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1. RESUMEN.

Las bebidas alcohélicas son uno de los productos de mayor demanda en
el mercado mundial, por lo que resulta de gran interés e importancia el
desarrollar métodos de obtencién de etanol que resulten ser econémicos y con

rendimientos que puedan ser favorables para el desarrollo de dichas bebidas.

El pulque es una bebida tradicional mexicana que se obtiene mediante la
fermentacion de aguamiel. Se ha desarrollado un proceso para la obtencién de
una bebida alcohélica a partir de la fermentacién de aguamiel pasteurizado e
inoculado con una cepa de Saccharomyces cerevisiae aislado del pulque, las
cuales participan en la produccién de etanol para la elaboracién de dicha

bebida.

Debido a la variabilidad en la concentracién de la fuente de carbono
(sacarosa principalmente) en el aguamiel, la concentracién de alcohol en la
bebida fermentada es también variable y baja. Considerando esta problematica
se pretende incrementar la concentraciéon de etanol en la bebida durante la
fermentacién con Saccharomyces cerevisiae mediante la adicion de varias
fuentes de carbono (sacarosa, azlcar invertido, jarabe fructosado, fructosa,
dextrosa, azlcar estandar y refinada) y con el uso de un sistema de cultivo

alimentado.



Mediante el empleo de un cultivo en lote alimentado a las 22 h, se logro
un aumento en la productividad asi como en la concentracion de etanol de 60

g/l a 96 g/l con respecto a la fermentacion de aguamiel por cultivo en lote.

Con el presente trabajo se pretende generar una opcion e interés en la

elaboracion de bebidas alcoholicas fermentadas.



2. INTRODUCCION.

Las bebidas y alimentos fermentados son aquéllos cuyo procedimiento
involucra el crecimiento de microorganismos, en el mundo existe una gran
variedad de este tipo de bebidas como por ejemplo: la cerveza, el vino, los

quesos, etc.; los cuales han sido extensamente estudiados.

Dentro de estas bebidas fermentadas se encuentra al pulque, el cual es
una de las bebidas mexicanas fermentadas de mayor tradicién y popularidad,
pues no solo representaba una fuente econémica importante, sino también
forma parte de la dieta de muchas personas. El pulque es obtenido mediante la

fermentacion del aguamiel, secrecion azucarada de varias especies de

magueyes pulqueros.

Saccharomyces cerevisiae participa con la produccion de etanol. Debido
a que la concentracion de etanol durante la fermentacion es variable y baja, el
principal objetivo de este trabajo es aumentar la concentracién de etanol por
medio de un cultivo en lote alimentado y/o aumentando la concentracion de la
fuente de carbono (sacarosa y/o azicar invertido), utilizando como materia

prima aguamiel.



3.- ANTECEDENTES.
3.1.- El aguamiel:
3.1.1. Definicion

El aguamiel es un liquido que en condiciones Optimas es azucarado,
translicido, de color ambarino, de olor y sabor caracteristico que se aprecian
mediante prueba de catado. Este liquido es producido por los magueyes
después de que han sido castrados y picados (Goncalves de Lima, 1978).

3.2.- Descripciéon de maguey y aguamiel.
3.2.1 El maguey.

Esta planta llamada “metl” entre los nahutl-mixtecas, es tipica de las
zonas aridas y semiaridas de la altiplanicie mexicana (Rio de la Loza, 1846).

Planta xerofila del género Agave, su nombre cientifico: Agave atrovirens
y Agave americana, conocido comunmente como maguey manso, que se
clasifica dentro de la familia amarilidaceas y que posee cualidades muy
peculiares, como son las de tolerar grandes sequias resistiendo hasta un afio
sin recibir nada de lluvias (Rio de la Loza, 1846).

El maguey del que nos ocupamos crece en las zonas aridas, valles y
faldas de los cerros que rodean el valle de Anahuac; es decir, en los estados
de México, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla aunque en menor proporcién crece en
parte de Oaxaca, Morelos, San, Luis Potosi, Querétaro y Guanajuato.

El agave crece lentamente, y estd constituido por una raiz fibrosa, un
talla grueso y corto (metltzontlitetl); aparte de este tallo, salen las hojas,

llamadas pencas que son gruesas y carnosas, provistas de puas en los
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extremos y puntas, cubiertas por una cuticula cérea que impide la evaporacién
del agua, almacenando asi gran cantidad de ésta. Cuando un maguey a
alcanzado su desarrolio vegetativo éptimo, momento en que se abren las
puntas de las pencas centrales (maguey al hilo), se encuentra en condiciones
de ser sometido a la practica de “capado”. Esto sucede aproximadamente entre
los 6 y 9 afios; y en algunos casos puede llegar a los 10 afios.

Antes de realizar el capado, primero se le busca la cara al maguey, que
es la parte mas accesible de la planta para su explotacion, y con un machete
se cortan las pencas centrales para llegar al “meyolote”(meyolotli; metl, maguey
y yolotli, corazén) o “corazén del maguey”, el cual se debe arrancar desde la
base para evitar que brote el estipite floral o “quiote” (s6lo florece una vez en su
vida), y llega a medir asta siete metros; de este brotan las semillas, las cuales
en su gran mayoria son estériles. Si antes de que brote este “quiote” se corta
(capado del maguey), de cada una de las pencas radiales fluye un liquido
azucarado que se concentra en forma centripeta hacia la zona o lugar donde
brotara el “quiote”. Si se hace una serie de cortes en la base de cada penca, de
tal manera que se forme una quedad (picado del maguey), ésta se llenara de la
savia o néctar dulce, llamado antiguamente “neutli” entre los mexicas, el cual
se colecta una o dos veces al dia.

La planta se defiende de este tratamiento y tiende a cicatrizar vasos y
canaliculos rotos en el corte inicial o “capado” y por ello hay que “raspar”
diariamente después de la recolecciéon del aguamiel, las paredes y el fondo de
la cavidad con cucharas o ufas (iztetl) que manejan expertamente los
tlachiqueros o recolectores de este mosto natural. La recoleccion se lleva
acabo con los “acocotes”, que son calabazos largos y huecos, los cuales
funcionan como pipetas rudimentarias.

Desde la remocién de la yema floral o “meyolote”, hasta el tiempo en que
se “raspa”, se dejan transcurrir 3 6 4 meses (afiejado del maguey).



El maguey se ha considerado como un regalo divino, por los diversos
usos a los que se ha sometido. Una mujer azteca ascendi6 a la categoria de
diosa Mayahual, por que supo agujerar los magueyes y extraer el aguamiel,
segun la historia de Sahun.

La palabra Mayahuel designa a la diosa del maguey, y deriva, segtn
Lehmann de me-yaualli (agave agujerado).

Sobre todo este procedimiento existen diversas leyenda o versiones,
pero parece ser que el fundamento derivé de la observacién de que ciertos
roedores agujeran el “meyolote” diariamente, succionando el dulce jugo que
brota (Goncalves de Lima, 1987).

El maguey no se reproduce por semillas, ya que como se dijo
anteriormente, la mayoria son estériles; de cada 100 semillas que se siembran,
s6lo crecen de 3 a 4, lo que representa del 3-4% , y el resto que corresponde al
96-97% se pierde. Por lo tanto su propagacién se lleva acabé por “hijos”
(mecuates), que nacen alrededor de las plantas adultas.

El maguey es una planta hermafrodita. Cuando los mecuates brotan de
la planta hembra, las pencas de ésta crecen hacia abajo, es decir, cubre a los
“hijos” que nacen a su alrededor .

Los “mecuates” brotan de las raices de la planta madre, constituyendo
plantas nuevas, las cuales pueden separarse aproximadamente a los 5 meses.
Estos “mecuates” se siembran posteriormente en hileras, resultando asi nuevos

magueyes.

Los magueyes juegan un papel muy importante en las regiones donde
se encuentran, ya que no solo contribuyen en la produccion de aguamiel sino
también es un valioso agente contra la erosion, ya que sus raices mantienen
firme el suelo. Ademas siempre han representado una fuente muy
importante de ingresos econdmicos para muchas familias por lo que seria una
lastima el que se perdiera su cultivo.



3.2.2. El aguamiel

El aguamiel se obtiene mediante el raspado previo del “cajete” o cavidad
central del maguey pulquero. No todo el aguamiel que se obtiene de los
magueyes es igual; su composicién varia de acuerdo a las caracteristicas del
maguey, a las propiedades del suelo donde se cultivan, el momento en que se

“capa” y al tiempo después del “capado” cuando se empieza a extraer el
aguamiel (Sanchez Marroquin, 1979).

Actualmente, cifras no oficiales estiman que se cuenta con entre 7 —
8,000,000 de magueyes plantados en las diferentes zonas magueyeras, de las
cuales no se sabe con precisién cuantos estan produciendo. Se estima que la
produccién total anual de aguamiel es de 2,200,000 litros diarios, Yy
considerando una pérdida de aproximadamente 10% en la fermentacion, se
calcula que la produccién total nacional de pulque es de 2,000,000 de litros
diarios, los cuales son envasados en barriles de 250 litros de capacidad.
Posteriormente estos son transportados a las diferentes pulquerias existentes,
entre ellas las que se encuentran en la ciudad de México (Gayman, 1984).

Actualmente, el 99 % de la produccion total nacional de aguamiel de
agave, se emplea para elaborar pulque, mientras que el 1% se utiliza para la
elaboracién de miel.

3.3. Algunas investigaciones realizadas sobre el aguamiel

En 1858, Pontones y Chousal sefialan que el glicido predominante del
aguamiel es la sacarosa.

El analisis publicado por Boussingault (1864-67) sefiala como acido
predominante el malico; aparentemente correspondiendo al acido agavico de

los estudios de Lobato.



En 1884, Lobato demuestra que el aguamiel contiene 9% de azlcares,
aunque ésta es una cifra muy variable, dependiendo principalmente de la edad
de la planta y la humedad el suelo.

En 1892, Michaud y Tristan consideraron que el gltcido del aguamiel era
la agavosa.' identificado mas tarde como sacarosa por Madinaveitia y Orozco.

En 1895, Stone y Lotz demostraron que se trataba de sacarosa; a la cual
se refiere Cordero en 1917 al hablar del analisis de la planta, que ademas
contiene azucares reductores en pequefia proporcién, sales minerales
incluyendo fosfatos, proteina y ésteres propios del maguey y sobre todo,
factores de crecimiento que hacen de este liquido un medio adecuado para el
desarrollo de microorganismos.

En 1947, el Dr. Carlos Del Rio Estrada, realizé un analisis acerca de la
microbiologia del aguamiel y del pulque, sefialando que predominan dos tipos
de microorganismos: los que se encuentran normalmente en el aguamiel y
contribuyen a la fermentacién del mismo y los que aparecen por contaminacion.
Enumero los microorganismos que se encuentran normalmente en el aguamiel,
los cuales corresponden a cerca de 30 especies incluidas dentro de los
siguientes géneros:

*Bacillus

*Bacterium

*Diplobacter

*Hansenia

*Lactobacillus (L.patonni)

*Leuconostoc (L. viscosum, L. mesenteroides)

*Mycoderma

*Pichia (P._barragani)
*Saccharomyces (S. carbajali)
*Sarcina

*Streptococcus
*Termobacterium (T. mobile).



En 1951 Cravioto, Massieu, Guzman y Calvo de la Torre, realizaron un
andlisis de la composicién quimica del aguamiel de diferentes localidades, los
resultados que obtuvieron se presentan en la tabla 1.

Mas tarde, en 1956, Loyola Montemayor también estudia la composicion

quimica del aguamiel; los resultados de su estudio pueden observarse en la
tabla 2.

TABLA 1
ANALISIS DEL AGUAMIEL DE DIFERENTES LOCALIDADES.
(Contenido en 100g de aguamiel). Cravioto y Massieu ( 1951).

COMPONENTES AGUAMIEL |AGUAMIEL
HIDALGO  [EDO. DE MEXICO.

Humedad 87.8 94.0

Cenizas (g). - 04

Extracto etéreo(qg). - -

Proteina (g). - 0.30

Fibra cruda (g). - -

Extracto no nitrogenado (g). - 5.30

Calcio (mg). 10.0 20.0

Fésforo (mg). 20.0 9.0

Hierro (mg). 0.40 -

Caroteno (mg). 0.00 -

Tiamina (mg). 0.10 0.02

Riboflavina (mg). 0.01 0.03

Niacina (mg). 0.50 0.40

Acido ascorbico (mg). 11.3 6.7




TABLA 2
COMPOSICION QUIMICA DEL AGUAMIEL. Cravioto y Massieu ( 1951).

COMPONENTES A B C D
Densidad 1.049 1.043 1.049 1.049
Acidez % 0.068 0.069 0.069 0.068
Glucosa % 0.012 0.605 0.012 0.012
Sacarosa % 9.45 9.180 11.150 9.450
Gomas % 0.600 1.430 0.580 1.450
Proteinas % 0.806 0.456 0.810 0.456
Extracto % 18.990 12.180 18.950 18.990
Cenizas % 0.430 0.250 0.450 0.450

A, B, C y D son aguamieles de diferentes regiones.
A, B, C, y D representan aguamieles de diferentes regiones, como puede

observarse la composicién entre ellos es muy similar, ademas la fuente de
carbono mas importante es la sacarosa; pero la cantidad de azlicares

reductores presentes (glucosa) es minima.

Una vez que se lleva a rabo la fermentacion del aguamiel, se da lugar a
una de las bebidas fermentadas mas importantes en la cultura mexicana el
pulque.

3.4. El pulque.

El pulque es una bebida que sélo consume la clase popular y que no
tiene acceso a cierto grupo de la poblacién mexicana, por su aspecto y la mala
fama de que ha sido objeto, derivada de los métodos poco higiénicos que se
utilizan durante su elaboracion. Ademas de las adulteraciones a que esta
expuesta dicha bebida durante su elaboracién y venta. A continuacion se hace
una descripcion detallada del pulque, el cual puede ser considerado como la
bebida fermentada mas importante de México.
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El pulque del nahuatl “polihuqui”, podrido, descompuesto (Robelo 1984),
es una bebida alcohélica, blanca y viscosa que se obtiene por fermentacidn del
aguamiel, que es la savia azucarada de varias especies de magueyes
pulqueros del género agave. Los aztecas denominaban a esta bebida
“metoctli”, o vino de magueyes, o “iztacoctli”, o vino blanco, y pronunciaban la
palabra “polihuqui” al observar la frecuente descomposicién de la bebida
(Goncalves de Lima, 1978; Godoy, 1987). Es una bebida bastante antigua cuyo
origen se remonta a varios afios de la era Cristiana, y algunos historiadores
consideran que fueron los antiguos otomies los primeros en elaborarla (Martin
del Campo, 1983; Guerrero Guerrero, 1985). Existen varias leyendas acerca
del origen de esta bebida, como la leyenda mexica que relaciona el
descubrimiento del maguey y del pulque con una mujer de nombre Mayahuel,
posteriormente divinizada, que llegd a constituir un simbolo del maguey.

En el México antiguo, el pulque fue conocido desde la Huasteca hasta el
norte de Yucatan, tuvo una influencia decisiva en la vida cotidiana, religiosa y
bélica de varios pueblos indigenas de la Meseta Central. Para los aztecas fue
una bebida-alimento divino, medicina y un intoxicante ritual relacionado con su
cosmologia. Sin embargo, con la caida del imperio azteca el pulque perdié su
importancia dentro de los rituales religiosos y en la actualidad permanece sélo
como una bebida popular, que algunos consideran la bebida nacional de
México. Es consumida por diversos grupos étnicos, como los nahuas del
Edo, de Meéxico, Tlaxcala, Morelos , Guerrero, Michoacan, Guanajuato,
Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz, Oaxaca y Puebla; los otomies del D.F.,
Edo. de Meéxico, Morelos, Guerrero, Michoacan, Querétaro, Guanajuato,
Hidalgo, Veracruz; los mazahuas del Edo. de México; los matlazincas pirindas
de Morelos y Edo. de México y los mestizos de estas regiones del pais.

El consumo de pulque se a reducido notablemente en las Uultimas
décadas, pues de 202 litros consumidos cada afio por habitantes de la ciudad

de México a finales del siglo pasado actualmente soélo se ingieren 26 (Gayman,
1984).
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Los consumidores habituales de esta bebida son generalmente personas
de escasos recursos econdémicos, para los que el pulque tiene una gran
importancia nutricional, pues no sélo lo toman como una bebida alcohdlica, si
no que les sirve como un complemento alimenticio por su contenido de
vitaminas del complejo B, de 4acido ascérbico y de aminoacidos. Los adultos
consumen de % de litro a varios litros al dia, cantidad que ingieren durante las
comidas, el trabajo o los ratos de ocio (Roca y Llamas, 1940; Cravioto et al.,
1951; Massieu et el., 1959; Ulloa et al., 1987).

Tradicionalmente se le han asignado al pulque algunas cualidades
medicinales por lo que se ha utilizado desde épocas prehispanicas para
combatir algunos trastornos gastrointestinales, anorexia, infecciones renales y
astenia. Recientemente, Sanchez-Posada obtuvo, a partir del aguamiel
fermentado con especies de lactobacilos y Leuconostoc, un producto acido que
denominé Naturacid AB, capaz de curar algunos padecimientos del aparato
digestivo, como ulceras gastrointestinales, gastritis y esofagitis (Ulloa et el.,
1987).

El proceso de elaboracion del pulque, que en forma tradicional ha
persistido hasta la época actual, presenta algunas variaciones segin el grupo
étnico involucrado en su preparacion. Sin embargo, cominmente se prepara
segln se indica a continuacion: Primero se castra o capa el maguey, lo cual
consiste en cortar el brote floral o quiote antes de que florezca. Después se
deja ariejar de 4 meses a un afo con el fin de que se incremente el contenido
de azucar del aguamiel que se va acumulando en la cavidad que se hace en la
cabeza del maguey (picazon). Los tejidos blandos de la cavidad se raspan
periédicamente para abrir los vasos y aumentar asi el flujo de aguamiel hacia
dicha cavidad, el cual se extrae por succion utilizando el acocote fruto hueco y
seco de calabazo. El aguamiel se transfiere a un recipiente hechos de diversos
materiales, generalmente de piel de becerro o de madera (castanas), se vacia
en las tinas de fermentacién donde se afade el indculo o semilla (pulque

especial elaborado con aguamiel de la mejor calidad) y se deja fermentar de 8
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a 30 dias para obtener el pulque. De esta manera se obtiene el denominado
pulque puro, de mejor calidad, aunque pueden realizarse adulteraciones, tanto
de materia prima, como es diluir el aguamiel con agua y adicionarlo con azucar,
alcohol, diverso productos quimicos (gomas de tragacanto o arabiga,
almidones, fécula o genciana) o diversas plantas (nopalillo, raiz de pitaya y
corteza y raiz de Acacia spp.), como en la forma de preparar la semilla, lo que
se refleja en una merma en la calidad del producto, de aqui el denominado
pulque sintético (Loyola-Montemayor, 1956; Sanchez Marroquin, 1979). Hoy en
dia, la mayoria del pulque que se produce es de este tipo, ya que es mas
barato elaborarlo, ademas, rara vez hay diferencia de precios entre el pulque
puro y el sintético.

En 1977 Sanchez Marroquin desarrollé un proceso controlado para la
elaboracion de pulque en una planta de Santa Maria Tecajete, Hgo.,
dependiente del Patronato del Maguey y el Nopal. Se empleé en el proceso
aguamiel pasteurizado, inoculado con cultivos mixtos de bacterias (Zymomonas
mobilis, Leuconostos sp y Lactobacillus sp.) y levaduras (Saccharomyces
cerevisiae). Se obtuvo asi un producto uniforme con caracteristicas parecidas
al pulque tradicional, que se pasteurizé y enlaté pero no fue aceptado por los
consumidores habituales de la bebida.

Ademas del pulque natural, existen los llamados curados, que se
elaboran en la forma descrita pero adicionando diversos vegetales
principalmente frutas.

3.5. Estudios microbianos realizados sobre el pulque.

Los primeros estudios realizados en México sobre esta bebida fueron de
caracter histoérico, social, étnico y médico, y no fue sino hasta finales del siglo
XIX que se iniciaron las investigaciones microbiolégicas y quimicas. En 1864,
Rio de la Loza realizé la primera observacion del pulque al microscopio. Creyé
ver cimulos de sustancias albuminoides pero no microorganismos. En 1870,

José Barragan describié las primeras levaduras aisladas del pulque, a las que
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identific6 como especies del género Cryptococcus. Este estudio fue notable,
pues en aquella época estaban realizandose estudios similares en otros paises
con mayor tradiciéon cientifica. En 1892, Fernando Altamirano sefialé que el
aspecto opalino del pulque se debia a la presencia de multitud de bacterias
suspendidas en el mucilago. Este trabajo es importante ya que es el primero
que reconoce las bacterias, microorganismos que después serian objeto de
estudios mas detallados.

En 1886, Angel Gavifio logré aislar una levadura rosa, probablemente
una especie de Rhodotorula, y varias especies de bacterias, cocos, diplococos
y bacilos. En 1901, este mismo autor presentdé un estudio sobre
microorganismos del pulque y describi6 a la levadura Saccharomyces
cerevisiae. En ese mismo afio Antonio Carvajal aisl6 las bacterias Mirococcus
luteus y M. translucidus, y la levadura S. cerevisiae agavica silvestre,a la que
consideré6 el agente principal de la fermentacién aicohédlica del pulque.
Posteriormente describid la bacteria Bacterium aceti.

Durante 15 afios el estudio microbiano del pulque quedé en completo
olvido y no fue sino hasta 1916 cuando el profesor Miguel Cordero se ocup6 de
nuevo de este tema. A partir del aguamiel aisl6 varias levaduras, que fueron
identificadas por el investigador francés Guilliermond en los génerosPichia y
Saccaromyces, sin indicar especies.

Siete afios mas tarde, Paul Lindner, del Instituto de Fermentaciones de
Berlin, realizd en México un estudio sobre los problemas relativos a la
fabricacion cientifica del pulque. Como resultado de dichos estudios, en 1926
se publicaron los trabajos: Importancia practica y cientifica del estudio del
pulque y mejoras para el empleo del aguamiel; ademas se identificaron las
bacterias Bacternium iridescens y vermiforme. De 1928 a 1932, el mismo
investigador, realizé importantes estudios bacterianos y describié las especies
Diplobacter viscosus, Leuconostoc sp., Pediococcus major, P. minor, S.
corrorus, Sarcina corrosa y Termobacterium mobile. En 1931, Fernandez de

Tagle presenté el estudio de las vitaminas y de la fermentacién viscosa en el
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pulque y sefalo a Leuconostos mesenteroides como el microorganismo
responsable de la fermentacion viscosa.

De 1936 a 1942 Ruiz Oronoz estudi6 las levaduras del pulque y
describié las especies S. carbajali, Pichia barragani, Torulopsis hydromelitis, T.
aguamellis y Rhodotorula incamata como nuevas (Ruiz Oronoz, 1953). A partir
de 1942 el grupo de trabajo de Alfredo Sanchez Marroquin realizé estudios
sobre la microbiologia del pulque y la actividad metabélica de las diversas
especies de microorganismos. Dicho grupo reconocié las especies L.
dextranicum y L. mesenteroides como parte de la microbiota normal del
pulque,.

En 1948 Pedro Brechtel present6 un estudio bacterioldgico del aguamiel

y del pulque, describi6 las especies Micrococcus candidus, M. ruizii, Sarcina
flava.

Continuando con sus estudios sobre la microbiologia del pulque, en
1962 Sanchez Marroquin presenté un andlisis de los estudios realizados
durante muchos afios en ese tema. Este trabajo incluy6é estudios sobre el
metabolismo de cinco nuevas especies de levaduras, registradas por Luis
Oronoz, tres de las cuales consideré sinénimos de otras especies: S. carbajali=
S. cerevisiae, Pichia barragani = Pichia mambranaefaciens y Torulopsis
hydromelitis = Candida parapsilosis. En 1977 este mismo autor sefialé que los
microorganismos esenciales en el proceso de la fermentacién del pulque eran
diversas especies de Leuconostoc, principalmente L. dextranicum y L.
mesenteroides. Lactobacilos homolacticos y heterolacticos, Zymomonas
mobilis y S. cerevisiae. A las especies de Leuconostoc, las considerd
responsables de la viscosidad de la bebida, debido a la produccién de
dextranas. A los lactobacilos homofermentativos y heterofermentativos les
adjudicé la mayor produccién de acido lactico y acético, y a Zymomonas
mobilis y S. cerevisiae los consideré como los organismos productores de
alcohol.
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En 1989, y con el objeto de contribuir al conocimiento mas detallado de
las levaduras del pulque y determinar las especies mas constantes en el
producto fermentado, Lappe y colaboradores estudiaron 21 aislamientos de
levaduras obtenidas del pulque de diversas localidades. Determinaron como
especies constantes a S. cerevisiae y P. membranaefaciens y a Kluyveromyces
marxianus.

Aunque a la fecha se conoce una variada microbiota del pulque y se han
determinado algunos microorganismos esenciales para la elaboracion de la
bebida, se desconoce si existe una sucesiéon en la microbiota a lo largo del
proceso de elaboracién y fermentacion. Por lo que resultaria muy importante el
desarrollar una investigaciéon para conocer de que manera se modifican las
poblaciones microbianas desde la materia prima hasta el producto final, para
poder asi determinar cuales son las que predominan en las diversas fases de
elaboracion de la bebida.

Ademas, el conocimiento de las caracteristicas de los microorganismos
de la bebida puede determinar su posible aplicacién de diferentes procesos
para la obtencién de diversos productos de relevancia econdémica y médica
(aminoacidos, dextranas, acidos organicos, alcohol, proteinas). Un ejemplo de
lo anterior lo constituyen los trabajos de Lemoine y Mendoza (1976), Cruz y
Ochoa (1978) y Enrique Freire et al. (1985), sobre la utilizacién de levaduras
aisladas del pulque para obtener proteina unicelular a partir de la industria
azucarera, misma que puede ser incorporada a nuevos alimentos para
animales (Lappe et al., 1989).

3.6. Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son, sin duda, cuantitativa y econémicamente los mas
importantes grupos de microorganismos comercialmente explotado por la
humanidad. Saccharomyces cerevisiae es una especie de muy amplia
distribucion, que no sdélo ha sido registrada para el pulque, si no ademas de
otras bebidas fermentadas indigenas de México, como tuba, tesguino,
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colonche, pozol y tepache, asi como los tibicos, con los que frecuentemente se
prepara el tepache y el vinagre de tibicos (Ulloa et el., 1987). A nivel mundial ha
sido aislada de muchas otras fuentes como vinos, cervezas de cebada,
diversos mostos, sidras, quesos, exudado de encino, jugos de frutas, mieles,
diversos frutos y hojas, insectos y otras salmueras, refrescos gaseosos, piel
humana sana y ulcerada y otros muchos sustratos, incluyendo alimentos y
bebidas fermentados indigenas de Africa y Asia, como cerveza kaffir o Bantu.

Las levaduras son organismos unicelulares, eucariontes, que se
reproducen vegetativamente por gemacion y sexualmente por ascosporas. La
célula individual de Saccharomyces cerevisiae es clara, sin color, normalmente
de forma esférica u ovoide, pero pueden ser elipsoidales, notoriamente
alargadas o también cilindricas dependiendo de las condiciones en que fueron
desarrolladas. Su tamafio se estima de entre 8-10 micrones; pudiendo
presentarse solas, en racimos o en masas. Cuando son tefiidas con yodo
tienen un color amarillo-café, en cambio, al tefiirse con cristal violeta y
safranina, su coloracién va de violeta hasta rojo.

Saccharomyces cerevisiae tiene la siguiente clasificacién:
* Division: Asmastigomycota
e Clase: Ascomycetes
e Subclase: Hemiascomycetidae
¢ Orden: Endomicetales
e Familia: Saccharomycetaceae
e Subfamilia: Saccharomycoideae
s Género: Saccharomyces

Dependiendo de las condiciones en que haya sido cultivada
Saccharomyces cerevisiae, puede alcanzar de 42 a 69 % de proteina cruda
altamente digestible. Posee una buena cantidad de aminoacidos (lisina,
fenialanina, treonina, valina, acdo glutamico, leucina, isoleuicina, arginina,
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histidina, tirosina y cistina, a excepcién de metionina y trptofano); entre otros
compuestos contiene carbohidratos, grasas y vitaminas del complejo B; cuenta
ademas con nucleina, lecitina, 5-fosfato de guanosina y diastasas
principalmente. Finalmente entre algunos de los elementos que contiene en
altas proporciones estan el potasio y el fésforo; aunque también contienen en
menor concentracién magnesio, fierro, cobre, zinc y cobalto. En la tabla 3 se
muestran algunos datos de la composicién de Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 3 Composicion de Saccharomyces cerevisiae (Ulloa et el., 1987).

VITAMINA Saccharomyces cerevisiae mglg
Tiamina 136.0
Riboflavina 28.0
Acido nicotinico 525.0
Piridoxina 40.0
Acido pantoténico 695
Acido félico 3.5
Biotina 1.0
Acido p-aminobenzoico 5.0
Colina 3800.0
Inositol 3900.0

3.7. Para definir la estructura de una célula de levadura y para determinar su
funcién y organizacién, actualmente se han expandido un gran nimero de
técnicas entre las que se encuentran: microscopia electrénica, microscopia de
contraste de fases, microscopia de fluorescencia, cromatografia, lisis de
paredes celulares, entre otras.

De cuerdo a los resultados obtenidos de las aplicaciones de estas técnicas,
se ha determinado que, la capacidad biolégica de una célula de levadura,
reside en un singular cuerpo vegetativo en donde, una pared celular o anillo
semirrigido encierra el contenido protoplasmico que a su vez, se encuentra
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protegido por una membrana plasmatica. Existe ademas, un fluido, la matriz
citoplasmica, en donde se encuentra incluidos un nucleo, mitocondrias,
vacuolas cuerpos refractiles, granulos de polifosfatos, granulos de lipidos,
ribosomas, otras estructuras menores y bioparticulas.

3.8.Requerimientos nutricionales de las levaduras. Las levaduras, como otros
muchos seres vivos, son consideradas como organismos heterétrofos; este tipo
de organismos no pueden utilizar directamente el CO, atmosférico para sus
funciones metabdlicas y por lo tanto, requieren de una fuente de carbono
reducida como la glucosa. A las levaduras también se les considera
organismos quimiétrofos, es decir, son organismos capaces de obtener su
energia solamente a través de reacciones de oxidacion-reduccion.

La union de estas dos caracteristicas las hace llamarse organismos
quimiorganétrofos que son los que requieren una fuente de carbono organico y
una fuente de energia producida por reacciones de éxido-reduccion.

De acuerdo a las caracteristicas nutricionales de las levaduras, para lograr
su 6ptimo desarrollo, es necesario, cuando se les cultiva bajo condiciones de
laboratorio, suplirle los compuestos quimicos basicos para su desarrollo. Los
requerimientos usuales para el desarrollo de las levaduras incluyen: 1.-
Compuestos de carbono organico; 2.- Compuestos de nitrdgeno organico o
inorganicos o ambos; 3.- Compuestos minerales y elementos trazas y 4.-
Compuestos vitaminicos.

Estos compuestos pueden ser suplementados a través de la utilizacion de
dos tipos de medios de cultivo: los complejos y los sintéticos.



Medios de cultivo complejos: Para las levaduras, son dos los medios de
cultivo complejos mas utilizados:

A.- Extracto de malta: conocido también como mosto de cerveza; se elabora a
base de malta diastasica, por conversién enziméatica del almidon y las proteinas
a azucares fermentables y péptidos y aminoacidos respectivamente.

B.- Extracto de levadura: Este medio complejo es un autolisado de estos
organismos que se obtiene por calentamiento a 55°C durante 3 dias, este
medio no contiene fuente de carbono fermentable y por lo tanto, es necesario
agregarla.

Medios de cultivo sintéticos: Son los mas utilizados debido a su relativa
facilidad de preparacién. Para la preparacién de estos medios se adicionan los
componentes basicos: fuente de carbono, fuente de nitrégeno, sales minerales,
aminoacidos y vitaminas.

La concentracion utilizada , para cada componente, puede variar segun la
especie que se utilice dependiendo de sus propias necesidades de desarrollo.

3.9.Fuentes de carbono. La fuente de carbono que se emplea cominmente es
la glucosa; sin embargo, existen otros compuestos de carbono que pueden ser
utilizados, entre los que se encuentran: a.- otras hexosas diferentes de la
glucosa; b.- di, tri y polisacaridos; c.- pentosas; d.- alcoholes alifaticos; e.-
alcoholes de azucares; f.- acidos organicos y g.- compuestos aromaticos.

3.10. Fuentes de nitrégeno: La fuente de nitrégeno mas utilizada por las
levaduras es el sulfato de amonio, en pruebas de asimilacién, pueden utilizarse
otros compuestos nitrogenados tales como: a.- aminodcidos simples; b.-

purinas y pirimidinas; c.- aminas; d.-urea y e.- nitratos y nitritos.

3.11.Requerimientos nutricionales especiales: Algunas especies de levaduras,
ademas de los elementos nutricionales mencionados, necesitan de compuestos
quimicos especiales para su desarrollo, como éstos no son comunes en todas
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las especies, se refieren para cada especie en particular. Algunos ejemplos de
estos requerimientos no usuales son: S. cerevisiae presenta mutantes que
requieren de adenina; S. pombe presenta mutantes naturales para adenina; S.
cerevisiae en condiciones anaerdbicas requiere de ergosterol y acido oleico; S.
rouxii y S. bisporus requieren de altas concentraciones de azlcares.

3.12. Caracteristicas metabdlicas de las levaduras. Metabolicamente, las
levaduras son organismos predominantemente anaerobios facultativos, es
decir, son organismos capaces de desarrollar tanto en ausencia (fermentacion)
como en presencia (respiracion) de oxigeno. El metabolismo de las levaduras
al igual que para todos los seres vivos, consiste de dos tipos de mecanismos:
1.- generadores de energia o degradativos (catabolismo) y 2.- consumidores de
energia o rutas biosintéticas (anabolismo). El desarrollo es el resultado del
equilibrio entre los dos tipos de mecanismos, ya que parte de la energia
obtenida por el catabolismo, se utiliza en la biosintesis de los componentes
celulares.

3.13.Metabolismo de compuestos de carbono: Las levaduras pueden
metabolizar muchos mono y oligosacaridos, ya sea que sean suplementados
en el medio de cultivo o que se encuentren como reservas en el interior de las
células (glucogeno y tetralosa).

Los azlcares que se utilizan comunmente son: glucosa, manosa, fructosa,
galactosa, maltosa, sacarosa, lactosa, melobiosa, tetralosa y rafinosa.

Algunos de estos azucares pueden ser utilizados directamente, pasando
intactos al interior de la célula, otros, tienen que ser hidrolizados en el exterior
para después entrar a la célula y ser utilizados una vez que se encuentra
dentro de la célula, ésta los utilizara ya sea por la via de la respiracion o
fermentacion o ambas cosas. Cualquiera que sea la forma en que estos
azucares sean absorbidos, al final daran lugar, por transformaciones
enzimaticas, a intermediarios que entraran a las vias degradativas centrales
para la obtencién de energia necesaria para la célula; la glucosa es la molécula
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principal de las vias metabolicas centrales de las levaduras y ésta puede ser
utilizada a través de dos mecanismos o vias principales, que dependen de las
condiciones de aereacion en las que las levaduras estén desarrollandose.

De esta forma, la glucosa puede ser utilizada anaerébicamente cuando la
concentracién de oxigeno en el medio sea de 0 a 50 mmol O/ I- h o bien,
aerdbicamente, cuando la concentracion de oxigeno sea superior a 50 mmol
O/ I-h.

3.14. Metabolismo anaerdbico: Conocido cominmente como fermentacion, el
metabolismo anaerébico es uno de los mecanismos mediante los cuales las
levaduras obtienen su energia a través de la degradacién del componente
energeético.

La fermentacién se inicia con la entrada de la glucosa a la célula, bajo el
control de enzimas y coenzimas libres, dispuestas en la matriz citoplasmica;
una vez dentro, la hexosa, inicia la via central de degradacion anaerébica
conocida como “Ruta de Embder-Meyerhof”.

La reaccion global de este proceso se representa como sigue:

Glucosa + 2ATP + 2NAD * + 2Pi + 4ADP + 2H* —» 2 Piruvato + ADP +
2NADH + 2H" + 4 ATP + 2 H,0

A través de esta serie de reacciones, la ganancia neta de energia es de 2
moléculas de ATP/ molécula de glucosa y ademas se obtienen 2 moléculas de
NADH que seran utilizadas posteriormente.
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* D - glucosa
> l Hexocinasa, Mg 2*

@ D — glucosa -6 — fosfato

ATP
Pi+ ADP

lT glucosa fosfato isomerasa

D - fructosa -6- fosfato

ATP
> 6-fosfofructocinasa, Mg 2*
Pi + ADP

D - fructosa-1,6- difosfato

Fosfato de ‘/":///.y’ D-3-fosfogliceraldehido

Fructosa difosfato aldolasa

dihidroxiacetona
2Pi +2NAD > gliceraldehido fosfato
2H* 2NADH deshidrogenasa
Y
2 (D-3-fosfoglicerilfosfato)
2ADP fosfogliceratocinasa
ZJB\TF’>
\ 4

2 (3-fosfoglicerato)
fosfogliceratomutasa

2 (2-fosfoglicerato)
Enolasa

2 (fosfoenolpiruvato)

2ADP > Piruvato cinasa, Mg **
2ATP

2 (piruvato).
Fig. 1. Diagrama de la via glucolitica de Embden-Meyerhof. *La reaccién se lleva a cabo
mediante la enzima triosa fosfato isomerasa.
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El punto de control mas importante de esta via es la reaccién catalizada
por la enzima alostérica fosfofructocinasa que interviene en la conversion de
fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-difosfato, en presencia de iones magnesio y
ATP. La reaccién es inhibida por citrato, altas concentraciones de ATP y por
acidos grasos de cadena larga y por lo tanto, es la reaccion limitante de la
velocidad de la glucdlisis.

Otro punto de control del proceso es la reaccién catalizada por la enzima
hexocinasa que es inhibida por la retroalimentacion.

Para las levaduras fermentadoras, el producto final de la via de Embder-
Meyerhof”, el acido piravico sufre dos conversiones mas: la primera de ellas es
la descarboxilacién del piruvato para obtener acetaldehido y CO, y la segunda,
que es la etapa final de la fermentacién, involucra la reduccion del acetaldehido
a etanol en presencia de NADH (obtenido de la via anterior).

La ecuacién general que representa a la fermentacion alcohélica es:
Glucosa +2Pi+2ADP___,  2etanol +2 CO;+ ATP + 2 H,0.

Piruvato

Pirofosfato de tiamina\i Piruvato descarboxilasa
Acetaldehido + CO,

NADH+H" Alcohol deshidrogenasa
NAD *

Etanol.
Fig. 2. Conversion del piruvato a etanol en la fermentacién alcohélica.

3.15. Incorporacién de otros compuestos a la via de Embden-Meyerhof.-
Cuando al medio de cultivo de las levaduras se agregan otras fuentes de
carbono, diferentes de la glucosa o bien , cuando éstas se ven precisadas a
utilizar sus reservas energéticas, existen mecanismos mediante los cuales
pueden convertir un compuesto dado a moléculas de glucosa o a

24



intermediarios que podran entrar a la via glucolitica normal. Algunas de estas
vias se esquematizan en la figura 3.

1.- D-fructosa + ATP  Emctacinasa . D-fructosa -1- fosfato + ADP
— aldalasa o, D_gliceraldehido +  fosfato de dihidroxiacetona
triosa -P- jsomerasg, D -3- P-gliceraldehido  _vianormal , Piruvato.

2.- D-galactosa + ATP galactocinasa ), D-galactosa-1-P Epimerasa UTH,

D-glucosa-1-P _isomerasa ,, D-glucasa-6-P _ vianormal ,, Piruvato.

3.- (glucosa) n  glucogeno fosforilasa  (glucosa) n-1 + glucosa-1-P
KzPOs i
fosfoglucomutasa . Glucosa-6-P  via normal Piruvato.

.
Ll Lt

4.- Sacarosa + agua __ -fructofuranosidasa

P D-glucosa + D-fructosa.

5.- Maltosa + agua = -glucasidasa » 2 (D-glucosa)
6.- Lactosa +agua _~-galactosidasa  D-glucosa + D-galactosa.

Fig. 3.Reacciones de incorporacion de compuestos de carbono, diferentes de la glucosa, a la
via de Embder-Meyerhof.

3.16.Metabolismo aerébico.- Para la mayoria de las levaduras, el metabolismo
aerdbico o respiraciéon, es el mecanismo predominante de rendimiento
energético de la célula. En la serie de reacciones que ocurren se observan
multiples estados en la mitocondria, organelo de la célula responsable de la
respiracion de las levaduras. La principal via si no es que la unica, por la que la
glucosa es utilizada aerébicamente, es el llamado “Ciclo de los &cidos
tricarboxilicos”, descrito por Krebs.



Glucosa

Piruvato
NAD"* iruvato deshidrogenasa
NADH + H7 f—P
Aminoacidos Acetil-CoA acidos grasos
Citrato
sintasa CoA- SH
Oxalacetato 5 citrato
malato <
deshidrogenasa agua
2H* / aconitasa
®__
L-malato cis- aconitasa
fumarasa agua
agua / aconitasa
furamato isocitrato
NAD* _‘7 isocitrato
succinato NADH + H* deshidrogenas
deshidrogenasa (o)}
2HY ®__
Succinato Oxaloglutarato
succinil-CoA
sintetasa oxoglutarato
GDP + Pi ’2 deshidrogenasa
CoA-SH +Pi CoA-Sh
: CcO,
NAD+ H* Succinil-CoA
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NAD *

Flavo{rotelna
2H "+ %0, HO ™y ADP +Pi
— A ATP
Coenzima Q
Citocromo a3
Citocromo b
ADP + F:> Y ADP + Pi
ATP ATP
Citrocromo C

Fig. 4. Ciclo de Krebs, transporte de electrones y fosforilacién oxidativa.

La serie de reacciones enzimaticas implicadas en este proceso, se inicia
con la activacion del piruvato (producto de la glucdlisis) por pirofosfato de
tiamina y la transformacién a acetilcoenzima A; ésta Ultima, actia como
acarreador de unidades acetilo al ciclo de Krebs. La figura esquematiza la
serie de reacciones que ocurren a través del ciclo; las unidades de acetilo, no
solamente se obtienen a partir de la glucosa sino que pueden haber otras
fuentes de este compuesto.

El ciclo de Krebs se completa con 4 deshidrogenaciones y 2
descarboxilaciones y al final, la molécula aceptora, el oxalacetato, es
regenerada. Los 4 pares de hidrégeno aceptado en el proceso entran al
sistema de transporte electrénico y a la fosforilacion oxidativa en la que se
producen un total de 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa y ademas,
el aceptor de electrones, el oxigeno, forma 4 moléculas de agua. La reaccién
global de la respiracion es la siguiente:

Glucosa+6 O ———» 6 CO2+6 H,0.

3.17.Desviaciones del ciclo de Krebs. Para oxidar compuestos de dos atomos

de carbono (acetato, etanol), algunas etapas del ciclo de los &acidos
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tricarboxilicos son desviadas a través de una serie de reacciones llamadas
“ciclo del acido glioxilico”. El objetivo principal de este ciclo, es permitir la
utilizacién de los acidos grasos o del acetato, en forma de acetil-CoA, como
unica fuente carbonada, para la biosintesis de los carbohidratos o bien, para la
obtencién de energia a través de la conversién de los residuos acetilo a

oxalacetato que puede ser utilizado en la ruta normal del ciclo de Krebs.

El ciclo elude, mediante un rodeo, las etapas de desprendimiento de CO;
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, con la finalidad de aprovechar todos los
atomos de carbono disponibles, en la produccién de energia y de precursores
metabdlicos que seran utilizados principalmente, en la biosintesis de
componentes celulares. En cada ciclo se usan dos moléculas de acetil-CoA y
se produce una de succinato, precursores de la biosintesis de aminoacidos y
de la glucosa. La reaccion del ciclo es:

2 acetil-CoA + NAD" + 2 H,0 — y Succinato + 2 CoA + 2 NADH + H*

3.18.Comparacion del metabolismo anaerdbico y aerébico.- El metabolismo de
los compuestos de carbono, tiene como objetivo principal, la produccién de la
energia necesaria para que las células lleven acabo sus funciones metabdlicas;
de esta forma, podemos comparar el rendimiento energético tanto del proceso
anaerobio como del aerobio. En la fermentacién alcohélica, es decir, en el
metabolismo anaerébico, la energia producida es de 196.65 Kj/mol y en la
respiraciéon, metabolismo aerébico, la energia liberada es de 2870.29 Kj/mol.
De acuerdo a estos datos, se observa que el proceso aerdbico tiene un
rendimiento energético mucho mas alto que el anaerdbico y asi, las células
utilizan el primero con la finalidad de obtener un mayor rendimiento energético
que con el tltimo no lo lograrian.

Segun datos obtenidos en algunos estudios, se establece que, bajo
condiciones aerdbicas, la ruta predominante es la descarboxilacion del
piruvato, pero esta reaccion esta encaminada directamente el ciclo de los
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acidos tricarboxilicos; ademas, se observa que en estas condiciones, la
derivacion del monofosfato de hexosa es utilizada en mayor proporcién y esto
comprueba que esta via es favorecida por las condiciones aer6bicas, por lo que
el rendimiento de biomasa es mas alto.

Bajo condiciones anaerobias la via de Embder-Meyerhof, es Ila
preponderante y su utilizacion va aumentando conforme la concentracion de
oxigeno disminuye; la ruta aerdbica, el ciclo de Krebs, practicamente no es
utilizada en estas condiciones y la derivacion permanece constante, lo que

comprueba que esta via no esta relacionada directamente con el rendimiento
energético.

3.19.Metabolismo de compuestos de Nitrogeno.- Las levaduras, como otros
seres vivos, no pueden utilizar el nitrégeno atmosférico para sus funciones
metabdlicas; sin embargo pueden utilizar una gran variedad de compuestos
nitrogenados, inorganicos y organicos. La mayoria pueden utilizar el amonio
como fuente de nitrégeno y solo ciertas especies pueden utilizar otros

compuestos como la urea, los aminoacidos, las bases ptricas y pirimidicas, los
nitratos y los nitritos.

Las sales de amonio, como sulfatos o fosfatos, son los compuestos
nitrogenados que utilizan todas las levaduras como fuente de nitrégeno:
Cuando estas sales son transportadas al interior de la célula, su principal
funcién es la biosintesis de los aminoacidos no esenciales para las levaduras,

es decir, aquellos aminoacidos que la célula puede sintetizar y que no han sido
agregados al medio de cultivo.

Algunas especies de levaduras requieren de la adicién de bases puricas y

pirimidicas en su medio de desarrollo por que carecen de los mecanismos
enzimaticos adecuados para su biosintesis.
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3.20. Factores que influyen en el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Algunos factores que influyen directamente en el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae son la temperatura, concentracion de aztcar, pH y
la tolerancia al etanol.

3.20.1. La temperatura es uno de los parametros fisicos mas importantes en el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. En muchos laboratorios y en la
industria, se desarrolla el crecimiento celular generalmente a una temperatura
de entre 20-30 °C, ademas se considera que su temperatura maxima de
crecimiento esta entre 3543 °C.

3.20.2. El pH es ofro parametro fisico importante en el crecimiento de la
levadura, para Saccharomyces cerevisiae se considera que el valor 6ptimo
para su desarrollo oscila entre 4.5 y 6.5. aunque este puede extenderse en
ocasiones hacia 3 y 8.

3.20.3. El oxiaeno representa otro parametro muy importante en el desarrollo
celular de Saccharomyces cerevisiae, ya que es esencial para conferir mayor
resistencia de la membrana ayudando a la biosintesis de acidos grasos y de
los esteroles.

3.20.4. La concentracién de azucar también tiene un efecto muy importante
para el desarrollo de Saccharomyces cerevisiae ya que de acuerdo a la
concentracion que esté presente en el medio puede ejercer una presién
osmoética tal que inhiba el crecimiento celular.

3.20.5. El etanol es el mayor producto metabdlico de la fermentacién por
levaduras y es cuantitativamente el primer producto ATP o de biotecnologia a
escala global. Pero también el etanol puede resultar un factor de inhibicién para
el desarrollo celular, por ejemplo, Novojo y Ouchi (1962) determinaron la
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tolerancia para cepas de levadura en un rango de entre 20-30 % (w/v)
indicando que hay diferencias en cuanto a la tolerancia entre las distintas
levaduras. Pero para el caso especifico de Saccharomyces cerevisiae se ha

determinado que una concentracion de etanol de 13% (w/v) puede ejercer un
efecto inhibitorio.

En reciente afos un gran nimero de investigadores han realizado estudios
sobre el efecto del etanol en el proceso de transporte a través de la membrang;
ademas de la relacion entre la composicion lipidica y la funcion de la
membrana plasmatica de las cepas de Saccharomyces cerevisiae, Rose 1980,
1982) ha reportado que, células con una membrana rica en residuos de

linoleico (C 182 ) son mas resistentes a los efectos letales del etanol que las
células ricas en oleico (C1g:1 ).
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4. OBJETIVOS.

« Obtener la maxima concentracién y productividad de etanol a partir de la

fermentacién de aguamiel por Saccharomyces cerevisiae.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Conocer Las mejores condiciones para la obtencién de un in6culo con la

maxima concentraciéon de biomasa.

* Obtener la mayor productividad de etanol, ya sea utilizando un cultivo en

lote o un cultivo en lote alimentado.

e Determinar las condiciones de oxigenacion en el fermentador para

obtener la mayor productividad de etanol.
e Seleccionar una fuente de carbono que al ser utilizada en un cultivo

alimentado incremente la produccion de etanol en la fermentacion de

aguamiel por Saccharomyces cerevisiae.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Microorganismo empleado

Saccharomyces cerevisiae

Se utilizé6 una cepa previamente aislada de pulque por Patricia Lappe y Garcia
Garibay, conservada en tubos con agua estéril y almacenada en refrigeracion.

5.2.- Reactivacién de Saccharomyces cerevisiae.

Se sembré por estria en medio gelpa (apéndice 3), incubado a 30°C por
48 h. Posteriormente se inocularon 100 ml de aguamiel previamente

pasteurizado con dos asadas de las colonias obtenidas y se incub6 a 30 °C /
48 h.

5.3.- Sustrato

Se utilizé aguamiel obtenido de Nanacamilpa Tlaxcala y de la delegacién
Milpa alta, pasteurizado en equipo Elecrem a 75 °C durante 5 minutos y se
almacendé a -10°C.

5.4.- Condiciones 6ptimas para la preparacion del inéculo

Con la cepa activa se inocularon al 6%(V/V): 600 ml de aguamiel en
matraz de 1 L, sin agitacion; 600 ml de aguamiel en matraz de 1 L con
agitacion (200 rpm) y 300 ml de aguamiel en matraz de 1 L con agitacion
(200 rpm). Todos incubados a 30 °C por 48 h. Se tomd una muestra de 10
ml cada 3 h.
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5.5.- INFLUENCIA DEL pH SOBRE EL CRECIMIENTO DE Saccharomyces
cerevisiae.

Debido a la variabilidad en el pH que presentaba en algunos casos los
diferentes lotes de aguamiel que se utilizaron, fue necesario llevar a cabo un
experimento en el que se utilizé aguamiel con un pH bajo (4.5) y otro con
aguamiel con pH ajustado (7.0), para determinar el efecto durante el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Se utilizaron 2 matraces de 500 ml con 150 ml de aguamiel con 9.8%
de sélidos previamente pasteurizado. Se inocularon con 6% (v/v) y se
incubaron a 30 °C por 48 horas y 200 rpm, tomandose muestras a las 0, 24,
y 48 h.

5.6.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AZUCAR SOBRE LA
PRODUCCION DE ETANOL.

5.61.- Adicion de fuente de carbono

Se utilizaron 8 matraces de 1 L, cada uno con 300 ml de aguamiel ( 9.2%
sOlidos totales) pasteurizado y se adicioné a cada matraz un azlcar
diferente: aztcar blanca (comercial), aziicar morena(comercial), sacarosa (
Bioxon cat. 217000), dextrosa ( grado alimentario, Arancia), fructosa (grado
reactivo, Merck ), jarabe de fructosa ( 55% fructosa y 45% glucosa, grado
alimentario, Arancia ) , aztcar invertido ( 79% de hidrélisis, grado aliemtario,
Quimica Barsa), respectivamente y se utilizé un matraz como control, el cual
contenia sélo 300 ml de aguamiel. Todos los matraces se ajustaron a un
10% de solidos totales, inoculados al 6% (v/v) y se incubaron en a 30°C por
48 h y 200 rpm. Se tomaron muestras de 5 ml a los tiempos 0, 24 y 48 h.
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5.7.- PRODUCCION DE ETANOL POR CULTIVO EN LOTE.

5.7.1.- Preparacion del inécuio

Se sembr6 por estria en medio gelpa y se incubé a 30°C por 48 h.
Posteriormente se inocularon 100 ml de aguamiel previamente pasteurizado
con dos asadas de las colonias obtenidas y se incubé a 30°C durante 48 h.

Se colocaron 300 ml de aguamiel pasteurizado en un matraz de 1 L,
inoculado con un 6% (V/V) de la cepa activa de Saccharomyces cerevisiae. Se
incub6 a 30°C durante 22 h, con agitacion y en condiciones microaerofilicas.

PRODUCCION DE ETANOL POR CULTIVO EN LOTE DE AGUAMIEL.

Se colocaron 3 L de aguamiel pasteurizada en un fermentador ( New
Brunswick Scientific) del mismo volumen. Se adicioné un 6%(V/V) de
inéculo. Se mantuvo una temperatura de 30°C por 48 h, con agitacion de
200 rpm y condiciones de aerobiosis, suministrando Oz durante las primeras
2 h; después de este tiempo se continué con la fermentacién bajo
condiciones de microaerobiosis. Se tomaron muestras de 20 ml cada 4 h.

5.8.- FERMENTACION POR LOTES DE AGUAMIEL AJUSTADO A 10 %
DE SOLIDOS:

Una vez que se conoce cual es la mejor fuente de carbono para
enriquecer el medio de cultivo, se realizé un ajuste al 10% de sélidos a los 3
L de aguamiel con azucar invertido desde el inicio de la fermentacion;
adicionando 6% (v/v) del inéculo, se incubé a 30°C por 48h, con agitacion de
200 rpm y suministrando oxigeno las 2 primeras horas de la fermentacion.
Una vez que ha pasado este tiempo el suministro de aire se corté.



Se tomaron muestras cada 4 horas y se realizaron las mismas

determinaciones que para las fermentaciones anteriores.

5.9.- FERMENTACION POR LOTES DE AGUAMIEL AJUSTADO A 15%
DE SOLIDOS.

Se ajustaron 3 L de aguamiel a 15% de sélidos con azucar invertido, se
colocaron en un fermentador del mismo volumen y se inocularon con 6% viv
del inéculo; se incub6é a 30°C por 48h, con agitacion de 200 rpm y
suministrando oxigeno las 2 primeras horas de la fermentacién. Una vez
pasado este tiempo el suministro de aire se corté.

Se tomaron muestras cada 4 horas y se realizaron las mismas
determinaciones que para las fermentaciones anteriores.

5.10.- PRODUCCION DE ETANOL POR CULTIVO EN LOTE
ALIMENTADO. '

Se colocaron 3 L de aguamiel pasteurizada (9.2% soélidos totales) en un
fermentador del mismo volumen, inoculado al 6% (v/v). Se incubé a 30 °C
por 48 h, agitando a 200 rpm. y en condiciones de aerobiosis, para lo cual
se suministré aire durante las primeras 2 h. Después de este tiempo se cort6é
el suministro de oxigeno y el resto de la fermentacion se llevé a cabo en
condiciones de microaerobiosis. Se realizé un seguimiento del consumo de
azlcares reductores y totales durante la fermentaciéon para determinar el
momento en que se consumirian los azucares. En ese momento se adiciond
el azucar invertido. La cantidad de azlcar invertido que se adiciond fue
proporcional a la cantidad maxima de hidrélisis de la sacarosa registrada en
las primeras horas de la fermentacion. La alimentacién se llevéd a cabo a las
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22 h. Se adicionaron 223 ml de azucar-invertido previamente pasteurizado

por 5 minutos a 75°C. Las condiciones de in6culo y de incubacion fueron las
mismas que en la fermentacién anterior.

Se realizaron dos fermentaciones mas de este tipo con aguamiel de
otra localidad perteneciente a la delegacién Milpa alta, la cual contenia 13%
solidos totales. Para partir de las mismas condiciones de sustrato que el
aguamiel de Tlaxcala, este aguamiel se diluyé a un 9% de sélidos totales
con agua esteéril. Posteriormente se siguié la misma metodologia que en el
primer experimento. Esto con el fin de corroborar que aun utilizando un
sustrato procedente de otra localidad que presenta caracteristicas un tanto
diferentes en cuanto a la concentraciéon de aztcar, los resultados obtenidos
fueran reproducibles.

5.11.- Analisis
5.11.1.- pH

Se tomaron 5 ml de muestra y se midié el pH con un potenciémetro Corning
pH 430 ( cat. 477965 ).

5.11.2.- Porcentaje de sdlidos totales

Se tom6 una gota de la muestra y se coloc6 en un refractometro Fisher O-
32%.

5.11.3.- Densidad optica

Se tomd un 1 ml de la muestra y se realizé una dilucion 1:10, determinando
densidad éptica a 540 nm en un espectrofotdbmetro Spectronic Genesis 5.



5.11.4.- Determinacién de etanol

La determinacién de etanol presente en el medio se realizé con un kit
enzimatico ( kit de Boehringer No. cat. 176290). El principio de éste es oxidar
el etanol a acetaldehido en presencia de la enzima alcohol deshidrogenasa
( ADH ) y el dinucleétido adenin-nicotinamida( NAD").

ADH

1) Etanol + NAD" = Acetaldehido + NADH" + H*

El equilibrio de esta reaccion tiende a desplazarse hacia reactivos
(etanol y NAD). Sin embargo ésta puede ser desplazada completamente
hacia la formacion del acetaldehido en condiciones alcalinas. Posteriormente
el acetaldehido es oxidado cuantitativamente hacia &cido acéticc en
presencia de la enzima aldehido-deshidrogenasa (Al-DH).

Al-DH

2) Acetaldehido + NAD*+H,O0 —»  Acido acético + NADH + H*

El NADH es determinado espectofotométricamente a una longitud de 340
nm.

Preparacion de la muestra:

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. (para eliminar la
biomasa) y se les dio un tratamiento térmico en bafio Maria a 80°C durante
156 min.(Para detener la reaccién enzimatica). Se realizaron diluciones
1/1000.

Se siguid el procedimiento indicado en el apéndice 1.
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5.11.5.- Acidez titulable

Se tomaron 5 ml de la muestra, se colocaron en un matraz Erlenmeyer
de 125 ml y se afiadieron dos gotas de fenoftaleina como indicador (solucién
al'0.1% en etanol). Se titulé con una solucién valorada de NaOH 0.1 N, hasta
la aparicion de un color rosado que permaneciera durante 30 segundos. Se
calculd el contenido de acidez y se expres6 como acido lactico por 100 ml de
muestra, utilizando el valor de 0.09 que representa los miliequivalentes de
acido lactico.

% de acido lactico = ml gastados x n (NaOH) X 0.09 meq de acido lactico x100

ml de muestra

5.11.6.- Cuantificacion de azulcares reductores

Se utilizo la técnica de DNS ( Miller, G. L., 1959 ) para lo cual se coloc6 1 ml
de la muestra previamente diluida ( 1/100) en un tubo de ensayo. Se
adiciond 1ml del reactivo DNS se tapé y se colocé en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos. Se dej6 enfriar y se agregaron 10 ml de agua
destilada, determinandose la absorbancia a 540 nm con un blanco de agua
mas reactivos en espectrofotometro (Spectronic Genesis 5). Se realizé una
curva estandar con soluciones de 0.4 a 2.0 mg/ml de glucosa tratadas de la
misma forma que la muestra problema.

5.11.7.- Cuantificacién de azicares totales

Se utilizé la técnica del fenol sulfurico ( Dubois et al., 1956 ) para lo cual se
colocé 1 ml de la muestra previamente diluida ( 1/ 1000 ) en tubo de ensayo
y se adicionaron 0.6 ml de una solucién acuosa de fenol al 5%, mezclando

perfectamente después de la adicion. Posteriormente se adicionaron
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cuidadosamente 3.6 ml de 4&cido sulfirico concentrado, mezclando
perfectamente. Se dejé enfriar la mezcla a temperatura ambiente
(aproximadamente 15 min.) Se determiné la absortancia a 480 nm con un
blanco de agua mas reactivos en espectrofotometro ( Spectronic Genesis ).
Se realizd una curva estandar con soluciones de 20 a 100 g de glucosa /
ml tratadas de la misma forma que la muestra problema.

5.11.8.- Curva estandar de peso seco.

Se tomé 1 ml de muestra (del punto donde se tiene el maximo
crecimiento) y se realizé una dilucién 1:10. De esta dilucién se tomaron de
0.1 a 1 ml llevandoles a un volumen total de 1 ml y se tomaron las lecturas
de absorbancia a 540 nm.

Posteriormente de la muestra sin diluir se colocaron de 0.1 a 1 ml en
tubos eppendorff, llevandolos a un volumen total de 1 ml con agua. Se
centrifugaron a 4°C con 12000 r.p.m. por 15 min, se retir6 el sobrenadante y
se realizé un lavado adicionando con 1 ml de agua. Después de retirar el
sobrenadante las muestras se colocaron en una estufa (THELCO
GCA/PRECISION SCIENTIFIC) a 50°C por 24 h hasta peso constante. La
curva se realizd por duplicado.

5.11.9.- Cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa

Para la cuantificacién de sacarosa, glucosa y fructosa se utilizé un sistema
enzimatico comercial Sacarosa/D-glucosa/D-fructosa (Boehringer), el cual
se basa en la determinacion de D-glucosa antes y después de la hidrolisis
enzimatica de sacarosa; D-fructosa se determina subsecuentemente a la
determinacién de D-glucosa.
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Determinacion de la D-glucosa antes de la inversion:

A pH 7.6, la enzima hexoquinasa (HK) cataliza !a fosforilacién de la D-
glucosa por adenosin-5"-trifosfato (ATP) con la formacién simultinea de
adenosin-5°-difosfato (ADP).

HK

D-glucosa+ ATP —¥» G-6-P + ADP

En presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la D-
glucosa-6 fosfato (G-6-P) formada es especialmente oxidada por
nicotinamida-adenin dinucleétido fosfato (NADP) a D-gluconato-6-fosfato con
la formacién de nicotinamida-adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH)

G6P-DH

G-6-P + NADP* ——  »  D-gluconato-6-fosfato + NADPH + H*

El NADPH formado en esta reacciéon es estequiométrica a la cantidad de D-
glucosa y es medida por absorbancia a 340nm.

Determinacion de D-fructosa:

La hexoquinasa también cataliza la fosforilacién de D-fructosa a D-fructosa-
6-fosfato (F-6-P) con la ayuda de ATP.

HK

D-fructosa + ATP ——» F-6-P+ADP

Al término de esta reaccién F-6-P es convertida a G-6-P por la enzima
fosfo-glucosa isomerasa (PGI).
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PGI
F6P — P G6P
G-6-P reacciona con NADP para la formacion de D-gluconato-6-fosfato y

NADPH. La cantidad de NADPH formada es estequiométrica a la cantidad de
D-fructosa. '

e Inversion enzimatica:

A pH de 46, la sacarosa es hidrolizada por la enzima B-fructosidasa
(invertasa) a D-glucosa y D-fructosa.

B-fructosidasa

Sacarosa + H,0O »  D-glucosa + D-fructosa

La determinacién de D-glucosa después de la inversién ( D-glucosa tota)
es llevada acabo de acuerdo al principio arriba mencionado.

La sacarosa contenida es calculada por la diferencia de las
concentraciones de D-glucosa antes y después de la inversion enzimatica.

Preparacion de la muestra

La muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 min. (para eliminar la
biomasa) y se les dio un tratamiento térmico en bafio Maria a 80°C durante 15

min. (para detener la reaccién enzimatica). Se realizaron diluciones.

El procedimiento para la determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa se
describe en el apéndice 2.

Se tomaron muestras cada 4 horas y se realizaron las mismas

determinaciones que para las fermentaciones anteriores.

42



6.- Resultados y Discusion.

Preparacion del Inéculo.

Durante esta primera etapa, se determino las mejores condiciones para
obtener la mayor concentracién de biomasa en el indculo. Se probaron
diferentes condiciones de volumen y agitacion. Se utilizaron 3 matraces de 1 L,
el primero con 300 ml de aguamiel y 200 rpm de agitacién (M1), el segundo con

600 ml de aguamiel y agitaciéon (M2) y el Gltimo con 600 ml de aguamiel pero
sin agitacién (M3).

En la figura 1 se presentan los resultados obtenidos para el consumo de
sélidos totales y la produccién de biomasa (g/l) durante la fermentacién por
cultivo en lote de aguamiel por S. cerevisiae. Como podemos observar, en los
matraces 1y 2 la produccién de biomasa es casi inmediata, sin embargo, para
el matraz 3 la fase lag es mucho mas larga ya que se prolonga hasta las 9
horas, provocando que durante la fase exponencial se genere menor
concentracion celular que con respecto a los otros 2 matraces. En los matraces
1y 2 la fase exponencial es muy similar ya que se da de las 3 a las 27 horas.
En el caso del matraz 3, la fase exponencial es menor. Durante esta fase
exponencial, en el matraz 1 en el que se genera la mayor concentracion de
biomasa a pesar de que a las 24 horas es muy parecida a la del matraz 2. A
partir de las 27 horas y hasta las 48 horas se presenta la fase estacionariay la
produccién de biomasa durante esta etapa ya no es significativa. El consumo
de sélidos se detiene a partir de las 27 horas coincidiendo con la fase
exponencial.
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Fig 1. Valores de consumo de sélidos y del incremento de biomasa, durante el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en aguamiel. M1 300 ml de aguamiel con agitacién, M2 600 ml de aguamiel
con agitacion y M3 600 ml de aguamiel sin agitacién; en matraces de 1000 ml.

En la figura 2 se presentan los resultados obtenidos para pH. Los 3
casos presentan un comportamiento similar. La fermentacién se inicia con un
pH de 7 y disminuye hasta alrededor de pH de 5 a las 48 horas. Este descenso
de pH es atribuible a la produccién de acido lactico que se genera durante la
fermentacién, pero era algo que se esperaba, pues en estudios anteriores se
reporta que una vez que se ha fermentado el aguamiel presenta valores de pH
de alrededor de 4.0 — 4.5 (Enriquez, 1995).

pH.
MOoWw AR O N @

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Tiempo (h).
| —#—pHMI. —s—pH.M2 —a—pH.Mj
Fig. 2. Valores de pH durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en aguamiel. M1 300 ml de
aguamiel con agitacién, M2 600 ml de aguamiel con agitacién y M3 600 ml de aguamiel sin agitacion.
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Por lo anterior se consider6 que las mejores condiciones para la
preparacion del inéculo son las que presenta el matraz 1 (300 ml de aguamiel
con agitaciéon en matraz de 1 L). Se comprobd que la agitacién es favorable
para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, ya que esto permite que
haya una mayor disponibilidad tanto de nutrientes como del oxigeno presente
en el medio. Esto permitié obtener una buena produccién de biomasa (90.5 g/l),
valor que coincide con los reportados por Prince y Barford (1896), quienes
obtienen una concentracion celular de 70—90 g/l. El inéculo debe incubarse

entre 21 y 24 horas, para garantizar que las células estén metabdlicamente
activas.

Influencia del pH en el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Debido a la variacion en el pH que presentan los lotes de aguamiel, se
decidi6 determinar la influencia del pH sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae. Se llevaron a cabo 2 fermentaciones en matraces de 500 ml con
150 ml de aguamiel y con agitacién; el primero presenta un pH de 4.8 (M1) y el
ofro se ajustd a un pH de 7 (M2). En este caso sélo se tomaron muestras a las
0, 24 y 48 horas.

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos para pH y peso
seco (g/l). Se observa que para ambos casos la concentraciéon de biomasa
obtenida es practicamente la misma a las 24 y 48 h a pesar de que en el
matraz 1 se parte de aguamiel con un pH mas acido que en el matraz 2.
Aunque solo se tomaron los tiempos 0, 24 y 48 se puede observar que la
concentracion de biomasa después de las 24 h en ambos casos ya no
aumenta. Se obtienen los mismos resultados que el matraz 1 de la fig. 1, el
cual representa las condiciones 6ptimas de crecimiento. Se considera que al
usar aguamiel con un pH que se encuentre en el intervalo de 4.5 — 7.0 no
debera representar ninguna dificultad para el crecimiento de Saccharomyces
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cerevisiae. Este resultado obtenido coincide con lo reportado en la literatura
(Anderson y Tatchel, 1996), se establece que el pH 6ptimo para el desarrollo
de las levaduras se encuentra entre un pH de 4.5 - 6.5.
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Fig. 3. Valores de pH obtenidos durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisise en aguamiel. M1
aguamiel pH= 4.8, M2 aguamiel pH=7.0.

En la figura 4, podemos observar que el consumo de sélidos a las 24 h
es mayor en el matraz 2 que en el matraz 1. Esto nos indica que con un pH
bajo se retrasa un poco el consumo de sélidos, pero después de 48 h de
fermentacion, la cantidad de soélidos consumidos y la biomasa generada es
practicamente la misma en ambos casos.
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Fig. 4. Valores de consumo de sélidos y de incremento de biomasa obtenidos durante el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en aguamiel. M1 aguamiel pH= 4.8, M2 aguamiel pH= 7.0.

Efecto de la concentracién de azicar en la produccién de Etanol.

Adicién de fuente de carbono.

Debido a la variabilidad en la concentracion de azicar presente en el
aguamiel, la concentracién de etanol que se obtiene durante la fermentacién
resulta ser variable y ademas baja; por lo que mediante la adicién de diferentes
fuentes de carbono al aguamiel se pretende aumentar la concentraci6n de
etanol.

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos para el consumo
de sélidos a las 0, 24 y 48 h; cuando se adicionaron diferentes tipos de
azucares comparado con un control, el cual solo contiene aguamiel ( 9.2 % de
sélidos totales). Las figuras 6 y 7 muestran los resultados obtenidos para la
produccién de biomasa y de etanol durante los cultivos respectivos.
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Fig. 5. Consumo de sélidos totales obtenidos durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en

aguamiel. M1 control, M2 azucar blanca (comercial), M3 az(car morena (comercial), M4 sacarosa, M5
dextrosa, M6 fructosa, M7 jarabe de fructosa, M8 azicar invertido.
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Fig. 6. Incremento de biomasa (medida por peso seco), durante el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae en aguamiel. M1 control, M2 azicar blanca (comercial), M3 azlcar morena (comercial), M4
sacarosa, M5 dextrosa, M6 fructosa, M7 jarabe de fructosa, M8 azucar invertido.
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Fig. 7. Produccion de etanol durante la fermentacion de aguamiel por Saccharomyces cerevisiae. M1
control, M2 azucar blanca (comercial), M3 aztcar morena (comercial), M4 sacarosa, M5 dextrosa, M6
fructosa, M7 jarabe de fructosa, M8 azdcar invertido.

Como se puede observar en la figura 5, cualquiera de los azucares
empleados puede ser metabolizado por Saccharomyces cerevisiae. En cuanto
a la produccion de biomasa, el mayor crecimiento se presenta cuando se
adicioné glucosa. Esto podemos atribuirlo a que la glucosa es uno de los
compuestos de carbono mas faciimente metabolizables por Saccharomyces
cerevisiae. Aungque también se puede observar que con la sacarosa el
crecimiento fue muy bueno, aunque la diferencia es que Saccharomyces
cerevisiae primero tiene que llevar a cabo la hidrélisis de la sacarosa para
posteriormente poder utilizar la glucosa y fructosa. En cuanto al etanol (fig. 7)
la mayor produccién se da en el matraz donde se adicioné azdcar invertido,
aunque también se obtuvo una buena produccién de etanol en los matraces 6
y 7 donde se adiciono glucosa y fructosa respectivamente.

Con el azlcar invertido, aunque no se tiene la misma produccion de
biomasa como con otras fuentes de carbono, si es con el que se obtiene la

mayor produccion de etanol, que es el objetivo que se buscaba. Por esta razén
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se decidié que es la mejor fuente de carbono a utilizar para llevar a cabo una
fermentacién por cultivo en lote alimentado.

Produccion de Etanol por Cultivo en Lote.

Una vez que se conocen las mejores condiciones para el desarrolio de
biomasa para el inéculo, es necesario conocer el comportamiento de
Saccharomyces cerevisiae en cuanto a la produccién de etanol, por lo que se
llevé a cabo una fermentacién con 3 L de aguamiel por cultivo en lote,

inoculado con 6% (v/v) procedente de un in6culo el cual se incub6 durante 22
horas.

En la figura 8 se presentan los valores de peso seco obtenidos durante
ia fermentacion, asi como el consumo de sélidos totales.
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Fig. 8. Consumo de sdlidos totales, produccién de biomasa y produccién de etanol durante la
fermentacion de 3L de aguamiel por cultivo en lote.

La produccion de biomasa inicié desde el principio de la fermentacién.
La fase lag fue muy pequefa, lo que nos indica que la propagaciéon de
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Saccharomyces cerevisiae fue adecuada bajo las condiciones empleadas para
el inéculo.
La fase exponencial de crecimiento terminé alrededor de las 20 h. Esto

coincidié con el tiempo en el cual dejaron de consumirse los sélidos totales
presentes en el aguamiel.

El rendimiento obtenido fue de Yxs = 0.604 g de biomasa / g de
sustrato (calculado a las 44 h). Dicho rendimiento puede ser considerado como
bueno, ya que nos esta indicando que una parte muy importante de la fuente
de carbono se esta destinando para la produccién de biomasa.

En la figura 8 se presentan los valores obtenidos para la produccién
de etanol. En las primeras 20 h es donde ocurre la produccién de etanol; la
fase exponencial de crecimiento también terminé a las 20 h, lo que nos indica
que la produccién de etanol esta asociada al crecimiento.

El rendimiento obtenido para la produccién de etanol fue de Y ps = 0.54
g Etanol /g sustrato consumido, obteniéndose 6.2 % de etanol, calculado a la
44 h. Este resultado es muy parecido al reportado por Prince y Barford (1996),
quienes reportan un resultado de 6.8 % de etanol pero para mas de 48 h en un
cultivo en lote.

En la figura 9 se presenta el consumo de azucares totales conforme
transcurre la fermentacion.

Se realizé un seguimiento de los azlcares totales y reductores. Al
principio de la fermentacién la concentracion de azlcares reductores es muy
baja, durante las primeras 16 h aumenta la concentracion de los azlcares
reductores, debido a la hidrdlisis de la sacarosa, pero después de este tiempo
son consumidos muy rapidamente hasta las 24 h. Este tiempo en el cual se
terminan los azucares reductores coincide con el tiempo en el que deja de
producirse el etanol.
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Fig. 9. Consumo de az(cares totales y aziicares reductores durante el crecimiento de Saccharomyces .
cerevisiae en aguamiel por cultivo en lote.

También podemos observar que, la cantidad de azlcares reductores
que se genera a las 16h, no logra ser igual a la concentracién de azucares
totales que se tenian al inicio, esto debido a que conforme ocurre la hidrélisis
también se estan consumiendo los aztcares.

En la fig. 10 se observan los valores obtenidos para pH y porciento de
acidez. En cuanto al pH, se sigue manteniendo el mismo comportamiento que
en las fermentaciones anteriores, es decir, durante la fermentacién el pH
disminuye de 7 a 4.5. A partir de las 12 h el pH ya no baja, se mantienen hasta
el final de la fermentacién, en cuanto a la produccién de acidez, deja de
producirse al mismo tiempo en que el pH deja de disminuir y a partir de las 12 h
permanece constante.
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Fig. 10. Valores obtenidos para pH y de acidez producido durante el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae en aguamiel por cultivo en lote.

Produccién de etanol -por cultivo en lote enriquecido con una fuente de
carbono a10°B y 15 °B.

Se ajust6 el porcentaje de sélidos del aguamiel a 10 °B con azlcar
invertido desde el inici6 de la fermentacion, con lo que la concentracién de
azucares fue de 215 g/l. Esta concentracién es practicamente el doble de la
que se tenia en al aguamiel (118.2 g/l) sin la adicién de la fuente de carbono.

El objetivo principal por el cual se adiciona una fuente extra de carbono
al inicio de la fermentacién, es para lograr una mayor produccion de etanol. Las
condiciones para realizar la fermentacién son las mismas que las anteriores.

También se llevo a cabo una fermentacién en la que se ajustaron los
solidos a 15 °B (640 g/l). Debido a que la fuente de carbono empleada (azucar
invertido), contiene glucosa, fructosa, ademas de la sacarosa; la concentracién
de azicares reductores también aumenté de manera considerable (fig. 12)
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En ambas fermentaciones el consumo mas importante de azlcares se
llevé a cabo a las 20 h (fig. 11), pero no se terminaron los azucares al final de
ésta, quedando una mayor concentraciéon en 15 °B (100 g/l) que en 10 °B (19
g/l) figura 11.
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Fig. 11. Consumo de azlcares totales durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en aguamiel
ajustado a 10 y 15 °B con azicar invertido.
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Fig. 12. Consumo de azlcares reductores durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en
aguamiel ajustado a 10 y 15 °B con azlcar invertido.
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El aumento en la concentracion de los azucares reductores de las 4 a
las 8 horas es debido seguramente a la presencia de glucosa y fructosa por
efecto de la hidrélisis de la sacarosa.

La figura 13 nos muestra los resultados obtenidos para la produccion
de biomasa y consumo de sélidos totales. Como se puede observar, el
consumo de sélidos tiene un comportamiento muy similar al presentado por los
azlcares totales, esto debido a que de manera indirecta la cantidad de sélidos
presentes en el medio nos da una idea de la concentracion de azicar, sin
entender con esto que representen lo mismo. -

En la fermentacién donde se ajustaron los sélidos a 10 °B, la
produccién de biomasa ocurri6 desde el inicio, cosa que no sucedi6 en la
fermentaciéon con ajuste a 15 °B, en la que se presenta una fase lag muy
grande (8 h). Esto debido posiblemente a la concentracién alta de az(car a la
que Saccharomyces cerevisiae debe adaptarse.
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Fig. 13. Consumo de soélidos solubles y produccién de biomasa (medida en peso seco), durante el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en aguamiel ajustado a10 y 15 °B con azucar invertido.

Aunque en la fermentacién con el ajuste de sélidos a 10 °B se esta
generando una mayor concentracion de biomasa (86.5 g/l) que en la
fermentacién por cultivo en lote donde no se adiciona una fuente de carbono
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(74.7 g/l), no puede considerarse como un aumento importante, ya que solo se
aumentd en 12 g/l aproximadamente. Ademas, el rendimiento obtenido para
este caso es menor Yys = 0.41 g biomasa / g sustrato consumido, comparado
con Yys = 0.604 g biomasa / g sustrato consumido obtenido para la
fermentacién en donde no se adicion6 azucar invertido al aguamiel, es decir en
la fermentacién por cultivo en lote.

La concentracion de etanol no fue mucho mayor que la obtenida en la
fermentacion sin adicién de fuente de carbono; el rendimiento obtenido para la
fermentacion con el ajuste a 10 °B es de Yps = 0.32 g etanol / g sustrato
consumido comparado con Ygss = 0.54g etanol / g sustrato consumido obtenido
para la fermentacién en la que no se adicion6 azdcar invertido al aguamiel.

De acuerdo con los resultados obtenidos no se consideré conveniente
enriquecer al medio con una fuente de carbono desde el inicio de la
fermentacion.
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Fig. 14. Produccién de etanol durante la fermentacién de aguamiel ajustado a 10y 15 °B con
azlcar invertido.
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En la fig. 15 se puede observar que el pH sigue mostrando el mismo
comportamiento que respecto a las fermentaciones anteriores, ya que en
ambos casos se parte de un pH muy cercano a 7 y al terminar tenemos un
intervalo de 4- 4.5, la produccion de acidez sigue manteniéndose baja 3.4 y
3.4 % respectivamente.
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Fig. 15. Valores de pH y de acidez producido durante la fermentacién de aguamiel ajustado a 10y 15 °B
con azucar invertido.

Produccién de etanol por cultivo en lote alimentado.

Se inici6 la fermentacién con aguamiel sin la adicion de la fuente de
carbono y a las 22 horas, cuando se terminan los azicares se realizé6 una
alimentacion con azlcar invertido.

La cantidad de azicar invertido que se adicion6 fue proporcional a la
cantidad maxima de hidrélisis de la sacarosa, registrada en las primeras horas
de la fermentacion. En la alimentacién se adicionaron 223 ml de azlcar
invertido. En este caso el célculo para determinar la concentracién de azucar,
fue realizado en base a los azlcares totales ya que la fuente de carbono que
se adicionara contiene sacarosa, glucosa y fructosa.
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Ademas de esta fermentacion se realizaron otras 2 con un lote de
aguamiel diferente al que se venia utilizando. Dicho lote de aguamiel procede
de Milpa Alta, el cual presenta caracteristicas diferentes al aguamiel de
Nanacamilpa Tlaxcala en cuanto a la concentracion de sélidos solubles y por lo
tanto también en la concentracion de azicar. Debido a esto, para ajustar la
concentracion de sélidos presentes en el aguamiel de Milpa Alta (contenido de
soélidos 13 °B), fue necesario diluir con agua estéril hasta alcanzar los 9% de
sélidos que contienen el aguamiel con el que se estaban realizando las
fermentaciones anteriores.

Como puede observarse en la figura 16, en las tres fermentaciones
se esta partiendo practicamente de la misma concentracién de sélidos totales.
Conforme se desarrolla la fermentacién el consumo de soélidos es muy similar;
a las 22 h la concentracion ya es muy poca. En este momento se realizé la
-alimentacién con azucar invertido para recuperar la concentracién que se tenia
al inicio de la fermentacion. De igual forma al término de las 48 h de
fermentacion los sélidos son consumidos hasta practicamente la misma
concentracion en los tres casos, pero estos no se agotan.
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Fig. 16. Consumo de solidos solubles durante las tres fermentaciones por cultivo en lote alimentado a las
22 h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de Nanacamilpa
Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente de Milpa Alta.
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En las figuras 17 y 18, se pueden observar los valores obtenidos
para el consumo de carbohidratos totales y los azlcares reductores
respectivamente. Como se puede observar en la fig. 17, a pesar de que en la
fermentacioén C.A 1 se utilizé aguamiel diferente a las otras dos fermentaciones,
el perfil de consumo de azucares fue muy parecido, ya que al principio de la
fermentacién se parti6 de una concentracién similar y a las 22 h la
concentracion de azlcares fue baja en todos los casos. En este tiempo se
realizé la alimentacién y la concentracién de azucar aumentd, obteniéndose
practicamente lo que se tenia al principio.

Después de la alimentacion nuevamente se dio el mismo
comportamiento en cuanto al consumo, lo que nos indica que la fuente de

carbono empleada estd siendo metabolizada de forma adecuada por la
levadura.
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Fig. 17. Consumo de azlcares totales durante las tres fermentaciones de aguamiel por cultivo en lote
alimentado a las 22 h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de

Nanacamilpa Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente
de Milpa Alta.
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Fig. 18. Consumo de azucares reductores durante las tres fermentaciones de aguamiel por cultivo en lote
alimentado a las 22 h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de

Nanacamilpa Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente
de Milpa Alta.

En la figura 18 se presentan los valores obtenidos para los azicares
reductores. Al inicio de la fermentacion se aprecia que hay un incremento en la
concentracion de éstos y después disminuyen. Esto es debido a que en el
aguamiel el azicar que predomina es la sacarosa y como este no puede ser
utilizado por la levadura, se lleva a cabo la hidrélisis de dicho azlcar,
convirtiéndose en glucosa y fructosa que es lo que se registra en los picos que
se observan a la 8 h. Después de que se realiz6 la alimentacién no se muestra
este mismo comportamiento ya que en la fuente de carbono empleada (aztcar
invertido) se tienen desde un principio a los azlcares reductores y no solo la
sacarosa. Una vez que se termina el tiempo de fermentacion podemos
observar que también practicamente se agota la concentracién de azlcares, lo
que nos confirma que la fuente de carbono empleada para la alimentacion es
perfectamente metabolizable por la levadura.
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En la figura 19, se observan las curvas de crecimiento durante las tres
fermentaciones. Como podemos observar, la cantidad de biomasa generada
durante las primeras 22 h es practicamente la misma para las tres. En el caso
de C.A 1y C.A. 2 se da una fase lag de 4 horas y para el caso de C.A. 3 la
produccién de biomasa ocurre casi de inmediato. A las 22 h se aprecia una
disminucién en la concentracién de biomasa debido tal vez al efecto de dilucién
que se da por agregar el volumen de la fuente de carbono, pero después, a las
48 horas, se logra recuperar la cantidad de biomasa que se tenia antes de ia
alimentacion. Esto indica que después de haberse realizado la alimentacion, la
cantidad de azicares consumidos se estan destinando a la produccién de
etanol y ya no para su crecimiento.

Los rendimientos que se obtienen en los tres casos también son muy
parecidos; para C.A 1 tenemos Yxs = 0.56 g biomasa / g sustrato consumido,
para C.A 2 Yys = 0.51 g biomasa / g sustrato consumido y para C.A 3 Yys =
0.58 g biomasa / g sustrato consumido, ademas las velocidades especificas
para cada uno son py= 0.35, 0.3 y 0.31 respectivamente; lo que nos indica la
reproducibilidad en la produccién de biomasa, todos calculados a las 22 horas
ya que es el tiempo en el que se alimenta. Los rendimiento obtenidos de las 22
a las 48 horas bajaron de manera considerable, obteniéndose los siguientes
resultados: Yxs = 0.07 g biomasa / g sustrato consumido, para C.A 2 Yys =
0.08 g biomasa / g sustrato consumido y para C.A 3 Yx;s = 0.08 g biomasa / g
sustrato consumido. Esto confirma que la fuente de carbono consumida a partir
de la alimentacion se esta destinando para la produccién de etanol y no para su
crecimiento. Las velocidades especificas de crecimiento a partir de este
momento son practicamente de cero, ya que la concentracién de biomasa
permanece constante de las 22 a las 48h, pero no asi la concentracion de
etanol (fig. 20) lo que nos indica que la fuente de carbono que se adiciono se
esta destinando a la produccién de etanol. A las 22 h se observa una
disminucién en la concentracién de biomasa, esto es debido a la adicion del
azucar invertido que produce un efecto de dilucién en el medio, pero que
después de 3 h se recupera y permanece constante.
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Fig. 19. Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacién de aguamiel por cultivo en
lote alimentado. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de
Nanacamilpa Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente
de Milpa Alta.

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos para la produccién
de etanol durante las tres fermentaciones. Los valores que se obtienen durante
las tres fermentaciones nos hablan nuevamente de la reproducibilidad que se
obtuvo en las fermentaciones, a pesar de que se estan empleando dos lotes
diferentes de aguamiel. Las condiciones bajo las cuales se realizan las

fermentaciones son las adecuadas para la produccién de etanol.

Los rendimientos que se obtienen en estos casos para la produccion de
etanol fueron, Y pis = 0.5 g etanol / g consumo de sustrato para C.A 1, Y ps =
0.6 g etanol /g consumo de sustrato para C.A2yde Y ps = 0.56 g etanol /g
consumo de sustrato para C.A 3 obtenidos para las 22 horas. Estos valores
resultan muy parecidos a los rendimientos obtenidos de las 22 a las 48 horas,
los cuales fueron Y ps = 0.52 g Etanol / g consumo de sustrato para CA 1, Y
pis = 0.55 g Etanol / g consumo de sustrato para CA 2y de Y ps = 052 g
Etanol / g consumo de sustrato para C.A 3, como podemos observar los

rendimiento se mantienen en cada uno de los tres casos después de que se ha
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llevado a cabo la alimentacion , lo que confirma que la fuente de carbono que
se adicioné se esta destinando a la produccion de etanol.

12

10

% Etanol
[=2]

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h).

| ——%EtOH C.A1 —=—%EtOH C.A2 —a—% EtOH C.A3

Fig. 20. Produccion de etanol durante la fermentacién de aguamiel por cultivo en lote alimentado a las 22
h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de Nanacamilpa Tlaxcala;
C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente de Milpa Alta.

La concentracién de etanol obteiiida a partir de una fermentacién por
cultivo en lote alimentado fue mayor que la obtenida en las fermentacion por
cultivo en lote sin alimentar y mucho mejor todavia que una fermentacién en la
cual se enriquece el medio desde el inicio de la fermentacién. Esto puede
atribuirse a que, durante la primera etapa de la fermentacion, es decir antes de
alimentar, debido a que el sistema se le proporciona durante las 2 primeras
horas un flujo de aire de 1 vvm, existen condiciones de aerobiosis, por lo que
se esta favoreciendo la produccién de biomasa. También se esta consiguiendo
producir etanol, puesto que su produccién esta asociada al crecimiento. Una
vez que se realiza la alimentacion ya no se produce biomasa, debido a que las
condiciones presentes en el medio ya son totalmente anaerébicas,
favoreciéndose la produccion de etanol a partir de la concentracion de biomasa
que se tenia.
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En los casos anteriores (fermentacion por cultivo en lote sin alimentar y
la fermentacion donde se adiciona la fuente de carbono desde el inicio),
aunque se parte de las mismas condiciones de aeracion, temperatura,
agitacion, etc., lo que limitaba la produccién de etanol era la concentracion de
azucar presente en el medio.

En las figuras 21, 22 y 23 se presenta el consumo de sacarosa, glucosa
y fructosa. Como se puede observar en la figura 21, al principio de la
fermentacién el azicar predominante en el aguamiel es la sacarosa, que se
consume aproximadamente a las 16 horas y su concentracion aumenta
ligeramente a las 22 horas, cuando se alimenta y al cabo de las 48 horas es
consumida en su totalidad. Al final de la fermentaciéon la concentracién de
sacarosa es practicamente de cero, lo que nos indica que la fuente de carbono
es perfectamente metabolizable.

En las figuras 22 y 23 se presentan los valores de consumo de glucosa y
fructosa respectivamente. En ambos casos se presenta un patrén muy similar,
de las 0 a las 8 horas se da un aumento en la concentracion de dichos
azlcares debido a la hidroélisis de la sacarosa, a partir de ese momento y hasta
las 22 horas disminuye la concentracion ya que son consumidos. Después de
las 22 horas se da otro aumento en la concentracion pero ahora es debido a la
alimentacién, posteriormente de las 22 a las 48 horas ocurre el mismo
comportamiento en el aumento de la concentracién debido a la hidrélisis de la
sacarosa presente en el azicar invertido y al cabo de las 48 horas se observa
que las azlcares vuelven a ser consumidos.
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Fig. 21. Concentracion de sacarosa durante la fermentacién de aguamiel por cultivo en lote alimentado a
las 22 h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de Nanacamilpa
Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente de Milpa Alta.
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Fig. 22. Concentracién de glucosa durante la fermentacion de aguamiel por cultivo en lote alimentado a
las 22 h. C.A 1 Cuitivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de Nanacamilpa
Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utilizando aguamiel procedente de Milpa Alta.
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Fig. 23. Concentracion de fructosa en g/l durante la fermentacién de aguamiel por cultivo en lote
alimentado a las 22 h. C.A 1 Cultivo en lote alimentado a las 22 h utilizando aguamiel procedente de
Nanacamilpa Tlaxcala; C.A 2 y C.A 3 Cultivo en lote alimentado a las 22 utiizando aguamiel procedente
de Milpa Alta.

En la figura 24 se presentan los resultados obtenidos para pH y la
produccién de acido lactico. Los resultados que se tienen coinciden con los
valores de las fermentaciones anteriores, donde se parte de un pH muy
cercano a 7 en todos los casos y al final de la fermentacién el pH oscila en un
valor de 4 — 4.5. Este valor coincide con lo reportado en la literatura (Enriquez,
1995). El valor de pH a partir de la 16 h ya no varia. En el caso de la acidez,
podemos observar que de las 0 a las 22 horas se da un aumento muy variable
respecto a cada una de las fermentaciones, pero a partir de la 22 a las 48
horas el comportamiento es muy similar en los tres casos ya que al final se
tienen casi la misma concentracién.

66



pH
N W s v O~ O

% acido lactico.

-

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h).

[—0— HCA & —a—pHCA3
ac. Lac CA1 —x—"%ac. Lac CA2 —e—"ac.Lac.C.A3

Fig. 24. valores obtenidos para pH y de &cido lactico durante la fermentacién de aguamiel por cullivo en

lote alimentado a la 22 h.

En la tabla € se presentan los parametros obtenidos para cada uno de
los cultivos realizados para incrementar la concentraciéon de etanol. Como se
puede observar, una concentracion alta de azicar al inicio de la fermentacion
no permite el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, por lo que la
concentracién de etanol que se obtiene es baja asi como el rendimiento y la
productividad. Si se lleva a cabo una fermentacion con una alimentacion a las
22 h, la concentracion de etanol obtenida incrementa hasta en un 50% al cabo
de las 48 horas; ademas después de realizarse la alimentacién los
rendimientos de biomasa bajan pero no los rendimientos de etanol. Estos se
mantienen asta el final de la fermentacion, lo que nos indica que la fuente de
carbono adicionada se emplea para la produccion de etanol.
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7. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resultados obtenidos durante el desarrollo de este
trabajo para incrementar la produccion de etanol durante la fermentaciéon de

aguamiel por Saccharomyces cerevisiae se concluye que:

e« La mejor produccidbn de biomasa obtenida para la preparacién del
inéculo se obtuvo en el matraz de 1 litro con un volumen de 300 mi de
aguamiel y agitacion (200 rpm); de acuerdo con la fase exponencial
obtenida, el tiempo de fermentacion para el in6culo fue de 22 horas,
tiempo en el cual las células estan metabodlicamente activas.

e La produccién de biomasa se aumenta con oxigeno y agitacion.

e Un pH bajo en el aguamiel (4.0) no inhibe la produccién de biomasa,
s6lo la retrasa, comparada con un aguamiel con un pH de 7.0

e Azicar invertido fue la fuente de carbeno con la cual se logré obtener un
mayor incremento en la concentracion de etanol durante la fermentacién
por cultivo en lote alimentado.

¢ Altas concentraciones de azucar reprimen el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae.

o El empleo de un cultivo en lote alimentado aumenté la productividad de
1.29 a 2.5 asi como la concentraciéon de etanol de 60 g/l a 9.6 g/l con
respecto a la fermentacion de aguamiel por cultivo en lote.

¢ Después de la alimentacion la velocidad especifica de crecimiento p= 0,

lo que nos indica que la fuente de carbono se esta destinando a la
produccién de etanol.
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A pesar de que se utilizé aguamiel de diferentes localidades, los cuales
presentaban diferentes caracteristicas (principalmente en |Ia
concentracion de azucar), se logré obtener reproducibilidad en cuanto a
la produccién de biomasa, asi como en la produccion de etanol.

Se desarroll6 un proceso reproducible para la obtencién de una
concentracion alta de etanol a partir de aguamiel fermentado por
Saccharomyces cerevisiae.
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8. APENDICES.

Apéndice 1.

Tabla 4. Orden de la adicién de los reactivos para la determinacion de etanol.

Pipetear dentro de celdas | Blanco Muestra
Solucién 1 1.5000 ml 1.5000 ml
Agua destilada 0.0500 ml -
Solucién muestra - 0.0500 ml

*Mezclar, leer absorbancias de las soluciones después de 3 min (A+).

Empezar la reaccién por adicién de :

Suspensién 2 0.0250 ml 0.0250 mi

*Mezclar, esperar el final de la reacciéon (5-10 min) y leer las absorbancias de las
soluciones (Az).

*Agitar con una espatula de plastico o con movimientos suaves después de
tapar las celdas. Es necesario tapar las celdas durante las mediciones (p.e.
parafilm).

Solucién 1: Buffer de difosfato de potasio, NAD y Aldenido-deshidrogenasa.

Suspensién 2: Alcohol-deshidrogenasa.

El analisis se realiz6 en celdas de cuarzo de 3 ml con un paso de luz de
1cm. El equipo utilizado ( Spectronic Genesys 5, Thermo-spectronic) se calibré
con una celda con agua destilada.

Para calcular la concentracion de etanol se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Vx MW

C= Xa A (gl

exdxvx2x100
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V = Volumen final ( m!)

v = Volumen de la muestra (ml)

MW = Peso molecular del etanol ( g/mol )

d=pasodeluz(cm)
¢ = Coeficiente de extincion de NADH A 340 nm (6.3 | xmmol™ xcm™)

Si la muestra fue diluida durante la preparacién, el resultado se multiplica
por el factor de dilucién.

Apéndice 2.

Tabla 5. Orden de la adicion de reactivos para la determinacién de sacarosa,

glucosa y fructosa.

Pipetear Blanco de| Muestra de| Blanco de D-| Muestrade d-

dentro de| sacarosa sacarosa glucosa y D-| glucosa y D-

celda fructosa. fructosa.

Solucion 1 0.100 ml 0.100 ml — —

Solucién

muestra ns 0.050 ml SO 0.050 ml

Mezclar*, incubar por 15 min. a 20-25°C

Solucion 2 0.500 ml 0.500 ml 0.500 riw 0.500 ml
Agua destilada 0.900 ml 0.850 ml 1.000 mi 0.950 ml

Mezclar, leer absorbancias de las soluciones después aprox. 3 min. (A). Empezar la
reaccién por adicion de:

Suspensién 3

0.010 ml

0.010 ml

0.010 ml

0.010 ml

Mezclar, esperar el termino de |
de las soluciones (Az). Adiciéon de:

a reaccioén ( aprox. 10-15 min. ) y leer absorbancias

Suspensién 4

0.010 mi

0.010 ml

Mezclar, leer absorbancias de las soluciones después de 10-15min. (As).

*Agitar con una espatula de plastico o con movimientos suaves después de

tapar las celdas.

Es necesario tapar las celdas durante las mediciones (p.e. parafilm).
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Solucioén 1: Buffer de citratos a pH= 4.6, B-fructosidasa.
Solucioén 2: Buffer de trietanolamina pH=7.6, NADP, ATP.
Suspension 3: hexoquinasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Suspension 4: fosfoglucosa isomerasa.

** Todas las fermentaciones se realizaron por triplicado.

Se tomaron muestras cada 4 horas y se realizan las mismas determinaciones
que para las fermentaciones anteriores.

Apéndice 3.

MEDIO DE CULTIVO GELPA.
Glucosa 2g
Extracto de levadura 05¢g

Peptona bacteriol6gica 1g

Agar 29
Agua destilada 100 ml.
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