ion1.·-.;, ulcan:r.r:t lo~; el neo--

lo5 nudos. ( 13 ) • 

Lil cund se h.i cu1 t i•1<1do por miles de u1los y J.is pt·ime1·ds ev1-

den·:ids de> su prnr('~,1ir111,··11t.o cvrr•_,~;pc;nde11 ,1 1n:; [)(•rsas l:n el siglo­

V11. Lo~j .:~riJ!JC!i extendieron 1:l cultiV•J .i occid(•J¡lt' pnr t:l '·lvdite--

rránco. El! América, ,-.J r:·ult tvn d•: ].¡ cd1),.t co1W'fl.'.') ·~n 1491 c11;1rH1o -

Colc't1l traJO la !-1<'1111 lla cnn :;enibr·:tdnrc::; cxpe1-! (1!>, ir:;c1.11H.IO los cul 

ti vos en Hil i t i . ( 1 7 ) . 

Crec0 por lo '.Jf'"ll('r<1l 1~1imr!s tt-npirdlPS 1• ~•uht1·opi1·:1!Ps y -

es producidu aproximodamenlc 1'n cien pui~~es. Su '-'<'lior pr1nc1pfll ~;e 

deriva de su ul~:o contc·1ndo de surdrosa, .ln cuul plwd1~ .-1Jc.1n:..:ar. 

hasta un 11?, en pcsn, aunque su compo5ición cst~'1 en función de las 

condiciones del suelo que le dic'.i origen, asi como de la variedad -

de la coñu. 

Aspectos Ecor1ómicos.-

El azúcar puede obtenerse o partir de dos fuentes principales: 
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la caf'l..:i y la remolacha; la primera. se desarrolla en cl.ufl<ls lrop..!:, 

cales y subtropicalcs y la seguncia lo h.ic0 en climc.JS tcmplado5. -

Esto origina que se produ~ca en gr.1r1 número de paises; PI\ .1lgtinos 

de cllns no se alcanza a cubrir la demanda int~rna y ticnf~n qu0 -

recurrir n la importRcióri de esta. 

En cuanto al t i_po de producto Pxistente en 0 l mercado, •;(• ti~ 

ne td azúcar blc10Cil y í!l i1ZÚCdr r·r11dcl y rHnhns. prndUC'tOS r~on:;t lt lJw 

totill pasó de 19~ en 197J, n cusi 50·1 en l'JH'.j. {·10) 

Los prin1.:~1pnles p.J.ises consu111idor,~s son l.-1 Uruón Sovj{:tica.-

la Comunidad Económlco Lurnped, !·:~~tddos Unido!.;, 8rr1si 1, India, -: 

China y f-'.1'•x1<·0, lus cudlC's, rI '>:1 •:.~l. est<in t..'ritr<• Jq;-> nw~V'' prin-

cipd les pa i SC'~' producto?-,_,~.>. 

Lo~ rrov11111.•..:iltos d1~ d: úc.1r ,1 ·;; ·:1:J intcr:<.Jcion.-ii ::;on trc~;: dí' 

en un mcrc.:ido entre pais~;_:; asic.íti.: 

pond~.! a ventas de Europa Occidi•ntdl a ,\:,tct y Afr1cd. 

azúcar ha tendido 1.iqerarncntc a la baja, princ.ipdl1r<~nte en los ül 

timos años. Una de las r¿izonc-s cr. qur.• los paises productores no -

toman como referenc]a los precios intcrr1r1cinndJcs. sirio uni.cumcn­

tc los precios y las ncccsidddcs de con:;umo inll~rno. Esto implica 

un incremento en su producción y 0n consecuunc.ia. en la capacidad 

de exportación que origina mayor ofcrtu y por lo trJ.nto, una dism!_ 

nución en el precio. 
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Otro factor que l1a tenido influencia en la disminución de la 

demanda de azúcar ha sido la creciente utilización de los sustit~ 

tos edulcorantes como el jarabe de maíz fructosado y el aspartaw.r:, 

principalmente en paises altamente importadores como Estados Uni­

dos, Japón y Canadá, pues algunas embotelladoras de refrescos han 

sustituido el uso de azúcar en un 75 y 100%. ( 2 

Proceso de Obtención de Azúcar CrudQ.-

En la figura 1 se muestra el diagrama general para la obten­

ción de azúcar en los ingenios. 

Para esto, la ca~a llega del campo y se descarga con grúas 

radiales para que posteriormente sea molida con rrolinos de cuchi 

llas tipo mach'ete. Aquí, el jugo se separa de la parte insoluble 

de la caila, oonocida también corro fibra, fundamentalmente cons ti-­

tuida por baga za, que corresponde ·al 2 5% de la caña con un 4 9% de 

humedad. 

Con objeto de eliminar los sólidos suspendidos y las partícg 

lé5 coloidales presentes en el jugo obtenido de la operación ante­

rior, éste ~s sometido a una clarificación adicionando sustancias 

corro cal, fosfatos ·solubles·, dióxido de azufre o de carbono, pol.!_ 

electrolitos, cte., de acuerdo al tipo de azúcar que se desee ob­

tener. Irumdiá,tarrente 1 ¡ el ¿jugo cd.ari ficado es evaporado con un si§_ 

tema de triple efecto, en.donde en el primer evaporador, el jugo 

pasa de 18 a 30° Dx; en el segundo.illcanza aoº Bx y por últinK>, -

llega a un evaporador de capa fina, en donde el jugo alcanza una-



concentración de 90° 13x. 

La masa formada en la evaporación es una mezcla de azúcar 

cristalizada y una solución de sacarosa sobresaturada, que por -

medio cb un desee nso de temperatura. facilita la operación de 

cristalización. Los cristales formados cuando la solución se ha -

sobresaturado, son separados por centrifugación. Los subproductos 

formados en cada operación se muestran en la fig. 1. 

Actividad Azucarera en México.-

La actividad azucarera resulta de gran importancia, ya que­

ª consecuencia de ella, se genera una cantidad importante de su~ 

productos .X.lides como bagazo, cachaza y bagacillo y desechos li­

quidas corro melaza, esta última de gran utilidad cotTD materia pri 

ma para la obt~nción de otros productos como etanol, levadura o -

también utilizada como alimento para ganado, principalmente en -­

los paises industrializados. 

En nuestro país la industria azucarera resulta de particular 

interés ya que representa una fuente de ingresos para cerca de -

2 97, 000 personas, entre personal de campo y de fábrica, además -­

de que produce un articulo de consumo generalizado. 

Cono caracteriza a una economía mixta, en nuestro país la· -

producción azucarera se realiza mediante la participación de 52 -

ingenios públicos, 16 privados y dos cooperativas. Además,· cuenta 

con una capacidad instalada de cuatro millones de toneladas de a­

zúcar /afio. 

Sin embargo, tanto en el campo como en la fábrica, es ta in--
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dustria está inmersa en una problemática que no puede ignorarse. 

La fragmentación del campo cai'lero, con limitaciones en la dispo­

nibilidad de agua para riego, el uso de variedades inadecuadas­

de caña y en fábrica, dificultades de conservación y manteni -­

miento, asi como equipo y maquinaria de~crioradao::o operación -

deficiente, con escaso aprovechamiento de sacarosa en caña, son 

algunos aspectos que dan como resultado, rendimientos en fábri­

ca de un escaso 10%. ( 2 

Sin embargo, a pesar de esta problemática, las estadísticas 

muestran cifras elevadas tanto en la producción de azúcar como­

de subproductos, como se muestra en la fig. 2. 

Hasta 1984 se había tendido a la importación del dulce, co­

rrespondiendo a un 8.6% de la producción para ese año. Para 1985 

se suprimen las importaciones logrando satisfacer la demanda in­

terna y colocando el 1.74% de la producción nacional en el exte­

rior. 

Subproductos.-

Los subproductos en la industria azucarera se pueden agru­

par de acuerdo a la forma en qt.e se obtienen: 

a) ·Durante la cosecha de la: cai'ia como cogollo, hojas, paja, etc. 

b) Los qÚe resultan del proceso industrial como cachaza, bagazo 

y miel final: 

Durante el proceso da obtención de azúcar es posible obtener 

de cada tonelada métrica de caña, 120 Kg de azúcar, 38 Kg de miel 
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Bagazo 

Jugo Mezclado 
~·~~--.=~~~~~ 

.__-=C=l=a=r=i~f~i~¡C~a~c~i~ó~.º.:.-~~-'J---. Lodos 

Filtración 

Filtrado Torta Jugo Clarificado 

1 

Jarrbe 

Conglorrerado 
o 

Evaporación 

¡ 
~-C~r~i~·s~t~a~l~i~z~a~c~i~Ó~n;,._~--'~ Melazas + Agua 

,.....,..c_e_n_t~r_i_fL}_g_a_c_i_ó_n~~--.~ 
Secado~ ! 
Azúcar Crudo 

Refinac}ón 

Azúcar Blanco 

Melazas Finales 

Fig.1 Diagrama de Bloques para la Obtención 

de Azúcar. 
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final., 36 Kg de cachaza, 250 Kg de bagazo húiredo, 66 Kg de paja 

y hojas y 100 Kg de cogollo. 

La melaza que resulta de particular interés para este tra­

bajo, es un liquido denso y ~iscoso a partir del cual no puede­

extraerse mzfs azúcar por métodos puramente fisicos y nctualmente 

resulta una fuente dé- ganancia para la industria azucarera. 

El vol&men de melazas producido actualmente es importante 

puesto que representa casi la tercera parte del volúmcn de az.f! 

car. 

La producción mundial de melazas es de aproximadamente 36.16 

mil1ones de toneladas para 1985, de las cuales México produjo -

el 3.94% para ese a~o. 

La Fig. 3 representa la producción de mieles por continen­

tes para los últimos años registrados. Estas cifras no tienen -

un valor estadistico y solo se mencionan para recalcar la impo~ 

tancia cBl volumen en toneladas de producción. ( 2 ) 

La importancia de las melazas ·estriba fundamentalmente en­

que pueden ser utilizadas como materia prima para la obtención 

de otros productos; ó bien, en: forma directa com::> abono 6 alimento 

para ganado. la Tabla 1 resume. los alternativas para la utiliza­

ción de las· !Mlazas. 

En términos generales ~s posible afirmar que el rango de--

38 Kg de m_iel por tonelada de can.a, aunado a los contenidos de 

pureza de las- mieles ~entr~ 33 Yi 36% de sacarosa), significa un 

desaprovechamiento naciona~ que disminuye la productividad en la 

producción de azúcar. 
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Tabla l 

Alternativas para el uso de Melazas de Cana. 

Utiliz~ción Directa Fabricación Incluyendo un Proceso de 

Fermentación. 

Alimento para Ganado -Destilería para la Obtención de ron ,a-­

guardiente y alcohol de diversos grados 

-Levadura para Panificación 

-Levadura ima Alimentación Humana y Ani-

mal 

-Acido Acético, Citrico y Glutámico 

-Acetona y Butanol 

-Acido Láctico 

-Glicerina 

-Dextrinas 
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Por otro lado, la frecuencia de las paradas que provocan probl~ 

rt\Cl:S en las operaciones de alcalinización, calentamiento y el~ 

rificación, el estado técnico de los dosificadores y filtros -­

que ocasionan periodos prolongados de clarificación, asi como -

la centrifugación en períodos inadecuad~s y con frecuencia, de 

masas con elevada temperatura, debido al mal estado de los sis­

terras de enfriamiento de los cristalizadores, son algunos fact2_ 

res que dan com resultado. un alto indice de producción de miel 

por tonelada de caña roolida y dj ferentes grados de pureza en -

la clase de miel producida. ( J ) 

De acuerdo a estadísticas nacionales elaboradas por ~zúcar 

S.A., el nivel de miel producida en los últimas ailos, ha presen­

tado una tendencia alcista, obteniéndose para 1986, un equivale~ 

te del 40% de miel producida respecto al total de azúcar obteni 

da. La Fig.4 resume la producción anual nacional para este pcrí2_ 

~o. 

En rustro país, las melazas de caña son utilizadas para -

diferentes propósitos, siendo la alimentación animal su prioc!_ 

pal des tino, ya que aproxi.madamente el 75% de la producción tQ_ 

tal .oo destina a este propósito, empleándose directamente ó co~ 

binada con una base celulósica. En estos casos, se utiliza co­

rro alimento energéfico para reemplazar cereales, materias ami­

láceas ó ·forraje. La Fig~ 5 representa, en términos porcentua­

les, los pri~cipales ;destinos dé este subproducto. 
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Composición de Mieles.-

El interés de las melazas reside en la diversidad y valor 

de sus componentes que esencialmente son los mismos que los de 

la caña, con excepción de la celulosa en diferentes proporcio­

nes. La Tabla No.2 muestra un análisis aproximado de melazas -

de caña, aunque cabe mencionar que esta composición no es la -

general y básicamente depende de la calidad de la caña que le 

dió origen, de los rrodos de cultivo, del uso 11\:\s o menos inten­

sivo de abonos, asi como de la tccnologia emplenda para reali-­

zar la extracción más completa posible. 

Tabla No. 

Corrp:>sición Aproximada de Melazas de Cai\a 

Componente Gr/100 ml 

Azúcares totales 47.85 

Azúcares Reductores 28.10 

Nitrógeno corro N 0.591 

Fósforo corro p 0.0795 

Calcio o. 744 

Magnesio 0.138 

Cenizas 8.25 

( 4) 
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Esta composición convierte a las melazas en un medio com­

plejo e interesante, que le da un considerable valor industri-31, 

ya que utilizándolas como materia prima, origina nuevos produ~ 

tos, mediante procesos de fermentación, principalmente. 

Obtención de Alcohol a Partir de Melazas de Ca~a.-

El material mas comunmentc usado para la fabricación de 

este producto mediante el proceso de fermentación es la miel -

incristalizable, esta última, como se ha mencionado, es un su~ 

producto de la fabricación de azücar. 

En su contenido se encuentran alrededor de 50% de azúcares 

totales en peso, de los cuales del 35 al 40% os sacarosa y del 

10 al 15% son azúcares invertidos {glucosa y fructosa}. 

Las mieles una vez pesadas o medidas en volúmen, son car­

gadas en un tanque de mezclado donde 9')[l. diluidas con ngua ca-­

liente hasta alcanzar una concentración de sólidos entre 20 y 

22° Bx. Posteriormente se añade ácido sulfúrico para ajustar -

el pi! entre 4. 5 y 5. 5 y quedar la mezcld <Cntrc 16 y 18° Bx. A 

esta mezcla se le denomina rrosto fresco, que se distribuye en 

las tinas de: fcrrnentaciones donde se mezcla con la levadura-­

preparada y propagada para iniciar el proceso. 

Una Vez terminada la fermentación que transcurre en un p~ 

medio de 48 horas, ser obtiene el rrosto muerto que es m.:indado-­

a las operaciones de destilación. La Fig. No. 6 esquema.tiza las 

operaciones anteriores. 
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Agua Mela zas Acido Sulfúrico 

Mezclado 

Vapor 

Pastcurizadort>-~~~~~ 

Alcohol Diluido 

Propagación de 

la Levadura 

Vapor---.¡ Depura}iÓn J... Cabezas 

[Rectificación ._Colas 

. 1 o 
Alcohol 95-96 G.L. 

Fig. 6 Diagrama. de Bloques para la Obtención 

de Alcohol por Fermentación. 
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Oferta y Demanda de Alcohol. -

El alcohol etílico, según la norma de calidad vigente se -

clasifica en un solo tipo con seis grados de calidadr 

Grado 1: Anhidro Puro 

Grado 2: Anhidro Común 

Gradp 3: Espiritu Neutro 

Grado 4 1 Alcohol de Calidad 

Grado 5: Alcohol Común 

Grüdo 6: Alcohol Estándar 

Sin embargo, los grados de calidad que pueden elaborarse en 

la industria azucarera mexicana con la tecnología disponible son: 

el alcohol espíritu neutro y los alcoholes de calidad, canún y -

estándar. En la Tabla 3, se muestran los niveles de impurezas Il?f. 

mitidos para cada uno de ellos. ( 2 

Tabla No. 

Contenido Máximo de Impurezas en los Alcoholes Producidos 

Tipo de Al.cohol 

Espiritu Neutro 

Alcohol de Calidad 
Superior 

Alcohol Estándar 

en México. 

Grados Gay-Lussac 

46° Mínimo 

96° Mii¡imo 

94 ° Minirno 

Máx.de Impurezas. 

(ppm) 

75 Máximo 

12 5 Máximo 

300 Máximo 
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También en el proceso de elaboración de alcohol se obtie -

nen como residuos cabezro y mlas, que pueden ser redestilables ó 

vendidas directamente como subproductos a la industria de solverr 

tes. 

Para 1985 la producción de alcohol que correspondió a 12 O -

millones de litros, el 42.5% se canalizó al sistema comercial n~ 

cional. El resto se destinó a la industria, alcanzando un 57.4% 

del total producido. La tabla No. 4 muestra las ventas de alcohol 

oor destino. 

Las melazas de caña, entre otros productos como la caña de 

azúcar, los cereales, etc., son una materia prima renovable cada 

año, a partir de la cual se puede producir alcohol de diferentes 

tipos; alcohol de uso industrial, alcohol destinado al hombre, -

( alcohol farmacéutico, de per furrer ia. cosmctológico J, alcohol in­

dustrial utilizado sin transformación corro disolvente ó diluye!!. 

te. 

Además el petróleo, escaso y caro, justifica la fabrica -­

ción de etileno a partir de alcohol obtenido por bioconversión -

de materiales de origen vegetal. 

Por otro lado, y debido a las crecientes necesidades de ca~ 

bustibles, principalrrente en las grandes ciudades que presentan 

problemas de contaminación por plomo, hacen de consideración la 

utilización de alcohol etílico corro antidetonante, por su eleva­

do indice de octanos, y su pequeño calor de combustión. ( 23} 

Además, su calor especifico ( 0.548 cal/g°C) y su presión de va­

por ( 44 mmHg a 2oºc), resultan favorables para esta aplicación. 

Los mejores resultados se consiguen mezclándolo con gasolinas -
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Tabla No. 4 

Ventas de A~cohol Etílico 
por Des tino. 
(1984 - 1985) 

Destino 

TOTAL* 

COMERCIO 

Almacenistas For~neos 
Almacenistas en el D.F. 
Particulares 
Dependencias Oficiales 
I ngcnios 
Farmacias 
Hospitales Generales 
Otros 

INDUSTRIA 

Fabricantes de Bebidas 
Envasadores de Recipientes 
Fabricantes de Productos Quim. -
Fabricantes de Perfumes 
Laboratorios 
Fabricantes de Vinagre 
Fabricantes de Pinturas• 
Fabricante~ de Eter 
Fabricantes de Prod. Varios 
Fabricantes de Cigarros 
Fabricantes de Prod.Alimenticios 

*Miles de Litros 

1 984 ( % ) 

107.756* 

4 5. 90 

34. 53 
9.36 
o. 98 
0.63 
o. 25 
0.089 
o. 023 

54. l 

21.39 
15. 44 
4.90 
4. 77 
l. 5 
2.6 
l. 2 
0.9 
0.68 
0.31 
O.JO 

1985(%) 

120,595* 

42.50 

32. 96 
7.68 
0.90 
0.63 

0.114 

57. 49 

20. 57 
16.23 
6.26 
4.60 
l. 42 
2. 04 
J.12 
o. 82 
0.79 
0.2 9 
0.22 

( 3) 
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de diversa procedencia y obtención en la proporción del 10 al -

25%. ( 20)' aunque según Murtagh ( 29 ) , una adición de etanol S_!! 

perior al 20% ~ inplica, necesariamente, modificaciones en los -

rootores de combustión interna. 

El etanol presenta un i ndicc de octano superior al de la g~ 

salina y mezclado con ésta, rcdu:e la adición de tctraetilo de plq_ 

rro. 

Estudios económicos realizddos en Brasil a consecuencia del 

Programa de Alcohol implementado hace algunos ai"los, demuestran -

que el precio de gasolina-alcohol hidratado en proporción de 

80-20% respectivamente, es del 80% del valor de un litro de naf-

ta e 23 } ' asi como de un 85% para una mezcla de gasolina-dlcohol 

anhidro, en la misma proporción. 

Al91Jnas características de diferentes mezclas de alcohol-g~ 

salina, se prcs~~tan en la Tabla No. s _ 

Tabla No. 5 

Principales Características de Al-

gunas Mezclas de Etanol-Gasolina~ 

Propiedad Unidades Corneosición de la Mezcla 
0-100 10-90 20-80 30-70 100-0 
E-G E-G E-G E-G E-G 

Densidad Kg/l 0.733 o. 73 7 o. 744 o. 751 0.7H 

Indice de 95. o 96. 7 98.3 1 DO 106 
Octano 

Consumo aprox. 
m Combustible l/lOOKm 9.0 8.9 9.2 10. 3 12.3 

( 32 ) 
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Lo anterior pone de manifiesto la necesidad e importancia -

de la industria azucarera y alcoholera como punto de partida pa­

ra la existencia de otras industrias. 

Desgraciadamente, el impacto ecológico causado por estas in 

dustrias es una consecuencia que no pue?e pasarse por alto. 

Estudios realizados por la Secretaria de Agricultura y Re-­

cursos Hidráulicos, demues-t:ran que la mayor parte de la contami­

nación orgánica de las cuencas más deterioradas del país, es ca~ 

sada por la industria azucarera. Esta situación ha derivado de -

la gran cantidad de desechos contaminantes que resultan del pro­

ceso de elaboración, entre los que destacan, materia orgánica -

que acompaña a la ca~a, la alta temperatura y la falta de oxige­

no disuelto, los enjuagues de desecho, la cachaza, asi como los­

hurros y polvos originados de la combustión del bagazo y petróleo. 

Pero uno de los subproductos con mayor impacto ecológico es 

la vinaza, obtenida durante la fabricación de alcohol, como des­

carga de la columna destiladora, lo que puede observarse en la -

Fig. 6. 

Su elevada carga orgánica, que en algunos casos alcanza los 

25,000 mg DQO/l, así como la temperatura a la cual se descarga,­

hacen de ésta un grave problema de contaminación ambiental. 

La composición' quimici de la vi na za no es constan te, pues -

varia de ·acuerdo al mosto de fermentación que le dió origen. Sin 

embargo, una .composic~ión aproximada puede representarse en la Ta 

bla No. 6. 

Las consecuencias ambientales de la producción de vinaza, -

resultan aún mas impactantes si se considcr¿1 que se produce o -
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razón de 11 a 13 veces rlk'\s que el alcohol producido, por lo que 

los volúmenes finales son bastante elevados. La Pig. 7 muestrl1 -

la relación de alcohol y vinaza producidos en México, para los -

últimos a~os registrados. 

Estudios realizados en Brasil, cuya producción alcoholera 

ha. s.i:lo realmente importante, principalmente por la utilización 

de alcohol como combustible, demuestrcri quclai actividades a,!­

coholera y azucarera generan subproductos cuya carga contaminante 

es equivalente a los desechos dorrésticos que generarían 51 mill~ 

nes de personas en términos de Demanda Bioquímica de Oxígeno -

( DB05 ) ( 28 ) • 

En México, si se compara la producción de vinaza con equ.!_ 

valente poblacional, en términos de desechos orgánicos, resulta­

particularmente interesante si se considera que la vinaza es tan 

sólo uno de los muchos elementos contaminantes en el pais. La t~ 

bla número 7, muestra con mayor claridad lo anterior. 

Por otro lado, existen diversas alternativas para el apr~ 

vechamiento de la vi na za, debido a qua, pese a su elevado cont!:_ 

nido de materia orgánica, su composición mineral la hace atrac­

tiva para ser utilizada. corro fcrtili::.::intc en cu.mpos c<lñero! ... Te2:!~ 

no logias más sofisticadas la caneen trun obteniendo fer lili zantes 

en polvo, pero los problemas de corrosión e incrustación en el 

equipo, así como el elevado costo del mis no, las hacen poco atra~ 

tivas para ser utilizadas en nuestro pai~. 
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.TabÍa No. 6. 

Composición hproximada de Vinazas en Destilerías de 

Alcohol Etílico .. 

Ori en 
Parámetro Melazas Jugo de Caña 

g/l g/l 

Sólidos Totales 81. o 73. 7 

Sólidos Volátiles 60.0 20.0 

Sólidos Fijos 21. o 3. 7 

Carbón (como C) • 18. 2 6.1 

Sustancias Reductoras 9.5 7. 9 

Proteina Cruda** 7.5 l. 9 

Potasio ( K
2

0) 7.8 l. 20 

S ul fa tos ( so
4
' l (,. 4 o.6 

Calcio ( CaO) 3.6 0.7 

Cloruros ( NaCl) 3.0 l. o 
Nitrógeno ( N) l. 2 o. 3 

Magnesio (MgO) • l. o 0.2 

Fósforo ( P205) 0.2 0.01 

OB0 5 L5. 2 16.4 

Acidez*** 4. 5 4. 5 

*Contenido de Carbono~ Contenido de Sólidos Orgánicos- 33 

**Contenido de Proteina Cruda= Contenido de Nitrógeno x 6.25 

***Expresado 'en Unid19es de p!I. 1 
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1980 1981 1982 1983 1984 1985 

• l\lcohol O Vinaza 

Fig. 7 Producción de Vinaza en 

Relación al Alcohol. 
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Tabla No. 7 

Impacto Ambiental de la Vinaza Producida en México 

Carga Orgánica Referida al Equivalente Poblacional 

en México. 

Año Alcohol Producido 
( 1i tras) 

1980 87. 724 ·ººº 
1981 106,887,000 

1982 83,390,000 

1983 110,918,000 

1984 113,680,000 

1985 112 ,854 ,000 

Vinaza Generada* 
(litros) 

109,050,000 

1,336,087,000 

1,042,375,000 

1,386,475,000 

1,421,000,000 

1,410,670,000 

Población Equi 
valcnte.No.de­
ffabitantes. ** 

82 '952 

933,095 

793,283 

1,055,156 

1,081,430 

1,081,436 

* Volúiren calculado considerando 12.5 veces el alcohol produ­

cido en ese año. 

Valores obtenidos en base a los datos reportados por Man -­

teiro ( 28 ) 
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Teoría del Cultivo Batch.-

El presente trabajo se realizó utilizando un sistema de 

fermentación continuo, sin embargo 1 rcsul ta convenjentc aclarar 

algunos concepto5 acerca del cultivo por lote, considcLando a 

éste, corro un antcccae ntc teór i<;o y práctico del primero y a -

su vez, poder comparar las, ventajas de uno sobre otro, de acucE 

do a los resultados obtenidos. 

Un cultivo por lote consiste en colocar en un recipiente 

el medio de cultivo con la composición adecuada y al microorg.Q_ 

nismo en proporción necesaria para que el cr(•címiento scu cvi-

dente, bajo condiciones ambienta1a-~ favorable$. Conforme va -

transcurriendo el tiempo, el consumo de sus trato se incrementa 

y el microorganisrro va presentando diferentes etapas de creci-

miento que dependen principc1.lmcnte de la disponibilidad de la 

fuente de carbono que disminuye conforme transcurre el tiem -

po. Básicamente son seis etrJpas que pueden representarse gr~ 

ficamente en la Fig. 8. ( J6 ) en donde: 

I. - Corresponde a la Fase t.ag o de Adaptación y la velocidad de 

crecimiento es igual a cero. Las células realizan fuertes fenQ. 

manos de iriducción y producción enzimática. 

II.- Fase de Acclcrución en donde lu vclo~idad de anc i mic n to 

es positiva. 

III.- Fusc Logaritmic~ ó ~xponcr,:icial en dond<.1 lu velocidad de 

crecimiento adquiere su nüximo valor. 

IV.- Fase de Hctardamiento Dn donde la vcloc.idaU de crecimiento 

disminuye y se manifiesta por inhibición del crecimiento y 

falta de sustrato. 
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t2~. Tiempo de la Fase Lag 
t3= Tiempo de la Fase de Aceleración 
tlog;tiempO logaritmico 
to= Tiempo de la Fase de Declinación 

tiempo 

t1= Tiempo Requerido para preparar un lote nuevo 

' Fig. No.8 Distribución de Tiempos en 
un Cultivo por Lote. 
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V.- Fase Estacionaria en donde el crecimiento es nulo. 

VI.- Fase de Muerte en donde la velocidad de crecimiento es ncgat.!_ 

va. 

Las fermentaciones realizadas Cn este trabajo corresponden a 

las de Tipo I que según Gadcn, son aquellas en las que la forma--

ción de producto está relacionado directamente con la utilización 

de carbohidra tos. ( 36) 

El etanol producido. principal producto de fermentación, se -

considera como un metaboli to a5ociado al crecimiento, aunque no se 

pasa por alto la formación de otros compuestos como glicerol, su<..'-

cinato, acetaldehido y aceite de fusel, como mcnci.ona Oura ( 31 ). 

De acuerdo a lo anterior.resulta conveniente analizar lu. cinética 

de crecimiento en la fase logarítmica. 

Si se define la velocidad de crecimiento celular como: 

V = dx 
dt 

( 1 ) 

y esta velocidad es directamente proporcional a la cantidad de e! 

lulas: 

dx o\ X 
dt 

eliminando la constante de proporcionalidad: 

( 2) 

( 3 ) 

en donde p- se conoce como Velocidad Especi. fica de Crecimiento. S~ 

parando variables e integrando la cxprcs i6n de x 0 a x y <le t 0 il t: 
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( 4) 

( 5) 

sacando antilogaritmos a la expresión anterior: 

~o : l.t>tt-tol ( 6) 

despejando a x y considerando que t
0

=0: 

X ( 7) 

ecuación que permite conocer el número de c.illulas presentes en 

el sistema, conociendo la cantidad inicial de éstas y la velo­

cidad especifica de crecimiento f"1 . 

En la fase logarítmica, cuando la población inicial se ha 

duplicado y por lo tanto, x = 2x0 , sustituyendo en la ecuación 

7, el tiempo "t 11 corresponderá al tiempo de duplicación o ta, 

por lo que: 

Ln ~::: 
Xi t"<t-t 0 ) ( 8) 

Ln 2 r- td ( 9) 

Ln 2 

T (10) 

expresión que indica el tiempo que tarda la población en dupl.!o. 

car su masa celular. 

Si consideramos que existe una relación entre el cree! 

miCnto celular y el consumo' de sustrato, ( 1) se tiene que: 

dx 
dt -Yx/s~ 

dt ( 13) 

y sustituyendo diferenciales por incrementos y despejando Yx/s 

que se define como constante de rendimiento celular en base a 

sustrato, tenemos que: 
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Yx/s = ~ 
s ( 13) 

que es una medida de la eficiencia con que el sustrato es consH 

mido. 

Para evaluar la rentabilidad d~ un proceso, es conveniente 

analizar la productividad del mismo. En este trabajo se analiz!!_ 

rán las productividades obtenidas, en cultivo por lote y en si:!. 

tema continuo. 

Por lo pronto, la productividad para células en un cultivo 

por lote se define como: 

Productividad = P 
Producción Celular 

Tiempo Total 
( 14) 

Una de las variables que hace menos eficiente el cultivo -

por lote, son los tiempos muertos que incrementan el tiempo to-

tal invertido para lograr una producción celular determinada. 

De acuerdo a la Fig. 8, el tiempo total en un cultivo batch 

estaría definido·_como: 

Tiempo Total= tiempo requerido en la fase lag (t0 ) + tiem 

po requerido en la fase de aceleración (t1l + tiempo logaritmi--

co ( t1ogJ + tiempo requerido en la fase de desaceleración ( t 3 ) + 

tiempo requerido para preparar un lote nuevo ( tm>. 

Partiendo de la expresión 5 en donde t seria el tiempo log~ 

rítmico ó tiempo requerido para duplicar la concentración¡ se --

tiene: 

( 15) 

Por lo tanto, la expresión 14 equivale a: 
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p = x S Yx/s 
tiempo = tiempo 

Yx/s (So - S) ( 16) 

en donde T ~ to + t¡ + t2 + tJ + tm 

que es la expresión final para calcular la productividad celular 

en un cultivo por lote. 
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Teoria del Cultivo Continuo. -

Corro se ha mencionado, las fermentaciones realizadas en este 

trabajo, se efectuaron utilizando un sistema comtinuo de ferment~ 

ción que permite mantener a las células creciendo en forma logari! 

mica, evitando que se manifiesten las fases de desaceleración y -­

muerte características del cultivo batch, por ITX:!dio de la adición 

de medio fresco en forma continua y a una velocidad de flujo de­

finida previamente. 

Todos los sistemas de este tipo consisten en alguna forma de 

reactor dentro del cual los reactantcs fluyen a una velocidad f~ 

ja, e igualmente emergen productos.(18) 

El modelo de fermentador 6 reactor utilizudo para este prop~ 

sito se conoce com:> "reactor tipo tanque agitado", considerado e~ 

roo el mas adecuado para reacciones lS sistemas autocatalíticos, e!!, 

ya velocidad de reacción se incrementa conforme transcurre el tie!!! 

po. El fermentador consiste en un vaso para cultivo, en el cual -

las células pueden crecer bajo condiciones favorables. El medio -

de cultivo se alimenta en forma estéril a una velocidad de flujo­

"f", saliendo también caldo de fermentación a la misma velocidad. 

El nivel del fermentador se mantiene constante introduciendo un -

tubo ajustado exactamente al volúmen de operación deseado, de tal 

manera que si se rebasa este nivel, el medio sale instantáneamen­

te. El sistema se mantiene lo suficientemente agitado, para ajus­

tarse al:.l'll'rl:!lo de reactor perfectamente agitado, que permite que -

el medio que se alimenta, se mezcle y disperse homogeneamente. 

El diagrama general para cultivo continuo puede represen -
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tarse en la Fig. 10. 

Y,S,X 

Fig.No.10.Esqucma General para un Cultivo 
Continuo. 

en donde: 

F Velocidad de Alimentación del Medio Estéril. 

l / Hr 

5 0 = Concentración de Sustrato en la Alimentación. 

g/l 

XO Concentración de células en la alimentación 

V Volumen de operación del fermentador. 1 

S Concentración de sustrato en el Fermentador 

g/l' 

X = Concentración de células en el fermcnt.:idor 

g/l 

El balance celular en el fermentador queda como sigue: 

Acumulación= Entrada - Salida+ Crecimiento - Muerte {17) 

expresando matemd.ticamente la ecuación 17, se tiene: 
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V dX = FX 0 - FX + f XV -'{XV ( 18) 
dt 

en donde o( es la velocidad cspccí.fica de muerte de lus células. 

Asumiendo que la velocidud especifica de crecimiento ~es mucho 

mayor que la velocidad especifica de muerte °" : 

VdX 
dt 

= FX0 - FX + fx ( 19) 

dividiendo entre el volumeni 

dX = ~- FX + f x (20) 
dt V v 

considerando que el medio de alimentación es estéril y por lo 

tanto, la concentración de células en la alimentación es igual 

a cero, se tienei 

( 21 ) 

Alcanzando el estado estacionario, no existe cambio de ninguna 

variable respecto al tiempo, por lo que; 

dX = O ( 22) 

entonces i 

dt 

FX = rx 
V 

(23) 

Un pdrdmt!tro importante dentro de los 5ist>emas continuos 

es aquél que define el tiempo de residencia de las partículas 

presentes, también conocido como espc:icio-ticmpo, que es inver-

samente proporcional al flujo manejado y represcntu el tiempo 

que lü5 partículas permanecen en el fermentador, expresado e~ 

mo: 

V/F ( 24) 
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en donde: 

eH"° Tiempo de Residencia Hidráulico ( Hr) 

V Volutren del fermentador l 

F Flujo de alimentación llfr- 1 

El inverso de 0H conocido corra espacio-velocidad ó vcl2 

cidad de dilución D. representa lu. fracción de volumen del 

reactor que en el sistema •continuo se cambia por unidad de 

tiempo.Sustituyendo la expresión ?.4 en la expresión 23 1 se ti~ 

ne que: 

( 2 5) 

ecuación que en cultivo continuo representa la regulación d~ un 

parárretro biológico ( ~) a través de uno hidráulico COITIO es el 

flujo de alimentación al sistema. 

De la misma rr.anera, puede plantearse un balance global p~ 

ra sustrato dentro del fermentador que conducirá a la expn:•-

sión general para calcular la producción celular en el sis terna, 

de tal n1c1nera que: 

Acumulación =Entrada - Salida - Consumo (26) 
de Sustrato 

~ = FS 0 - l'S - txv 
dt Yx/s ( 27) 

en donde: 

So Concentra~ión: de Sustrato en la Alimentación g1-l 

S Concentración .de sustrato en el fermentador gl-1 

F Flujo de alimentación y de salida lllr-1 

r =Velocidad especifica de crecimiento celular Hr-1 
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V = Volumen del fermentador 1 

Yx/s = Rendimiento celular en base a sustrato g/g 

En el estado estacionario, cuando no hay variación del su:! 

trato respecto al tiempo se tiene: 

por lo que: 

dS = O 
dt 

O F(So - S) - ~ 

\"'XV = F(So-S) 
Yx/s 

tli 
Yx/s 

/:':X 
Yx/s 

si r = D, entonces: 

F{ Sn -S 1 
v 

X= (s 0 - S)Yx/s 

Yx/s 

(28) 

( 29) 

ecuación que permita calcular la cantidad de células produci-

das, una vez alcanzado el estado estacionario. 

como: 

La productividad en un rultiva continuo, queda definida 

Productividad P 

Producción Celular 
'I'iernpo de Renidcnc.ia 

Yx/s ( So-s) 
0¡¡ 

Yx/s (SQ- S) 
l 
o 

XD (30) 
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Balance de Sus trato para un Fermentador Continuo Completamente 

Agitado. -

De acuerdo a la expresión 26, definida para sustrato, se 

tiene: 

dS 
at FS 0 - FS - ~ 

YX/S 
PV/3 
Yr:i/s 

en donde: 

F Flujo Volumétrico l/Hr 

So Concentración Inicial de Sustrato g/l 

s Concentración Final de Sustrato g/l 

( 31) 

,... 
Velocidad Específica de Crecimiento Celular Hr-1 

X 

V 

Yx/s 

f3 
p 

Yp/s 

Concentración Celular g/l 

Volúmcn de Operación 1 

Rendimiento Celular en base a Sustrato gcél/gsustrato 

Velocidad Especifica de Producción de Alcohol 

Producción de Alcohol g/l 

Rendimiento de Producto en base a sustrato grEtOH 
gr sus t. 

dividiendo entre el vol urren¿ 

FS ..ft_ 
-y- - Yx/s 

- 21_ 
Yp/s 

de acuerdo cil inverso de la expresión 24 se tiene: 

~ : DSo - DS - 2f::_ 
dtV Yx/s 

en el estado estacionario : 

por lo que: 

2L 
Yp/s 
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o= rs 0 - os - fx f3 P 
Yx/s- Yp/s 

D(SQ -5) = X + flp 
Yx/s Yp/s ( 32) 

D( So-s )- fx f3 P 
YxlS= Yp/s 

Yp/s I D( So-5 )- f-x J = p 
(3 Yx/s 

( 33) 

Ecuación que permite conocer la concentración de producto du-

rante un cultivo continuo, 
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Levaduras.-

Las levaduras son hongos unicelulares. _de forma oval, que -

se reproducen por gcmución, formando gemas que producen células­

hijas que se separan de la madre y prod~cen nuevas hijas. 

Se presenta di visión celular por la formación de una pared 

que divide a ambas células' La gemación puede ser unilatüral; que 

Se les dC>nomina organismos facultativos por su capacidad de 

fcrrrentar la glucosa en presencia de oxigeno ó en riuscncia de él, 

obteniendo difercr1tcs productos finales según el caso. Er1 ambos -

existe UilcJ. degradación comün de glucosa hast.'1 la formación de pi­

ruvato (Ruta Embden-Meyerhof). y de acuerdo a las condiciones cxis 

tentes. puede prc~>cntat"Se la formación de alcohol }' C02 mediante 

la rutc..1 fermentativa, ó la forrnEH.:ión de CO;~ y agua medi·:inte lü ru 

ta Embden-Meycrhof y el ciclo de los ó.cidos tricartoxílicos. 

La amplia diversidiHJ de las levaduras comprende alrededor de 

39 géneros y cerca de 350 especies. Las cvidcnc;ias por las cuales 

rr.enor grado por su morfolcgiu ( 41). 

Como célula!.; independientes, ti0.ncn unu velocidad metabólica 

much0 más alta que los micelios u hongos mas organizados, muy pr~ 

bablementc por presen}:é1r rnayor !ircu supcrficiul. 

Los requerimientos nutricionules mas frecuentes en lcvadu --
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J:a3 incluyen una fuente de carbono, otra de nitrógeno orgánico e 

inorgánico, varios minerales (incluyendo compuestos conteniendo 

elementos traza) y al 1nenos, una fuente de vitaminas. 

En general, l.:::'1s Jevutiuras no s.on afectadas por cambios en 

el pH y por lo general, todas ellas pueden crecer en un amplio­

rango, considerando conn adecuado un intervalo de 4.5 a 6.5. 

La temperatura óptima de crecimjento depende de lcJ especie 

en particular. Se puede decir que temperaturas entre 20 y JOº -

son adecuadas para la gran nki.yoría de ellas. 

Se ha encontrado que algunas especies son altamente osrrofi­

licas, esto es, que ptEcbn crecer en clew1das conccntrar;iones de­

azúcares, llegando a requerir hasta un 40% en peso en algunos -­

casos. 

Por otro lado, alg,inas especico del género Dcbaryo~y~ea, -­

pueden crecer lcntarrcntc en Jr(.!dios con elevada c;oncentrución de 

cloruro de :-3odio. Tales levaduras se les denomina osmodúricas. 

Puede decirse que ningún otro tipo de microorgilnismos ha C§.. 

tado tan intima.rrente relacionado con el progreso del hombre, --­

principalmontc por los prorluctos obtenidos de los procesos fer-­

mcntativos, además del esclarccjmicnto d0 la bioquímica y de los 

procesos rrctabólicos en los microorg.J.nismos. ( 41) 

Bioquímica de la Generación de Energía. -

La céiula puede utilizar fcrn~ntucion ó respiración para la 
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biodegradación de sustrato. En este caso, requiere oxigeno asi -

corro un sistema de transporte de electrones. En ausencia de ox! 

geno, muchos organisTTDs pueden oxidar algunos compuestos orgáni 

cos con la liberación de cncrgia. Parte de la fuente de energía 

es transformada en co2 y el resto es utilizada para la formación 

de un producto que es liberado por la célula. La sustancia excr~ 

tada ó producto de fermen~ación puede ser un ticido 6 un alcohol 

y la via mas común es la glicólisis ( 5) que se presenta en la -

figura 11. 

En la primera etapa llamada fosforilación, una n~lécula de 

ATP ocupa la posición 6 de la O-Glucosa, formando la glucosa-6-

fosfato por acción de la enzima hexoquinasa. Posterio.nrcntc, la 

glucosa-fosfato isoroorasa cataliza la isomerización para la for-

mación de la 0-Fructosa-6-fosfato. A continuación se efectúa una 

segunda fosforilación para lo obtención de la D-Frutosa-1,6-di--

fosfato, catalizada por la 6-fosfofructoquinasa. El D-Glicerald~ 

hído -3-fosfato resulta de la condensación aldólica de la D-Fru~ 

tosa-1,6-difosfato por acción de la enziwa fructosa difosfato a! 

dolasa, originando dos foS fatos de triosa diferentes, siendo uno 

de ellos el D-gliceraldehído-3-fosfato, que continua degradándo­

se directdmente en las reacciones subsecuentes de la glicólisis. 

En la segunda. etapa s.e llevan a cabo, reacciones de óxido-

reducció~ y fosforilación. En esta reacción, el grupo aldehído-

del gliccral.dehido-Jr- fas fª to sp oxida a un grupo carboxilo, que 

con ácido fos fór icu, da lugar a la formación del 3-di fas foglic~ 

rato. El NAO en su forma oxidada actúa como aceptor electrónico 

del grupo aldehído. Posteriormente se efectúa la transferencia -
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de un grupo fosfato .del 3-difosfoglicerato al ADP, catalizada -­

por la fosfoglicerato quinasa formando el 3-fosfoglicerato. El­

grupo fas fa to se transfiere a la posición 2 de la 3 del ácido -

glicérico por la enzima fosfo-glicero quinasa y a continuación 

sucede la conversión del 2-fosfoglicerato a fosfoenol piruvato -

con la deshidratación del primero, produciéndose un fosfato de -

alto contenido energético. La reacción es catalizada por la en~ 

lasa. A continuación, la transferencia del grupo fosfato desde -

el fosfoenol piruvato hasta ATP, produce piruvato libre cataliz!:!_ 

da por la piruvato-quinasa. Este piruvato se descarboxila hasta 

acetaldehido y C02 por la piruvato dcscarboxilasa. 

En la etapa final de la fermentación alcohólica, el acetal­

dhído se reduce a etanol,el NADH + H, aporta el potencial reduc­

tor, ca talizado por la alcohol-dcshidrogenasa, produciendo eta­

nol y C02. 

En el caso de la respiración 6 ruta oxidativa, el sustrato 

corro glucosa, es metabolizado hasta piruvato y posteriormente -

es degradado aeróbicamente por las reacciones enzimáticas invo­

lucradas en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos ( Fig.12), en 

donde el grupo acetilo del Acetil Col\ actúa como combustible, -

degradándose has ta co2 y átomos de Hidrógeno. Es tos últimos son 

conducidos a traves de una secuencia de proteínas transportado­

ras de electrones has ta el oxigeno molecular que se reduce para 

forrriar agua. 

En primer lugar, el piruvato se oxida con pérdida de C02 -
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a acetil CoA, que reacciona después, enzimáticamente con el oxa 

loacetato para formar citrato. La oxidación del piruvato es ca­

talizada por el complejo piruvato-deshidrogenasa. 

El ácido cítrico se forma por acción de la citrato-sintet~ 

sa. El paso siguiente que corresponde a la conversión del citr~ 

to en isocitrato, es ·catalizado por la aconitasa,formando el i~ 

terrnE?diario cis-aconitato,u,nido a la enzima. A continuación se 

rranifiesta la oxidnción del isocitrato a u -oxoglutarato por la­

acción de la isocitrato-deshidrogenasa, dependiente del NAD co­

rro aceptar electrónico; posteriormente el ...( -oxoglutarato se -­

oxida a succinil CoA y es efectuada por el complejo de la o< -o­

xoglutarato deshidrogenasa. Dicha reacción es análoga a la oxi­

dación del piruvato a Acetil CoA, participando como coenzimas -

el piro fosfato de Tiamina, el ácido lipoico, el CoA, el FAD y -

el NAO. Posteriormente, el succinil CoA experimenta la pérdida 

del grupo CoA en una reacción de conservación de energía con el 

difosfato de guanosina (GDP) y el fosfato, catalizando la reac­

ción la enzima succinil-CoA-sintctasa formando succinato, quc­

a su vez es oxidado ü fumar~to por una flavoproteina, la succ!_ 

nato-deshidrogenasa que contiene FAD unido covalentemente. A -

continuaciórl se efectúa la hidratación reversible del fuma.rato 

a 1-malato por la fumarato-h.idratasa. Finalmente, la última reac 

ciái cEl ciclo, corresponde a la oxidación del !-malato a oxalace­

tato en presencia de la l-malato
1
dcshidrogenasa, dependiente del 

Nl\D. 
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Glucosa 

F:: 
Glucosa 6-P 

1 

Fruc~:: 6-P 

Fructosa l. 6-P 

GlicJraldehido 

Pll2(NAD 

12 NADH 

2 ATP-21\DP 

Difoj~(~~:cerato 3-P 

Pos foglicera to 3- P 

FosfJglicerato 2-P 

~120 
Fos foe nol Piruva to 

ADP -+2 ATP 

l2(ADP 2 ADP -2 ATP 
2 l\TP 

Piruvato 
¡ 

l\cetaldehido + 2C02 

!2,NADH 

2 NAO 

2 Etanol 

Fig.11 Ruta Glicolitica para la Formación de 

Etanol. 

( 5) 
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CoA -:Juvato c::C) 

NADH + H~ 
llcetl.l CoA ( 2C) 

- _,...--:::-coA-SH . 
NA~DH+H Oxa~:~~tato ............ 

Citrato (6C) 

NllD ~1120 
Cis-Aconitato (6C) ,,;¡'º "" y"'° 

FllD~H':~••<o "" "ºº"f-'.:::.,, 
FllD J""" 

succinato ( 4 C) Oxalosuccinato (6C) 

CoA-S~ ._l,:::
00 

( '<> 

GTP ~CoA-SH 
GOP+Pi 

Succinil CoA (4C) Nl\DH+H 
CD2 

Fig, 12 Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos. 
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OBJETIVOSs 

En base a la información anterior que muestra la necesidad 

de reutilizar loe eflurentes de la industria azucarera, así co­

mo de las destilerías, se proponen los siguientes objetivost 

I.- Establecer la influencia que tiene la Velocjdad de Dilución, 

la Velocidad de Agitación y la Concentración de Sustrato en un -

Sistema Continuo de Fermentación. 

II.- De acuerdo al objetivo anterior, establecer las condiciones 

mas adecuadas para la Recirculación de Vinazas dentro de la fer­

mentación alcohólica. 

III.- Evaluar la posibilidad de la Recirculación de Vinaza, ana­

lizando los efectos ambientales que este proceso ocasiona. 
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M!!lll!'!!l'F'EniR"!XiiillL'.tUE!'.!SL'!'i!;!!hHE!M!'iB'.''11'!!'.Di:ID"iDEiS!'!~ 

Diseño del Medio de Cultivo.-

De acuerdo con los resultados obtenidos por Rodrigt.ez y GaE_ 

cía, ( 39) respecto ·-a la concentración mas adecuada de sales en 

función de la concentración de sustrato, y en base a la comp~ 

sición elemental de las levüduras ,propuesta por Aiba ( 1 ) y 

presentada en la Tabla 8, se diseftó el me.dio de cultivo, sumi-

nistrando las sales ncccsarins en base a un 2% de sustrato, p~ 

ra las diferentes cinéticas dcsarrollad,1s. 

Tomando como base un rendimiento celular aerobio Yx/s i -

gual a 0.5 gr células/gr de sustrato consumido, se tiene: 

a)Nitrógeno.- Suministrado como (Nll4)2SU4 con P.M. = 132.14 

gr/grmol• 

~ 0.5 gr célula 
gr céJ x gr sustrato 

~ 
g sus t. 

132 .14 mg ( NH4 )2S04 
28 mg N 

'88.73 ma (NI!• )1504 
--- grsüStrata" 

b) Fósforo.- Sumini~tr.J.do como ~c.:;!"L.l~U Ui<lc..i..du J.c Pold!:oi.o.---

KH2 P04. P.M.= 136. 09 g/gmol 

~X 136.09 mg KH2P04 
gr cél 31 mg P 

= 57.07 mg KH2Po, 
gr sustrato 

e) Azufre.- Suministrado conn Sulfato de Amonio. P.M.=132.14 

gr/gr mol 

2.5 mg S x c.5 gr cél 
gr cél gr sustrato 

l. 2 5 mg S 
gr sustrato 

l. 2 5 rrgr s X 132. 14 mg ( NH4 ) 2S04 5.16 mo (Nf!.i }iSC\¡ 
gr sus eruto gr sust 32 mg Azufre 
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d) ~·- Suministrado como Fosfato Diácido de Potasio --

136. 09 g/grmol 

~ o. 5 gr cél = ~ 
gr cél " gr sustrato gr s':'st. 

~ "136.09gr KH2P04 = 17.55 gr KH2P04 
gr sust 39 mg K gr sustrato 

e) Magnesio.- Suministrado como Sulfato de Magnesio Heptahi -

~ x 0.5 gr cél 

246.48 gr/ grmol 

2.5 mg Mg 
gr cél gr sustrato gr sustrato 

2. 5 mg Mg X 246. 4 8 gr MgS04. 71!20 
gr sustrato 243 g Mg • 25.35 mg MgS04,7HzO 

gr sustrato 

f) Calcio.- Suministrado coJTü Clururo de Calcio Dihidratado -

CaCl2. 2H20 P.M. • 14 7. 2 gr /grmol 

~ x 0.5 gr cél 
gr cél gr sustrato 

l.Smgca 
gr sustrato 

147.2 mg cac12_,_~ 
•l O mg Ca 

5.52 mg caclz.2f120 
gr sustrato 

Los experimentos realizados por Rodríguez y García. ( 39 ) 

demostraron qua la célula no presentaba inhibición por presión 

osn:ótica, si las sales minerales se ndicionaban en base a una 

concentración de sustrato cb 2%. De: acuerdo a este hecho. la 

composición del medio de cultivo fué la siguiente: 

- Nitrógeno: 

188.7!rmgu~~~!~bS04 x 20 g~i;~~trato 

- Fósforo : 

57. 07 mg KH2P04 20 gr Sustrato 
gr sustrato x litro medio 

- Azufre• 

3774.6 mg(NH4)2SO~ 
litro roo dio 

1141. 9 mg KH2P04 
litro rredio 

De acuerdo a los cálculos,las necesidades de azufre que-
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dan cubiertas por la cantidad necesaria para satisfacer los -

requerimientos de nitrógeno. 

- Potasio 1 

Corm en el inciso anterior, los requerimientos de potasio 

quedan cubiertos por la cantidad adicionada de fosfato diácido 

de potasio necesaria para satisfacer la demanda de fósforo. 

- Magnesio• 

2.5 mq MgS04 • 20 gr Sustrato 
gr sustrato litro medio 

- Calcio: 

50 mg Mgso 4 litro medio 

110.4 mg CaCl2.211p 
litro roodio 
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~ 

Composición Elemental de Levaduras 

El.e mento % Base Seca 

c 47-50 

N 7. 5-8. o 
p 0.8-2.6 

5 0.1-0.25 

o 30 

K l. o 
Mg 0.1-0. 5 

Na 0.01- 0.1 

Ca 0.1-0. 3 

Cu o. 002-0. 01 

Mn 0.0005-0.007 

Mo 0.0001-0.0002 

( 1 
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Dcterminilción de Azúci::ires. -

I.<..1 dcterm.inac.l6n ele .J:.:Ücdres totulc~. presentes, se llevó a -

Cdbo uti!1zar1do el 11~todo del fcno1-su1fúcico, bdsado er1 }il gcr1e­

ración de una colorac-it5n anaraf!:jad~1 que f'S rrororcionul al conte­

nido de dZ6c~rc~ presentes en ],1 1nucstra (J9). 

Se cow1t1uyó una curva lip·J r¡uc ::cldci1.n1,1rc1 cunccntración y­

absorbunci,1. de tul f!'...ln,_~r.! qtK• 1.:>n Pl tu11~.curso d1::0 L15 fcrrnenli1ci!? 

,J,·t•.~! ::!.!.n:. p.._;r L:Xt r.dpuldc1ón 

en la curva nbu~nid.i. 

La curv,1 tipo se cor1~,truy6 pürlier1do de un¿¡; ~uluci6n de dex­

trosa al 10',. Fué necesario d1lu1r c:.;lü t=,oJtic:ión JOUO veces para­

obtener un(1 soluc1611 cuya conc,;ntr-.ición de azúcures p.coporciona­

ra una Jc(:tur.J. cfo ab:,orbtincia que c.iy,.r~1 df'ntn: di:-~ l.:! ~~urnd dt:.1 e~­

pectr.ofotómctro ut.ilizadc:. Para t~lln, St~ prl'f1<tr6 unci st•r1r~ de tu-

bes colocando en cada unn de l~llü.'.'i íJ. 2, O. ·l, O. 6. O. 8 y J ml dl' -

l.:J solución diluida, r;ompletando a un mililitro con ciguu destila­

da en los ca~os nccesuri<Js. Se preparó Lu1 blanco con agua desLLlü 

dd. Inmed1atame:nt.e se ar!i.cionó a c.:id;~ tubG, 1 ml Je~ soJuc.ión ele -

fenol al )i, posteriormente ~ ml de ácido 5u1.fúr:ico concentr.i.do,­

cuidando de que la me~;cJa no se proyectara. Se agitó en el Vortrex 

(Super Mixer Lab-Line Instruments). Se coloca.ron los tubos en un­

l>ai"io de hielo, hasta que alcanzaran temperatura ambiente. Se ley~ 

ron las absorbancias en el espcctrofotórnctro (Spcctronic 20, Baush 

and Lomb) a una longitud de onda de 4 90 nm. Todas las rnues t rus se 

hicieron por triplicado. 
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Conteo Celular.-

El núrrero de células en un cultivo puede medirse por cuen­

ta dircctc1 al microscopio. El hematocitótnetro, cot'1ocido también 

corno cámara de Nc.ubauer para conteo tk· células 5nngulncas, se u­

tilizo p.Jra este pcopó~1to cuando s•~ t:ic•nen céluL:is con un tama­

ño superar a 3 r-m de diárnetro. Esta cán-..'.lxa consiste en un port.'1-

ob·~etos ('11 cuyo centro se 1 ocal.lz.an do . ., •.::.1<HJricul as trazadas su-

perficia.l:iic11te con cuac]J'.'os dr• ,~rc,-1 ~~onucid.<1.. E~,Lt r::ti.Jdric:ul.a e~­

td. dividid.:~ en nJet.•e cur.H1ros p1 .i-ll1o<.H·ic:. {l•.' 1 ¡r,11::~ de ~~r0~ .cadu uno, 

quf_. son los mas ut i li zador:. para el cont .. :•.J do leucocitos. E:Ho~; -

cu::tdros estjn subdiv1di..,1os en'-'º .2'1 cuadro<'> ~ecund.::ir .. in:5 de 0.2 -­

mm2 de jr1;d. El portooLj·~L-'5 pn ... •st.!11Lt •.Hk .... l10nd1dur:d rlc exactdf!lC~ 

te O. 01 mm de profundida.d, Los cudJ1·0:-; :,,:cuntl.Jt-lns est('tn d1vi<li­

dos en 16 cuJdros mas puqueño5 de n.·J~i mr'i2 de !~upcrí1cic Fig~. 

12 y 13. ,\l efectuar el contoo, se tiüne uwi. reJn.ció:i •je núnY_!­

ro de células por unidad de voltímen. 

Para llevar u cabo la cucnt.:t celular en el transcurso de --

ldb [~':rmcn'::.Jci0n~s, se tomó l ml de la muestra extra ida del fer­

mentdJor, diluyr'.'ndose ósta diez veces y agilé1ndol.1 con el Vor -­

trex. De esta solución se colocñ unn gola en cada una de las cua 

dr!culas de la cámara de conteo. locJli zando en c.1 cnmpo del mi­

croscopio, el ct1i1dro primario central y efectuando el conteo en 

cinco de los veinticinco cuadros secundar.íos. La observación se 

llevó a cabo utilizando el objetivo 40X del microscopio (Zuiho 

No. 67223). Fig. 13-b 
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Las células por unidad de volumen se obtienen de acuerdo a -

la relación: 

NoiCél = ;é~~!~~o~" X 5 X 10 7 X Dilución 

en donde 10 7 corresponde al factor de conversión de mm3 a litros 

y el factor de diluc~ón es igual a 10. La Fig. 13-b representa e~ 

quemáticamente la cámara de conteo y los cuadros secundarios loe~ 

lizados para la cuenta de ~élulas. 

Fig. 12 Corte Longitudinal de Sección 
Transversal de la Cámara de Con­
teo con cubroob1etos en 1~ Sup~~: 
flcie. 

Fig. 13 a} Sección Transversal que Muestra 
la Profundidad de la Cámara. 

1 1 

--1-- ~~2--

1 1 - 1 ¡p. 2 mm -- 111 

1 1 

..... 3-¡... 

! 1 

b) Cuadrante de la Cámara de Neu­
bauer para realizar el Conteo 
Celular. 
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Para obtener resulados en unidades de peso seco por li­

tro, se elaboró una curva que relacionara cantidad de célu-­

las con su equivalente en grarros, de tal manera que se facil!_ 

taran los cálculos posteriores para rendimiento celular y pr~ 

ductividades. 

La determinación anterior se obtuvo preparando 14 ma.tre_ 

ces Erlenmeyer de 2 50 ml, conteniendo 50 ml de medio de cul­

tivo liquido {Medio Dextro:H:.1-Saburoud}, esterilizados en aut!2_ 

clave a 1.1 Kg/cm2 durante 20 minutos. 

Se tomaron 2 tubos mantenidos a 4oC conteniendo al micr2_ 

organismo en cuestión en medio sólido. Se efectuó una suspe!! 

sión celular con agm destilada estéril en cada uno de ellos, 

tomándose 5 ml de ésta para sembrar los matraces conteniendo 

roodio liquido, incubándose durante 24 horas a 2BºC y con ag! 

tación a 50 RPM en la incubadora {Modelo Lab-Line). 

Concluida la propagación, se sembraron los doce matraces 

restantes, conteniendo medio liquido y utilizando en inóculo 

en proporción de 10%. Se incubaron a 2aºc y 50 RPM. 

El muestreo se realizó a intervalos de dos horas y con 

ayuda de un equipo Millipore de filtración, se llevó a cabo 

la separación celular , utilizando tres ml de muestra y membr~ 

nas Millipore manteiiidas en el desecador, previamente s::i:::adas 

en la estufa (Thelco Modelo 28) y pesadas cuidadosamente en 

balanza analítica (Mettler H-20). 

Cada filtración se llevó a cabo por duplicado secando nu~ 

vamente las membranas a aooc. 

Simultáneamente a la filtración, se llevó a cabo el con-
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teo celular-, de ctcucrUo u.l método dcscri to .interiormente. 

Determinación de i\lcollol.-

L.=i detPrmina1~j(H1 dP alcohol duran.te el tnrnscurso de las 

ferroont.JciurKs, sP flcvó a C:l.ho utili Zündo el método dcJ --

dicron'llllo de pota~io qu(~ consi~>tc PI\ hacer n':!accion('\r el aleo 

hnl C(in ur1;1 ~n\11("j(,n dt> rljí·rom,1t0 r\P pt't11~i0 rj(·· ronc·c•ntr.:ición 

conocida, cuantificando el dicr-om;1tn t:"usidual ¡inr medio de !i 

tulrlción con ~ulfalo fc-rrr; .,_. cHnnniaccl ·~n ff!("dio {icido, de• a--

cuerdo d lns sigtiicntcs rcaccior1cs: 

2 Cr207-
2 ~ 3 CllJCH/)fl • irn·- ·lCl '3 .JCH

3
COOll t l!H

2
o 

-2 .. 2 + _..,. (J Fe • 1 <'.! Cr • 3 .._ 
Cr:?O? t 6Fu + 1·1!l 

( 39 ) 

da del fermentador y ~>1! coloca.ron en u:1 equipo <ll c1:~1tU.ició11, 

consistente t.•n un rnai ra1. balOn rte 250 ml, una columnü y un r~ 

frigcruntc. Se destiló la mucstr.c1 y L'l dpsti lado se aforó a -

25 ml con el objeto de garantizar que la concentración de ül-

cohol t.!O t::l destil.Jdo fuer~1 ld f!Útiu1t..1 LjUe c11 LJ IPU\~:,t t<:.t (.i.ci~i -

nal. 

Símultáneamcntc y por dupl.icado, se prcpururon matraces 

Erlcnmeycr de 250 ml, contcnü~ndo :, ml de solución de die ro-

mato de potasio O. 4 N. Se ayi:eydrlJn 30 ml lle ayuc.I de::.lilü<ld 

y se colocaron en un bano de hielo hast~ que alciinzar~n una 

temperatura de 4DC aproximadamente. Se adicionaron 30 ml de -
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ácido sulfúrico concentrado, procurando que La solución no --

se proyectara demasiado. 

Cuando la mezcla r1lcanzó hls 25°C, se agrgó J ml <lel des 

tilado para las muestras que no cuntuvieran de1n.3siüdo alcohol 

y O.Sniónenos purn aquéllas que pres1~ntaran un contenido de 

etanol superior al 5~. Estas soluciones so tituldron con Sul-

fato I~crroso Amoniacal 0.1 N, ulili~anrl0 1-10 fcnantrolina e~ 

mo indicador. Para cada dct·crminación se prepüró uri blanco, -

sustituyendo la muestra de destilc:ido ¡:or un ml de agua desti-

lada. 

La relación que proporc:jona los gramo:. de etanol por li-

tro e~ la siguic11te: 

Gr E1'011 _l __ _ 

en donde: 

Gr ETOH - ~¡ramos de ct<lnol /1 i tr(, 

MSFAB ml de Sulfato Fc1·ro&o 1\Jl'OI1ldcn.1 qastu.dos en el 

blanco 

MSF/IM ml de Sulfato Ferroso J\moni.acal gastados en 

la mues tru 

NSF/I Normalidad del Su.l fato Ferroso i\moniacal 

VMD Volumen de: mustr.:i 
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Conservación del Microorganismo.-

La cepa de. levadura Saca~haromyoes cere11isiae utilizada para­

este trabajo, fué anteriormente aislada de un agave tequilero y -

proporcionada por el Departamento de Bio~ecnologia y Bioingenie-­

ria del CINVESTAV. 

Para evitar las resiembras frecuentes a lo largo del trabajo 

que podrian causar mutaciones en el microorganismo, se prepararon 

desde el inicio, una cantidad abundante de tubos de ensaye con ~ 

dio de cultivo en la forma de agar inclinado, conteniendo al mi-­

croorganismo en la siembra conocida como estriado. El medio se -­

preparó al 5% de azúcares, utilizando n~lazn como fuente de carb~ 

no, adicionando las sales de acuerdo al medio previamente dise~a­

do. La siembra se llevó a cabo con asa de Cromo-Niqucl en la camp~ 

na de flujo laminar y en condiciones estériles. Los tubos sembra­

dos se incubaron a 2a0 c en incubadora durante 48 horas. 

Una vez presentado el c~ccimiento, se observaron diez tubos­

al azar, para asegurar la ausencia de contamínación. Finalmente 

se sellaron con papel parafilm para evitar evaporación del gel, -

manteniéndose en refrigeración a 4ºC~ 

Demanda Química de Oxigeno ( ÓQO) .-

La deternl,¡.nación ~e la Dema~da Química de Oxigeno (DQO), -

es una medida equivalente de una porción de materia orgánica en -
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una muestra que es susceptible de oxidarse por un agente al­

tamente oxidante.En general, toda la materia orgánica se de! 

truye por una mezcla de ácido sulfúrico y dicromato. La mues­

tra se refluja con cantidades conocidas de dicromato y ácido 

sulfúrico. El exceso de dicromato es titulado con una solución 

de sulfato ferrroso arroniacal. La cantidad de materia orgánica 

oxidable, es proporcional a la cantidad de dicromato consumí-

do. (43) 

Para llevar a cabo la de terminación, se prepararon 8 ma­

taces balón de 250 ml con perlas de vidrio y una peque~a can­

tidad de sulfato mercúrico utilizado como catalizador. Se e~ 

locaron 10 ml de Dicromato de Potasio 0.25N y 30 ml de ácido­

sulfúrico concentrado. Se adicionaron por duplicado 0.5. 1.0 

y 1. 5 ml de muestra previamente diluida a 100 veces, comple -

tanda a 1 O ml _con agua des ti lada según el caso, corriendo un 

blanco con 10 ml de agua destilada para cada determinación, -

también por duplicado. 

Las muestras se sometieron a digestión a 145°c en parri­

lla de calentamiento durante dos horas, contadas a partir del 

inicio de la ebullición. Se utilizaron refrigerantes Frieó:ich 

como condensadores de los vapores producidos durante la dig!!,f! 

tión. 

Terminada la digestión y ya frias las muestras, se titu­

ló el Dicrorrato de Potasio rcm.J.nente con Sulfato Ferroso ~ 

niacal 0.1 N, utilizando una solución de 1-10 fenantrolina -

corro indicador. Los cálculos se efectuaron de acuerdo a la 

relacióni 
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mg 
1
000. !a-b) n!1. (BOOO)!Dln.) 

muestra 

en donde1 

DQO • Demanda Bioquímica de Oxigeno 

a • ml de Sulfato Ferroso Amoniacal gastados en 

er blanco 

b ml de Sylfato Ferroso Amoniacal gastados en 

la muestra 

N = Normalidad del Sulfato Ferroso Arroniacal 

8000 = Miliequivalantes de Oxigeno. 

Demanda Bioquímica de Oxigeno (DBO)~ -

La Demanda Bioquímica de Oxigeno, es una medida de la ca_Q 

tidad de oxigeno requerido por una determinada población de m!_ 

croorganisrros, para degradar la mcJ.teria orgánica existente en 

una muestra determinada. 

La degradación de la materia orgánica !lavada a cabo por 

los microorganisrros prese~tes en la muestra, en condiciones -

aerobias, es llevada hasta una oxidación completa, produciendo 

dióxido de.carbono, agua y amoniaco. 

Esta determinación se .basa en la cuantificación de oxig~ 

no disuel.~o en diferentes intervalos de tiempo, con la adición 

de una solución dival~ente 1 de ma,nganeso. El oxigeno presente, ~ 

xida una cantidad equivalente de hidróxido de manganeso, obt~ 

niéndose hidróxidos con nivel~s de valencias mayores, formando 

un precipitado café. En presencia de iones yoduro,y seguido de 
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una acidificación, el rMnganeso oxidado vuelve a su estado d! 

valente, liberando iodo,con una cantidad equivalente al cent~ 

nido original de oxigeno disuelto en la muestra. El iodo se ti 

tula t;on tiosulfato de sodio. 

Para efectuar la prueba, fué necesario preparar el agua -

de dilución adicionando l ml/l de las soluciones de Sulfato de 

Magnesio, Cloruro de Calcio, Cloruro Férrico y solución regul~ 

dora de fo_sfatos, de acuerdo a las concentraciones que el mét2_ 

do especifica. ( 43 

Dicha agua de dilución se conservó a 2oºc durante 24 ha-­

ras, con el propósito de que se saturara de oxigeno a la tcm~ 

ratura a la que se efectuaria la prueba. 

Haciendo una dilución 11100 para la muestra en cuestión,­

se colocaron 0.5, l.O y l.5 ml de ésta solución en las botc-­

llas de dilución especialmente utiliza das para ésta prueba. -

Cada prueba se realizó por triplicado, preparando dos blancos 

a la entrada, et.in el fin de determinar la cantich:l de oxigeno -

disuelto inicial, as! como dos blancos de salida, para compro­

bar que no hubiese variación en el contenido de oxigeno dura!!. 

te el experimento. 

Se llenaron las botellas con el agua de dilución por medio 

de sifón, con el objeto de evitar la entrada de oxigeno a tra­

ves de burbujeo. Se taparon colocando, adcma's del tapón csmer!_ 

lado, un tapón plástico a manera de sello hidráulico, con el -

fin de evitar la entrada de aire. 

Se determinó el oxigeno inicial a las botellas del blanco 

y el resto se incubaron a 20°c durante cinco días. 
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El oxigeno remanente se determinó por el método de Win -

kler modificado, adicionando 2 ml de solución de álcali-yodu-

r"O azida, 2 ml de solución d_e sulf.Jto rTI<"lngancso y 2 ml de ácf_ 

do sulfúrico concentrado Ltr\<J vez fijado el oxigeno, con una -

solución de Tiosulfato de Sodio o.1 N, µtilizando almidón como 

indicador. ( 43). 

Y• 

~álculos: 

.!!'.9- o. o. 
1 

mg/l DB05 

(m: T.S.l(N T.S. )(Equiv.Oz)(lOOO) 
ml muestra 

(O.Di) - (O.D. al sº dial 
% Dilución en Decimnlcs 

en donde: 

O. O. Oxigeno Disuelto 

T.S. Tiosulfato de sodio gastado en la titula-

ción 

N.T.S. Normalidad del Tiosulfato de Sodio 

O. Di. Oxigeno Disuelto inicial 

Sólidos en Todas sus FormCf'S.-

Los sólidos se refieren a la totalidad de la n1ateria que 

queda en un rcr-:!piente tara.do, después de la evaporación de una 

muestra dcternünadü y del secado subsecuente a una temperatura 

definida. 

El residuo remanente· representa sólo aquello5 materiales 

presentes en la muestra que tienen presión de vapoc insignif! 

cante a 1osºc. 
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Los sólidos volátiles son una medida de la cantidad de me 

teria orgánica presente. Esta prueba consiste en un procedi 

miento de combustión, en el cual, L.1 mutcrí.:l orgánica es con -

vertida en co2 y agua. La temperatura se controla para preve­

nir la corrosión y volatilización de las sustancias inorgánicas. 

La pérdida de peso se intepreta en términos de nuteria orgtin! 

ca. 

El nétcxb consiste en calcinar la rnuestru a 5~0 oc. A esla 

temperatura, la mayoría de las sales inorgánicas son estables 1 

a excepción del carbonato de nugnesio. {43} 

Para la determinación de sólidos totales, fué necesario 

tarar las cápsulas de porcelana y una vez determinado el peso 

constante, se adicionaron 10 ml de muestra, colocándose en 

la estufa ( 'l'hclco Modelo 28) a· 1osºc durante un dia. Una vez -

secas las muestra~, se colocaron en el desecador y posteriormc!!_ 

te se pesaron en balanza analítica (Mcttlcr H-20). Por difere!} 

cia de pesos y dividiendo entre el volurren de muestra, se cal­

culó la cantidad de sólidos totales presente. 

Lo:; Sólidos Volátile~ Totales· (SVT} se d:terminaron ca!. 

cinan<lo los Sólidos Totalc-s a una temperatura de 5SOºc durante 

una hora en la mufla ( Caisa 4 34 D. L.) • De ésto forma se gara_!! 

tiza que toda la materia orgánico presente hd sido eliminada. 

La diferencio el~ pesos entro la cópsula después de la cal­

cinación y el peso de la niism. .. t después de secA.r a 105°C, divi­

dido entre el volumen de muestra, proporcionan los sólidos volá 

tiles existentes. La SUIT'k:'l de los Sólidos Volritiles ·fu·l?.crll!S (que 

representan la materia orgilnica presente) y los sólidos tata-
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les fijos (que corresponden a la materia inorgánica existente) 1 

proporcionan los Sólidos Totales presentes. 

La determinación de los, sólidos en todas sus far.mas, son­

de gran impotancia para el disc~o de sistemas de tratamiento -

primario de efluentes. 

Para la determinación de Sólidos Volátiles Totales (SVT) ·· 

fué necesario preparar una' serie de crisoles Gooch con una ca­

ma de asbesto, con el fin de obtener un lecho para reténer el 

material suspendido en la muestra. Se determinó el peso cons­

tante, y se colocaron 5 ó 10 ml de muestra, dependiendo de la 

facilidad del crisol para retener 6 dejar pasar la muestra con 

la ayuda de vacío. Filtrada la muestra, se secaron los crisoles 

a 105°C por una hora y se pesaron una vez fries. La difcren-­

cia entre éste y el obtenido a peso constante, dividido entre 

el volún'Cn de muestra, proporciona los Sólidos Suspendidos T~ 

tales. 

Los Sólidos Suspendidos Volátiles ( SSV), se obtuvieron ca!_ 

cinando los Sólidos Totales a 550°C por una hora y por difc-­

rencia entre el peso dcspué:s de secar ri 1osºc y el peso después 

de calcinar a ssoºc, dividiendo ésta difercnciü entre el volú­

mcn de muestra, se obtuvieron los Sólidos Suspcndido5 Voláti--

les. 

Montaje de las Fcrmcntaciónes.-

Las fcr.mcntacioncs correspondientes para 11 realización de 

este trabujo, se llevaron a cabo en el Fermentador Virtis Mod~ 
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io 43-100 del Laboratorio 16 del Departamento de Biotecnologia 

y Bi.oingenieria del CINVES1'AV. 

El rrodio de crecimiento para la cepa de Sae!char•omyaes ce­

reo1'.s iae utilizada ,se preparó con melazas de caña proporcionª-. 

das por la Planta Piloto de fbrtmentaciones del mismo Departa-­

mento. 

Fué necesario llevar a cabo la clarificación de Ja miel 

con el propósito de elin1inar las sales de calcio y Magnesio -

existentes en la mela~a cruda. 

La clarificación consistió en hacer una dilución 1:1 en 

volumen de la melaza cruda y postf~riormentc acidularla con ác!. 

do sulfúrico concentrado hasta alcanzar un pH de 3.5. Se some­

tió a ebullición por 5 minutos y se mantuvo en refrigeración -

con objeto de lograr la precipitación de las sales presentes y 

( 39 ) se determinó el contenido do azúcares totales presentes 

por el método del Fenol-Sulfuriro,descrito anteriormente. 

En base a este contenido de azúcares se preparó nl medio­

de fer~ntación a la concentración de sustrato deseada, adici~ 

nan<lo dd~m~s, las soles de Calcio, Hagncs.io, tütrógeno y Pota­

sio, requeridas por la levadura y de acuerdo al medio previa­

rrente disei\ado. 

Propagdc iún. -

Antes de inocular el fermentador., se efectuó la propaga-­

ción, partiendo de uno de los tubos lTk1ntenidos en refrigeración 

conteniendo a la cepa de levadura. 
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Con el objeto de arrastrar las células crecidas en la s~ 

perficie del agar en el tubo inclinado, se hizo una suspensión 

con agua destilada estéril, tomándose 5 ml de dicha suspensión 

para sembrar un matraz conteniendo 50 ml del medio de fermen­

tación. 

A las 24 horas. se resembraron dos matraces Erlenmeycr de 

250 ml, conteniendo 50 ml de medio estéril con 5 ml del inóculo 

propagado en el primer matraz. A las 24 horas siguientes, se -

sembraron dos matraces Erlenmcyer de 1 litro, conteniendo 200 

ml del medio de fermentación, adicionando a cada uno de ellos, 

20 ml de inóculo propagado el dia anterior. 

Los IN!traces con el medio sembrado se incubaron a zsºc -­

con una velocidad de agitación de 100 RPM, con el propósito de 

favorecer la aireación y en consecuencia, el crecimiento celu­

lar. 

A las 24 horas siguientes se inoculó el fermentador con -

los matraces sembrados el dia anterior. 

Las propagaciones y la inoculación del fermentador se re~ 

!izaron en la campana de flujo laminar en condiciones estéri -

les. 

Una vez inoculado, el fermentador se acopló a la parte co~ 

plementaria del equipo, haciendo las conexiones necesarias para 

mantener temperatura, velocidad de agitación y aireación con!!_ 

tantes. La ffgura 14 "º diiagramd con las partes fundamentales 

del equipo. 

Las muestras tomadas para el seguimiento de las fermenta­

ciones, se scan:ct1 ~. a intervalos de 2 ó 3 horas, según la con--
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centración de sustrato inicial. 

Una vez concluido el cultivo por lote, se conectaron las 

mangueras de alimentación de medio fresco y de salida de !T<lsto, 

controlando los flujos deseados con bombas peristálticas (Mas­

terflex). El ferroontador se operó a 4 li tras de capacidad, co!! 

trolando el vol~men con un tubo a nivel. 

Las condiciones de trabajo para las cinéticas realizadas 

se presentan en la Tabla 9. 

Tabla No. 9 

Condiciones de Traba.jo para las Cinéticas 

Desarrolladas en Cultivo Continuo. 

Cinética s T pH Agitación Dil~~!yn 
g/l o;r; RPM 

50 30 3.5-4.0 50 .1 

2 so 30 3.5-4.0 100 • l 

3 50 30 3. 5-4. o 250 .1 .. 2 •• 3 

4 150 30 3.5-4.0 100 • l 

5 100 30 3.5-4.0 300 .1 

6 100 30 3. 5-4. o 150 .2 

100 30 3.5-4.0 150 • 3 

150 30 3.5-4.0 150 . l 

150 30 3. 5-4. o 150 .2 

10 150 30 3.5-4.0 150 .J 



-69-

-=~ cd1eel FcIIllrtLd> Fig. ro. 14 Diaornma r Virtis. 
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l.- Vale ro Magnético 

2.- Arreglo Magnético Exterior 

3.- Agitador 

4.- Circuito cb Control de Temperatura 

s.- Toma de Muestra 

6.- Di fusor do Aire 

7.- Control do Nivel 

8.- Entrada para Inoculación 

9. - Alimentación de Medio Fresco 

10.- Salida de Mosto 

11.- Rotámctro 

12. ~- Indicador de Velocidad de Agitación 

13.- Indicador de Temperatura 

14. - Selector de Velocidad de Agitación 

15.- Switch de Agitación 

16.- Switch de Bomba de Agua 

17. - Switch del calentador 

18. - Switch dc:l.. Gi d f.i.cador 

19. - switch del sis tema de Re fri ge ración 

20. - Graficador de Te mpcra tura 

21.- Manómetro de Aire 

22.- Válvula de Entrada de Aire 
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La experimentación realizada, puede dividirse en las siguie_!! 

tes etapas: 

a} Experimentación Previa 

b) Experimentación en Cultivo por Lote 

e) Ex{X!rimentación en Cultivo Continuo 

d) Experimentación en Cultivo Continuo con Reciclado de Vinaza. 

a} Experimentación Previa. -

En esta etapa se realizaron cinéticas de fermentación en ma­

traces, con objeto de conocer los rangos de velocidad de crecimie_!! 

to que proporcionaba la cepa de Saceharomyccs cereviaiae, bajo d!_ 

ferentes medios y condiciones. Los medios de cultivo utilizados -

para este propósito fueron medio en base a sacarosa a una concen­

tración de 4% para sustrato, medio de infusión papa-dextrosa y ~ 

dio melaza al 4%, adicionando las micronutrientes en forma de sa­

les, de acuerdo al medio di.sellado previamcntP- y r:"onslder.:indo lo5-

rcsulta.dos de Rodríguez y García (39), que <:stnfllcccn unu propo1> 

ción de sales en base a un 2% de azúcares como la rTk1s ndocuada p~ 

ra esta levadura. 

Por tratarse de un microorganismo facL1ltativo, };1 cr_~pa de -­

Saccharomycea cc1•cvi~ia~ utilizada, puede dc~arrollarsc en con­

diciones de aereación o en ausencia de ella. En el primer caso,-­

su metabolismo es orientado a la producción de C02, agua y bi~ 
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masa.En el segundo caso, los productos del metabolismo son al­

cohol y co2 con una manifestación rrenos intensa de crecimiento 

que la obtenida bajo condiciones aerobias. En consecuencia, los 

valores de velocidad de crecimiento serán diferentes en ambos 

casos y se presentan en la tabla 10. 

Tabla No. 10 

Velocidades de Crecimiento Obtenidas para Diferentes 

Medios de Cultivo para la Cepa Utilizada. 

Medio de Cultivo Velocidad de Condición 
Crecimiento 

( Hr-l) 

Papa-Dextrosa O.JO Aeróbica 

Papa-Dextrosa 0.33 Anaeróbica 

Sacarosa 4% 0.46 Aeróbica 

Sacarosa 4% 0.33 Anaeróbica 

Melaza 4% 0.34 Aeróbica 

Melaza 4% 0.30 Anaeróbica 

De acu~rdo a los valores de la Tabla l O, se tiene un va­

lor máximo de velocidad de crecimiento de 0.46 ur- 1 , por lo que 

este valor ·sirvID como referencia para establecer los niveles c:b 

variación en·.1a vcloc;idad1 de didución en los experimentos en ... 

cultivo continuo. 
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b) Elq:erilrentos en Mtivo por Lote.-

Con el propósito de establecer las irejores condiciones de o­

peración del cultivo continuo y es·tudiar el efecto que cada vari,!!_ 

ble involucrada en un sistema de este tipo tiene sobre los parA~ 

tros establecidos previamente, se desarrolló una serie de fermen­

taciones cuyos resultados se presentan en la Tabla 12. 

Generalmente, a cada fermentación en cultivo continuo, le pr~ 

cedia una en cultivo por lote. Por ello, la Tabla 11 presenta los 

resultados de las cinéticas en cultivo por lote, previas al cont! 

nuo. De acuerdo a esta tabla, los valores de sustrato residual al­

termino de la fermentación, se increrrentan conforme aumenta la ca~ 

centración de sustrato inicial. 

La productividad celular tiende a aumentar a medida que aume~ 

ta la concentración de azúcares, alcanzando un valor máximo de 0.62 

grcél/lHr a una concentración de azúcares del 15%, cuando se alca~ 

za en el sistema una concentración de alcohol de 86.16 grET/l, co~ 

firmando los resultados de Rodriguez y Garcia (39), quienes prese~ 

tan inhibición de la levadura a concentración de alcohol del 8% me 
nejando, inclusive, una concentración de sustrato menor, correspon 

diente al 12%. 

Respecto a los valores de rendimiento celular, estos disminu­

yen confornn aum:mta la corcentración de sustrato, lo qoo se explica por el E­

fecto Crabtree en donOO, a corcentraciooos altas de sustrato, se favorece el "!! 

tabolisno funrentativo, suprimiéndose el desarrollo de las mitoco!Vlrias, ergo~ 

lo cel\Jlilr donde se lleva a cabo el proceso de respiración ( 36). 
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Tabla No. 11 

Resultado de las Fermentaciones en Cultivo por Lote 

·1'l' 

-1 gl 

6.95 

29.!>5 

68.46 

Xo 
-1 

gl 

·º· 79 

l. 03 

l. 43 

Concentración 

Concentración 

Concentración 

Caneen trae ión 

Concentración 

6.90 

9.07 

9.92 

Inicial 

Po 

-1 
gl 

6. 37 

9. 04 

11. 57 

37.4 

67.9 

86 .16 

de Sustrato 

Final de sustrato 

Inicial de Células 

Inicial de Producto 

Final de Producto 

Velocidad Especifica de Crecimiento 

P' c P'p 'ix/s 'ip'/s 

g/lhr g/lhr gcé J /g;ist q: 01/g;u¡t. g:QVlH: 

0.24 o. 511 l. 44 O.U9 o. 710 

o. 25 0.503 2. 72 0.123 o. 835 

0.28 0.62 3. 82 0.104 .0.914 

P'c= Productividad de Células 

P' p= Productividad de Alcohol 

0.671 

0.452 

1.14 

1 ..., ... 
1 

'ix/s= Rendimiento Celular en base a Sustrato 

Yp/s= Rendimiento de Producto en base a Sustrato 

~ Velocidad Especifica de Producción de ETOH 
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Con los valores obtenidos en la Tabla 11, es posible cono-

cor la relación existente entre la concentración de sustrato y -

la velocidad de crecimiento de acuerdo a la Ec. de Monod, descr! 

ta por Aiba (l.)· y Quintero ( 36). be acuerdo a esta expresión y-

a concentraciones bajas de sustrato, la velocidad especifica de 

crecimiento f-, aumenta linealmente conforme se incrementa la ca!! 

centración de sustrato. Sin embargo, existe un punto dentro del-

rango de concentración de sustrato en el cual, la velocidad de -

crecimiento alcanza su valor mc1xim0 que no cambia mas, a pesar -

de que la concentración de sustrato se incremente. 

Linearizando la ecuación de Monod, utilizando el método pr~ 

puesto por Lineweaver-Burk se tiene lo siguiente: 

( 32) 

y con los valores promedio, obtenidos en las cinéticas en culti-

vo por lote: 

s g1-l Hr-l l /S l/gr l/f Hr 

50 0.24 o. 02 4.16 

100 0.25 0.01 4.0 

150 0.28 o. 0066 3.57 

es posible construir la gráfica l/S v.s. l/f- Fig. 15, en donde 

la pendiente representa la relación Ks/t'-máx y la ordenada al~ 

rigen, corresponde al inverso de la velocidad máxima de crecimie~ 

to f"-máx. 

De la misma Fig. 15 se tiene que 1 
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m 38.15 gr AzHr/l 

b 3 .44 

de tal manera que, de acuerdo a la Ec. de Monodi 

Y• 

b 

J.44 

m 

Ks 

Ks 

l / f máx 

1/ f máx 

o·_-29 !lr- 1 

Ks 

{-'- máx 

(fmáx)(m) 

(o. 29 -1 Hr )(38.15 

11. 06 grAz/l 

gr Azllr / l) 

Esto significa que para el intervalo de concentración de su~ 

trato maneja do, se esperaría una velocidad máxima de crecimiento­

de O. 29 Hr- 1 • 

El valar de Ks ó con~tanlc de saturación, da una idea de la-

concentración de sustrato bajo la cual, se tendría la mitad de la 

velocidad móxima de crecimiento. 

Por otro lado, un promedio de las velocidades de crecimiento 

obtenidas pa.ra una misma concentración de azúcarews, muestra que 

la velocidad de crecimiento se incrementa conforme aumenta So, --

conirmando el comportamiento esperado en la Ec. de Monod. 
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0.01 o.m o.m O.OI o.Cb o.o; 1/5 
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Además, conforme se aumenta la concentración inicial de sus­

trato, y este no es totalmente agotado, la diferencia entre lo -­

concentración inicial y la concentración final, que aparece en -

la expresión para rendimiento (Ec. ·13), se hace mas granlle, por -

lo que el valor de rendimiento obtenido es menor, de acuerdo a ee._ 

ta expresión. 

Por otro lado y de acuerdo a la estcquiometria de la degrad~ 

ción de glucosa en la glicólisis, se observa quct 

2 ATP 

180 g Glucosa - 92 g Etanol 

lo que quiere decir que por cada grano de glucosa degradada por -

esta ruta, se tienen aproximadarrcnte O. 51 g de Etanol. 

De acuerdo a los rcsul tados presentados en la Tabla 11, se -

tiene que las producciones para etanol alcanzan un valor superior 

al teórico esperado, obteniendo una producción máxima de 86.16 

g ETOH/l que da cono resultado, un valor de 3. 82 g ETOH/lHr de 

productividad. 

Si se considera que la melaza es un medio complejo, cuya co~ 

posición es rica en constituyentes orgánicos, (Tabla 6), se pue -

den explicur los valores ligeramente superiores a los esperudos -

para producción de alcohol y productividad del mismo obtenidos. 
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Experimentos en Cultivo Continuo.-

La Tabla 12 muestra los resultados de las fermentaciones re~ 

lizadas en cultivo continuo. 

Los resultados muestran un efecto decreciente tanto de produE, 

ción de biomasa como de producción de alcohol .al incrementarse la 

velocidad de dilución, en forma contraria a lo que teóricamente -

se espcraria, ya que se tendría una producción celular casi cons-

tante, aún manejando diferentes velocidades de dilución, siempre-

y cuando no se excediese el valor de dilución critica, ya que de-

serasi, los valores de células y alcohol se volvertan nulos. 

Unicamente a concentración de sustrato del 15% las células -

alcanzan a mantenerse en 4 gr/l en un intervalo de dilución de -­

o. 08 a O. 22 Br-l, disminuyendo drásticamente a un valor de 1. 4 7 -

gr cél/l, para un valor de velocidad de dilución de 0.295 Hr-1, -

lo cual se observa en la Fig. 18. 

A bajas concentraciones de sustrato, los valores de azúcares 

consumidos son mayores, lo ~ue no sucede a concentraciones de su~ 

trato del 15%. Lo anteriot puede explicarse si se considera un p~ 

sible cfect~ inhibitorio por sustrato, al incrementarse la presión 

osmótica en las células por la elevada concentración de azúcares,­

lo que origina una disminución el la actividad fermentativa. {39) 

Aún cUando la producción de alcohol tiende a disminuir en el 

sistema a con~ecucnciafdel 1 incre~nto en la velocidad de dilución, 

la productividad del mismo·se incrementa. si se considera que uno 

de los términos del producto PO aumenta también, como se muestra -

ESTA TESIS 
SALIR DE LA 

NO DEBE 
BIBLJQTEGA 



Tabla No.12 

Res ulado de las Fermentaciones en Cultivo Continuo. 

( S0 -S) (Sol ( s) D X P'x PoH P'oH %Azúcares Yx/s .. Yp/s 
Consumidos 

g/l g/l g/l Hr -1 g/l g/lhr g/l g/lhr g/l gEt/gs 

39.86 50 10.14 0.097 6. 42 0.62 37. 93 3.67 79. 72 0.161 0,95 

40.87 50 9.13 0.087 5.0 o. 43 32 .19 2.80 81. 74 0.122 0.787 

35.3 50 14. 70 0.197 4.59 0.90 24.63 4.67 70.6 0.130 0,697 

27.83 50 22 .17 0.2 97 3.21 0.95 20.09 5. 96 55.66 0.115 o. 72 1 

"' o 
1 

34. '53 100 65. 4 7 o. 091 4.70 o. 427 44. 57 4.05 34. 53 0.136 I.29 

57.91 100 42.09 0.106 4,67 o. 467 46.88 4.68 57. 91 0.080 o.so 
34.31 100 65. 69 0.1 76 3.24 o. 57 20. 92 3.68 34.31 o. 094 0,60 

14 .18 100 85.82 o. 2 75 2.24 0.61 11. 88 3.-26 14.18 0.157 o. 83 

70.86 150 74 .14 o.oso 4, 18 o. 33 53. 54 4.32 4 7.24 o.osa 0.75 

53. 79 150 96 .21 0.221 4.07 O.B9 27.38 6.05 35. 86 0.075 0.509 

31. 5 150 118. 5 0.295 1.4 7 0.43 12. 73 3.75 21.0 o. 046 0.404 
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en las figuras 16, 1 7 y 18. 

El efecto de la velocidad de dilución sobre los valores de -

rendimiento celular y rendim~cnto para producto, se aprecian en -

las figuras 19 y 20, respectiva~nte. 

No es un comportamiento constante, .ni p.=trd biomasri ni para -

producción de alcohol como sería de esperarse de acuerdo a la le.!?_ 

ría. 

Sin embargo, a concentrociones d0 sustr~1tn trnji1s, los valores 

de Yx/s y Yp/s tienden a ser nas constantes qu(' aquellos obtenidos 

a concc11tracinnes de sustrl1to de 10 y 1~·'1 
.• 

S:i se considera que par.'.1 ciertos organismos, concentraciones 

de glucosél superiores al 5% inhiben lu s.inlesis de enzim.:is respi­

ratorias y la formación de mitocondrias, (]6) y tomando en cuenta 

que a altas concentraciones de azúcar y a elevadas velocidades de 

dilución. la levadura está sometida en fornw constante a condicio 

nes mas dificilcs para su desarrollo, pueden explicarse estas -­

disminuciones en los valores de rendimiento, ya que el sustrato -

se está aprovechando en forma menos eficiente. 

Las productividades tanto de c6lulas corre de :ilcohol, se in­

crementan conforme se j ncrementa la velocidad e:- dilución. Unica--

mente a concentración de sustrato de 15% y una velocidad de dilu­

ción de 0.295 flr-1, el valor de P 1 x y P'o¡¡. disminuye en un 50't -

respecto al valor anterior obtenido. 
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Las oscilaciones violentas características gcncralrTiünte --­

al inicio del cultivó continuo, son más frecuentes a conccntr!!_ 

e iones de azúcares bajas. El mec.::.rn i smo de es tus oscilaciones -

.:io ha sido totalmente definido. Sin embargo, de ücucrdo a los-­

resultados presentados por Parulekr:.ic y col. ( 32 }, la tendencia 

oscilante en sus experimentos con .'i-;,.-n};a1·omy{'e,; c111•e11i:1iae. coi!}_ 

cide a concentraciones bajas de sustrato, y puede ser inducida -

ó eliminada vari.ando lu velocid.::1d de Ji.lución, vclocidrld do agi­

tación y concentración de oxi.geno en el medio. 

Por otro lado y con el prupó...:.it•J de cvítur la formación dc­

scdimento celular en el fcrmentüdor, que rcprcscntab<J una can--­

tidnd considerable de levaduras inactivas, se decidió estudiar -

el efecto de la velocidad de agitación en el sistema para lo 

cual se varíó esta de acuerdo a las condicion~s presentadas en--

la Tabla 9. 

En forma ~•emejunte a los resuLtudos prcs(?ntados por K6pe--­

lli y col. ( 19 } , a velocidades de ugi tación altas, en este c~-­

so de 250 HPM, disminuyen los a9rcgados que tienden a precipi-­

tarse, dando como ronsecucncia una disrni.nución en la producciórr 

celular, ya nue se fevorccc la salida de células dc.l ter11t«:ntn-­

dor:, como se aprecia en la TubJa 12. par.::i lo~; dos J.Jrirnerot> v~ -

lores de producción ccluiat·. De i'._Jua1 manera, Ja conccntraciórr­

de alcohol se ve rlisminuiclt.1 en su vulor de 37.93 gE'l'Oll/l a 32--­

gr ETOH/l. 

Además, a. una velocidad ele nqitac-ión de 250 HPM,fl.: difi-­

culta la idcr1tificación de lln estado estacionario , por lo que-­

las fermentaciones posteriores se trabv.jaron il una. velocidad ---

intermedia de 150 HPM, impidiendo por un l.1do 1 1<1 sedimenta -
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ción celular y por otro,tll disturbio excesivo en el sistema. 

Energia de Mantenimiento. - . 

En cultivos biológicos la energia.consumida no solo se ut! 

liza para la producción de células ó biomasa sino también, p~ 

ra mantener las estructuras básicas .de las células. Esta ener-

gia se conoce como Energia ·de Mantenimiento. A esto se debe --

que los valores de rendimiénto,no sean constantes en un culti-

vo continuo. ( 21 

La energia de mantenimiento se calcula a partir de un ba-

lance para sustrato, en forma semejante al tratamiento present~ 

do por Lópe z Mercado, ( 22 ) como sigue 1. 

en donde1 

Por 

~~ 0 (dS/dtlm + (dS/dtlg (33) 

~~ • Velocidad Global de utilización de Sustrato 

( ~)m· Veloci<ll!d de utilización de sustrato para 
rnanteni..miento 

Velocidad de utilización de sustrato para -­
crecimiento 

definición• 

f l dX (34) 
= Xdt 

'dS _b__ (35) 

dt '{ 

(~)m = 

(36) 

-mX 

( ~~)g f'-x (37) =--yg 
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Suatituyendo las ecuaciones 34,35,36 y 37 en la expresión 33, se 

tiene quo1 

(38) 

en donde1 

Yg = Coeficiente de rendimiento verdadero en base 

a Sustrato. 

Simplificando la ec. 38,y dividiendo entre f'X• se tienes 

l m l 
'i p.+ 'ig (39l 

que se define como Ecuación de Pirt, para el cálculo de la Ener­

gia de Mantenimiento. 

Graficando la Ec. de Pirt, para l/JJ' V.S. l/Y como se mues-­

tra en la Fig. 21: se obtiene una recta cuya pendiente representa 

a .. m. 6 coeficiente de mantenimiento, que es ig~al a la. cantidad de 

sustrato utilizado por célula por unidad de tiempo, para propOs~ 

tos de mantenimié'nto. La ordenada al origen representa el rendí-

miento celular corregido para consumo de sustrato, durante el ~ 

tabolismo de mantenimiento. ( 21 ) y ( 22 ) • 

Los valores para el coeficiente de mantenimiento, asi corro 

para el rendimiento real, presentado en la Fig.21, muestra lo s! 

guiente1 

Para la concentración de sustrato inicial de 10%, se tienes 

m a 0.989 gr sustrato/gr cél Hr 

Yg = 0.275 gr célula/ gr sustrato 

Para concentración de azúcares del 15% se tienes 

m 0.489 gr sustrato/ gr célula Hr 

Yg = 0.090 gr sustrato / gr célula Hr 
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Los valores obten.idos para concentración de sustrato de -

5% carecen de lógica al obtenerse un valor negativo para el v~ 

lor de coeficiente de lTk.lntcnizniento. 

El rendimiento celular corregido es en los casos reporta-

dos, mayor que los obtenidos para concentración de azúcar de 10 

y 15%, de acueICdo a la Tabla 12. 

Los cae ficicntes de mantenimiento proporcionan la cantidad 

de sustrato que la célula consume pctru cuestione~ de mantcni-­

miento, exclusivamente. 

De acuerdo a lc1s fermentaciones realizadas en cultivo co~ 

tin~o y de acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 14!, 

se tiene una mayor productividad para producto, a una concentr~ 

ción de azúcares de 15% y una velocidad de dilución de 0.2 Hr-1. 

Sin embargo, las fermentc1cioncs realizadas, muestran que 

se obtiene un estado estacionario en forma má.s evidente a velo 

cidades de dilución bajas. fur ello, se decidió establecer como 

condiciones rn.Js adecuadas dn fermentación para los cxperimcn--

tos con vinaza, una conce.ntr-ación inici;:il de cu:::;tratü Je 150-­

g/l a una velocidad de dilución dP Q. l ffr-l. a.unquc, l.Jajo es-­

tas condiciones, la productividad de alcoJ1ol, fué de 4. 32 gtEt/lHr-. 
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Experimentos con Vinaza.-

Establecidas las condiciones de operación en cultivo con-­

tínuo bajo las cuales se llevó a cabo la rccirculación de vina--

za, se decidió preparar el medio de crecimiento sustituyendo el-

agua de dilución por vinaza, en proporciones de 33, 66 y 100%. 

La adición de sales inorgánicas fué suprimirla totalrrente, -

al considerar que los requerimientos de minerales utilizados por 

la levadura. serían cubiertos por la vinaza presente, ya que su -

contenido en materia tanto orgánica co1ro mineral, ( 8) la hacen --

particularrrcnte atractiva para estos propósitos. 

Los resultados en cultivo por lote para cada una de las pro­

porciones manejadas, se presentan en las figuras 22, 24 y 26. Las 

fermentaciones en cultivo continuo a velocidad de dilución de 0.1 

Hr-1 y concentración de azúcares de 15%, se presentan en las fig~ 

ras 2 3, 2 5 y 2 7. 

Respecto a los valores obtenidos para biomasa en cultivo batch, 

no existe diferencia si911lficuli·.-.:i cr, le::; trer, 0 ::<pP.rimentos proba-

dos, ya que se obtienen valores 1nuy semcj.:rntcs en las producciones 

celulare~. como se muestra en la Tabla 13. 

De igual forma, las velocidades de crecimiento no se ven nfe~ 

tadas mayormente por la cdntidad dr1 vinaz(1 utilizada. Sin embargo, 

estos valores de 0.133 Jlr- 1 , comparados con O. 045 y 0.106 Hr-1 o!2_ 

tenidos por Rodr.iguez y Garcia ( 39) para concentr11ciones de vinaza 

de 33 y G6% respectivamente, resultan ligeramente mayores. 
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Los valores para producción de alcohol no se ven disminuidos 

Considerablemente si se comparan estos con las fermentaciones sin 

vinaza. Estos valores se presentan en forma resumida en la Tabla-

13. Respecto a las corridas sin vinaza, la producción celular se 

ve disminuida casi en un 50% y para alcohol, la diferencia es tan 

solo del 4 % respecto'-al vblor ol;!tenido sin recirculación. 

De acuerdo a la teori~, los par6metros que influyen directa-­

mente en la velocidad de crecimiento son la concentración de sus--

trato, la tempeatura, el pH y la concentración de inóculo. Si se -

toma en cuenta que tanto la concentración de azúcares, correspon -

diente al 15%, as! como las proporciones de vinaza y la cepa de -­

Saocharomyces cerevisias, son las mismas que las utilizadas en el 

trabajo de Rodríguez y García (39), la posible explicación para -

las diferencias en las velocidades de crecimiento, pueden atr.ibui~ 

se a que la composición, tanto de las mieles como de las vinazas,-

presentan diferencias de zafra a zafra e incluso de ingenio a ing~ 

nio, ya que la cana utilizada no tiene una composición uniforme -

como para considerarla como un par6rnetro fijo. 

El valor de rendimiento celular para la fermentación sin vin~ 

za a 15% de azúcares, correspondió a 0.104 gr cél/gr sustrato, co­

mo se apreci1(en la Tabla 11 y en forma comparativa en la Tabla --

13. ·Si este valor se compara con aquellos obtenidos en las fermen-

taciones cpn recirculación de vinaza, presentados en la Tabla 13, 

se puede apre~iar una,dis"11nución hasta de diez veces, respecto al 

obtenido sin recirculación .• 
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En los valores que corresponden a rendimiento para producto, 

en esta misma tabla, se presentan resultados por arriba de lo teó­

rico esperado. Tomando en consideración que la melaza es un medio 

complejo, cuya composición no se re'duce excluai.vamente a azúcares 

corro fuente de carbono, sino que se incluyen en ella algunas vita­

minas y aminoácidos, que proporcionan un aporte de nitrógeno (Ta-­

bla No. 2 ), es probable que la levadura utilice este tipo de com­

puestos siguiendo una ruta metabólica alterna y generar otros pro­

ductos que favorezcan los incrementos anteriores, ya que, de acueE. 

do a lo que menciona Phaff ( JS), las levaduras pueden convertir a­

minoácidos a alcoholes n~yores, por la eliminación de arroniaco y -

C02, formando un alcohol con un átomo de carbono menos que el ami­

no6cido que lo contenía. Ejemplos de lo anterior son la conversión 

de leucina a alcohol isoamilico e isoleucina a alcohol amílico a~ 

tivo. 

Otro factor que en un momento dado podria favorecer los incr~ 

montos en rendimiento obtenidos, es que el método de determinación 

de alcohol, probablemente esté detectando, adem6s del etanol pre-­

Gente, otro tipo de compuestos producto de la misma fermentación, 

que contienen dentro de su estructura al grupo hidroxilo, ya que -

de acuerdo a la teoria, en un método semejante para la determina -

ción de alcohol, se considera a este radical corro interferencia 

en la determinación de etanol. ( 24) 

Por otro lado, y tomando en cuenta los resultados obtenidos -

por Garcia (39) en fermentaciones semejantes en cultivo por lote, 

con 66% de recirculación de vinaza y 15% de concentración de sus-
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trdto inicial, se alcanzan valore5 mayores para velocidad de ere-

cimiento, producción de alcohol y product i v idiid del mismo, corres­

pondiendo a valores de 0.28 111-- 1 , BJ.CJ"/ qr E'fOll/l y 2.99 grE'I'Oll/lh 

respectivamente, (ver T.:ibla 13), a diferencia de un vr1lor de 2.lB 

gr ETOH/lHr en productividüd de oJ.lcolwl, part1 ld mi~ma proporción 

de vinaza recirculada. Lo anterior puede cx¡1licarGc si se co11uide­

ru, qu.c tanto las mieles cohio las vin.izas util izddüs en este trab~ 

jo, tienen un origer1 diferente a las ulilizcHirls en el tr:abojo ant~ 

rior y en consecuencia, lu composición del medio de cultivu puede -

presentar algunüs diferencias. 

Los rcsultudos en cultivo continuo, mut.~st1·nn po¡_· :::u parte, un 

efecto decreciente sobre la fJLoductividnd fk alcohol y células al 

recircular la vinaza en el medio, corno puede observarse en la 'fu-

bla 14 y en la Fig. 28. 

Los resultados obtcnidoG en las fermentaciones sin rccircula­

ción a 151 de conccr1tración inicial de azúcares y 0.1 lir- 1 para -­

velocidad de dilución, proporcionan un valor de productividad de -

4.32 gr/lllr para etanol. Si se cornpara este valor con las produc­

tividades obtenidas utilizrrnrln 1" vir..::ir.eJ ~!'"1 ol r..cdi~. ::.e vbse.rvu -

una disminución del 4, 20 y 10~, r~ra 31. 66 y 100~ d~ rccirculd-

ción, respectivamente. 

Respecto a la influencia de l~ vir1aza sobre la producción ce-

lular, se tiene un efcctci ne~Jativo pnt~;i J.-1s tres fcrmcnt.Jcione.; --

con rccirculación, lo 1quc pu'-'dc~ 'obsi~rvarse en la Tal1L1 l'l. DesafoE_ 

tunadamentc y de ocucrdo a la Figura 28 confonikJ i.lUl1X~nta la conce!2_ 

tración de vinaza, disminuye la productividad tanto de alcohol co-

mo de células, originDndo, cnconsccuencia, un aumento en la conce~ 
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tración de azdcares residuales. 

Al ex:istir un efecto inhibitorio que cstaria dado, funda-­

mentalmente por el exceso en la concentración de sólidos y en -­

consecuencia, en un cambio en la presión osmótica del medio, ha­

ciendo que este se incremente, esto origina una alteración en la 

cantidad de biomasa y por lo tanto, en la cantidad de etanol pr~ 

<lucido, si se tomo en cuenta que el metano! es un mctubolito aso 

ciado al crecimiento, su concentrnción se ve alterada dl presen­

tarse u11a disminución t.!n ld corn;entración celular, de tal maner:a 

que al no existir una elevada concentración de ésto, 01 producto 

de fermentación no se incrementa y en consecucnci.:i, no e xi s. te un 

adecuado consumo de sustrato, incrementándose por lo tanto. la -

concentración de azúcares residuales. Además, tomando en cuenta 

las condiciones bajo las cualt"S. se tiene sorne tido el sis temc1, -

esto es, que en forma continua se está alimentando medio estéril 

con una concentración elevada de azúcar.es, proporcionada por la­

roolaza como fuente de carbono, el microorganismo está expuesto a 

condiciones de elevada presión osmótica, a diferencia de lo quc­

sucederia en el cultivo por lote, en el cual, la concentración -

de sustrato es consumida en una forma paulatina, conforme va 

transcurriendo el tiempo de fermentación. 

Sin embargo, las corrid~s realizadas con vin~za, muestran -

que este efluer1te puede cubrir las necesidades de minerales re-­

queridas por la levadura y ¡Jrcscntadns por Aiba (1 ),ton~ndo en -

cuenta que en las fermcntc:Jcioncs en cultivo por lote previas al 

continuo, es evidente el crecimiento del microorganismo, lo que-
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puede apreciarse en las Figuras 22 1 24 y 26, en l..i.s diferentes -

~inóticas con rccirculación de vinuza. 

Si se comparan los resultados de las corridas en culti '.fO -­

cont tnuo siP recirculación { ·n1hla 12), con aquellos don<le se ad~ 

cionó vinaza al mrdio, (tabla 14), se p~1eden obscrvur en es tas -

últimas, disminuciones en las produccione::; de células y aJcohol-

hasta del 50%, respecto a ~as corridilS si11 rccirculación. 

Por otro lado, trabajos realizados por Tajimu y Yoshisum 

( 4 5), muestran que concentraciones elevada~ de snles en mieles -

de purga, inhiben la fermentación alcohólica, <lisml f)l.!yéndosc el 

etanol y aumentando productos anormales dn fenncntación como -­

glicerol, acetaldehido y ácidos volátiles, de acuerdo a diferen­

tes rutas metabólicas. 

Uno de los objetivos de este trabajo consistió en evaluar 

la posibilidad de recircular la vinaza, utilizando un sistema -­

continuo de fermentación que favoreciera la productividad de al­

cohol, además de que atenuara o de ser posible, eliminara el im­

pacto ambiental de las vinazos 1 al cvi tarse su descarga directa 

a lo~ cuerpos rncnptores. 

Por ello se consideró necesario realizar la caracterización 

de la vinaza proporcionada por el Ingenio Azucñrero Casasano ubi 

cado en el estado de More los, así como d~ la vin.Jza obtenida en 

el laboratorio, después de efectuar la separación de alcohol de 

las muestras· •. una vc~r alcµnzíldo• el esta.do estacionario en las -­

fermentaciones con recirc.ulación. 

Los resultados de la caracterización de lil vinaza de j ngc--
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nio, asi como los de las obtenidas en el laboratorio, se muestran 

en la Tabla 15 . Estos resultados son mucho más elevudos y en co_!! 

secuencia alarmnntcs, que aquéllos prcscntudos por Montciro ( 28 )-

6 Ribero y Castello ( 8), quienes reportan un valor para Demanda -

Química de Oxigeno (DQO) de 27000 y 25000 mgDQO/l, respectivamen­

te. 

Para la fermentación en donde la vinaza es Lccirculada en un 

33%, los valores tcinto de DQO como de Dcmandc'l Bioquimicñ. de Oxig~ 

no (DB05) y sólidos, resultan muy sen~jantes a los obtenidos en -

la vinaza de ingenio :,• los incrernentos considcrflbles en estos pa­

rámetros para las proporciones de recirculación de 66 y 100%, se 

pueden deber fundamentalmente, a que bajo estas proporciones, la 

fuente de carbono (melaza a una concentración inicial <le sustrato 

de 150 g/l), fué consumidü tan ~olo en un 32 y 33~, obteniéndose 

una conccntrnci~n promedio rle sustrnto residual de 110 y 102 

grAz/l, para las proporciones de 66 y 1 OO't de rccirculación. 

Esto trae como consecuencia, una elevación considerable en 

la carga orgánica de la corriente de salida d~l medio de fcrmcn-­

tación, lo que puede observarse en la Tabla 15. 

Por otro lado, resulta importuntc con.siderar que si el apor­

te de azúcares en la vinaza de ingenio es de un escaso 1% deter­

minado experimentalmente, la. elevación de la concentración de 

ésta en la corriente de salidr1 del fermentador se debe cxclusiva_­

mente al bajo consumo de sustrato durante la fermentación y no -

por un aporte adicional por la vinaza durante la prcparución del 

medio. 
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Tabla 'No. 13 

Cinéticas en Cultivo por Lote con Dife-

rentes Proporciones de Recirculación de 

Vinaza. 

Vinaza s X p \1- P'c PoH Yx/s Yp/s 

g/l g/l g/l Hr-1 g/lhr g/lhr gc/gs get /gs 

o 68.46 9. 92 86.l 0,28 0.62 3. 82 0.104 0.914 

33 60.01 4.55 60.4 0.133 0.239 3.18 0,019 0.485 

66 49.69 4.94 83.9 0.28 0.352 2.99 0.040 0.655 

100 37.12 4.52 83.3 0~133 0.164 2. 77 0.028 o. 542 
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T4bl4 No. 14 

Cinéticlla en Cultivo Continuo con 
Diferentes Proporciones de Recir­
culAción de Vin4z4. 

So 5 D X PoH P' X P'oH 

g/l g/l Hr-1 g/l g/l g/lHr g/lHr 

150 7•.14 0.10 4.18 53.54 0.33 4.32 

167.S· 109.6 OJ.02 2.72 40.41 0.277 4.12 

163.C ll0.8 0.095 1.95 36.34 0.185 3.45 

162. 6 102. 8 O.lll> 1.64 27.86 0.174 2.95 

'i x/s . Y p/s 

ge/ge ge/gs 

o. 058 o. 75 

0.046 0.69 

0.037 0.69 

o. 027 0.46 
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Tabla No. lS 

Caracterización de la Vinaza Ob­
tenida del Ingenio Casasano y de 
Aquellas Obtenidas en el Laborat2 
rio. 

DQO DB05 561. 'K:Jt. ~.volá 
Fijos tilel 1bt. 

mg/l mg/l g/l g/l 

Vinaza del Inge 
nio casasaro ~ 87 ,400 55,000 85.67 67.61 
'tado de 1-t>relos. 

Vinaza del 1-t>s-
to Agotado con 85,600 48,627 110. 78 79.92 
33% de Recircu-
laci.6n. 

Vinaza del 1-t>s-
to Agotado con 179,800 125, 700 233.84 168. 81 
66% de Recircl! 
lación. 

Vinaza del 1-t>s-
to Agotaoo con 342 ,000 176,800 367. 98 280.45 
100% de Recir-
culación. 

951.SU;p. Sll.SU;p. 
~ \blAtiJ.es 

g/l g/l 

15.60 13.16 

13.516 7.04 

175.65 137.5 

278.11 241.41 
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De acuerdo a la experimentación previa,cuyos resultados se -

muestran en la Tabla 10, se obtiene 'un valor para /'" máx de 0.46 -

Hr 1 • Sin embargo, durante las fermentaciones en cultivo continuo, 

se tienen indicios de lavado a una velocidad de dilución de 0.29 

Hr-1. 

Por otro lado, con los resultados obtenidos en cultivo por -

lote, y de acuerdo al tratamiento dC Linewcaver-Burk, se obtiene 

una f máx de 0.29 Hr-1, valor muy semejante al obtenido en forma 

experimental, además de ser mas cercano a las condiciones reales 

de cultivo. 

En los experimentos en cultivo por lote, previos al cultivo 

continuo, se alcanza una productividad máxima de alcohol a una-­

concentración de 150 gr/l, obteniéndose un valor de 3.62 grET/lHr, 

que resulta bastante mayor que la obtenida por Rodríguez y Garcia­

( 39) cuyo valor reportado es de 2.53 grETOH/lHr. 

La diferencia en la concentración de inóculo ó probablemente, 

en las mieles utilizadas (ya que de zafra a zafra ó inclusive, de 

ingenio a ingenio, se pueden presentar variaciones), pueden ser --

algunas de las razones que justifiquen las diferencias anteriores. 

En lo que al cultivo continuo se refiere, las desviaciones -­

presentadas en los valores para producción, tanto para células como 

para producto, mostrados en las figuras 19, 20 y 21, de acuerdo al 

comportamiento teórico, en el cual, estos parámetros permanecerían 

constantes al variar la velocidad de dilución, pueden tener alguna 
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relación con un exceso en la concentración de sólidos en el medio, 

y~ que, a pesar de que se procura la preciI>itación de sules y go­

mas presentes en la melaza con el pro;;cso de clari (icución, ¿1ún 

pueden quedar algunos residuos que tienen lnflm~nci...i o.smótlca so 

brc las células, trayendo una disminució.n consirle:rablc en éstas y 

en el producto a concentración do azúcares de 151, de acuerdo a -

lo mostrado en las Figuras ·20 y 21. 

Por otro lado, respecto a la agiU1ción en e L .e; is tema, se --­

preter1dió trdlldjür con u11 reactor cont!11ua de tar1que <lUilf1~0.---­

(CSTR) el cual requería tener una velocidad de agitaciór1 estable­

cida previamente y que permitiera mnntcncr una concentr.Jción hon~ 

gcnea y constante en cualquier punto del mi.smo. 

Se determinó que una velocidad intermedia de 150 HPM i mpc--­

dia una sedimentación ccluL:ir y en consccucncio, lo inactividad -

celular, prevaleciendo las condiciones de anDcrobiosis requeridas 

p~ra la obtención de alcohoi. 

Por su parte, las fermentaciones realizadas en cultivo por -

lote muestran valores mayorf"S en productividad de alcohol y velo­

cidades de crecimiento que ,los obtenido:::; por 11odr.tgucz y García -

( 39} en fermentaciones semejantes, obteniendo una productividad -

de 2.18 grETOll/lHr u una proporción de (¡6'1". de vinazo en el medio. 

No parece tener influencia signi fic.:itiva la concentración de 

vinaza sobre la velocidad de crecimiento, sin embargo, altas CO.!]. 

ccntraciones de la m)sl'Tk1, cifcc:t:an La productividad tlc células -

y alcohol, lo cual se muestra en la 'I'ubla 13. 

A diferencia <le los resultados presentados por Garcia, ( 39) 
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en donde se reporta una inhibición celuldr en pr:esencici de vinaz~ 

pero una estimulución el la producción de alcol1ol, los resultados 

presentados en este trabajo, muestran una inhibLr:iün ·~n los dos -

parámetros, como puede observarse l!n l._1 Fiqur11. 2 fl y f.~n la Tabla-

1 J. 

Si se considera que el etanol es un mctRbulito asociado al -

crecimiento y si además se e.e; tá teniendo una disminución en las -

productividades celulares por la presencia. de vinaza en el medio. 

se explica de esta m<1ncra la disminución en lds prnducci•:ines de ~ 

tanol, tomando en considerución que la conccntrl1ción de producto, 

está en función de la canticJnd de biomas.J presente en el sistema. 

En lo que respecta a los res.ultados en cultivo continuo, la 

disminución en la productividad de dlcohol, presenta un 30% si se 

compara C'On la obtenida en lu cinética sin recirculación, lo cual 

se presenta en la_ Figura 28 y en la Tablo. 14. 

Por otro lado, el análisis presentado en la 'l'abla 15, para la 

vinaza de ingenio y aquella obtenida en el laborcltorio, muestran -

cargas orgánicas altas. Unicamcnte los resultados de la fermenta-­

ción 33% de recirculación, son casi semejantes a aquellos obteni-­

dos de la vinaza proveniente del lngcnio Casa~d11u. 

Desafortunadamente, estos valores elevados e11 <..:dnj'cl orgánico 

se deben a que, el desarrollo de las fermentaciones sin recircul~ 

ción se llevó a un escaso 30~ di:· consumo de az\Jcarcs danrJo como­

consecucncia, un incremento en los dZÚCüres n;!sidudlcs, olcunz.::i!.! 

do valores del orden de 110 grA:t../l (Tablu 14), lo que tr.ajo como -

consecuencia, el incremento tan drástico en los valores para DQO. 



Por otro lado y considerando que las condiciones ambientales 

de temperatura (T=JOºCJ, velocidad de agitación (150 RPM) y pH -­

(3.5-4.0), bajo las cuales trabajó la cepa de Sacoharomycen Cere­

visiae utilizada, eran las adecuadas, la posible razón que origi 

nó la baja conversión de sustrato a producto, fué que la variedad 

de la cepa no fué lo suficientemente resistente como para sopor-­

tar las condiciones prevalocientes a lo largo de un cultivo cont! 

nUo, en lo que se refiere a cmcentración de sustrato y producto,­

trayendo corro consecuencia, una elevación de azocares residuales y 

productividades para etanol no del todo satisfactorias. 

Por ello se hace necesaria la investigación de alternativas -

que mejoren lae producciones, tanto de células como de etanol, pri~ 

cipaln~nte, haciendo más atractivo el proceso descrito. 

Finalnente, tomando en consideración que existen diferentes 

compuestos, producto de la misma fermentación, como los alcoholes -

de fusel por ejemplo, sería conveniente, en caso de futuras inve~ 

tigaciones sobre esta línea, utilizar un método alternativo para -­

la determinación de alcohol, ya que los valores de rendimiento para 

producto obtenidos, son altos respecto al teórico esperado, tomando 

en cuenta además, que es te método puede presentar interferencias -­

por grupos h.idroxilo. 
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Los resultados obtenidos en las fermentaciones en cultivo 

continuo, muestran productividades' para alcohol que según Qui!!_ 

tero ( 36 ), están por debajo de un valor que económicamente se­

ría rentable, esto es, manejar productividades alrededor de --

10 g/lhr de producto. 

Por ello, resulta importunte plantear algunas alternati­

vas que, en un momento dado, pudie.ran incrementar los valores 

obtenidos de productividad, tanto de células como de producto, 

asi como aumentar también, los valores de azúcares consumidos­

en la ferme:ntación. 

Una opción es que, en base a la ecuación de Monod, en la 

cual, la velocidad especifica de crecimiento ciumenta al aume!!. 

tar la concentr_ación de sustrato, se manejen concentraciones­

al tas de éste, con el fin de que la velocidad especifica de -

crecimiento elevada, favore zr:,1 el creclmiento celular, dando 

como resultado, mayor concentración de biomasa, para que -­

con ello, favoreciendo el metabolism:> fermentativo de la lev~ 

dura, la concentración final de alcohol sea mayor, originando 

también, el consumJ general de sustruto. 

Por otra parte, se ha reportado que en un cultivo continuo 

que opera en un rango cercano a la velocidad de dilución crit!_ 

ca {De), presenta mayores rendinúentos y productividades para 

células y producto, según el caso • ( 15), ( 18 ) , ( l ) , ( 24 ) . 

Si se reduce el rango de variación para la velocidad de -
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dilu:ión a valores CJlC ro ma:edun de 0.29 Hr-1 , se ¡:odrian tcoor resultados 

interes.J.ntes. 

Recirculación de Células.-

Con el propósito de que la cantidad de sustrato residual sea 

menor~ es decir, que lo mayor cantid~d de este sea consumido du-­

rante la fermentación, existe la posibilidad de utilizar un :;ists:, 

ma. de recirculación de células, ya quca la salida del reactor. en 

un sistema continuo como el utili;~ado en este trabajo, se tiene -

una elevada concentración celular. {25) 

Si el sistema traaja e acuerdo al modelo de reactor complet~ 

mente agitado ( CSTR}, la cantidad de c1Slulas a la salido deberá 

ser igual a la concentración que existe dentro del fermentador. 

Un sistema de esto tipo se puede representar en la siguiente for-

ma: 
F Fax 

Fe X 

Fex.Xx 

x,v 

wFXx 

Aplicando un ·J?alance Celular. cn•el 'l'anque agitado y en el scpar<l­

dor: 

F t- wF = Fa ( 4 o) 

(ltw)F=F 
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el Separador: 

F = Fe + Fex 

considerando el balance general en el reactor se tiene: 

Entra - Sale + Produce Acumula 

FXO + wFX X - Fax + ~~ V = * V 

Si se alimenta medio estéril: 

FX = O o 

wFXX - Fax + V(dX)= O 
dt . 

cro:1m 

En el Est~do Estacionario: 

~ = o 
Utilizando la Ec. 40 en la expresión 43: 

wFX 
X 

wFXX 

- (l+w)FX •(dx\v = 0 
d t) crrr::im. 

FX - wfX + V(~)= O dt cru:.:.im. 

dividiendo entre el Volumen V: 

wF'Xx ~:x - wFX 
+ v(~}c&m -v- -

V -V 

wDXx - DX - wDX + 1R- V o 

VdX DX-+ wDX - wDXx 
dt 

V 1 dX D -wDXx .. wo 
Xclt -X--

j'J. 
D + wD - wDXx 

-X-

r D l l + w - w~x] 

1 D [ l + w( 1-~x)] 

( 41) 

( 42) 

( 43) 

( 44) 
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Efectuando un Balance Celular en el Separador. 

FcKXx 

FaX FeXe + FexXx + wFXx 

Fa = Fe X e + FexXx + wFXx -x- -X-- --X-

Fa Fe X e + x;rex + wF] -x-

Xx = Fa - Fe¡ Xe /X) Fa - Fe ¡xe/X) 
x Fex + WF Fa - Fe 

De las ecuaciones 4 O y 41: 

~ = !l+w)F - Fe(Xe/X) 
X (l+w)F-Fe 

rrultiplicando el numerador y el denominador por el inverso de F; 

Xx _ l+ w -FeXe/FX 
X l+w -Fe/F 

( 4 5) 

sustituyendo la Ecr ~s 0e[n~::·[ 1 -(l•w _ FexetFx )J] 
l+w -Fe !F/j (46) 

Si Xe /X es muy cercano a cero entonces la Ec. 46 se reduce a: 

f = [1+w· (1 - ~l+w)/l+w-(Fe/F1J (47) 

La Ec. 47 explica porqué un sistema con recirculación es más­

productivo que un cu~tivó continuo tradicional. 

El factor asociado a la velocidad de dilución D,obliga a 

que éste sea mayor que la velocidad de crecimiento p-, lo que -
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implica que el sistema tiene la capacidad de trabajar a mayo­

res velocidades de dilución sin que esto traiga consigo un la­

vado de células, ya que, a pesar de que la velocidad de creci­

miento p- es la misma, la cantidad Ce biomasa es mayor debido a 

que está presente un flujo de alta concentración celular, con 

la capacidad de operar mayores volúmenes de alimentación. 

Variedad de la Cepa.-

Otro factor importante a considerar en cuanto al mejoramic~ 

to del proceso utilizado, es el microorganisrro empleado, ya -­

que en el cultivo continuo, es importante que lu cepa utiliza­

da tolere concentraciones elevadas y constantes de alcohol, ya 

que el sistema asi lo requiere. 

Existen di.fercntes microorganismos productores de etanol, 

pero su elección depende del sustrato utilizado. ( 7 ) 

eeneralmente, las levaduras del género Saccharoomyces han -

sido las más utilizadas en la fermentación etanólica. 

Por otra parte, se está intentando obtener etanol de una 

forma directa, a purtir de celulosa mediante el uso de la bac­

teria anacróbica te.prtofilica Clos t1~idium Tliermoce l lum: también 

por la acción combincrl:t- de levaduras Saccharomyces Uva1•um y 

Pachiaoten Tannop11itus , sobre sustrato de celulosa y hemice­

lulosa hidrolizadas; empleando hongos del género Aspei•gil.l.us y 

la levadura Saccharomycea Cerevisiae 1 sobre materiales amil~ 

ceas: la fermentación de carbohidratos por medio de bacterias 

anaerobias del género Zimomonaa : empleando levaduras del gén~ 
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ro Kluyve1·omyc. .. :a Nr:1".r.i•.Jnu." parn fermentar; inulina { 7 } y fina!_ 

mente el uso ck• levaduras del género S,u·l~hu~·nr•1y(.'<!fi saké que en 

los últimos u1l.os hu sido de gran c~slucl.io por pre5cntar una to-

lcranciu de alcohol has tu de un l5t': v/v ( ·16 ) . 

Procesos Utilizados.--

Con el prnpósito de eliminar la inhibición por etanol d~ 

rantc la fermentación, se puede utilizar un sistema de fcrmen-

ración al vacío, puc5 !3e pueden te1wr ahox:r-vs !id~t.._i del 7·¿ de 

la energía requerida para la. destilación en forma lr<:ldicionul. 

Ramalingham y col. ( 37) reportan comu necesaria, una. pr~ 

sión reducida de 32 mmlig a 30°c par.:i no cciur;ar. muerte a las le 

vaduras. 

La ut. ili.za.ción de cnzilTUS imu:ilizad:ls puede ser otrü alter-

nativa que mejore la obtención de alcohol. Sin cmbar~Jo,cl pro­

blema no es fácil, pues necesario inmovilizar una gran cantidad 

de enzimas, ó en su defecto, células complPt¿\S, con los consi­

guientes problemas di fus.i~nalcs. ( 7 ) 

Por otro lado, la aplicación del Rutorfer11~ntrador en la 

fermentación alcóholica, puedo ser otrCl alternativa que mejore 

la producción do alcohol. 

Este modelo de rc0ctor con~:;iste en una membrant1 micropors: 

sa giratoria que estd colocaU<.1 ,dentro ch~ un r.caclor cen:-ado. -

Los productos mctábolico~> en el m'}dio se remueven conl inu.:imen­

tc por filtración a través de la membrana porosa, mientras que 
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las células pueden retenerse en e} fcrmcntr.Hlor. 

Est.-i doble función tonto de cn.~citnicnto y concentración -

celular, con la simultánea remoción de cuü.lquier producto 1nt-'!:t9_ 

bólico, es la principal función dt~ este tjpo de reactor·. 

Los detalles en cuanto a la descrjpción y funcionumie:ntn-

del reactor, se presentan més a fondo en lu~• trcJbajos de Mcirg!l 

ritis y Wilke ( ?6), 4uieneti rcporti.ln en otros trc1b<ljos, ( 27} 

productividades pd.La ctt'lnol , h<n~;ta d1·: 10 \~ces 111/:::., que ar¡ue-

llas obtcnicias en un reactor continuo de tunque u.9i.tado ( CS'I'H ). 

Un Rotor fermentador, puede inclusive, set· IT',¿¡.s dt r·.1ct5.vo -

en cuanto a productividad de producto, que un reactor continuo 

con reciclado (26 J. 

Un diagrama general de un Hotorfermcntador, se muestra en 

la Figura siguiente: 
Fr 

So' 

Xr 
Vr 

L 

Xl=O 

._ ____ .. B 

Xr 

Aplicando un balance celular, se ticre ~ 

Entra - Sfllc ~ Produce "" Acumula 

o - BXc - LXl • ¡.>.xr Vr VrdXr ---;¡¡:--
en donde: 

( 4 8) 

B Corriente Celular en el Estodo Estacionario lHr-l 
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L Velocidad de Flujo de Filtrado l/Hr 

V • Volumen del Rotorfermentador l 

Xr Concentración Celular dentro del Rotorfermenta-

dor g/l 

Xl • Concentración Celular en.el Filtrado g/l 

p.= Velocidad Especifica de Crecimiento Hr-1 

De ig.ual manera un balance' para producto, está dado para 

en donde: 

Entra - Sale + Produce ~ Acumula 

O - BPr - LPr • ~XrVr = dPrVr 
dt 

Pr Cene. de Producto g/l 

( 4 9) 

p Velocidad Especifica de Producto grEt /grcélHr 

definiendo velocidades de Dilución y una Velocidad de dilu 

ción global, en base a la velocidad de alimentación Fr, se tie 

ne: 

Fr 
vr .Jl. + !, 

Vr Vr 

O en base a la corriente celular 8 

D¡ = B vr 
O en base ~ la velocidad de filtrado: 

02 = L 
Vr· 

lo que qu_icre da e ir que: 

ºº = º1 + º2 
' ' en el estado estacionorio y considerando que Xl 

se expresa: 

-BXr + rxrvr = O 

(50) 

( 51) 

( 52) 

( 53) 

0,la Ec.48 

( 54 ) 
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p." B O¡ 
= Vr = 

( 55) 

La Ec. 49 expresada para producto bajo las mismas condiclones1 

-BPr - LPr + XrVr • O ( 56) 

PXrVr ~· Pr(B+L) = PrFr 

p = EE.22. 
Xr 

( 57) 

Los rendimientos tanto para células corro para producto se ex-

presan como: 

en donde1 

Yx/s AX BXr. 
=AS F'rSo' - (LSr + as¡ l 

BXr ( 58) 
Fr(So' .;. Sr) 

Yp/s AP = LPr + BPr 
a.S Fr(So' - Sr) 

Yp/s Pr{ So' - Sr) { 59) 

Fr = Velocidad de Flujo de Medio Fresco al fermen 

tador 1/hr 

So 1 = Concentración de Sustrato en la Alirr~ntación 

g/l 

Sr Conc. de Sustrato en el Fermentador g/l 

Pr Conc. del Producto dentro del fermentador 

g/l 

Si se compara la productividad obtenida en el rotorfermen 

tador con aquella obtenida en un reactor continuo de tanque· .. -

agitado (CSTR) se tiene1 

P' F~ = DX ( 60) 

en donde: 
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P = Productividad para células en un (CSTR) g/lhr 

F Flujo Volumétrico l/hr 

V • Volumen del Reactor 1 

O ~ Velocidad de Dilución Hr-l 

Para un Rotorfermentador la productividl)d celular se define-

como a 

Qr = BXr 
Vr ( 61) 

en donde1 

Qr Productividad en el Rotorferrrentador gcél/lhr 

B Corriente celular en el estado estacionario l/hr 

Vr Volúmen Neto del Rotorfermentador 

Xr concentración Celular g/l 

L.ll proporción en productividad celular del Rotorfermentador y 

el CSTR, Rx, está dada como: 

Rx = (BY /VrF )( Xr /X) ( 62) 

En el estado Estacionario la velocidad específica ~ en cada 

sistema está dada como: 

fJ. = F/V = B/Vr ( 63) 

Si se asuroo ~ue el rotorfcimentador opera a la misma velocidad 

de crecimien~o r que en el CSTR, la ec. 62, se reduce a: 

Rx '= Xr/X ( 64) 

La Ec. para la concentración celular en CSTR, se define com:> -

lo expresa la Ec. 29. 

x = ··Yx/s csd - s'¡ 

y para el Rotorfermentadorr 

Xr = Yx/s (So' - Sr) (65) 

Si los dos fermentadores operan a la misma concentración de SU§ 
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trato,curnpliendo la expresión de la Ec.64 y asumiendo los mi~ 

moa valores de rendimiento, pueden combinarse las expresiones 

29 y 65, obteniéndose1 

Xr Fr x= 8 = 
+ L 

8 ( 66) 

Rx= l + L 
8 ( 67) 

Las ecuaciones 65 y 66 muestran que pueden alcanzarse el~ 

vadas proporciones de productividad, empleando el Rotorfermen-

tador, empleando una relación al ta· de velocidad de alimenta --

ción y de velocidad de corriente celular. 

De ah!, por medio de una adecuada selección de velocidades 

de flujo, el rotor fermentador puede cubrir las funciones de un 

fermentador tradicional y un separador de células. 

Con respecto al producto, se puede obtener la misrra propoE_ 

ción de productividad, de acuerdo a las expresiones para ésta, 

en CSTR y rotorfermcntador como sigue1 

( Fr /Vr )Pr 

Rp= 

( F/V) P 

Considerando quei 

p- = ~r = ~ 
la Ec. 68 se reduce a: 

B/Vr +( L/Vr )Pr 

( F/Vi P 

Rp = l + ( o2 /Dl )( Pr I P) 

(68) 

(69) 

en donde Rp es la proporción de productividades pn:a producto en 

CSTR y m el rotorferrnentador. 

En la Ec. 69, si Pr)1 P y D2/'1 O¡, entonces la proporción 
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Rp es mayor a l. D0 aqui que la adecuada scli::cción en lc1s con­

diconcs de upcracidn paro <JUl.~ 02) D y ,'ldcm.:is ~:;ea mdxima., mien­

tras que Pr) P, es posih)e .-ilca.nzar elevadas producti•1id;1dcs 

para producto. 

Algunas ventaicts en el uso de un rotorfcrmentador y otros 

sistemas como reciclado, se presentan el los trabajos de Marg~ 

ritis y Wilke ( 27). 

Inmovilización de Células.-

1'\ctualmcntc, ul uso de célulils inmovilizadas en procesos 

industriales, ha tenido considerable atención en los últimos -

años. 

Algunos de los sistemas inn~vilizados para c~lulus se e~ 

tán utilizando a.hora porn la producción de jc1rabes fruclosu­

dos y aminoácidos cstcreocspccificos, ,1dcmjs de la intensa -­

investigación rculizadü por paises desarrollados, para la. ob­

tención de combustibles y derivados del pctróJco. 

Para efectuar la inmqvilizilción, las cúlulus pueden adh~ 

rirsc u sustancias d(• intcrcamhl.o ióni.co in~,u~¡_;.t;J..c~ Pn ,1gu.:i,-

por enlaces cruzados de célula a céluln o 011\.Ll: células y un-

acarreador con un rcaelivo bifuncioual, r_~ atr~-,,pándolns a un -

po) imcro donde permllncccn [isicaini:·nlc retenidas. 

Las ventaj.:is de, util:iz.-1r \Jl1 sistc111.:i dL! cstf~ J:ipo, r.1dican 

en que pueden alcanzars(!_cnnt.icloc1cs mnyor0s fJc cólulas por v~ 

lúmcn de fer-mcntudor, que en un si.stcir,n por lntc,continuo ó con 

reciclado. dando en consccucnci.:i, una mayor producci(in de al­

cohol. Ademri.s, no es nccc~.1r.ia Ja r:cmoción ó rccicJL1do de cé:l,!:! 
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las, lo que hace más eficiente la obtención de producto. Por 

último, el mantener una velocidad d1~ crccirnicnto, no es un fa~ 

tor limitante para rTI<.1nejar una dc~c.rminúda vclocicla<l de dilu-

ción, por lo que las velocidudcs de flujo pueden optimizarse -

para un mejor funcionamiento en el sistema. además de que se 

minimizan las posibilidades de contaminación, por las eleva--

das velocidades <le dilución y por las ."tltas densidades celtJla-

res. 

Williams y Munncke ( 46 ) r.eportn.n productividades para a! 

cohol en Sacchat•omyceo t-•e1•evin iae, utilizando alginato y clor!:!_ 

ro de calcio, hasta de 53. 8 gETOH/lHr, a unu velocidad de dil~ 

ción cb 4.6 Hr-l, para concentración de glucosa de 100 g/l. 
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