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1. INTRODUCCION

1.1  OBJETIVO
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1. INTRODUCCION

La alternativa mas importante para aprovechar mieles incristalizables, que son un
producto de desecho de los ingenios azucareros, e¢s la produccién de etanol por
fermentacidn con levaduras,

Contar con una infraestructura pars controlar, conservar y propagar las cepas
utilizadas en dicha fermentacion es una necesidad para {3 industria que trabaja con ellas.
Las industrias que no posecen un laboratorio microbiolégico necesitan los servicios de
laboratorios particulares 6 los servicios que prestan institucianes como la UNAM, para
seleccionar ¢l microorganismo m4s adecuado, optimizar las condiciones del proceso ¥
conservar {a cepa.

Por otro fado muchas de estas industrias que no tienen laboratorio, tampoco pueden hacer
el reciclaje de 1a levadura una vez terminado el proceso , fo cual sumenta gastos de produccion
y en muchos casos la contaminacién ambiental.

La Facultad de Quimica de 1a UNAM al vincularse con el sectos productivo en trabajos coma
£ste, contribuye a soluci coordinad imponantes problemas como son:

- Contaminacion del agua por eliminacion de ia biomasa
- Pérdida de 1a levadura generada durante ¢l proceso
- Pago de divisas por la importacién de cepas
- Baja productividad de los microorganismos
La conversién microbiana de anicares a etanol es una de Jas mas antiguas aplicaciones de
1a biotecnologfa. La levadura Saccharomyces cerevisiae basidoy es actualmente el organis-
mo primordiaimente utilizado pars {a produccién de etanol.
La produccita total, a nivel dial, es aproximad: de 3.2 millones de litros anual;

tres cuartas partes de esta produccion utiliza la misma téenica que se empleaba durante la
época de los 40's.(41)

La fermentacién es un proceso de degradacién anaervbio de la glucosa donde e}
aceptor final de electrones es un metabotlito derivado del propio substrato: en este caso el
acetaldehido que se reduce a etanol.

Los ingeaios azucareros paraestatales adquieren 1a cepa de Saccharomyces cerevisive de
importacion.  Esta cepa se compra liofilizada y con ella se prepara ¢l indculo para los
fermentadores; sin embargo el rendimieato de etanol de ia cepa del ingenio azucarero, con
las condiciones de operacién empleadas es bajo : del 7 al 8 5 ; por esta razdn se estudian

comparativamente cuatro cepas diferentes, para elegir la que Jé mejores  resultsdos, |
dgina 6



TABLA 1 : CAMVCTERGTICAS OF LAS CEPAS
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1.1  OBJETIVO : EVALUAR LA
PRODUCCION DE ETANOL POR
DIFERENTES CEPAS DE Saccharomyces
cervisiseY  SELECCIONAR LA MAS
ADECUADA PARA SU USO EN UN IN-
GENIO AZUCARERO
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2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Dentro de las principales tecnologfas tradicionales se encuentra la de la fermentacitn,
alcoholica considerada como Ia més antigua de las actuales biotecnologfas. Los sumerios
utilizaron la levadura hace més de 7000 afios.

El . cultivo de vid y la preparacién de vino eran ya conocidos por los habitantes de
Mesopotamia en los aftos de 3500 - 2500 antes de la era cristiana. La fabricacién de cerveza
de cebada y trigo era conocida en Mesopotamia en los afios de 1500- 1000 a.c. Lautilizacién
de la levadura de cerveza para el pan, ademés de 1a fermentacién de ditiles para obtener una
bebida alcobdlics, eran précticas comdnes como s¢ observa en pinturas murales (13).

La introduccién de la vitivinicultura en Egipto fue un legado del pueblo mesopotdmico.
Las técnicas para producir cerveza fueron usadas por los babilonios, el pan elaborado con
levadura era uuhndo como pago de una parte del salario para los empleados (13). Los

uela dura tenfa un r terapéutico y la utilizaban para prevenir
L q y parap:

dad (13).

Las antiguas culturas asociaron el poder de la levadura con ¢l poder de la vida, el pany el
vino constituyen el simbolo de la vida eterna en las religiones del mediterrdneo; el
burbujeo que se desarrolla espontincamente enel mosto y en la masa de la harina les
parecfa como [a manifestacién de algfin espfritu vivo.

En 1577 Van Helmont not6 que las fermentaciones daban lugar al desprendimiento de gases
asfixiantes, los cuales eran denominados "espfritus silvestres”; varias personas habfan
perecido al respirar los gases cuya produccién era atribufda a f: o espiritus maligno
(36).

La fermentacién fue uno de los problemas favoritos de experimentacién entre los
alquimistas, que obtuvneron en base a estos experimentos gran parte de su lenguaje
simbélico y de su fa; los cambios que se den en el material que se fermenta cran
para ellos el simbolo de fuerzas misteriosas que, a semejanza de la piedra filosofal,
podrian convertir Jos metales viles en oro (13).

¥

Anthony Vanl hoek fue el primero en observar las levaduras microsc6pi
en mn. w Latour, en 1837, demostré que la cerveza contenfa cuerpos esféricos que
se multiplicaban y los clasificd como vegetales. Schwan denominé a estos cuerpos “yeast”,
tambien son conocidos como “meckerplly” de donde derivé su nombre en "sugar fungus®,
hongos del azticar, y de donde se les da el nombre a su género Saccharomyces.

La teorfa celular o vitalicia de la fermentacién fue atacada por Justo de Lichig (1803-
1873) y por Juan Jacobo Berzelius (1779-1848) los cuales sostenian que la transflormacion
del azicar se realiza por medios qufmicos y no hiolégicos. La asociacién de la levadura
y el desarrollo de la ciencia bioqufmica son dus caminos que estdn intimamente
entrelazados. Comenzando con los trabajos de Pasteur, seguidos por los dcscuhli‘mjcnul)g
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de los hemnms Buchner, que trabsjaron en Alemania durante 1897, sobre extractos

de la levadura; estos trabajos fueron el principio de una serie de estudios para
determinar la natursiera de las etapas en la fermentacién de glucosa a etanol. bibxido de
carbono, y otros productos (13).

La preperacién de etanol puro mediante destilacién de los vinos recios y del aguar-
diente se di6 enel enel afio de 1220; en 1747 Andes Berlines consigue extracer el azdcar
de la remolacha. Franz Karl, quimico alemin, estudiaen 1788 un procedimiento in-
dustrial pers la extraccién de sxicar de laremolacha y en 1801 sc obtiene una patente
para producir alcohol concentrado por destilacion.

Lavoisier, Gay-Lussac, y Dumas estudiaron la transformacion del jugo de cafia de azicar
cn alcobot por los métodos de 1a quimica cuantitativa, ya que anteriormente la levadura era
considerada como un compuesto quimico. Realmente el uso de conceptos biolagioes
aplicados al medio con fines pricticos comenzd con el descubrimiento de la micre. Jlogia.

Enelsiglo XVIIT Black establecié que el alcohol etflico y el biéxido de carbono eran
los tnicos productos formados del anicar durante la fermentacién. Lavoisier, en 1789,
llevé a cabo estudios cuantitativos de Ia fermentacion y menciond que, ademis de los
anteriores, otros productos eran obtenidos y a este conjunto de productos los denomind
icido acktico (29).

Gay Lussac formulé 1a siguiente ecuaci6n para mostrar la reaccidn del azicar en la
fermentacién alcoholica.

Ce Hi2 06 ~——-- 2C2 HsOH + 2CO:2

Aunque se tiene conocimiento de la fermentacién desde tiempos  inmemoriales fue
Louis Pasteur quien, por primera vez, estudi6 este proceso de una forma sistemitica, En
1858 inicid sus estudios sobre la fermentacién alcdholica del azicar, buscando fa
solucién a probl en la produccién del vino que era -como hasta la fecha- uno de jos
principales productos en Frandia.

Louis Pasteur fué el principal cientifico francés en cuyo trabajo se ciment6 una buena
parte de la Microbiologfa que se desarollé en su pafs en este perfodo; a raiz de sus trabajos
afirm6 que “toda fermentscién es obra de un microbio especial” (13).

Pagina 11



2.2 TEORIA DE LA FERMENTACION

En 1857 Pasteur introduce is seorfs microbiass de 1s fermentacidn ante la Sociedad
Cientifica de Lille; en dnuembudel tmsmo aho presenta a fa Academia de Ciencias de
Paris los principios de 1a fer loohslica, en un de enel que rclaxa los
experimentos mediante los cusles luye que el cambio de los en
bidxido de carbono se debe fundameatalmente a 1s actividad de una levaduray que la
fer i6n estd intrl relacionada con lavida de la levadura.

En 1860 la Academis de Clenci de a Pasteur el premio de fisiologfa experimental,
en reconocimit s sus dios sobre fer i6n. Entre los afos de 1860 y 1865 se
encuentran en sus libros de notas, apuntes sobre la vida sin aire. .

De 1871 a 1876 Francia perdia lentamente su direccitn intelectual debido a la negligencia
con la que ¢} pats trataba 2 las instituciones de educacién superior, mientras tanto Pasteur
seguia realizando estudios sobre el vino y {a cerveza lo cual le llevs a ver que las levaduras
formaban un pequefio mundo de unidad bioquimica y que las fermentaciones son manifes-
taciones de vida. Louis Pasteur comenz4 sus estudios sobre fermentacion de remolacha
azucarera en el afio de 1875.

Pasteur establecid por primera vez que ademids de los dos catabolitos clisicos conocidos
como ctanol y bitxido de carbono, se prod otras subr ias como glicering, 4cido
succfnico, y alcobo! amilico. El que s¢ encontraran otros subproductos hacia pensar que la
fermentacién no era un proceso tan fécil como se habfan imaginado,

Uno de los principales problemas que enfrentaba Pasteur era el lento desarvolio de
fa levadura enun medio Que contenfa anicar, amoniaco y algunas sales minerales. Lo
tesolvié cuando tuvo la idea de agregar al medio levadura incinerada, que proporciond a la
levadura sales de cido fosféricn, pousio, magnesio, y hierro. Lalevadura en otros medios
crecia muy lentamente por que teala que sintetizar todos los constituyentes celulares
en hugar de disponer de elios en ¢l medio.

Pasteur cred pc.llbm como bio y bic paradesignar a la vida en prescncxa
y ausencia de saire. El 28 de febrero de 1861 senald, por primera vez, Ia existencia de
organismos anserobios y sugiri6 al mismo tiempo una relacidn causal entre Iz vida sin aire
y ls fermentaci6n.

El 12 de abril 1861, manifestd ante fa Sociedad Quimica que la levadura fermenta mejor
en susencia de gire mientras que crece més abund en su pr ia; en ?
de aire la cantidad total de ariicar transformada en bidxido de carbono y alcohol por unidad
de levadura era extremad; alta; eran suficientes 0.5 a 0.7 gramos de levadura para
transformar 100 gramas de azticar en alcohol.

Pasteur postulé en 1861 que la fermentacion era el métoda usado por 1a levadura para
obtener energfa del aziicar bajo condiciones anacerobias, En presencia de oxfgenc la energla
wumeld&mﬂh de de la oxidacidn ipl de Jos azdcares; durante la

fermentacién (en ausencia de oxfgeno) la encrgla proviene de la descor;,a lsxcu}rzx
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percial de la materia fermentable.

En 1857 Buchner extrajo de la levadurs una fraccion soluble que llamo zimasa y la cual
tenia la capacidad de convertir el anicar en alcohol, aiin en susencia de levaduras vivas. Este
descubrimiento de Buchner cred una nueva era en ¢l estudio de la fermentaci6n alcoholica,
ya quo shrvis de punto de partide pars el andlisis de los fendmenos fisiolégicos (13).

Los métodos para concentrar las bebidas espirituosas (llamadas asi por que en este
liquido se origines movissientos i desprender bidxido de carbano y se pensé que los
espfritus eran los csusantes de este fendmeno) han sido conocidas desde hace tiempo por
los egipcios. La comercializacion de levaduras especiales seleccionadas para la preparacion
de bebidas alcohdlicas que anteceden la destilacion, data de cerca de la presente
centuria.

Los licores destilados son bebidas aloohélicas en donde la concentracién ** alcuhol
etflico ha sido incr da de Ia fi i6n original.

El principio de la destilacién alcohblica se basa en la diferencia entre ¢l punto de
cbullicién del etanol (783° C a una atmdsfera de presién) y el punto de chullicion del
agua(l(l) Caumaunds!mdepruion) Bl alcohol puede vaporizar del liquido

for po, que a su vez puede ser purificado con la introduccion
de un tercero (como por e)emplo benceno).

Los chinos destilaron bebidas de arroz 800 afos antes de Cristo; en fa India se destild
a partir de la cafia de azicar. Los frabes desarrollaron un método de  destilacion
utilizado para producir destilados del vino.

S

La producci6n de licores d fue reportada en Gran Bretada antes de la conguista
romana. Las técnicas de trabajar el metal aceleraron el desarrolio de las operaciones de
destilacidn.

En México, en los ingenios azucareros se produce aguardiente como bebida  destilada o
alcohol puro 96% para uso industrial.

En los ingenios azucareros se usan las melazas o micles incristalizables. que son el
residuo de la obtencion de sziicar, para producir etanol mediante una fermentacién
alcobdlica que dura entre 48y 96 horas.

El uso de una cepa vigorosa de levadura, con una alta tolerancia alcohdlica y capacidad
para producir un gran rendimiento de etanol es de gran beneficio para estas industrias.

Las melazas son ajustadas a una concentracion de aztcares adecuada. por la adicion Je
agua y aun pH 6ptimo por la adicién de 4cido.

El mosto obtenido de la fermentacidn se somete a destilaciones para concentrarlo y

obtener aguardiente o alcohol puro de 96 °.
Pigina 13



23 LA CANA DE AZUCAR Y LOS INGENIOS

AZUCAREROS EN MEXICO
En México los ingenios obticnen sacarosa de la cafs de anicar y utilizan los sub-
productos comocidos como melasss o misles incristalizables para obtener ctanol por
fermentacitn.

La cafia de sxbcar es otiked La mayoria de las especies muy fre son
' k dos de donde se originan las hojas

s tallos p con
planss, slergades y sngosias mury risticas por su dLarmi alrededor de! tallo
al secar, mm flores son bermafroditas dispuestas en  espiguillas.

La rigidez de los tallos se debe a la particular afinidad que tienen estas plantas por
el silice, el cusl al penetrar con la savis se solidifica luego en las paredes de las células
externss formendo en los dos rosas muy durass. La savia de esta gramfnea

C bevad: idades de anicar en disotucién lo cual la convierte en una planta
ideal para que de clla se extraiga con ventaja dicho carbohidrato.

La presascis de elevadss castidedes de anicar determina la fermeatacion dando como
resultado diversos liquidos de naturaleza alcohSlica contando entre los principales el
aguardiente y el ron de cabs de anicar.

El nombre del género Saccharum  proviene del sanscrito sakkars que significa azicar,
Lianeo clasific como Saccharum officinanem a esta planta (10). Bnelconcuansvemldc
una cafia s¢ pueden distinguir dos partes esenciales ©

i) Una corteza exterior muy resistente

Formada por una cspesa epidermis recubierta de cuticula solida tapizada por una cubierta
de cera impermssbic 2l ague y scompatieds de ctiules de paredes méds gruesas. La cutfeula
thny prosege las paredes susves del interior. Una capa formada por

ceidm resistomtes da consistencia y rigidez al wilo.

Estas celdes van perdiendo su comp i6n de rdo a su posicién con respecto al centro
del vegetal (36).

ii) Uns suses de tejido susve en el interior

Ys que lus ceidms resi diend: dual la rigidez de sus paredes sc
mmfmeneﬂuluquemmpaneldepﬁmode;upm:dodcmm(%)

En rarss ocssiones [a cafia de arlicar produce semillas fértiles; algunas variedades
ounca florecen y otras lo hacen solo en los trépicos. La reproduccidn se lleva a cabo de
mancra asesual en forma de esiacas, ya que este ¢s ¢l método agricola de propagar la
cafis de axboar. Otro método utilizado es el de reproduccidn por  yemas seleccionadas,
sepanndo y nwlnphando los tallos obtenidos por reproduomén sexual que presentan
p idndes esp ttiles, fijando asi esta caracteristica en nuevos brotes (33)
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En la composicién de 1a cafa de aziicar segfin el andlisis citado por Ruiz de Velazco (36) se
mencionan los componentes que aparecen en la Tabla 2.

. TABLAZ :

! :
T RO 3
WA TER MTROIIWOA w‘“i
L Yo
Y [T
[ e T T s
i - H TiDA -
i ;
=
TN T 605 )

Los porcentajes varfan con las variedades, paises, tipc .o suclo,
fertilizantes uuhzado& ete. Lacada criolla es la variedad que Hernén Cortés trajo a Mévic:
es lamés antigua y la que mas se cultiva cn el pafs, posee un jugo abundante (36).

Una de las m4s importantes industrias en nuestro pafs lo constituye 1a industris azucarera.
Esta industria en sus inicios utilizd un procedimiento empirico y fundamental, consistiz en
cortar en trozos la cafa y colocarla en morteros. Eljugo extraido de la graminea por presién
a base de fuerza animal, s¢ hervia en calderas hasta su concentracibn y esto era todo.
Actualmente la teanologfa en la extraccibn de azmicares nos ofrece mucha ventaju sobre
estas primitivas industrias (36).

Existen razones para pensar que la cafia de azicar existia con anterioridad de 1a Hegada de
Cortés; enlaobra "Historia Plantarum Nova Spania® de Don Francisco Jiménez s¢ mencionan.
Por otra parte Juan de Lery comenta también sobre las cadas de aziicar que se encuentran
en las mérgenes del Rfo de Janeiro (36).

Las primeras ctapas de la vida de la cafa de azicar en nuestro pais guardan estrecha
relacién con acontecimientos historicos. El primer lugar donde se cultivé, fue en el estado
de Veracruz en el pueblo de San Andrés Tuxtla, (actualmente conocido como Juan de la Luz
Earfquez) por mandato de Hernn Cortés; de allf se llevé para sembrar en Morelos,
Guerrero y la capital; los terrenos drcunvecinos de 1a casa de Hemnén Cortés en Coyoacin
fueron elegidos para el cultivo 1a cada de azicar, la variedad de Saccharum officinarum
utilizada fue 1a criolta. Coyoacsn es par 1o tanto el segundo lugar de la Repiblica en donde se
ensayé el cultivo de esta graminea (36).

Una vez instalado ¢l cultivo, los ingenios comenzaron a proliferar, el ingenio de
Buenavista fué un centro de produccion de grandes cantidades de mieles y alcoholes. En fas
fincas szucareras del sur se producfan grandes cantidades de aguardiente. La primera
ransformacién  del  procedimeinto industrial de elaboracién del alcohol a base de
fermentacion espontinea se conocié en ¢l estado de Morelos, bajo la supervisién del quimico

francés Mate y de Ramon Diez de Sollano.
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Cuernavaca estd considerada como el primer centro azucarcro del pafs. Dentro de las
fébricas de alcobol era bien conocida la de Chalmita en el Estado de México; otra de las
fincas bien conocidas fue la Hacienda del Puente la cual se distingui6 de las demis
fincas azucareras por que asi como la Hacienda de San José Vista Hermosa fueron las
unicas que en lugar de f; ar azicar facturaban alcohol de 96, fermentando
directamente todo ¢! guarapo que producfan (36).

Con el tipo de extraccién que se poseia en la epoca de 1a conquista se obtenfa un 60% de
miel y un 40% de azicar. Lacifra fue poco después modificada hacia el 33% de miel y
66% de azicar. Uno de los pasos seguidos para la obtenci6n de azficar es la defecacién que
consiste en separar ¢l guarapo de las materias solubles o insolubles que tienen en
suspensitn o en disolucién y que, por su naturaleza son perjudicales tanto para la
calidad del aziicar como para su cristatizacién. Una vez que ¢l guarape fue defecado pasa
a la evaporacion del agua la que se efectiia por medio de calor, el liquido se mantiene en
constante ebullicién, mientras més rdpido se evapore el agua mis miel se tendrd. Las
haciendas en el periodo colonial fueron f4bricas de miel principalmente (36).

Durante varias centurias en México, el principal material elaborado eran las micles, las
cuales en algunos casos, eran utilizadas para transformarlas en aguardiente considerado de
gran importancia en la vida econémica e industrial.

El alcohol se obtenia en cald de cobre con fondo de limina gruesa también de
cobre y con forma ligeramente cbnica, en la parte superior s¢ encontraba un recipiente
condensador de vapor por el que circulsba ¢l agua fria en conexién con un serpentin
sumergido también en el mismo liquido. Estos calderos eran denominados alambnqu5

Una vez pe- ionadas las miqui de vapor fueron empleadss en  los ingenios
azucareros, asi ¢l mascabado que era utilizado para la exportacion se comenz6 a manufac-
turar con sparatos de vapor. También se comenz6 & instalar la energfa cléctrica, se

perfecionaron las formas de la defecacién y seintrodujo el uso de filtros de arena.
Desafortunadamente ¢n esta época de fia historia de los ingenios azucareros todas las
fincas pusieron en prictica los hornos de quemar bagazo verde (36). Las fincas azucareras
que produjeron la cafia en los estados de la Repiiblica se pueden separar en tres grupos:

a) Las que fundaron la industria azucarera y de las cuales actualmente solo quedan
ruinas.

b) Las que pudieron continuar a pesar de las revueltas internas en el pafs y siguen
produciendo hasta hoy.

¢) Las que han surgido despues de las revueltas internas del pais. o que ya existiendo
con anterioridad han logrado aumentar su productividad.

Los ingenios que continuaron sus actividades durante la revolucién en el estado de San Luls
Potosf fueron; Agua Buena y Tamasopo (36).
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i1 GLUCOLISIS Y FERMENTACION
ALCOHOLICA

Como ya se menciond, la glucosa es una molécula muy importante  dentro de las
reacciones metabdlicas;, es considerada un alimento universal, debido a que la mayor
parte de los organismos la utilizan como combustible para el metabolismo: en términos
quimicos la glucosa es considerada un carbohidrato, del grupo de los monosacaridos los
cuales estdn definidos como aldehfdos y cetonas polihidrovilados. Todos los monosaciridos
simples tienen la formula de  (CH:zO). Los monosacaridos se clasifican en dos tipos,
aldehfdicos y ceténicos, por convencidn llevan ja nomenclatura cuya terminacion es -osa
(32).

Cuando en el metabolismo se degrada la glucosy, se produce una cantidad ¢ “neigia
A este tipo de procesos degradativos en general se les conoce como catabolising, pero
dependiendo del tipo de organismo y sus condiviones de crecimiento 1a via de la glucdh.
puede seguir dos caminos diferentes, por ejemplo .

i) Uno de los caminos que sigue la glucdlisis se manitiesta en los organismos que crecen bajo
condiciones aerobias (con presencia de oxfgeno), en este caso la principal ruta catabdlica que
sigue la glucosa es conocida como respiracién, la que origina como productos  finales
bidxido de carbono y agua. La diferencia enure ambas para obtener energia sc puede
observar con los rendimientos netos para cada ccuacién, de esta forma la oxidacion
completa en la respiracion (8):

CoH1206 + 602

6CO2 ~6H:O
-686.0 kcat/mol

ii) En microoorganismos que crecen bajo condiciones anaerobias (en ausencia Jde
oxigeno), la principal ruta cawbdlica que produce energfa mediante los azicares es
conocida como fermentacién v origina como productos finales entre otros etanol, dcido
tictico (lactato) y glicerol. La fermentacion alecoholica es un proceso exclusivamente
microbiano y la cantidad de energfa que se obtiene mediante este proceso es menor que 1
Jue se obtiene en la respiracidn. El términe fermentacion, es muy generad ¢ involucra la
degradacitn anaerobia del substrato inicial asf como la transferenciz de los electrones 4 una
molécula producida a partir del propio substrato. (8)

CoH1200 ~ 2Pi + 2ADP

2CH3CH2OH + 2CO2 + 2ATP + 2H0

-37.0 keal/mol
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ESQUEMA 1.
PROCESO DE LA GLUCOLIS'S
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3.2 ANTECEDENTES DE LA GLUCOLISIS

El descubrimiento de la ruta metabélica de la glucdlisis fué el logro de diferentes inves-
tigadores en distintas épocas. Las primeras observaciones ocurricron de unamanera acciden-
1al; los hermanos Buchner en el afio de 1897 descubrieron que un extracto obtenido de
levaduras filtradas, libre de células era capaz de fermentar el aziicar en alcohol. Este fué el
primer experimento en donde se realizé una funcién metabélica fuera de una célula, desafor-

d este experi pasd desapercibido hasta varios afios después.,

Los siguientes investigadores que experimentaran sobre la produccién de etanol fueron
Harden y Young a principios de siglo; en los afios 1905 al 1910 ellos realizaron un estudio
sobre la producci6n de alcohol usando como substrato glucosa con extractos acelulares de
levadura en ausencia de oxfgeno; de este experimento se abtuvieron observaciones impor-
tantes; la primera, fue que el extracto podfa separarse por didlisis en dos fracciones, uno
sensible al calor y otro no, ninguno capaz de fermentar por si mismo al azicar; la
segunda observacidn importante fue, que la produccién de alcohol podia restaurarse
combinando ambas fracciones

Con el paso del tiempoy gracias a estudios realizados por O.Warburg y W.Christian,
en 1928 selleg6 a conocer que la fraccibn obtenida en el experimento que no era
dializable y se descomponia con calor, estaba formada por las enzimas, y la fraccién
que si se podia dializar y que se¢ mantenfa estable al ser sometida al calor, estaba
consmufdo por difosfato  de adenosina (ADP) trifosfato de adenosina (ATP), y
nicotinamida adenin dinucleotido (NADH*). Por estas observaciones deduj6 que
durante la gluctlisis es muy importante ¢! suministro de fosfato inorgdnico asi
como de nucleStidos de mdenina. Estos mismos investigadores descubricron que la
6xido-reduccién y la fosforilacién juegan papeles muy importantes dentro de! meta-
bolismo.

A partir de estos experimentos s¢ inici6 una serie de andlisis sobre las dos fracciones
teniendo como consecuencia el descubrimiento de las enzimas que actidan en el proceso
y los intermediarios que se forman durante la reaccién.

Durante cerca de 15 atos, de 1925 a 1940 Meyerhof, Embden, Parnas y Warburg
estudiason intecrelaciones de diversos intermediarios aislando y caracterizando las enzimas
implicadas en la gluctlisis. Uno de los mis importantes descubrimientos fue el de la enzima
aldolasa por Meyerhof en el afio de 1936, en honor de estos investigadores la via
glucolftica se como vfa Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP). (8)
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3.3 FERMENTACION ALCOHOLICA

L1 glua)sa es la molécula de combustible mds usada en el metabalismo; llega a ser
d hasta p y alcohol, por medio de la fermentacién, la gluctlisis es una de las

paru: més impor del catabol @)
Los microorganismos pueden utilizar los carbohidratos siguiendo la ruta metabolica de
Meyerhoff-Parnas.

" En la glucolisis se efectuan principalmente reacciones de tipo 6xido-reduccién y
{osforilacién, cade una de las enzimas que participan, cataliza una reaccién consecutiva que
van desde ghucosa a etanol (4).

En ausencia de un aceptor de el s, las levaduras ef reacciones redox de los
compuestos orgsnicos que utilmn como subsuzwg acornpaiados de la liberacidn de
cnergfa, a éste p sele d fer 1a axidacion de los 4 de carbono
sélouwcalyen ia solo una pequeds idad de energfa se libera.

En la bidsis no al oxigeno como aceptor ultimo de los electrones, el
bolismo de la gh en estas condici produce un aimulo de piruvato el cual puede
ser transf doen Idchido y final en etanol.
La energfa que se produce en esta fi i6n es de 57 kcal/mol una parte es conservada

como enlaces fosfato de alta energfa en el ATP con una produccién neta de dos enlaces y el
resto se libera como calor. Las enzimas utilizadas durante la fermentacién alcohélica se
owestran en la tabla 3

iraBLA 3: SUBSTRATOS Y ENZIMAS
;Wmum

BIBSTRATO ENZBMA
GLUCOBA HERODRAIA
GLUICOMA § FORFATO FORFOQLUCOBOMERASA

[PCTRONA STOWATS |
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34 POSICION TAXONOMICA DE LA LEVADURA.

A lo largo del tiempo el hombre siempre ha intentado el darle una ubicacién alas
cosas, Jos seres vivos no fueron una excepeion, de hecho desde Aristdteles se  utilizd
una clasificacién basada en dos reinos a partir de los que tenfan sangre y los que no;
Linneo clasifict a los organismos en plantas si eran incapaces de moverse y animales si tenfan
esta capacidad; Cuviere por su parte denomind a los Protoctistas como todos aquellos
organismos microscépicos v designd a los animales como los que se desarrollan a partir
de un embrién.

Esta clasificacion de dos reinos continué durante mucho tiempo dado que no
existfa una necesidad de agrupar a organismos en otra parte; no fué sino hasta que Crast
Haecke! propuso la creacién de un nuevo reino, cuando se dié un cambio sob. esaliente,
tanto en la forma de pensar como en 1a forma de agrupar organismos por parte de muchos
cientfficos. El nuevo reino fue el Protista ¢n el tual se distinguia la presencia de algas .
bacterias; éste paso fué de fundamental importancia dado que suscitd el cuestionamiento
relacionado con la legitimidad y veracidad de las tendencias filogénicas en esos
momentos.

El estudio por resolver estas meégmm dié cabida al slgulcmc eslabdn en la cadena
para la unificacién de conceptos; este jento fue dado en principio por los avances
tecnoldgicos;  nuevos descubrimientos y la creacién de técnicas bioquimicas y
microscdpicas facilitaron el estudio de diferencias estructurales a nivel bioqufmico y
microscdpico en los organi fo cual impulsé muchas de las actuales obras schre la
clasificacién (28).
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3.5 CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO
Saccharomyces cerevisiae

Los ascomicetos son un grupo polifacético; entre ellos se encuentran hongos muy
diversos y de importancia econdmica como las levaduras; cada uno de estos organismos es
una célula con capacidad de llevar a cabo sus propios procesos vitales de crecimiento,
generaci6n de energfa y reproduccién; los hongos poseen un nicleo verdadero por la que son
considerados eucariontes. Las células al formar hifas pueden o no presentar septos de
separacién y no es raroel encontrar varios niicleos en ellas (28).

Aunque la evolucion de los hongos no se ha aclarado todavia, es bien conocido ue unade
las més importantes ventajas de estos organismos es la de compartir caracterfsticas propias e
bacterias como suelen ser, la velocidad de multiplicaci6n y la simplicidad Je exigeneios
nutritivas, con propiedades de organismos superiores por ejemplo lu presencia de cromosomas
dentra de un nicleo definido y el tamario relativamente "grande™; aproximadamente 5 micras
de didmetro lo cual facilita el trabajar con ellos (16).

Saccharomyces es un género de levadura del grupo de los Ascomycetes, €510s se
diferencian de otros grupos por gue tienen una estructura reproductiva que recibe el nombre
deasca y se forma cuando se unen organismos Sexualmente opuestos. La reproduccion
sexual no es muy caracterfstica de estos organismos; mds bien se reproducen asexualmente
por gemacién y producen las esporas solo bajo condiciones especiales. Levaduraes
el término que se da a las formas de Ascomicetos que producen un talo
predomi| icelular. Abundan en ambientes ricos en aziicares como néctares
de flores, frutas, enlatierra, en vegetales; son organismos unicelulares con pared
definiday una vacuola que ocupa gran parte de la célula.  Cada célula mide S micras de
didmetro aproximadamente y est4 rodeada por una membrana que secreta una pared
rigida que cumple conlafuncién de protegerla det medio ambiente.

En inglés 1a palabra levadura yeast proviene de la palabra gist del viejo francés y cuyo
significado tiene que ver con la fuerza vital de todas las cosas. en el espaiiol levadura proviene
del latin levature y levare cuyo significado es elevarse, subir, fevantar, etc; en alemédn se le
designa con el nombre de heben cuyo significado es hirviendo . De manera similar las
definiciones se reficren a la peculiar accién del burbujeo que se manifiesta en los liquidos
fermentables (12).

Las levaduras pueden variar en su morfologia, pueden ser esféricas, clipsoidales,
ovoides, cilindricas, en forma de limoén, elongadas, entre otras. Las levaduras "silvestres”
requieren de cierta humedad refativa para cumplir con su ciclo de vida. Elcrecimiento
de levaduras en un medio diferente al natural, (por ejemplo en un medio de cultivo en
agitacién) puede dar como resultado la formacién de un sedimento compacto o de una
suspension espesa o también ta formacién de una pelfcula en la parte superior dellr;chio q;
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cultivo.

En la actualidad se asocia ¢l érmino fermentacién con el organismo Saccharomyces
cerevisiae, las variedades difieren principalmente por su habilidad y capacidad para
fermentar azicares.

Las jevaduras son heterdtrofas, erecen muy bien generaimente a pH bajo, y con una
temperatura que oscila entre fos 6°y 45°C. La oxigenacion estimula el crecimiento de todas
ta levaduras, la mayorfa de las levaduras usan iones amonio en forma de nitratos o de
aminoAcidos, en cuanto a las vitaminas que utilizan, éstas son del grupo B, u biatina es la
mds comin seguida por 1a rivoflavina,

FIGURA 1 IMAGEN MICROSCOPICA DE LA
LEVADURA  Saccharonyces cerevisiar.
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3¢ TAXONOMIA DE LA LEVADURA (27)

Familia : Saccharomycetacese

Subfamilia :  Sacck )

Género  :  Saccharomyces

Especic : cevisiae

La produccién de etanol por fermentacitn puede realizarse a partir de a)azicares b)al-
midones c)material celuldsico. En este caso se trata de una fermentacién de’ aziicares,
(glucosa) para la seleccién de la cepa; y glucosa y levulosa(fructosa) cuando se utilizan mieles
incristalizables en el ingenio (33).

La fermentacién sigue la ecuacién general de :

Cs H12 06 2C2H50H + 2002

Para un buen desarrollo de la fermentacién s necesario: la eliminacion del crecimiento
bacteriano, el uso de una vigorosa cepa de levadura con una alta tolerancia al alcohol y ¢l
mantenimiento de condiciones anaerébicas durante la fermentacion.

La mayorfa de las cepas de Saccharomyces son muy eficientes para metabolizar los
azicares. Saccharomyces cerevisine fermenta todos los azficares excepto lactosa y
melibiosa. Algunas especies cstén adaptadas al crecimiento en altas concentraciones de
aziicar, caracterfstica que s¢ va seleccionando a través del cultivo continuo o condiciones
ambientales.

La levadura utiliza del 70 al 75 & del total de azicar consumido para la produccién

del ATP, del10al 2060 del azicar es asimilado para formar las estructuras celulares
y del 5 al 105 en e] mantcnimiento del potencial redox y otras funciones (25).
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3.7 TOLERANCIA AL ETANOL

La actividad fermentativa de todos los microorganismos productores de etanol
dedlina  progresivamente en funcionde la tasa de fer idn, y de la lacién de
etanol en ef medio. La inhibicién por producto es uno de los factores que decrementa la
conversidn de azicares a ctanol, incrementa el tiempo requerido para la conversién de
substrato y limita la concentracién final. En los ingenios, el reactor de fermentacién es una
de las inwversiones de capital mas aito para la producciée comescial de etanol, yel
tamafo de este reactor, es usualmente e} factor determinante de la produccién; la
reduccidn  del tiempo requerido para completar la conversion de substrato, puede
i betancial la productividad (20).

Las levaduras de destileria son organismos que el hombre ha seleccionado por su alto
rendimiento de etanol. La tolerancia al alcobol en primera instanda puede variar del $%
al 8% obama 11.6% (13).

La acumulacién de ¢tano! en el medio ambiente microbiano presenta una preslén para
la levaders; usa aita concentracion de alcobol enel medio puede ocasionar estragos
parecidos 2 los  que producen los niveles extremos de  pH o temperatra. Los microor-

que estdn adsptados a vivir en medio ambientes extremos ban modificado muchas
&memmymmmbmmmdhwﬂwupucadaahdcorgammosque viven
cn ambientes més moderados (20).

Los cambios enel tipoy cantidad de los dcidos grasos en respuesta al etanol, por
pante de microorganismos fermentadores  obligadas, y Ja inhibicién de crecimiento,
parecen ser el resultado de procesos espedificos en la membrana (20).

La tolerancia al etanol en Saccharomyces carevisiae es controlada por un gran niimero de
genes. (1,21, 23, 24). Por esta razdn es mary dificil ¢l obtener levaduras mutantes resistentes
al etanol. Los gemes que limitan e! crecimiento son diferentes dependiendo de la
concentracion de etano! lo cual indica que la cinética de inhibicién de crecimiento por
ctanol es el Itado de la inhibicidn de dife funciones celulares al incrementarse la
concentraciéa de etanol; 142 % es la mixima concentracion  de etanol que permite
crecimiento y fermentacion (24).

La tolerancia de diferentes tipos de levadura depende también considerablemente
del estado fisiolégico en que se encuentre (19).

Los b I que los nucroorgamsmos permiten seleccionar
mmnuﬂoh BAT son los que

ws; ¢l etanol induce cambios
ﬂmb!csdqvcndncndocblmmmmo(m)

Se han postulado dos tipos de hip6tesis bésicas para explicar ¢l mecanismo de inhibicién
por alcobol en ls fermentacion.
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1.- El primero involucra a 1a membrana celular
2.- El segundo involucra la inhibicién de enzimas glucolfticas por ¢t producta final (20).

La hip6tesis de la inhibicién del producto final y de enzimas "etanogénicas” no
parece serde  importancia en la  levadura  Saccharomyces cerevisioe,  Algunos
estudios han demostrado que estas d son relati ¢ resi al etanol
y son inhibidas s6lo por concentraciones mucho mas altas que las reportadas
para la fermentacita (29).

Saochamryca cerevisiae e muy adaptable a altas concentraciones de etanol ¢
lusive aal que el nivel requerido para lainhibicion del crecimiento
de otros orpnnmos tolesantes (cercadel 8 %). En levaduras resistemtes al etanol
escomin ver una alteracidn en la cantidad y el tipo de 4cidos prasos que conticne su
membrana. Los cambios en la composicién de lfpidos en S.cerevisize m. lifican la
tolerancia al etanol; de tal manery que al lumemarlaeonccnmcién de etapol se incrementa:
ia proporci6n de dcido oléico en la membrana celular, de un 26 5 hasta sobrepasar «.
50 % del 1otal de dcidos grasos que se encuentran en una célula; este incremento o5
do por la correspondi reduccién de 4cido palmico. Estec fenbmeno cn la
membrana celular se observa en en otros organismos que se enfrentan a condiciones
similares pot lo cual se presupone que el dcido oléico cumple un rol adaptativo {20).

Una comparacién entre los cambios de membrana asociados con la tolerancia de etanol
sobre varios organismos muestra una tendencia comiin en la evolucion de la tolerancia al
etanol. Dicha tendencia involucra un incremento en la cantidad de 4cidos grasos in-
saturados acompafiado por Ja disminucion de scidos grasos saturados formadores de la
membrana (20).

Es muy posible que el mecanismo por el cuat la levadura sobrevive ala concentracitn de etanol
sea una consecuencia de los cambios estructurales en la composicion de la membrana, yaque
en la membrana normal el aleohol interactia con ésta, decrementando sus niveles de
organizacitn y dando como resuliado Ia formacion de grietas. La accién del aleohot en la
membrana puede ser clasificada en tres categorfas segin L.O. Ingram. (20)

1.- Interaccién directa con 1a membrana

2.- Efectos diaeléctricos

3.- Efectos coligativos
El aleobol es una molécula anfotérica y se encuentra constitufda por una region hidrofitica
y otra hidrofébica la cual es atraida por zonas especificas de 1a membrana; por elio la
presencia de etano! en fla membrana tiende 2 aumentar 1a polaridad en ¢} medio ambiente
incrementando asf su habilidad para solubilizar otras moléculas polares y decrementandola
funcién de la membrana como barrera (20).

Una alta concentracidon de etanol causa un cambio dramitico en las propiedades del
medio de crecimiento y del citoplasma, puede romper ¢l cquilibrio de ionizacin presente
en toda la célula y destruirla (20).
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3.8 CARACTERISTICAS DE LAS MELAZAS

La agroindustria azucarera tiene una cantidad considerable de desechos argénicos los
cuales pueden ser utilizados para la produccién de substancias Gtiles con valor
agrepdo la melazs ha sadounaxbsualo utilizado para la produccién de levaduras,

1 ¥ otros prod. microbi

La compasicién de las mel es muy variable y ésto es razonable si pensamos

que es el residuo de una gran cantidad de cahas las cuales provienen de zonas con
difercntes tipos de suelos y por lo tanto, una diversidad de micronutrienetes.

Aunque ¢! porcentaje varfa se tienen en general los componentes que s¢ muestran en la
tabla 4 (37)

Sc estima que solo ¢! 50% del fosfato es asimilado por la levadura.

TABLA 4: COMPOSICION DE LAS MELAZAS i

COMPONENTE MELAZA(%)
S EN PESO SECO

SOUDOS TOTALES 78 -85

AZUCAR TOTAL 50 -58 !
CENIZA TOTAL 35 -75 .
NITROGENO ] 008 -005 i
CARBONO 28 -33

AlZOs 0.01 -0.04

Fe20y 0.001-0.04 )
P05 0.008 - 0.07 i
SiO2 0.05 -03 !
CsD 0.15 -08 .
MgO 0.25 .0.8 1
%) 08 -22 :
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La siguiente tabla es comparativa para tres tipos de melaza provenientes de tres diferentes
tegiones (37):

POR REGIONES
REGIONES | 1 T2 3
! ! i
AZUCAR TOTAL ‘ 56 75 65
NTROGENO | 048050 | um‘agdi»;zso..xs :
XY . 0203 ooeo.;a”?;so.n !

Los aziicares tampoco son los mismos ni en concentracién ni enel tipe por ¢jemplo (37):

TABLA 6: PORCENTAUJE DE AZUCARES

Y OTROS COMPONENTES
[ ComPOMENTES | PORCENTAE
I AZOCKAES g 196 f
[ AZUCARIRVERTIDA P12 f
[ SACAROSK ; B3 |
L
AGUK T 80 1

En la fermentaci6n de las melazas de cana para la produccién de alcohol intervienen
varios factores para obtener un maximo rendimiento del azicar presente en la solucién
fermentable. Algunos de estos factores son la temperaturade fermentacién y suplemen-
1os alimenticios adecuados para un éptimo desarrollo del microorganismo. Uno de los
mds importantes factores en la solucién fermentable de Jas melazas de cana es el pH:
generalmente se utiliza icido sulfirico para ajustarlo a 4 6 4.5 ya que general-
mente las melazas son bdsicas o neutras (33).

La preparacion de las melazas para la fermentacién también requiere del ajuste en

Ia concentracién de azicar, hasta aproximadamente el 12 % de glucosa. (33).
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3.9 CARACTERISTICAS DEL ETANOL

Los alcoholes son compuestos de formula general ROH, todos estos contienen el grupo
hidroxilo (-OH), el cual tiene alta polaridad, dadoel caracter fuertemente electronegative
del hidrogeno unido al oxfgeno, de esta manera la formula desarrollada para el etanol ¢s

CH3CH:0H

El etanol es uno de los compuestos quimicos més utilizados ya queseempleaenia
produccién de desinfectantes, cosméticos, perfumes, como solvente, como reactivo quimico,
para producir acetaldehido, etileno, eter etilico, vinagre y e¢n forma diluida come
bebida, es el més antiguo producto conocido de fermentacidn.

Bajo condiciones ordinarias el etanol es un compuesto volatil, flamable, ¢laro v liquide
e> miscible en agua, otros aleoholes, éter, cloroformo, benceno, ademds de ser un buer
solvente para muchos compuestos.

Las principales propiedades fisicoquimicas son las siguientes: punto de ebullicion del etanol
puro a 1013 mbar es de 78.3°C,, punto de fusién -115° C., solubilidad infinita. (17, 41)
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4.0 DISENO EXPERIMENTAL
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4.0 DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo los objetivos propuestos en este trabajo se realizaron las siguientes
acciones:

a) Se consiguieron cuatro cepas de levadura productoras de etanol :éstas fueron : C-1
F.Q. UNAM, C-5F.Q. UNAM, ATCC- 9763, cepa del Ingenio Azucarero,

b) Se estudiaron las curvas de crecimiento y la produccion de etanol a partir de glucosa enlas
cuatrocepas; las determinaciones se relizaron por triplicado v los parAmetros considerados
fueron: - Produccion de biomasa - Grado alcob6lico y - Azicares reductores en funcién
del tiempo.

) Concluido el trabajo experimental se procedié a tabular v analizar el material con la
informacién obtenida parala elaboracién de los resultados.
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4.1 MATERIALES Y METODOS
42 CRECIMIENTO DE LEVADURAS

421 REHthATAClON Y CONSERVACION DE LAS CEPAS.

EQUIPO

!

gCanpc\ad'mp
l Larmenar |

MATERIAL REACTIVOS

YNNG S

Tubos de 16 x 150 Agua destiada

Tubos de 22 x 175 Agar Sabouraxd  * Homo

Poetsscde 1,5,

¥ 10 i, estéries
Vasos e preciptados

100m
il Azt da e i Atociave

Caldo Sabouraxd incupadora a 28°C

Fonol al 5% i Potencsometo

Cajas de Pet} ‘wum

Compresas estirtes

ANgoadn

ratha

* Camposicién y preparacidn on o Anexo 1
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las cepasC-1 y C-5 de la Facultad de Quimica y k2 ATCC 9763 se obtuvieron
Hofilizadas, se rehidrataron en caldo Sabouraud siguiendo la téenica del Ceparie dela
Facultad de Qufmica (11).

La cepa delingenio azucarero se obtuvo det residuo de biomasa del fermeatadar v se purifico
como se indica en el inciso 4.2.2.

Método:

Se toma la ampolleta del microorganismo liofilizado y se procede a marcar Iz
20na de corte en el vidrio, por arriba de la etiqueta con una sierra metdlica; este paso es para
ayudar a la ruptura de la ampolleta, Ta cual se coloca en un vaso de precipitados con
fenol al 5% junto con unas pinzas para poder sacarla, y se deja durante medis hora,
con e} fin de eliminar microorganismos de la superficie. Pasado este tiempo, wentro de
1a campana microbitlogica, s¢ tomaiaampolieta con las pinzas estérilesy se colocaenla paste
central de la compresa estéril, se cubre la ampolleta con la gasa y se ejerce presion pars
romperla en la zona marcada.

Mediante una pipeta Pasteur estéril se toma caldo Sabouraud y se agrega 2 fa ampolleta,
una vez que el liofilizado estd suspendido se transfiere a oo twbo de caldo, esta operacion se
fepite hasta que en la ampotleta no guedan residuos. El caldo inoculado se incuba durante
24348ha28 °Cy posteriormente se resiembra en agar Sabouraud.

Las cepas rehidratadas se sembraron por triplicado en agar Sabouraud v se in-
cubaron 48 h; se hizo una prueba microscépica de purezay se almacenaron en refrigeracidn,
resembrando cada 6 2 8 semanas.

g REACTIVACION
Asntes de emplear las cepas en los experimentos fueron reactivadas a partir de los cultivos

refrigerados, mediante tres resiembras consecutivas, cada 24 hen caldo Sabouraud e incuban-
doa 28 °C,

Pdgina 36



4.2.2 AISLAMIENTO DE LA CEPA DEL INGENIO AZUCARERO

Lacepa enviada por el ingenio azucarero estaba contaminada por bacteriasy otras
levaduras lo cual, ademds de impedir el estudio y la caracterizacién, evidentemente
reduce la cficiencia del proceso. El aislamiento se realizé por agotamiento en placas de
Sabouraudcon pH de 3 ya 28 °C.

Una vez aislada la cepa del ingenio azucarero se procedio a su propagacién.
simultdneamente con C-1, C-5, y 9763 ATCC en tubos con agar Sabouraud.

MATERIAL | REACTIVOS EQUIPO

Pipetas autométicas Acido clorhidrico Balanza granataria

Matraces Erlenmeyer Sal. salina isotdnica Espectrofotémetro

Matraces fondo plano . Papel aluminio Agitador magnético
|

y " T MRS 06 .

Pipetas Pasteur estériles ; Crecimiento Incubadora

Agitadores : Autociave

Algodon : 3

Viales ! ? i

Gasa : | T 1
! i |

* Composicidn y preparacion en el Anexo 1
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423 CURVA DE CRECIMIENTO

METODO

Se realiz6 la curva de crecimiento de las cepas con el fin de estandarizar el ineulo para
1a prueba de fermentacién alcohélica. La estandarizacién del in6eulo se Heva a cabo en base
a diluciones de cultivos que han legado a su méximo crecimiento; cada una de as cepas
alcanza esta condicion fisiolégica en tiempos diferentes, 1o cual se detecta mediante densidad

bptica

Para lograr que ias cepas se encontraran en la fase exponencial, que es también
conocida como fase de crecimiento rdpido, se activd cada cepa sembrindola en
matraces de 250 ml con 100 mi de medio de crecimiento, incubando a 28°C con unz _gitacion
de 150 r.p.m.

Para hacer la curva de crecimiento se resembrd de las cepas activadas de 24 h, a matraces
de 500 m} con 250 ml de medio y se tomaron muestras durante cada bora en condiciones
asépticas, para medir el crecimiento por cambio en fa densidad 6ptica {absorbancia) con
relacién al tiempo. Se utiliz6 un espectrofotémetro Perkin - Elmer Hitachi 2000, haciendo las
lecturas con una longitd de onda de 650 nm .

Las muestras fueron dilujdas tanto como fue necesario para caer enun rango de Jectura entre
0.05 y 0.4 en donde la ley de Lambert y Beer es aplicable; las curvas definitivas se hicieron
con el indculo estandarizado a una D.O. inicial de 0.1 2 650 nm (6,43).

Los resultados se muestran en las tablas 7, 8,9, 10 y enlas gréficas 1,2,3,4, v 3.
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4.3 DETERMINACION DEL CONSUMO DE GLUCOSA

4.3.1 TECNICA DEL DNS

Elconsumo de glucosa fue determinado por ol método del aerdo d3-dinitrasaliciice
(DNS) reportado por primera vez por James B. Sumer en 1921 (14, 39) y mod:ificado por
Miller en 1958 (30) y otros investigadores (28, 1o, 39, 30).

Este es un método colorimétrico con alta sensibilidad y en donde el color es estable, este
método se utiliza para detectar cantidades muy pequedias de glucosa, ademds de que no hay
que poner especial cuidado en ¢l control de las condiciones ambientales (S, 9, 40).

REACTIVOS EQUIPO

MATERIAL f
: A —ravemoe v B
N ™ ! [v) r) B 8 - !
Pipetas automaticas © de Sodio y Potasio Parrifla térmica
Vasos da precipitados ASdo35 T T oongmero |
{ de 250 mi dinitrosalicitico ; ‘
s et s o]
Vasos de precipitados Hidraxido de sodio Agitador magnético i
dew)m' : . . ey

iMa"az atorado de 1000 ml Agua destilada } Guantes de asbssic ;
! !
‘Matraz aforado de 10 m! Papel aluminio :

 Frasco &mbar de 2000 m! | ‘

. : ]
Tubos de ensayo [ T T T T

| del2x1sQ 1 ;

Canicas i i

1

! Embudo |
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METODO: :

<PREPARACION DEL REACTIVO

Para la preparacién del reactivo es necesario forrar el matraz aforado de {000 mi con
papel aluminio para evitar que la luz altere la mezcla. Se disuelven primero 16 g de
sosa ene¢l matraz el cual contiene unos 800 ml. de agua desulada; se agregan 300
de tantrato doble de sodio y potasio, poco a poco colocando la mezela en agitacion hasta
que se disuelva, una vez que la mezcla se encuentra homogénes, se procede a
agregarle 10 g de DNS usando un agitador magnético para facilitar 1a disolucién. Una vez
terminada se procede al aforo de la solucién con agua destilada y se almacena en un frasco
ambar cubierto con aluminio (7, 18, 39).

DETERMINACION

Utilizando una pipeta automdtica de 1.0ml se toman 03 ml de DNS v d.5mi de
la muestra 3 determinar; se colocan en tubos de ensayo de 12 x 120 se agitan y se metenien
agua en chullicién durante 5 min (midiendo el tiempo con cronémetro) se sacan y s¢ colocan
en agua fria durante 3 min para detener la reaccién. A cada uno de los tubos con la muestra
seleagregan, 5mildeaguacon pipetaautomdtica, se agitany se leen a 340nm; esimportante
el que se realice también un blanco con 0.5 m! de agua en vez de muestra y siguiendo ¢l mismo
tratamiento (7, 38).

Los resultados se expresan enD.O. y deben ser convertidos a gramos de glucosa
por litro para lo cual se aplica la siguiente férmula:

( D.O/m) x F.d. =gGA

D.O. = Densidad Optica
m = i’endicutc de la curva patrén del DNS
F.d. = Factor de dilucién
gGna. = Gramos de Glucosa por Litro.

Los resultados se muestran en las tablas 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, y pueden apreciarse en fas
grificas.
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432 CURVA PATRON ESTANDAR DE DNS:

Se hace una curva estdndar con concentraciones de glucosa de 0.2 2 2.0 mg’mi, determinan-
dola D. Q. (Absorbancia) en un espectrofotémetro Perkin - Elmer Hitachi 2000 haciendo
las lecturas a con una langitnd de onda de 540 nm.

Para la curva pairén; se prepara una solucién stock con 2.0mg/mi de glucosa disolviendo
0.02 g en un matraz aforado de 10 mi; su concentraci6n corresponde a 2.0 g de glucosasl,
que es lamAs alta de 1as concentraciones que se manejan parala curva patrén. De ésta solucién
se procede a realizar las diluciones para tener las siguientes concentraciones: 0.2, 0.4, 0.6,
058,10, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 20 miligramos de glucosa por mililitro, en 13 forma siguiente:

Tubo 1

Tubo 2

Tubo 3

Tubo 4

Tubo 5

Tubo 6

Tubo 7

Tubo 8

0.05 ml de 1a solucién stock + 045 m! de agua
(para obtener una concentracién de glucosa de 0.2 mg/ml)
0.1 ml de la solucion stock + 0.4 m! de agua
(para obtener una concentracién de 0.4 mg/ml)
0.15 mi de la solucién stock + 035 m! de agua
( para obtener una concentracién de 0.6 mg/ml)

.2 ml de la solucién stock + 030 ml de agua
(para obtener una concentracion de 0.8 mg/ml)
0.25 ml de 1a solucién stock + 0.25 ml de agua
(para obtener una concentracién de 1.0 mg/ml)
03 m! de lasolucién stock + 0.2 m! de agua
(para obtener una concentracion de 1.2 mg/mi)
0.35 ml de la solucién stock + 0.15ml de agua
(para obtener una concentraci6n de 1.4 mg/mi)
0.4 ml de la solucién stock + 0.1 ml de agsa

(para obtener una concentracion de 1.6 mg/mi)

Pégina 41



Tubo 9 045 ml de lasolucién stock + 0.05ml de agua
(para obtener una concentracién de 1.8 mg/ml)
Tubo 10 05 ml de lasolucién stock
(para obtener una concentraciéon de 2.0 mg/ml)

Tubo blanco 0.5 ml de agua destilada

De esta forma cada uno de los tubos contiene en total 0.5ml yseleagregan 05
ml del DNS, se agitan y colocan en un recipiente con agua en ebullicién durante 5 min
{midiendo el tiempo con cron6metro) después de los cuales se sacan y colocan en agua
frfa por Smin; una vez transeurrido el tiempo se les agregan 5 ml de agua destilada,
con pipeta automdtica y se lee su absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro. Es
aconsejable el trabajar con tres muestras para corroborar los valores. Los  resultados se
muestran en la tabla 15 y en la gréfica 13

TABLA 15.
{ CURVA PATRON
D.NS.

CONCGLICOSR DENSIDAD ™
mgiml OPTICA !
02 0077 B
04 o210 T
X3 0358
08 0421 !
7 0491 i
T2 063 i
(X i 0728 '
16 0878 |
T8 £ 1T I
2 1.090 }

"]

i
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GRAFICA 13.

CURVA PATRON DE GLUCOSA
TECNICAD.N.S.
I L
r //" )
L /_/‘/
e
{ L s 2
o oS 1 15 2
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4.4 PRODUCCION DE ETANOL

44.1 FERMENTACION  ALCOHOLICA

i MATERIAL REACTIVOS : EQUIPO i
| | |
1 ! i
' Matraces Erenmeyer i T |
de 1000 mi Medio de fermentacion Autoclave '
( Matraces fondo plano | -
H Agua destlada Incubadoraa28 C
. de 6000 mi
| i
| :
Pipetasde tys ml 5 ; Homo
|

* Composicion y preparacion en ol Anaxo 1

Método:

Las cuatro cepas se probaron para determinar su eficiencia en la fer ion alcoh6lica.
Se utilizé el medio de cultivo ya mencionado en matraces de 6 litros conteniendo 4 litros de
medio de fermentacion. Se inocularon a partir de un pie de cuba producido en fas condiciones
o6ptimas de 1a curva de crecimiento, en matraces de un litro con 500 ml de medio. Una vez
inoculado el fermentador se ajusta la densidad 6ptica inicial a 0.1 de absorbancia en una
longitud de onda de 650 nm.

Las muestras se incubaron a 28 °C sin agitacién. Se tomaron muestras cada 3 o 4 horas para
determinar etanol por destilaci6n y glucosa por el inétodo de DNS. Los resultados se pueden
apreciar en las tablas 11,12, 13, 14,15 y en las grificas 7, 8, 9, 10, 11, 12.
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4.4.2 DETERMINACION DE ETANOL

MATERIAL REACTIVO EQUIPO

- Termdmetro de
Vaso de precipitado 100 m|Sosa 102200 °C

Vaso de precipitado 250 m{Acido clorhidrico Equipo de destilacion

—

Matraz aforado de 200 m! jPapel pH Balanza granataria. i
Matraz aforado de 100 mi |Agua destilada Alcoholimetro

i

ki

Probeta de 250 m! Fenoftaleina Centrffuga i

Piedras de Ebulficion

Método:

Se tomaron muestras de la fermentacién cada tres o cuatro horas; a cada una de éstas
muestras se les sometié a centrifugacién para eliminar las células, una vez concluido este
proceso se midieron 100 ml de sobrenadante en un matraz aforado de 100 ml; el contenido
fue vertido en un matraz redondo de destilacién de 500 ml de capacidad, los residuos de la
fermentacién que quedaron en las paredes fueron enjuagados con una pequeia porcitn de
agua destilada, (aproximadamente 10 mf) el aparato de destilacién consta del matraz de bota
de 500 ml, termostato, T de destilacién, termémetro, refrigerante y recipiente; se destilo el
alcohol recuperando la fracci6én que destila entre los 72 °Cyy 76 °C. El destilado obtenido fue
aforado a 100 ml con agua destilada para obtener los grados Gay Lussac mediante un
alcoholimetro (34, 2).
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52 EXPERIMENTO CON MELAZAS

Una vez que se determiné fa produccitn de etanol de cada una de las cepas se seleccionaron
las dos mas productivas para cuantificar su rendimiento sobre las melazas, y éstas fueron las
cepas ATCC-9763 y la cepa del Ingenio Azucarero

MATERIAL REACTIVOS EQUIPC
Matraces Erenmeyer 100 ml | Medio de fermentacion {Agitador magnético
i
Matraces fondo plano Agua destilada Atoclave
Pipetas incubadora a 28°C
[ Matraces Erlenmeyer 250 mi Horno
rvm 0
! de 100 mi 1068 200°C !
de 250 i Balanza granataria,
Matraz atorado de 200 mi Centrtuga
Probeta de 250 ml
METODO:

Elinéculo se prepar6 en matraces Erlenmeyer de 250 mi con 100 mi de medio, incubado a
28° C, realizando resiembras a mayor cantidad de medio en matraces de 1000 ml contenien-
do 500 ml de medio de fer idn . Para la fer i6n final se utilizaron matraces de
fondo plano de 6 litros con 4 litros de medio y se ajustd ¢l in6eulo a 0.1 de absorbancia en
una longitud de onda de 650 nm.

Sec tomaron muestras durante cada 3 horas y se les determind su grado alcohdlico como se
indica en el punto 4.42
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El resultado de este experimento fue que la fermentacion en melazas no alcunzo un valor taa
alto comola glucosa para cada una de las respectivas cepas. Elvalor alcanzado es de b grados
Gay Lussac para la cepa del Ingenio Azucarero y de 3 grados Gay Luseac para la cepa
ATCC-9763 1o cual sugiere que en estus melazas s¢ debe de encontrar alguna substuncia que
no facilita Ja formacion de etanol. sl inhibir lu formacion de producto 6, talvez.
utilizacion del aznicar

Durante la preparacién del medio se not6 que habfa una gran cantidad de residuo insoluble
y extraiio en las melazas; ademds no fué posible obtener datos sobre el tiempo y condiciones
de almacenamiento, ni otra muestra de melazas por lo que no pudo repetine este ex-
perimento. Se sabe que ¢l tiempo v condiciones de almacenamiento de las melazas son
factores determinantes en los bajos rendimientos de la fermentacion alcohdlica, por lo qu= se
propone otro estudio mds amplio ¢n el cual se controlen dichas variables de las met~7us v ae
prueben las cepas seleccionadas y conservadas mediante ¢l presente estudio.
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5.0 ANALISIS GRAFICO DE LOS DATOS
EXPERIMENTALES

5.1 RESULTADOS
5.2 TABLAS DE RESULTADOS
5.3 GRAFICAS
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5.0 ANALISIS GRAFICODELOS DATOS
EXPERIMENTALES.

5.1 - RESULTADOS

Para conocer 1a relacion que existe enire el consumo de glucosa, la produccién de biomasa
y etanol con respecto al tiempo se monitorearon las fermentadiones de las cuatro cepas asf
como su produccién de biomasa, las muestras se tomaron cada hora para las curvas de
crecimiento y cada cuatro horas para fa fermentacion alcohélica.

Se realizaron determinaciones por duplicado de cada una de las muestras obtenidas, los
pardmetros considerados fueron:

a) anicares reductores iotales
b} grado alcohélico
¢) biomasa

Los resultados se presentan en dos formas  distintas; la primera es una repre-
sentaci6n gréfica de la variacién de las concentraciones de cada una de las diferentes
especies con respecto al tiempo de fermentacién. La segunda es una tabla de
valores numéricos que nos indica con detalle el valor numérico para cada uno de los puntos
de las graficas,

De esta manera se probaron 4 diferentes cepas de §. cerevisize, provenientes dos de

ellas del Cepario de 1a Facuhad de Quimica, otra de ellas del Cepario del Instituto
de Investigaciones Biomédicas y una més proveniente del Ingenio  Azucarero.
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PRODUCCION DE BIOMASA:
MAXIMA DENSIDAD OPTICA ALCANZADA

CEPA D.O. TIEMPO
INGENIO O.185 26h
C-1 F. Q. 0.170 49h
ATCC-9763 0.140 31h
C-5 F. Q. 0.112 23h

Esta tabla nos muestra que en condiciones aerobias con una agitacion de 150
rpm.a 28°C y en un litro de medio de fermentacién la cepa del ingenio azucarero
tiene mavor capacidad de reproduccién; (ver grifica 5).

CONSUMO DE GLUCOSA DURANTE LA PRODUCCION DE BIOMASA:

GLUCOSA RESIDUAL
CEPA Glucosa g/1 TIEMPO
INGENIO 7.92 51h
C-1 F.Q 5.4 4h
ATCC-9763 25.96 M h
C-5 F.Q 47.32 54 h

* Concentracion inicial de glucosa; 120 g/

El consumao de glucosa fue obtenido por la técnica del DNS, en esta tabla podemos ver que
1a cepa que consume mds azucar es la C-1 F.Q. UNAM, seguida por la del ingenio, estas dos
cepas son las que més producci6n de biomasa tienen bajo estas condiciones: (glucosa inicial
120/1. 28°Cy 150 r.p.m.) estos resultados se aprecian mejor en la gréfica 6.
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PRODUCCION DE ETANOI.
MAXIMO GRADO ALCOHOLICO ALCANZADO

CEPA Grados Gay Lussac TIEMPO
INGENIO 11 S$4h
C-1F.Q. 8 78h
ATCC-9763 7 9 h
C-SF.Q. 2 48h

Los datos obtenidos muesiran que la produccion de etanol se detiene en diferente -
rangos para cada una de las cepas; esto aparentemente tiene relacién no solo con las con-
diciones del medio sino ademas con la adaptacion que muestra cada una de las cepas hacia el

etanol.

La cepa que manifiesta una mejor produccitn de etanol bajo condiciones de laboratorio en
un volumen de 4 1. es la del ingenio azucarero reportando 11 grados Gay Lussac, seguida por
1a del Cepario de la Facultad de Quimica C-1 F.Q. UNAM. La gréfica 11 muestra también

estos resultados.

CONSUMO DE GLUCOSA DURANTE L.A PRODUCCION DE ETANOL:

GLUCOSA RESIDUAL REGISTRADA

CEPA Glucosa gl. TIEMPO

INGENIO 03535 96 h
C-1F.Q. 25.0 9 h
ATCC9763 29.33 9 h
C-5F.Q. 74.946 Sk

* Concentracion inicial de ghicosu: 120 1
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En estas tablas se puede observar que para las dos primeras cepas, la glucosa se consume
casi completamente. ( El final de Ia fermentacion puede ser detectado por el valor de los
azicares reductores totales de 12 muestra cuando estos se acercan a cero); cuando los valores
permanecen constantes, y el valor es todavia muy alto, esto nos indica algun problemaen
la dos cepas finales lo cual se puede constatar al existir una cantidad excesiva de glucosa
residual; lo cual nos esta indicando problemas en la fermentacion.

La cepa que mejor transforma el aziicar en etanol es {a del ingenio azucarero ya que nos da

un m4s alto rendimiento en la produccién de etanol v es también la que deja menos azicares
residuales en el medio.
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TABLA 7.

CONSUMO DE GLUCOSA
EN LA PRODUCCION DE BIOMASA
CEPA DEL INGEN!O AZUCARERO

i
H
i

P ORE ‘[ GLOCOSA T BIOMASE
| DENSIDAD OFTICA } Py ! DENSIDAD OPTICA
T T T TIm T T i -p2 aumm s
LR =T 7 R 1> S

TR
1008
10385

1ESTA EN HORAS
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' TABLAS.

CONSUMO DE GLUCOSA

EN LA PRODUCCION DE BIOMASA
: CEPA ATCC-9763

o of ol W o

85

[

ﬂuuzu

!

LR

e

&

ELE

!
:
|

[£] > S . 1~ .

t E‘STA EN HORAS
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TABLA 8.

CONSUMO DE GLUCOSA

. CEPA C-1 FQ UNAM

; EN LA PRODUCCION DE BIOMASA
|
1

GLUCOSA
oA i
TIEWE

e en e g o

e ey g
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TABLA 10.

CONSUMO DE GLUCOSA
EN LA PRODUCCION DE BIOMASA

CEPA C-5 FQ UNAM

GLUCOSK BIOMASK™ ™™
ot : DENSIDAD OPTICA :
105155 o
b 58887 R AL O
B % R 7 A !
) 908 sl ath : BT ‘
s 1877 0482 T (¥

BT

tESTA EN HORAS
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TABLA 11,

CONSUMO DE GLUCOSA

i DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL
CEPA DEL INGENIO AZUCARERO

: : DN CTTTTTTTRIUCOSAT T T T TTRTAROL ¢

}

DENSIDAD OPTICA ’ o]

IR s - 5450

e

{ ) TTTTEZa0” [ R 1 Y

gy e ey g s e

2176

T E T A — [

; §gm — e
H i

23 1630 87258 TTTTTTTTTIE T T
- 2 I ¥ e -~ J R — )
< o R I - + R - 1 i . -1
33 T“"""""' ee0 TTTUTIOT 85745 TR
?“37 i 0534 50,000 T TR ;
:78_.__,_ G EAg T T g B : g i
51 0.451 TR 1
53“‘ B - R X Y. T 2 T TR
57 065 (£ AL S - Y\ R
BT I (X 17 St ¥ S

YT T TTTTTRhGs T T T T T TR s

TYigars” T -1 R

T

33n TweTTT
! 2837 T oo
1 B e T

ST R TP

{ESTAEN HORAS
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TABLA 12.

CONSUMO DE GLUCOSA
DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL

CEPA ATCC-9763

; ONS: ; GLUCOSA™ T ETANOL
' | DENSIDADOPTICA | a el
] ! 2.200 T 117.773 T 08

5 566 1 ¥/ R et v
' 7627355

g BT T e 7701~ pu I

Ea AR : 75071 R Ry
- 1400 l T iages” ""’”lf“’ Y} "“}
51 v.390 i 7441 ; 3077
54 138 ; T ? 75

i 57 s

i
60 1 307 5,968 ¥ 55
vl

; IR 0.747 v 35589 T TTTES

; A 088 : oI T T e e T T

BFTTTT T ToBeE T T T T -1k ] T e
| i

f'_gﬁ"ﬂ'"-‘ TTTTTOsagTT T T T T T T T T a6 A

o34 ‘ TTTTUTTTTTEG® T T T T 6o

[
tESTAENHORAS -
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TABLA 13.

v T CONSUMO DE GLUCOSA
DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL
;; CEPA C-1 FQ UNAM
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TABLA 14,

i CONSUMO DE GLUCOSA
DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL
CEPA C-5 FQ UNAM

i"l“ TN T T GLUCOSAT T T T ETANOL
! | DENSIDADOPTICA | on IoeL
[ 7900
g 5%
2 1863
=< 1760 ’ ]
BT e 1 T - S R+ R
TRQTTTT TTTTTRNRT T T T T T i g
gy ey g

TETTTITT T AT T T T T T Tagde T T TE s

?'B'E“"“""’ AR
g T R R L e, . Sy

1ESTA EN HORAS

Pigina 60



GRAFICA 1.

TIEMPO VS PRODUCCION DE BIOMASA

Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA DEL INGENIO AZUCARERO
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GRAFICA 2.

TIEMPO VS PRODUCCION DE BIOMASA
Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA ATCC-9763
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- GRAFICA 3.

TIEMPO VS PRODUCCION DE BIOMASA
Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA C-1 F.Q. UNAM

§2 s e e T
M
Y
s .
™ .,...-o-' 3
— s
s g
8 2
a - 4
3 'g
g 2
. ~ o
. ~. -3
I» \\ - 05
20 - av® TSee
e . b
- N
T Seee
o 1 1 ! i o
¢ w0 ES 30 50 &0
TIEMPO (HORAS)
GLUCOSA  BIOMASA
e .

ti.28¢C.150om-60h

Pdgina 63



GRAFICA 4.

TIEMPO VS PRODUCCION DE BIOMASA
Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA C.5 F.Q. UNAM
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GRAFICA 5.

TIEMPQO VS PRODUCCION DE BIOMASA
CUATRO CEPAS
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GRAFICA 6,

TIEMPO VS CONSUMOQ DE GLUCOSA

CUATRO CEFAS
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GRAFICA 7.

TIEMPO VS PRODUCCION DE ETANOL

Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA DEL INGENIO AZUCARERO
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GRAFICA 8.

TIEMPO VS PRODUCCION DE ETANOL

Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA ATCC-9763
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GRAFICA 9.

TIEMPO VS PRODUCCION DE ETANOL
Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA C-1 F.Q. UNAM
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GRAFICA 10.

TIEMPO VS PRODUCCION DE ETANOL
Y CONSUMO DE GLUCOSA
CEPA C-5F.Q. UNAM
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GRAFICA 11,

TIEMPO VS PRODUCCION DE ETANOL
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GRAFICA 12

TIEMPO VS CONSUMO DE GLUCOSA
CUATRO CEPAS
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6.1 CONCLUSIONES

Lacepa C-1 F.Q. UNAM tiene la mayor producci6n de biomasa en las primeras seis
horas, pero la cepa del Ingenio Azucarero tiene la mayor produccién a partir de las 15
horas alcanzando el final de la fase de crecimiento exponencial alrededor de las 20
horas, con una produccién de biomasa mucho mayor que las otras cepas.

Estos resuitadas concuerdan con los del consumo de giucosa, puesta que fa cepa del In-

* genio Azucarero es la que la utiliza de manera mas eficiente, agotando el azicar dis-

ponible y produciendo el méximo de biomasa en el menor tiempo.

En cuanto a la produccidn de etanol Ia cepa del ingenio azucarero es la que dalos
mejores resultados lHegando 2 10° G. L. en 7.5 horasva 1l ° G. L.en 96 horas. La
siguiente en productividad esla C-1 F.Q. UNAM aunquesdlollegaa § ° G.L. en
75 horas ya 8.5en 96 horas, valores inferiores a los que produce 1a cepa del Ingenio
Azucarero.

La calidad de las mefazas no permitid obtener resultados en el medio utilizado en ¢l in-
genio azucarero.

La cepa del ingenio azucarero, ha dado los mejores resuliados, comparada con otras
tres cepas. Es importante enfatizar que antes de probarla, Ia cepa fué purificada y que
seguramente la presencia de bacterias y otras levaduras contaminantes son causa, al
menos parcial de los bajos cendimientas obtenidos en el Ingenio.

Lﬁocpas estén conservadas en e} Cepario de la Facultad de Quimica.
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6.2 RECOMENDACIONES

La primera recomendacion es lograr que el ingenio azucarero utilice 1o fevadura en
condiciones adecuadas de pureza. Como demuestran los resultados, esta cepa es buenu
productora de etanol pero es indudable que la contaminacion que tiene afecta su rendimiento
de manera significativa.

Para ello es necesario revisar el indculo que se estd utilizando y el proceso de preparacion
del pié de cuba, y corregir los problemas que se detecten, incluyendo el establecimiento de
controles, y la capacitacion del personal involucrado.

Se recomienda también hacer pruebas de fermentacion con tas dos cepas previamenie
seleccionadas pero caracterizando y controlando adecuadamente la calidad de las  .2lazas
empleadas.

Existen reportes sobre el desarrolle de procesos que disminuyen Iz disponibilidad de

aziicares de las melazas durante el almacenamiento y, como va se menciond en el ingenie
no se obtuvieron datos sobre el tiempo v Jas condiciones de almacenamiento de las melazas.
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ANEXO1

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO:

MEDIO DE FERMENTACION:

Extracto de levadura 02 g

Mg SO2 7TH20 004 ¢

(NH4)2 SO4 2 g
Glucosa 100 g

KH:2 PO4 05 ¢

Ajustar ¢} pH 4.0

Agua destilada ) ml

El extracto de levadura se disuelve en agua destilada; una vez que se tiene una mezcly
homogénca de procede a anadir los demds compuestos en el orden en ¢l que aparecen. Se
esteriliza a 121 °C durante 15 minutos.

MEDIO DE FERMENTACION CON MELAZAS:

Extracto de levadura 02 g
Mg SO2 TH20 0.04 g
(NH4)2 504 02 g
Melazas 100 g
KHa POs 05 g
Ajustar el pH 4.0
Agua destifada 100 mt
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Las melazas se utilizan una vez que son centrifugadas para climinar los lodos que
aparecen en ellas. El medio se esterilizaa 121° C durante 15 minutos.

AGAR SABOURAUD:

Dextrosa .o 2g
Neopeptona ..eennnee 18
Mg SO4.7 H20 ... 1g
KH2 PO s 1g
AR i 10g
Agua destilada ........... 11

El agar Sabouraud se disuelve en agua destilada; una vez que se tiene una mezcla

homogénea se calienta a la flama del mechero hasta que se disuelve el agar, luego se
procede a verter el contenido en los tubos de ensayo aisldndolos del medio con una
torunda.

Se esteriliza a 121° C durante 15 minutos.

CALDO SABOURAUD:
Dextrosa wuoenns 2g
Neopeptona ... 1g
Mg SO4.7H20 .....oneeeee lg
KH2 PO4 . lg
Agua destilada ........... i

El Caldo Sabouraud sc disuelve en agua destilada; una vez que se tiene una mezcta

homogénea; se procede a verter el contenido en los tubos de ensayo aisldndolos  del
medio con una torunda.

Se esteriliza a 121° C durante 1S minutos.
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ESTA TESIS N0 DEBE
SALR DE LA BiBLIOTEGA

ANEXO 2
CRONOGRAMA SOBRE LA EVOLUCION DE LA

FERMENTACION (26, 13)

3500 -3000a.c. Cultivo de vid y preparaci6n de vino en Mesopotamia.

3000 - 2500 a.c. Introducci6n de la vitivinicultura y del vino en Egipto procedente
de Mesopotamia.

2000 - 1500 a.c. Fermentacién de datiles para obtener una bebida alcohblica repre-
sentada en pinturas murales en Egipto; también se han encontrado vasijas que
contenian daunles con miel para obtener una bebida en graduacién alcoholica siuy
elevada en Mesopotamia.

1500 - 100G a.c. Uso de la levadura de cerveza para el pan. en Egipto y Asia menor,
612a.c. Cultivo de caia de azicar en la India
700 - 900d.c. Los alquimistas clasifican las substancias en tres tipos les

llaman espiritus a aquellas que se presentan en forma vol4til, las que brillan son
denominadas metales, y poalvos a las restantes.

1220d.c. Preparacion de etanol puro mediante la destilacion de los vinos
recios y del aguardiente en Europa ( siglo X1II').

1747  Andrés S. Margraf (1709 - 1782) quimico berlinés consigue extracr el azicar de
ia remolacha.

1788  Franz Karl Achard (1751 - 1823) quimico alemdn estudia un procedimiento in-
dustrial parala extraccién de azicar de la remolacha.

180! Edouard Adam de Rouen obtiene una patente para producir alcohol con-
centrado con una sola destilacién.

1810 Gay-Lussac deduce l1a ecuacién de la fermentacion aleoholica.

1830  Liebig desarrolla técnicas de andlisis cuantitativo aplicadas a sistemas
biol6gicos.

1833  Payeny Persoz purifican la diastasa (amilasa) del trigo, mostrando que era
termol4bil y enuncian la impotancia de las enzimas.
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1837 Berzelius postula la naturaleza catalftica de la fermentacion.

1854  Luis Pasteur es nombrado profesor de quimica y decano de la Facultad de Cien-
cias recientemente organizada ea Lille.

1855  Pasteur comienza sus estudios sobre fermentaci6n

1857 Pasteur publica la memoria-sobrc fermentacion lactica,

1860  Pasteur publica la memoria sobre la fermentacién alcoh6lica.

1861 Descubrimiento de la vida anaerobia por Luis Pasteur

1871  Estudios sobre la cerveza de Luis Pasteur.

1875 Pasteur establece un laboratorio para estudios sobre la fermentacién.
1876 Se publican los estudios de Pasteur sobre la cerveza,

1893  Ostwald demuestra que las enzimas son catalizadores.

1897 Buchner descubre que la fermentaci6n alcohélica pueden provocarla los extrac-
tos de levadura exentos de células.

1905 Hardeny Young demuestran que la fermentaci6n alcohdlica requicre la presen-
cia de fosfato y aislan la primera coenzima, 1a nombran cozimasa; posteriormente se
identifica como NAD.

1912 Neuberg propone una rita metabélica qufmica para la fermentaci6n.

1913 Michaelis y Menten desarrollan una teorfa cinética de 1a accién enzimética.

1933 Embden y Meyerhof identifican a varios productos intermediarios de la ruta
qufmica de la glucélisis y de la fermentacién.

1951  Lehninger demuestra que el transporte electrénico desde el NADH al uxlgeno
es la fuente de energfa inmediata para la fosforilaci6n oxidativa.
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ANEXO 3

PROGRAMA UTILIZADO PARA OBTENER LA PENDIENTE DE LA CURVA
PATRON DE GLUCOSA EN LA TECNICA DEL DNS

5 REM

10 INPUT "NUMERO DE DATOS" M

20 FORQ = ITOM

30 INPUT "X ="X

35 INPUT"Y="Y

40 C=C+X

50 V=V+Y

60 B=B+(X*X)

70 N=N+(X*Y)

80 H=H+(Y"Y)

90 NEXTQ

100 A=M*B-(C*C)

10 Z=((B*V)-(C*N))/ A

120 P=((M*N)-(C*V))/ A

130 R=((M*N)-(C*V))/ SQR(A*((M"H)-(V*V)))
140 PRINT "B="Z,"M =";P,"COEF.CORR."R

150 END
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ANEXO 4

AISLAMIENTO Y VERIFICACION DE LA IDENTIDAD DE LA CEPA
PROVENIENTE DEL INGENIO

La técnica utilizada frec para el aislamiento de microorganismos se basa en una
serie de diluciones de la muestra problema, para luego sembrar una parte de la dilucién en
una placa de agar, separando lo suficiente para que cada organismo que se desarrolle en el
medio puede formar una colonia.

WTERL | REACTMOS | EOUPO
Cajen e Pei ] o
desechabies saairies | AGE Satounxsd 'hmbma 28C H
Cajas o8 Peri AQua peptoriaca |

G vidno seies eswrt | Aviociave
Tunce Oe Ensayo . !
o8 12 X 150 | Ceictrcna ! primeto
Pioows Oe 1y 10 m i Caacaram H
Aoa becaniogps. |
estivaes Chuoos
Carmparas ce
tormaracsn { Lactoss
Tubos con tapdn roaca ’ Maina
i i
" | U
i ‘Sacartmn
' Mo Base
Rop oe fenal e
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Método:

Se etiquetan 6 tubos de ensayo para efectuar en ellos las diluciones. de manera similar se
eliquetan seis cajas de Petri en donde se van a verter las diluciones; se toman 0.3 ml de
muestra proveniente del fondo del reactor y se coloca en ¢l primer tubo, et cual debe contener
4.5 ml de agua peptonada estéril, esta mezcla se agita hasta formar unasuspensidn homogénea
y con una pipeta estéril se toman 0.5 mi de la mezcla 10” y se coloca ¢n el tubo de 10, Este
procedimiento se repite hasta terminar con todas las difuciones. Utilizando pipetas estériles
para cada una de las suspensiones se procede a transferir 0.1 ml de cada tubo a la caja de Petri
correspondiente. Se incuban a 28° Cy desplies de 24 h se observa el desarrollo de colonias en
cada una de las cajas, se selecciona 1a caja en donde la densidad de las colonias sea baja y
permita tomar unasin el riesgo de contaminarla. Esta colonia se resiembra un medio de cultivo
adecuado para su desarrollo.

El aislamiento se lleva a cabo para seleccionar una colonia de las demds, el medio debe
ser el adecuado para permitir ¢l correcto desarrollo de un microorganismo, una vez aistada la
colonia s realiza la resiembra de ésta a nuevos medios de cultivo, éste proceso se repite de
4 a6 veces paralograr la purificacién de 1a cepa, ésta Gltima colonia en crecimiento es utilizada
como indeulo para verificar que se haya aislado la cepa que nos interesa.

Esto selogra mediante el estudio microscépico, zimogramay pruebas de termentacion
diferencial.

Se utiliza como indicador la base rojo de fenol a un pH de 7.4 el cuai es udicionado con
diferentes azicares, las pruebas se realizan en tubos con 1apén de rosca con campana para
observar la produccién de gas. Se utilizaron 9 diferentes azicures.

Los resultados de 1a identificacion fueron positivos para Saccharorivees cerevisine

Celobiosa  4cido
Galactosa  4cido y gas
Glucosa dcido y gas
Lactosa 4cido
Maltosa dcido
Melezitosa  4cido
Melibiosa  4cido
Rafinosa 4cido

Sacarosa dcido y gas
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