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l. INTRODUCCION 

La altel'tl3ti\'3 más importante para aprovechar mieles incristalizables, que son un 
produc10 de desecho de los ingenios azucareros, es ta producción de etanol por 
fermentación con levaduras. 

Contar con una infraestructura para controlar, conservar y propagar las cepas 
unlizadao en dicha fermentación es una necesidad para la industria que trabaja con ellas. 
l-'15 industrias que no poseen un laboratorio microbiológico necesitan los sc"icios de 
laboratorios particulares 6 los sc"·icios que prestan instituciones romo la UNA~!. para 
sclccdon.ar el microorganismo más adecuado, optimiz:ir las condiciones del proceso y 
ronseo-ar la cepa 

Por otro lado muchas de estas industrias que no tienen laboratorio, tampoco pueden hacer 
el reciclaje de la levadura una \'CZ terminado el proceso, lo cual aumenta gastos de producción 
y ~n muchos casos la ront.:uninación ambiental. 

la Facultad de Qulmica de la UNAM al vincular>e ron el sector productivo en trabajos como 
éste, rontn"buye a solucionar coordinadamente, importantes problemas como son: 

- Contaminación del agua por eliminación de la biomas:i 

- Pérdida de la levadura gc1?Crad3 durante el pro..-eso 

- Pago de divisas por la importación de cepas 

- Baja producti\idad de los microorpnismos 

la convenión microbiana de azilate5 1 etanol es una de las más antiguas aplicacioocs de 
la biocecnologf.a. u IC'.'3dura ~ cerrvisiae ha sido y es actualmente el organis· 
mo primordialmente utiliudo ¡wa la produc:cióo de ctaooL 

La prodlKáóll toW. a ruvcl tllllilllW. es apra>im3damente de 3.1 millones de litros anual; 
tres cuartas panes de cst• producción utiliz3 la misma t~c:i que se empleaba durante la 
~delos 40's.(•tl 

La fermentación es un proceso de degradación anaerobio de la glucosa dunde el 
actptor final de electrones es un metabolito derivado del propio substrato: en este caso el 
acetaldehido que se reduc.: a etanol. 

Los ingenios azucareros paracsutaleo adquieren 13 cepa de Saccharomyces c.:re>·isuu de 
\mporució~ Esta cepa se compra liofilizada y con ella se prepar.i el inf'u .. i.Jio para los 
fermentadores; sin embargo el rendimiento de et:mol de la cepa del in¡;enio azuc:irero, con 
las condiciones de operación empleadas es bajo : del 7 al 8 '7!c ; por esta razón se estudian 
\."Omparativamente cuatro ccpa5 diferentes. p3r'3 elegir lJ qu<: J~ m~jnre.... resultJ.do ..... , . 
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1.1 OBJETIVO : EVALUAR LA 
PRODUCCION DE ETANOL POR 
DIFERENTES CEPAS DE Saccharomyces 
cervisiae Y SELECCIONAR LA MAS 
ADECUADA PARA SU USO EN UN IN­
GENIO AZUCARERO 
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2.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Página 9 



2.1 ANTECEDENTES IDSTORICOS 

Dentro de las principales ICalOl"lfas tradicionales se encuentra la de la fermentación, 
alcob61ica mmidenda como la mb antigua de llS actuales biotccnologfa•. Los sumerios 
utilizaron la levadura hace llW de 7tnJ años. 

El cultivo de vid y la preparación de vino eru ya ronocidos por los habitantes de 
Mcsopotmnia en o dos de 3500 - 2SOO 1ntes de la era cristiana. La fabricación de cerveza 
de cebada y trigo era ronocida en Mesopotamia en los años de 1500- 1000 a.c. La utilización 
de la Iev.dura de cervez¡¡ para el pan, adel1W de la fermentación de dátiles para obtener una 
bebida lllaJb6lic8, enm prkticas aim6nes como se oblef\'a en pinturas murales (13). 

La introducción de la vitivinicultura en Egipto fue un legado del pueblo mesopotámico. 
Las U!cniall para producir cerveza fueron usadas por los babilonios, el pan elaborado con 
levadura era utilizado como pago de una parte del salario para los empleados ( 13). Los 
egjpcioocomiderabanque la levadura tenla un poder terapéutico y la utilizahan para prevenir 
enfermcdldaes estomacales ( 13 ). 

Las 1ntiguas adturas uociaron el poder de la levadura con el poder de la vida, el pan y el 
vino constituyen el úmbolo de la vida eterna en las religiones del mediterráneo; el 
burbujeo que se desarrolla espontáneamente en el mosto y en la masa de la harina les 
parcda como la manifestación de alg6n esp!ritu vivo. 

En tsn Van Helmont ootó que las fermentaciones daban lugar al desprendimiento de gases 
asfixilJlta, los males eru denominados "espíritus silvestres'; varias personas habían 
perecido al respirar los ga..es cuya producción era atn'llulda a fantasmas o espíritus malignos 
(36). 

La fermentación fue uoo de los problemas favoritos de experimentación entre los 
alquimislll, que obtuvieron en base a estos experimentos gran parte de su lenguaje 
simbóliro y de 111 ideología; los cambios que se suceden en el material que se fermenta eran 
para ellos el slmbolo de fuerzas misteriosas que, a semejanza de la piedra filosofal, 
podrlancomertirlosmetales viles en oro(l3). 

Anthoay V1J1 Leeuwenboek fue el primero en observar las levaduras microscópicamente 
ea 161111. ClpiMd l..alour, ea 1837, demostró que la cervua rootenla cuerpos esféricos que 
se multipliClblll y b dlllificó oomo vegetales. Sd!wan denominó a estos cuerpos •yeast', 
tambien son conocidos como "ncUrpily" de donde derivó su nombre en 'sugar fungus', 
hongo¡ del azúcar, y de donde se les da el nombre a su género Saccl1aromyces. 

La !corla celular o vitalicia de la ferrnen!ación fue alacada por Juslo de ljchig ( 1803-
1873) y por Ju1J1 Jacobo Bcrzelius (1779-1848) los cuales >ostenlan que la 1rnnsíornmción 
del azúcar se realiza por medios qufmieos y no hiológicos. La asociación de la levadura 
y el desarrollo de la ciencia bioqulmica son dos caminos que eslán in1imameme 
entrclazadm. Comenzando con los trab:ljos de Pasteur, scgui<los por loo; d~!<icuh1 i111icntns 
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de los bennanOt! Buchner, que trabajaron en Alemania durante 1897, sobre extractos 
medici...ie. de la levadura; estos trabajos fueron el principio de una serie de estudios pan 
determinar la natunlera de las et.apas en la fermentación de glucosa a etanol. hióxido de 
carbono, y otros productos ( 13). 

La piepareci6n de etanol puro mediante destilación de los \inos recios y del aguar­
diente se dió en el en el atlo de 1220; en 1747 Andes Berlines consigue extraer el azúcar 
de la remoladia. Fram: Katl, qulmico alemán. estudia en 1788 un procedimiento in­
dustrial peta la cltr1la:i6a ele ailAr de la remolacha y en 1801 se obtiene una patente 
para producir alcohol concentrado por destilación. 

UYoisier, Gay-1...uaac, y Dumas estudiaron la transformación del jugo de caña de azúcar 
en akobol por loo ~todos de la qufmica cuantitativa, ya que anteriormente la levadura era 
considerada como un compuesto qulmico. Realmente el uso de conceptos hiuJ;,~,_. .. , 
aplicados al medio con fines prácticos comenzó con el descubrimiento de la mim. .lo~'" 

En el siglo XVIn Black estableció que el alcohol etílico y el bióxido de carhono eran 
los únicos productos formados del azúcar durante la fermentación. Lavoisier, en 1789. 
llevó a cabo ealUdi<» cuantitativos de la fermentación y mencionó que, adem:i.' de los 
anteriores, otros productos eran obtenidos y a este conjunto de productos los denominó 
ácido a~tico (29). 

Gay l..ussac formuló la siguiente ecuación para mostrar la reacción del azticar en b 
fermentación alcohólica. 

Q, Hu 06 2C2 Hs OH + 2C01 

Aunque se tiene conocimiento de la fermentación desde tiempos inmemoriales fue 
Louis Pasteur quien, por primera vez., estudió este proceso de una forma sistcm:i1ica. En 
1858 inició sus estudios sobre la fermentación alcóholica del azúcar, buscando la 
solución a problemu en la producción del vino que era -como hasta la fecha- uno de los 
principaleo producto& en Francia. 

Louis Pastcur fu~ el principal cientlfico fran~ en cuyo trabajo se cimentó una buena 
pane de la Microbiolosfa que se desacolló en su país en este período; a roiz de sus trabajos 
afirmó que "toda fermentación es obra de un microbio especial" (13 ). 
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2.2 TEORIA DE LA FERMENTACION 
En 18S7 l'IRevt ÍlllrOdllm i. lllOlfa microlliam de la fe..-ntadOn anee la 5ocNll.a 

Cienúlica de UUe; en diciembre del mismo alio presenta a la Academia de Ciencias de 
París los principios de la fenneniación alcob6lica, en un documento en el que relata los 
experimental mediante lo& CUllle5 ame!~ que el cambio de los azúcares en alcobol y 
bióxido de c:arboao te debe fundamel!W-nte a la actividad de una levadura y que la 
fermentación ª" inl1imecamentc relacionada con la vida de la levadura. 

En 1860 la Academia de Clenáa <lllOCede a 1'8Reur el premio de fisiología experimental. 
en reconoc:imiento a sus eatudiol lobK fermentación. Entre los ahos de 1860 y 1865 se 
eocucnlrarl en $U5 libros de notu. apuntes sobre la vida sin aire. 

De 1871 a 1876 Francia perdla lentamente su dirección intelectual debido a la negligencia 
con la que el plls trataba a !u imtituciones de educación superior, mientras tanto Pasteur 
squfa realizando estudios sobre el vino y la cerveza lo cual le llevó a ver que las levaduras 
formaban un peque~o mundo de unidad bioquímica y que las fermentaciones son manifes­
taciones de vida. Louis Pasteur comenzó sm estudios sobre fermentación de remolacha 
azucarera en el a/lo de 1875. 

Pasteur eatableció por primera vez que además de los dos catabolitos cl:\sicos conocidos 
como etanol y bióxido de carbono, se producen otra! substancias como glicerina, ácido 
succfnico, y alcohol amllico. El que se eoc:ootraran otros subproductos hacia pensar que la 
fermentación no era un proceso tan fAcil como se hablan imaginado. 

Uno de los principales problemas que enfrentaba Pasteur era el lento desarrollo de 
la levadura en un medio que contenfa azúcar, amoniaco y algunas sales minerales. Lo 
resolvió cuando tuvo la idea de acregar al medio levadura incinerada, que proporcionó a la 
!endura sales de "=ido fosfória>, potallio, magnesio. y hierro. La levadura en otros medios 
c:rcda muy Wntamcnte por q..e tenla que sintetizar todos los constituyentes celulares 
en lupr de disponer de ell!ll ea el medio. 

l'aalcur creó palabra& como aerobio y amerobio para designar a la vida en presencia 
y autencia de aire. El 25 de febrero de 1861 scflaló, por primera vei, la existencia de 
organilmoo ..-robios y sugirió al mismo tiempo uoa relación causal entre la vida sin aire 
y la fermenlaeión. 

El 12 de lbril 1861, manife.tó aote la Sociedad Química que la levadura fermenta mejor 
en-nda de aire mientra cp.ie crece mis abundanlemente en su presencia; en ausencia 
de aire la cantidad total de azúcar transformada en bióxido de ~arlxrno y alcohol por unidad 
de levadura era extremadamente alta; eran suficientes 0.5 a 0.7 ¡;ramos de levadura para 
transformar 100 gramos de azúcar en alcohol. 

Pasteur postuló en 1861 que la fermentación era el método usado por la le•·adura para 
obtener ener¡fa del azúcar bajo coodiciooes anaerobias. En presencia de oxigeno la cnergfa 
ne-u pv1 el dcurrollo prociede de la oddaciOn completa de los anlcarcs; durante la 
fermentación (en ausencia de oxigeno) la energfa proviene de la de<composición 
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pmcial de la maieria fermentable. 

En 18S7 Buchncr c:11rajo de la lcv8dtua una fracción soluble que llamo zimasa y la cual 
tenla la~ de OIJllVenir el azúcar en alcohol, aún en ausencia de levaduras viva<. E.<te 
delcullrimienlo de Buclmcr creó una nueva era en el estudio de la fermentación alcohólica. 
ya .. *11111 de pmllO ele..,._,... el llllllisis de los fenómenos fisiológicos(l3). 

Los ~todos para con<%ntrar las bcbidllS espirituosas (llamadas a.<i por que en e5le 
liquido le ori¡p.. ~ .i clmprender bióxido de carbono y se pensó que los 
espíritus eran los ClllM!ltes de este fcnOmeno) han sido conocidas desde hace tiempo por 
)OI egjpcioo. u comerc:iafu:ación de levaduras especiales seleccionada.< para la preparaciün 
de bcbidai akobólicas que anteceden la destilación, data de cerca de la presente 
cemuria. 

Los licores dcst11ados son bebidas alcohólicas en donde la concentración ' · · ak.,hnl 
et!llcn ha IÍllO hc..-ni.da de la fermenlaeión original. 

El principio de la destilación alcohólica se basa en la diferencia entre el punto de 
cliullición del elallol (78.3° e a una atmósfera de presión) y el punto de ebuJJ¡,·ión del 
agua (100 •Ca una atmólfera de presión). El alcohol puede vaporizar del líquido 
original, fonnándOlc un -ooupo, que a su vez puede ser purificado con Ja introducción 
de un terctto (como por ejemplo benocoo ). 

Los cbinOI destilaron bebidas de arroz 800 allos antes de Cristo; en Ja India se destiló 
a partir de la calla de azúcar. Los llr9bes desarrollaron un método de destilación 
utilizado para producir dcstibtlOI del vioo. 

u producción de licores dcstiWdOI fue reportada en Gran Bretaña antes de Ja conquista 
r-. Las técnicas de trabir,jar el metal aceleraran el desarrollo de las operaciones de 
destilación. 

En Mtaial, ea los ingenim llZUCmRl'OI ,. produ<% aguardiente como bebida destilada o 
alcohol puro 96% para uso indusuial. 

En los ingenios azucareras,. usan las melazas o mieles incristalizables. que son el 
residuo de Ja obtencion de azúcar, para producir etanol mediante una fermentación 
ak:obólica que dura entre 48 y 96 horas. 

El UIO de una "'Pª vigorosa de !endura, con una aha tolerancia alcohólica y capacidad 
para producir un gran rendimiento de etanol es de gran beneficio para estas industrias. 

Las melans son ajwtadas a una concentración de azúcares adecuada. por la adición de 
agua y a un pH óptimo por la adición de ácido. 

El mosto obtenido de Ja fermentación se somete a destilaciones para concentrarlo y 
obtener aguardicnie o alcohol puro de 96 º. 
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2.l LA CAÑA DE AZUCAR Y LOS INGENIOS 
AZUCAREROS EN MEXICO 

En Máia> b i,.eniol obcicDen uan:u de la calla de Ulkar y utilizan los sub­
prodioclas ~ como ....... o mielD ial:rislaliabka pma oblcacr etanol por 
fetmaaá6& 

u cala• .me. es mnooaJCíledrw=• la ....,urfa de las apeaa muy ín:cucntcmcnte son 
......, - lllllat praema ~ con ceeauck» de lioade se originan las hojas 
pi-. llllrpdla 7 ..-ia llU)' CU'lllClel'flti por 111 cnrollamiemo alrededor del tallo 
al-· -lloreuon bcnmfroditas clis¡lueaas en espiguillas. 

u riplu de los tallos se debe a la ¡w1ic:ular afinidad que tienen estas plantas por 
el llli<c, d aul al penetrar ma la -W se solidifica luego en las paredes de las células 
--b-io en IOI ~ - muy dma. u ~ de esta gramínea 
cooúene deftdm cantidades de azúcar en disoludón lo a>al la conviene en una planta 
ideal f*11 que de ella se cnraiga con YCntaja dicho carbohidrato. 

u pr..a. • ........ _....,. de múal" dcwmiaa la í.crmtalación dando como 
reatli.lo dMtM» liquidas de natunlera alcobóliea contando entre los principales el 
~ 7 el roa de calla de arúcar. 

El 8llllln del ,mero ~ pnMaie del samcrito Allbn que signifia. azúcar, 
U-dmifiCl6 _, ~ cfllcM- a ala planta (JO). En el corte transversal de 
_ .... lle paeden distinsuir dol ¡mlel aea:iale$: 

i) Una coneza merior muy resistente 

~ ,.. aoa es¡JCU epiderm reaibia1ade cutlalla oólida tapizada por una cubiena 
de caa U.Uwillle al .,. 7 de aelalim de pm9dll m6i gruesas. la cutícula 
impide la cnpcnáón y P"*9' la pa-eda ,...._ del inlericw. Una capa formada por 
celdm NllÍllllmlCI dao• '1UÍI1 ~11 llllo. 

&a. celdm-perdiendo 111 ~de .cuerdo a su pooición con respecto al centro 
dd ..... (Ji). 

a) u.a-• leja>- en el illletiot 

Y a que i. cddll raillema van perdiendo. gradualmente la rigidez• de sus parcdc< se 
tramformm en dluta que line1I pma el de¡>(!Uto de jugo azuando de C31U! (36). 

En rsa ~ la calla de amcar produ« semill"" fútiles; algunas variedades 
llWICl tloreccn y ouas lo b.acen solo en los trópicos. La reproducción se lleva a cabo de 
.-a-.1 en ronna de C5l.aQI, YI que este es el mttodo agrfcola de propagar la 
Clllll de ..... Otro •IOdo utiliJado es el de reproducción por yemas seleccionadas, 
separando 7 multiplicando los tallos obtenidos pnr reproducción "'xual que pre..,ntan 
peculilridldes apcclalmentc útiles, fijando asi esta earacteristiea en nuevos brotes (36). 
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En la composición de la c:afla de azúcar según el an!JL'1s citado por Ruiz de Vclazro (36) se 
mencionan los componcntcS que aparecen en la Tabla 2. 

TABLA 2. 

¡ •ta.lllUN:* l ~--

r::..~---~--.;~ 
~-----¡---·OMf 
r---r--- l --;.!il ¡ .,.,. ----:----,,I>i--l 

E~~ ---=--_L~~~·-9 
Los porccnllljcs varlan considerablemente con las variedades, paises, tip, ~e sud". 

fertilizantes utilizados, etc. La caña criolla es la »ariedad que Hcmán Cortés trajo a ~1é,io.: 
es la más antigua y la que más se cultiva en el paf"' posee un jugo abundante (36). 

Una de las más importantes industrias en nuestro país lo constituye la industria llZllcarcra. 
Esta industria en 5U5 inicios utilizó un procedimiento empfrico y fundamenta~ consistfa en 
cortar en trows la caña y colocarla en mortemS. El jugo extraído de la gramfnea por presión 
a base de fuerza animal. se hervía en calderas ha.,ta su concentración y esto era todo. 
Acualmentc la tea>ologla en la extracción de azúcares nos ofrece mucha ventaja sobre 
estas primitivas industrias (36). 

Eruten razones para pensar que la caña de azúcir cxisúa con anterioridad de la llegada de 
Cortés; en la obra "Hisloria 1'1anlarwn No1-a Spania" de Don Francisco Ji~na se mencionan. 
Por otra parte Juan de Lery comenta también sobre las cañas de azúcar que se encuen11an 
en las m!r¡enes del Río de Janciro (36). 

Las primeras eiapas de la vid.a de la caña de azúcar en nuestro pais guardan estrecha 
relación con acontecimientos históricos. El primer lugar donde se cultivó, fue en el estado 
de Veraauz en el pueblo de San Andrés Tuxtla, (actualmente conocido como Juan de lo Luz 
Enrfqu~) por mandato de Hcmin Cortés; de allf se llevó para sembrar en Morelos. 
Guerrero y la capital; los terrenos cirrunvecinos de la casa de Hemán Cortb en Coyoacán 
fueron elegidos para el cultivo la calla de azúcar, la variedad de Sacdwrum of!idnmum 
utiliZ8da fue la aiolla. ~es por lo tanto el segundo lugar de la República en donde se 
e!lla)'Ó el QJ)IMJ de CM.a graminca (36). 

Una vez instalado el cultivo. los ingenios comenzaron a proliferar, el ingenio de 
Bucn:Msta fui un centro de producción de grandes cantidades de mieles y alcoholes. En las 
finas azucareras del sur se produdan grandes cantidades de aguardiente. La primera 
muwormación del proccdimeinto industrial de elaboración del alrohol a ba5e de 
fe..-...dón aponúnca se conoció en el estado de More los. bajo la supervisión del qufmico 
frands Ma~e y de Ramón Diez de Sollano. 



Cuemavaca esti amsiderada como el primer centro azucarero del pals. Dentro de las 
fibricas de alcohol era bien conocida la de a.lmila en el Estado de Máico; oua de las 
fincas bien conocidas fue la Hacienda del Puente la cual se distinguió de las de~ 
fincas azucareras por que asi como la Hacienda de San José Vista Hermosa fueron la.< 
únicas que en lugar de manufacturar azúcar manufacturaban alcohol de 96, fermentando 
directamente todo el guarapo que producían (36). 

Con el tipo de extracción que se posela en la epoca de la conquista se obtenía un 60% de 
miel y un 40% de azúcar. La cifra fue poco despufs modificada hacia el 33% de miel y 
66% de azúcar. Uno de los pasos seguidos para la obtención de arucar es la defecación que 
consiste en separar el guarapo de las materias solubles o insolubles que tienen en 
suspensión o en disolución y que, por su naturaleza son perjudiciales tanto para la 
calidad del azúcar como para su cristaliz.ación. Una vez que el guarapo fue defecado pasa 
a la evaporación del agua la que se efectúa por medio de calor, el llquido se mantiene en 
constante ebullición, mientraS más iipido se evapore el agua mis miel se tendrá. Las 
hacienda.< en el periodo colonial fueron fábricas de miel principalmente (36). 

Durante varias centurias en Múico, el principal material elaborado eran las mieles, las 
cuales en aJaimos casos, eran utilizadas para tramformarlas en aguardiente considerado de 
gran imporuncia en la vida económica e industrial. 

El alcobol se obtenía en calderos de cobre con fondo de lámina gruesa también de 
cobre y con forma ligeramente cónica, en la parte superior se encontraba un recipiente 
condensador de vapor por el que cirailaba el egua frfa en conexión con un serpentín 
sumergido también en el mismo liquido. Estos calderos eran denominados alambiques. 
Una vez perfeccionadas las rúquinas de vapor fueron empleadas en los ingenios 
azucareros,..; el mascabado que era utilizado para la exportación se comenzó a manufac­
turar con mpuatos de vapor. T~n se romenzó a inslalar la energía eltctrica, se 
perfecionaron las formas de la defecación y se introdujo el uso de ftltros de arena. 
Dcsafonw.lamente en esta época de la historia de los ingenios azucareros todas las 
finca> pusieron en práctica los hornos de quemar bagazo w:rdc (36). Las fincas azucareras 
que produjeron la cai\a en los estados de la República 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 pa!s y siguen 
produciendo hasta hoy. 

e) Las que han surgido despucs de las revueltaS internas del pals. o que ya existiendo 
con anterioridad han logrado aumentar su productividad 

Los ingenios que continuaron sus actividades durante la revolución en el estado de San Luis 
Potosi fueron; A¡ua Buena y Tamasopo (36). 
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3.1 GLUCOLISIS Y FERME1'i1ACION 
ALCOHOLICA 

Como ya se mencionó, la glucosa es una molécula muy importante dentro de las 
;eacciones metabólicas~ es considerada un alimento univc!rsal, JebiJo a que \J. m:iyor 
parte de los organismos la utilizan corno combustible para el rnctabofo:.mo: en términos 
quimicos la glucosa es considerada un carbohidrato, del gn1po de los mono;acáridos lo; 
ruales están definidos como aldehídos y cetonas polihidro\iladm. Todo~ la.e;. rnono<;Jd.ridns 
simples tieneo la fórmula de (CH~)o. Los mono~~dridos se dasific::m en dos tipos, 
aldehfdicos y cctónicos, por convención llevan la nomenclatura cuya terminación es -o5'J 
(32). 

Cuando en el metabolismo se degrada la glucoSJ.. :-e produce una c.:mtid:.iJ t' '¡i.:r_..1.1 

:\ e....:;te tipo de procesos degrad:iti\"OS en gcner;il s.~ les ~on~"C como c;itaholi.~mo, pl.'r.1 

Jepcndiendo del tipo de organi'.'.mn ~ ~u~ i.'l•r.Jk;nnc~ t!:.' , . .-rc ... imicntn b vfa de la ~lucólt· 
puede '.'>l!guir <los ... '"amino~ diferente~. por ejempln. 

i) Uno de tos caminos que sigue la glucólisis se manifü.·~tJ en los nrpni.\mm que crcl.'.en h;:i.jo 
condiciones aerobias (con presencia de oxígeno), en e~te c.:i!>o la principal ruta catahó\ica que 
sigue la glucosa es conocida como respiración, la que origina como productos tin:.ik~ 

hióxido de carhono y agua. La diferencia entre arnha~ para obtener energía ~e puede 
obsef\o-ar con los rendimientos neto~ para cada ecuación. de esta forma la m.i<lación 
completa en la respiración (8): 

hCO: -ti H:O 

-686.0 kcal'mol 

ii) En microoorganismos que crecen bajo condiciones anaerobias (en ausenci:..i J:: 
oxígeno), la principal ruta catabólica que produce energia mediante los azúcare• "' 
conocida corno fermentación y origin:t como producto~ finale~ entre otros etanol, :.'idJn 
i~ictii.:o (lai:tato) y glicc:rol. La formt.!ntJ.ci6n J.lcóholica e"> un proceso exclu~ivamcnte 
microbiano y la cantidad de energía que ~e ohtienc mediante e~te pruce~u ~menor 4ui: ;.1 
que ~e obtiene en la ri!:-.pirai:ión. El término krmcnt.:icíón, es muy general e involucr~1 \.J 
degradación anaerobia del substrato inicial así como la trJnsferenci<? de lo~ electrone5 a un.:i 
molécula producida a partir del propio >ubstrato. (8) 

Ct, llu Oo - 2Pi + 2ADP --~ 2U{JCH:Oll + :CO: + 2ATP + "ll:O 

~57.tl kcal'rnol 
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3.2 ANTECEDENTES DE LA GLUCOLISIS 

El descubrimiento de La ruta metabólica de la glucólilli fué el logro de diferentes in\'CS· 
tigadores en distinw épocas. Las primeras observaciones ocurrieron de una manera acciden· 
tal; los hermanos Buchner en el allo de 1897 descubrieron que un extracto obtenido de 
IC\'aduras filtradas, libre de «!lula.< era capaz de fermentar el azúcar en alcohol. Este fué el 
primer experimento en donde se realizó una función metabólica fuera de una célula, dcsafor· 
tunadamente este experimento pasó desapercibido hasta varios años después. 

llJs siguientes investigadores que experimentaron sobre la producción de etanol fueron 
Harden y Young a principios de siglo; en los años 1905 al 19IO ellos realizaron un estudio 
sobre la producción de alcohol usando como substrato glurosa con extractos acelulares de 
le\11dura en ausencia de oxígeno; de este experimento se obtuvieron observaciones impor­
rantcs; la primera, fue que el extracto podía separarse por diálisis en dos fracciones, uno 
sensible al calor y otro no, ninguno capaz de fermentar por si mismo al azúcar; la 
segunda observación imponante fue, que la producción de alcohol podía rcstau rarse 
combinando ambas fracciones 

Con el paso del tiempo y gracias a estudios realizados por O.Warburg y W.Christian, 
en 1928 se llegó a conooor que la fracción obtenida en el experimento que no era 
diali2ahle y se descomponía con calor, estaba formada por las enzimas, y la fracción 
que si se podía dializar y que se mantenía estable al ser sometida al calor, estaba 
constituido por difosfato de adenosina (AOP), trifosfato de adenosina (,\TP), y 
nicotinamida adenin dinucleotido (NAOH + ). Por estas observaciones dedujó que 
durante La glucólisi.s es muy importante el suministro de fosfato inorgánico a.<i 
como de nudeólidos de adenina. Estos mismos imel;tigadorcs descubrieron que la 
óxido-reducción y la fosfonlación juegan papeles muy imponantes dentro del meta­
bolismo. 

A panir de estos experimentos se inició una serie de atúfüis sobre las dos fracciones 
teniendo como consecuencia el descubrimiento de las enzimas que actúan en el proceso 
y los intermediarios que se forman durante la reacción. 

Durante ecn:a de 15 ai\os, de 1925 a 1940 Mcyerhof, Embden, Parn.,, y Warburg 
estudiaron interrdaciooa de divcrsol intermcdmias aislando y caracterizando las enzimas 
implicadas en la glucólisis. Uno de los nús imponantes d=ubrimientos fue el de la enzima 
aldolasa por Meyerhof en el atlo de 1936, en honor de estos investigadores la "'" 
glucolftica se conoce como vía Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP). (8) 



3.3 FFJlMENTACION ALCOHOLICA 

La glUCOla es la molkula de combustible nm usada en el metabolismo; llega a ser 
degradada basu pifUYalO y aknbol, por medio de la fermentación, la glucólisis es una de las 
panes ... ~ del cas.llolilmJ. (4) 

t.o. microorganismos pueden utilizar los carbohidratos siguiendo la ruta me1a0úlic-J de 
Embdcn-Me,erlloff-Pamas. 

En la gluc6lilis se cfc<IUan principalmente rC<ICcioncs de tipo óxido-reducción y 
fosforil8á6n, mil una de las enzima que participan. cara.liza una reacción consecutiva que 
\'811 dade ....... etanol (4). 

En ausencia de un aceptor de electrones, las levaduras efec:tuan reacciones redo< de los 
~ lllpaimo que utilizan como subltralol, llCOlllpañados de la liberación de 
cncrgfa. a &le proc:ao se le denomina fermenta&:ión; la oaidación de los átomos de carbono 
sólo es !*áal y eu ....-cc:ueocia 10lo una pequella cantidad de energía se libera. 

En la .-nbi6ois no ICllCIDOI al Olfgcno como aa:ptor último de los electrones, el 
melabolismo de la ,iucou en Cllal ronctiáones produce uo cúmulo de piruvato el cual puede 
ser lralllfonnado en acelaldclúdo y finalmente en etanol. 

La energía que 1e produce en esta fennentadón es de S7 kcal/mol una parte es conservada 
como ent.n falfalo de alta energfa en d ATP con una producción neta de dos enlaces y el 
rato 1e libera como calor. La enzimas utilizadas durante la fenncntación alcohólica se 
~eula llbla 3 

ITuu '= WTRATOS v ENZ111AS l ! INVOLUCRllDAI DUfWfTE LA QWCOUSIS 
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3.4 POSICION TAXONOMICA DE LA LEVADURA. 

A lo W¡o del tiempo el hombre siempre ha intentado el darle una ubicación a las 
rosas, los seres vivos no fueron una acepción, de hecho desde Aristóteles se utilizó 
una clasificación OOsada en dos reinos a partir de los que tenfan sangre y los que no; 
Unneo cWificó a 106 orpnismos en plant» si eran incapaces de moverse y animales si tenían 
esta C8paddad; Cuviere por su parte denominó a los Protoctistas como todos aquellos 
organismos microsropicos y designó a los animales como los que se des:mollan a partir 
de un embrión. 

Esta clasificación de dos reinos continuó durante mucho tiempo dado que no 
emtfa una necesidad de a¡rupar a organismos en otra parte; no fué sino hasta 4'"' [rnst 
Haedcel propuso la aCllción de un nuevo reino, cuando se dió un cambio ;uL. ~<.alicn!e, 
tanto en la forma de pensar como en ta forma de agrupar organismos por parte de muer"' 
científicos. El nuevo reino fue el Protista en el cual se distinguía la presencia de alg.1-• : 
baclena..; éste paso fué de fundamental importancia dado que suscitó el c:uestionamiento 
relllcionado con la legitimidad y veracidad de las tendencias filogénicas en esos 
momentos. 

El estudio por resolver CSla> incógnitas dió cabida al siguiente eslabón en la cadena 
para la unificación de conceptos; este movimiento fue dado en principio por los avances 
tecnológicos; nuevos daaabrimien!Oli y la creación de técnicas bioquímicas y 
microscóptcas facilitaron el estudio de diferencias estructurales a nivel bioquímico y 
microscópico en los organismos. lo cual impulsó muchas de tas actuales obra; wbre la 
dasificición (28). 
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3.5 CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO 

Saccharomyces cerevisiae 

Uis ascomicetos son un grupo polifacético; entre ellos se encuentran hongos muy 
diversos y de imponancia económica como las levaduras; cada uno de estos organismos es 
una célula con capacidad de llevar a cabo sus propios procesos 'witales de crecimiento, 
generación de energía y reproducción; los hongos poseen un núcleo verdadero por lo que son 
considerados eucariontes. Las células al formar hifas pueden o no presentar septos de 
separación y no es raro el encontrar varios núcleos en ellas (28). 

Aunque la evolución de Jos hongos no se ha aclarado toda\'ía, es bien conocido ~oc una J,· 
las más im¡x>rtantes \'enlajas de estos organismos es la de compartircaractcrfstkas propia" 1L• 
hacterias romo suelen ser, la \'elocidad de multiplic:ición y Ja simplicidad J.: c\igc111.:: .. ' 
nutritivas, con propiedades de organismos superiores por ejemplo la pre~cncia de cromosoma~ 
dentro de un núcleo definido y el l&maño relativamente "grande"; aproximadamente 5 micras 
de diámetro lo cual facilita el trabajar con ellos (16). 

Saccharomyces es un género de levadura del grupo de Jos 1\scom)·cetcs. ésto> >e 
diferencían de otros grupos por que tienen una estructura reproductiva que recibe el nomhre 
de asca y se forma cuando se unen organismos sexualmente opuestos. la reproducción 
sexual no es muy caracteristica de estos organismos; más bien se reproducen a:;;exualmente 
por gemacíón y producen las esporas solo bajo condiciones especiales. Levadura e> 
el término que se da a las formas de Ascmnicetos que producen un talo 
predominantemente unicelular. Abundan en ambientes ricos en azúcares como néctares 
de flores, frutas. en la tierra, en vcgelalcs; son organismos unicelulares con pared 
definida y una vacuola que ocupa gran pane de Ja célula. Cada célula mide 5 micras de 
diámetro aproximadamente y cst4 rodeada por una membrana que secreta una pared 
rígida que cumple con la función de protegerla del medio ambiente. 

En inglés Ja palabra levadura yeast proviene de Ja palabra gist del \iejo francés )' .:u¡ o 
significado tiene que ver con la fuerza vital de todas las cosas. en el español levadura proviene 
del latin lnal•n y levan cuyo significado es elevarse, subir, levantar, etc; en alemán se Je 
designa con el nombre de lttbea cuyo significado es blnimdo . De manera similar las 
dcfinicioncs se refieren a Ja peculiar acción del burbujeo que se manifiesta en Jos lfquidos 
fermentables (12). 

Las le\·aduras pueden variar en su morfología, pueden ser esféricas, elipsoidales. 
ovoides, cillndricas, en forma de limón, eloogadas, entre otras. Las levaduras "silvestres" 
requieren de cierta humedad relativa para cumplir con su ciclo de vida. El crecimiento 
de levaduras en un medio diferente al natural, (por ejemplo en un medio de cuhi"o en 
agitación) puede dar como resultado Ja formación de un sedimento compacto o de una 
suspensión espesa o también la formación de una pelfcula en Ja parte superior del medio de 
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En la actualidad se asocia el término fermentación con el organismo Sa<•haromya:s 
<:tfel'ÍsÚlt, las variedades difieren príndpalmcme por su habilid¡¡d y capacidad para 
fermentar azúcares. 

Las levaduras son heterótrofas, crecen muy bien g~ncralmcnte a pH bajo, y con una 
temperatura que oscila entre!~ o ºy 45. e. La oxigenación estimula el crecimiento de todas 
la levaduras. la mavorfa de las levaduras usan iones amonio en forma de nilratos o Je 
aminoácidos. en cu.i'nto a Jas vitaminas que utilizan, ésra~ son del grupo B. la himina es la 
más común seguida por la rivoflavina. 

FIGURA l: IMAGEN MICROSCOPIC..\ DE L-\ 
LEVADURA Saccl1aromyn•.s ct!rerisit1t'. 



3.6 TAXONOMIA DE LA LEVADURA (27) 

Reino F~ 

Case ~ 

Subclase H~ 

Orden Endomycetala 

F11111lia ~~ 

Subfamilia : ~· 
Género Sacduuomyca 

la pnxlucción de etanol por fermentación puede realizarse a partir de •)azúcares b)al­
midones c)material celul65iro. En este caso se uata de una fermentación de azúcares, 
(glucosa) para la selección de la cepa; y glucosa y lewlosa(fructosa) cuando se utilizan mieles 
incristalizables en el ingenio (33). 

La fermentación sigue la eaiación general de: 

Q;HuQ; - 2C2HsOH + 2C02 

Para un buen dcurrollo de la fe.--nraáón es ne=rio: la eliminación del crecimiento 
bacteriano, el uso de una vigorosa cepa de levadura con una alta tolerancia al alcohol y el 
mantenimiento de condiciones anaeróbicas durante la fermentación. 

la mayoría de las cepas de Saccl11Jromyca son muy eficientes para metabolizar los 
azúcares. Sacdiaromyces cere>isüu fermenta todos los azúcares excepto lactosa y 
mchbiosa. Al¡unas especies están adaptadas al crecimiento en altas concentraciones de 
anK:ar, caracteñstica que se va selea:Kmando a través del culúvo cont{nuo o condiciones 
ambientales. 

La levadura uúliza del 70 al 75 'X del total de azúcar con.<11mido para la producción 
del ATI', del IOal 20% del azúcar es asimilado para formar las estructuras celulares 
y del 5 al 10% en el mantenimiento del potencial redox y otras funciones (25). 



3.7 TOLERANCIA AL ETANOL 

La aaMdad fermauativa de todos los microorganismos productores de elanol 
dcdioa ~e en funcion de la - de fcrmen~ y de la acumulación de 
eW>OI en el medio. La inlubicióa por produdo es uno de los baores que decrementa la 
aimeni6a de azúcares a ctmK>I, incrementa el tiempo requerido para la com"Cruón de 
suhotmo y limita la concemración fiml En los ingenios, el ructor de fermenación es una 
de las inftniones de aipital mas alto pan la producción <XJmUcial de etanol, y el 
tamaño de esle reactof, es usualmente el factor determinante de la producción; la 
reducción cid tiempo requerido para completar la coOYeruóo de substrato, puede 
~ subl1aacialme-. la produaMdad (20). 

LM lewadur.o de destiJeria li<lll organismos que el hombre ha seleccioo:ido por su alto 
midimiado de~ La rolerancia al alc:Dbol en primera instancia puede variar del 5% 
al 8% o ..... 11.6% (13). 

La acumulación de cuno! en el medio ambiente microbiano presenta una presión para 
la lewadma; m m Wacióo de *"'11111 en el medio puede oa.ionar estragos 
pareOdos a los que producen los ni\>eles c:stremos de pH o temperatura. los microor­
pnislnol que esdn adlptadol a vivir en medio ambientes enrcmos han modific:ulo muchas 
de-CllZiamym membrmmestructural.la aial no es parecida a la de organismos que ,;ven 
en ambientes 111'5 moderados (20). 

Los cambios en el tipo y cantidad de los ácidos grasos en respuesta al etanol, por 
pane de microorganismos fermentadores obligados. y la iolubición de crecimiento, 
parec:cn ser el resultado de procesos espccífiros en la membrana (20). 

La toleraocia al ewiol en~ c:ernúúu es controlada por un gran número de 
genos. (l. 21, 23, 24 ). Por ata ra6n es muy ditrcil el obtener levaduras mutantes resistentes 
al etanol. Loo genes que limitan el crecimiento son diferentes dependiendo de la 
concenind6n de ewiol lo cual indic:a que la cino!tica de inluDición de crecimiento por 
etanol es el resultado de la inhibición de diferentes funciones celulares 31 incrementarse la 
coDCentnción de etanol; 142 % es la mbima concentración de etanol que permite 
crecimiento y fermentación (24 ). 

La tolerancia de diferentes tipos de levadura depende también considerablemente 
del C5ladn fisiológial en que se encuentre (19). 

Los cambios CYO!utivas que prcocntan los microorganismos permiten seleccionar 
ciertao ~ ya que sólo los microorpnismos resistentes ,;on los que 
puedm sollrcwMr y rcprodudrse en ambieates cstremos; el etanol induce cambios 
variables dqlcndiendo del microorgani5mo (20). 

Se llM .,._¡.iodos tipo1 de hipótesis "'5icas para explicar el mecanismo de inhibición 
por akobol en la rer-maclón. 
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1.- El primero iiwolucra a la membrana celular 

2.- El segundo involucra la inhibición de cori!tlJIS glucollticas por el producto final (20). 

La hipótesis de la inhibición del producto final y de enzimas "etanogénícas""" 
parece ser de importancia en la levadura Saccliaromyces e~ úíoe. Algunos 
estudios han dcmoouado que C>tlS enzimas son relativamente resistentes al etanol 
y son inht'bidas sólo por concentraciones mucllo mas altas que las reponadas 
p&na la fcrmentaáón (29). 

Sacd&aromyc.s cemisiae, es muy adaptable a altas concentraciones de etanol • 
inclusive a algunas que exceden el nivel requerido para la inhibición del crecimiento 
de OUOI orpnismos tolerante$ (aerai del 8 %). En levaduras resistentes al etanol 
es comtín ver una alteración en la cantidad y el tipo de acidos grasos que conti<nc su 
membrana. Los cambios en la composición de lfpidos en S.ammae m ~ifican b 
tolerancia al etanol; de tal manera que al awnentar la concentración de etanol se incremeni;, 
la proporción de kido oltiro en la membrana celular, de un 2ó % hasta sobrepasar •. 
50 % del total de :leidos grasos que se encuentran en una célula; este incremento es 
acompa!lado por la correspondiente reducción de ácido pálmieo. Este fenómeno en la 
membrana celular se oh!erva en en otros organismos que se enfrentan a condiciones 
similares por lo cual se presupone que el ácido ol~ico cumple un rol adaptativo {20). 

Una romparadón entre los cambios de membrana asociados con la tolerancia de etanol 
sobre varios organismos muestra una tendencia común en la evolución de la tolerancia al 
etanoL Dicha tendencia i!Mllucn un incremento en la cantidad de ácidos grasos in­
saturados aoompaltado por Ja disminución de ácidos grasos saturados formadores de la 
membrana (20). 

Es muy posible que el mecanismo por el cual la levadura sobre>"ive a la concentración de etanol 
sea una rooseruenciade los cambios estructurales en la composición de la membrana, ya que 
en la membrana normal el alcohol intcracnia con ésta, decrementando sus niveles de 
organización y ~ como resuliado la formación de grietas. La acción del alcohol en la 
membrana puede ser clasificada en tres categoñas según L.O. lngram. (20) 

l.· Interacción di.recta con la membrana 

2.- Efe<:tOS diael~ctriros 

3.- Efectos rotigativos 
El alcohol es una molécub anfotérica y se encuentra constituida por una región hidrofílka 
y otra bidrofóbíea la cual es atraída por zonas específicas de la membrana; por ello la 
presencia de etanol en la membrana tiende a aumentar la polaridad en el medio ambiente 
incrementando asf su habilidad para solubilizar otra.\ moléculas polares y decrementando la 
función de la membrana como barrera (20). 

Una alta concentración de etanol causa un cambio dramático en la< propiedades del 
medio de credmienlO y del citoplasma, puede romper el equilibrio de ionización presente 
en toda l3 cilula y destruirla (20). 
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3.8 CARACTERISTICAS DE I.AS MELAZAS 

La agroindustria azucarera tie11e una cantidad considerable de desechos orgánicos los 
cuales pueden ser utilizados para La producción de substancias útiles con '-alar 
agrepdo; la mdm ha sido un submaro uu1izado para la producción de le,'3dura<, 
alcohol y oll'll5 prnGadol microbimos. 

La ""''I"º ·'In de las me1- es muy variable y ~ es razonable si pensamos 
que es el residuo de una gran cantidad de callas las cuales provienen de zonas con 
diferentes tipos de suelos y por lo tanto, una diversidad de micronutrienctes. 

Aunque el porcentaje warfa se tienen en general los componentes que se muestTan en la 
tabla 4 (37) 

Se estima que solo el 50% del fosfato es asimilado por la levadura 

TABLA 4: COMPOSICION DE LAS MELAZAS 

·-------- -
l COMPONENTES 

MELAZA(%) 
EN PESO SECO 1 

SOi.DOS TOTALES 78 .85 --i AZUCAR TOTAL 50 .58 
CENlATOTAL 3.5 • 7.5 

---] NfTROGENO 0.08 ·O.OS 

CARSONO 28 .33 --- ····1 
AlllOJ 0.01 ·0.04 ----------
Fe:z03 0.001 ·0.04 ... ------
pa()5 0.009 ·0.07 ¡ 

SI01 1 ----- 0.05_:0.3 
1 

e.o 0.15 ·0.8 
lllOU 0.25. 0.8 .,..., nA -2:> 
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La siguiente 13bla es comp:!T3tÍV:l par:i tres tipos de melaza prm·enientes de tres diferentes 
regiones (37): 

TM!IA S: COMPOSIClON DE MElAZAS 

POR AEGIOIES 

AZUCAR TOT Al 75 66 

0'8.()59 ! 0(18..(1.13 ! O~ . .LS ¡ 
>--------~------- ----~-----1 

P,O, 02-0.3 O 06-0.oa 
1 

0.13-0.17 
1 

~-----~---------·~-----

Los azúcares tampoco son los mismos ni en con<entración ni en el tipo por ejemplo (3i): 

T ASlA 6: POR CENT .oJé DE AZUCARES 

Y OTROS COMPONENTES 

En la fennentadón de las melazas de caña para la producción de alcohol intervienen 
varios factores para obtener un máximo rendimiento del azúcar presente en la solución 
fermentable. Algunos de estos fae1ores son la temperatura de fermentación y suplemen­
tos alimenticios adecuados para un óptimo desarrollo del microorganismo. Uno de lo; 
más imponantes fae1ores en la solución fermentable de las melazas de caña es el pH: 
gcocl"llmente se utiliza ácido sulfúrico para ajustarlo a 4 ó 4.5 ya que general· 
mente las melazal son Msicas o neutras (33 ). 

La prepcación de las melazas para la fennentaeión tambi~n requiere del ajuste en 
la concentración de azúcar, hasta aproximadamente el 12 <;¡-de glucosa. (33). 
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3.9 CARACTERISTICAS DEL ETAi"'IOL 

Los alcoholes son compuestos de formula general ROi!, todo> e>tos contienen el grupo 
hidroxilo (-OH), el cual tiene alta polaridad, dado el caracter fuertemente ekctronegativu 
del hidrógeno unido al º'igeno. de esta manera la formula desarrollada p>ra el etanol es 

El etanol es uno de lo~ C'('lmpuestos qufmiros más utilizados ya que s.e empica en la 
producción de desinfectantes, cosmético~ perfumes, como solvente. como reacti\·o químico. 
para producir acetaldehido, ctileno, eter etílico. ,;nagre i:n form.J Ji\uiJa ccimo 
bebida, es el mis antiguo producto conocido de fermentación. 

Bajo condiciones ordinarias el etanol es un compuesto volátil, tlamable. claro y líquidn 
e~ miscible en ab'Ua. otros alcoholes. éti:r. doroformo. benceno. :1demi_, de !'er un hue:·. 
solvente para muchos compuestos.. 

La< prindpalcs propiedades füicoquímicas son las siguientes: punto Je ebullición del etanol 
puro a 1013 robar es de 78.3c C., punto de iusión -115 "C., ~olutiilidud i~finita. \ 17 . .: l) 
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4.0 DISEÑO EXPERIMENTAL 

Para llevar a cabo los objetivos propuestos én este trabajo se realizaron las sib'llientcs 
acciones: 

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

b) Se estudiaron las cur.-as de crecimiento y la producción de et:inol a panir de gluro<:1 en la.; 
cuatro ºcepas; las detenninacione5 se reliz.aron por triplicado y los parámetros considerados. 
fueron: - Produccion de biomasa - Grado alrohóliro y • Azúc:ires reductores en función 
del tiempo. 

e) Concluido el trabajo eA"P"rimental se procedió a 1abular y analizar el material ron lo 
información obtenida para la elaboración de los resultados. 
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4.1 MATERIALES Y METODOS 

4.2 CRECIMIENTO DE LEVADURAS 

4.2.1 REHIDRATACION Y CONSERVACION DE LAS CEPAS. 

MATERIAL 

T\Jbel,cle 115X1SO 

Tlboa di 22 X 175 

Vaoosde~s 
1oom 

REACTIVOS 

,.__....,. 

"'°" s.bou"oud 

Caldo 5aOXU&Jd 

Fenal al M• 

MJ di mtllno 

EQUIPO ! 
1 

j~dell.lp 1 .......,.,, 
' 

! H«no 
i 
] 1nabaden a 2eºc 

l Pottnaóme':'O 

i Aulocldw 
1 

1M~ 

¡ 

1----------~-------t¡ ______________ ¡ 
1 

. . ' 
~------ -----·--- ------ _________ , 
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Las cepas C-1 y C-5 de la Facultad de Química y la ATCC 9763 se obtu•'Íeron 
liofilizadas, se rehídrataron en caldo Sabouraud siguiendo la técnica del Ce pario Je la 
Faculmd de Química (11). 

La cepa del ingenio azucarero se obtu•'O del residuo de bioma.<a del fermentador y'º purificó 
como se indica en el inciso 4.2.2 

Método: 

Se toma la ampolleta del microorganismo liofilizado > se pr0<ede a marcar la 
zona de corte en el \idrio, por arrib• de la etiqueta con una sierra metálica; este paso es para 
ayudar a la ruptura de la ampolleta. la eual se coloca en un vaso de precipitados con 
fenol al 5% junto con unas pinzas para poder sacarla, y se deja durante media hora. 
con el fin de eliminar microorganismos de la •uperficie. Pasado este tiempo, ~entro de 
la campana microbiólogica, >e toma la ampolleta con las pinzas estériles y se coloca en la par!<' 
central de la compresa esttril. >e cubre la ampolleta con la gasa y se ejerce presión par" 
romperla en la zona marcad3. 

Mediante una pipeta Pasteur estéril se toma caldo Sabouraud y se agrega a la ampolleta, 
una vez que el liofilizado está suspendido se transfiere a otro tubo de caldo, esta opera<ión 'e 
repite hasta que en la ampolleta no quedan residuos. El caldo inoculado 'º incuba durante 
24 ;;i 48 h a 2S "'C y posteriormente se resícmbra en agar S2bouraud. 

Las cepas rehidratadas se scmbraron por triplicado en agar Sabouraud )' se in­
cubaron 48 h; se hizo una prueba microscópica de pureui y se alm2ctna.ron en refrig~rad{!n, 
resembrando cada 6 a S semanas. 

a REACTIVACION 

Antes de emplear las cepas en los experimentos fueron reactivadas a p:irtir de los cultivos 
refrigerados, mediante tres resiembras consecuth'as, cada 24 h en caldo Sabouraud e incuban­
do a 28 ºC. 
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4.2.2 AISLAMIENTO DE LA CEPA DEL INGENIO AZUCARERO 

la cepa enviada por el ingenio azucarero estaba contaminada por bacterias y otras 
levaduras lo cual, además de impedir el estudio y la caracterización. evidentemente 
reduce la eficiencia del proceso. El aislamiento se realizó por agotamiento en pla= de 
Sabouraud con pH de 3 y a 28 •C. 

Una vez aislada la cepa del ingerúo azucarero se procedió a su propagación. 
simultáneamente con C-1, C-5, y 9763 ATCC en tubos con agar Sabouraud. 

MATERIAL REACTIVOS 

Pipetas automáticas ¡ Acido dorhídrico l Balanza granataria 
1 
1 

_,_Sol __ · sa_lin_a_is-ot_6_n_ica ___ .._iE_s_pe_ctr_o_f_ot6metro _J 
¡Matraces fondo plano : Papel aluminio iAgttador magnético ¡ 
Matraces Ertenmeyer 

f-----------4!---.M~ea~~---de~----+t--~· 
Pipetas Pasteur estériles · Crecimiento 

1 
Incubadora 1 

l
~:-:-~-d_o_r_es ______ __, ______ _______¡~~odav_e ____ ---1 

1 1 
~Vi-1ru_es ________ _... ________ ~ 

!Gasa 
• Composición y preparación en el Anexo 1 
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4.2.3 CURVA DE CRECIMIENTO 

METO DO 

Se realizó la curva de crecimiento de las cepas con el fin de estandarizar el inóculo para 
la prueba de fermentación alcohóli<:a. La estandarización del inóculo se Ueva a cabo en base 
a diluciones de cultivos que han llegado a su máximo crecimiento; cada una de las cepas 
alcanza esta condicion fisiológica en tiempos diferentes, lo cual se detecta mediante den.;idad 
óptica 

Paro lograr que las cepas se enconuaran en la fase exponencial, que es también 
conocida como fase de crecimiento rápido, se activó cada cepa sembrándola en 
mauaces de 250 mi con 100 mi de medio de crecimiento, incubando a 28"C con uru: -,;itación 
de 150 r.p.m. 

Para hacer la curva de crecimiento se resembró de las cepas activadas de 24 h, a matrae<> 
de 500 ml con 250 mi de medio y se tomaron mucsuas durante cada hora en condiciones 
asépticas, para medir el crecimiento por cambio en la densidad óptica {absorbancia) con 
relación al tiempo. Se utilizó un especuofotómetro Perkin -Elmer Hitachi 2000. haciendo la' 
lecturas con una longitud de onda de 650 nm . 

La.s muestras fueron diluidas tanto como fue necesario para caer en un rango de lectura entre 
0.05 y 0.4 en donde la ley de Lambert y Seer es aplicable; las curvas definitivas se hicieron 
con el inóculo estandarizado a una O.O. inicial de 0.1 a 650 nm (6,43). 

Los resultados se muesuan en las tablas 7, 8, 9, IO y en las gráficas I, 2, 3, 4, ) 5. 
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4.3 DETERMINACION DEL CONSUMO DE GLl'COSA 

4.3.1 TECNICA DEL DNS 

El consumo de g.lucos.a fue detcnninado por d mttodo "kl il..:1é,l ,:;5.Jinítr. . .tSJlif..'íli1.·" 
(D!\S) reportado por primer..t vez por James B. Sume¡ en 1912 t14. 3~) ~ r.:1)1J.Ti1.·;:iJu por 
~liller en 1958 (30) y otros investigadores (28, ID. 39. 30). 

Este es un método colorim~trico con alta S«!nsihilidad ven donJe d 1."'0!nr es e!ltJ!'k. e~1~ 
mérodo"" utiliza para delectar C.llltidadcs muy pequeña.; de gluco.>J. ;iJemis de que "''ha~ 
que poner especial cuidado en el rontrol de las condiciones ambienrale< (5. Q, ~O). 

EQUIPO 

Pipetas automáticas Tartralo dOble Parrifta térmica 

Vasos de p<ecipi\ados Cronómetro 

, de Sodio y Potasio 
Aeid03~s:-- - -

óinitrosalio1ico 
f----de"-'-'250~_ml ____ -+-------·--·--'---·---··--- - ----, 

Vasos de precip.'tadas Hidráxido de sod•o Agitador magnético ' 
c!e500ml 

,Matraz afofado de 1DO.J mi 
1 

'.Matraz aforado de 1 O mi 

Agua destilada Guantes ce asbesto 

Papel aluminio 

- --- -· ·---, -·-· ----·---- ----~ 
; Frasco ámbar de 2COO mJ ¡ 

TubOS de ensayo --·-- --'----·--- --·--¡ 

_;; .. ~ __ · ~~ =-- -~~-. -:~~~-~ ] 
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\IETODO: 

-PREPARACION DEL REACTIVO 

Para la preparación del reacti>·o es necesario forrar el matraz :úurodo de 1000 mi con 
papel aluminio para e\itar que la luz altere la mezda. Se disuelven primero 16 g de 
ws.a en el matraz el cual contiene unos Sl\1 mi. de agua desulada: se agregan 300 g 
de tartrato doble de sodio y potasio, poco a [Xk."O rolo....":lndo la mezda en <if:iWdón ha5ta 
que !-e disuch-a. una vez que la mc:zda se encuentra homogénea. se pro..:edc a 
agregarle 10 g de D!'IS usando un agitador magnético para facilitar la disolución. Una vez 
terminada se procede al aforo de la solución con ;:!gua destilada y !'e alm:icen:i en un fra~c1J 
arnbar cubieno ron aluminio (7, 1 S. 39). 

DETERt.!L'IACIO!'I 

Ltilizando una pipeta automjtic.:i de 1.0 mi se toman U.5 ml Je D~S y 0.5 ml <le: 
la mul!Stra a determinar; se colocan en tubos de ensayo de 12 x l~O se agitan y se meten en 
agua en ebullición durante S min (midiendo el tiempo ron cronómetro) se sacan y se colocan 
en agua fría durante 5 min para detener la reacción. A cada uno de los tubos con la muestra 
se le agregan. 5 mi de agua ron pipeta autom:itiC":J. ~e agitan y se Icen a 540nm; es importante 
el que se realice también un blanco con O.S mJ de agua en ;·ez de mue>tra y ;iguiendo el mismo 
tratamiento (7, 38). 

Los resultados se e.tpresan en D.O. y deben ser com·ertidn:- a gramos de glu1."0.s.J. 
por litro para lo cual se aplic:a la siguiente fónnula: 

D.O. 

m 

F.d. 

g.G/l. 

( D.0/m) X F.d. = gGn 

Densidad Optica 

Pendiente de lo curva patrón del DNS 

Factor de dilución 

Gr.unos de Glucosa por Litro. 

las resultados se muestran en las tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, y pueden apreciarse en las 
gráficu. 

Página 40 



4.3.2 CURVA PATRON ESTANDAR DE DNS: 

Se hace un3 curva estándar ron concentraciones de glucosa de 0.2 a :!.O mg.'ml. determinan­
do Ja D. O. (Absorbaocia) en un espcctrofotómetro Perkin - Elmer Hitachi ~()()Q haciendo 
las lecturas a con una longirud de onda de 540 nm. 

Para Ja curva patrón; se prepara una solución stock con 2.0 m¡;lml de glucosa disolviendo 
0.02 gen un matraz aforado de 10 mi; su concentración correspoode a .2.0 g de gluCQ5all. 
que es la más alta de las concentraciones que se manejao para Ja curra patrón. De ésta solución 
se procede a realizar las diluciones para tener las siguientes concentraciones: 0.2, 0.4, O.~. 
0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2.0 miligramos de glucosa por mililitro, en Ja forma siguiente: 

Tubol 

Tubo2 

Tubo3 

Tubo4 

Tubo5 

Tubo6 

Tubo7 

Tubos 

0.05 mi de Ja solución stock + 0.45 mi de agua 

(para obtener una concentración de glucosa de 0.2 mg/ml) 

0.1 mi de la solución stock ... 0.4 mi de agua 

(para obtener una concentración de 0.4 m¡;lml) 

0.15 mi de la solución stock + 0.35 mi de agua 

(para obtener una concentración de 0.6 mg/ml) 

0.2 mi de la solución stock + 0.30 mi de agua 

(para obtener una concentración de 0.8 mg/ml) 

0.25 mi de Ja solución stock T 0.25 mi de agua 

(para obtener una concentración de 1.0 mg/ml) 

0.3 mi de la solución stock + 0.2 mi de agua 

(para obtener una concentracion de 1.2 mg/ml) 

0.35 mi de Ja solución stock + 0.15 mi de agua 

(para obtener una concentración de 1.4 m¡;lml) 

0.4 mi de Ja solución stock + 0.1 mi de agua 

(para obtener una concentración d< J.ó mg/ml) 
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Tubo9 

Tubo 10 

0.45 mi de la solución stock + 0.05 mi de agua 

(par;¡ obtener una concentración de 1.8 mg/ml) 

0.5 mi de la sol ucióo stock 

(para obtener una coocentracióon de 2.0 mg/ml) 

Tubo blanco 0.5 mi de agua destilada 

De esta forma cada uno de los tubos contiene en total 0.5 mi y se Je agregan 0.5 
mi del DNS, se agitan y colocan en un recipieme con agua en ebullición durante 5 min 
(midiendo el tiempo con cronómetro) después de Jos cuales se sacan y colocan en agua 
fria por 5 min; una vez transcurrido el tiempo se les agregan 5 mi de agua destilada, 
con pipeta automática y se Ice su absorbancia a 540 nm en el espectrofotómetro. fa 
aconsejable el trabajar con tres muestras para corroborar los valores. Los resultados !-C 

muestran en la tabla 15 y en la gráfica 13 

-· 

TABLA 15. 

CURVA PATRON 

D.N.S. 1 
CONC: GWCOSA DENSIDAD 

m¡jrri OPTICA 

02 o.on 
0.4 i 0.210 

U.D o.asa 

-- -; 
1 

1 

i ! 
o.a 

1 
·---im;---1 

1 
0.491 

" 0.046 
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GRAFICA 13. 

CURVA PATRON DE GLUCOSA 
TECNICA D.N.S. -- -- --------;;¡ 

:-/ 
,· , 

" 
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4.4 PRODUCCION DE ETANOL 

4.4.1 FERMENTACION ALCOHOUCA 

MATERIAL REACTIVOS EQUIPO 

>-------- ------------------------·-· -----¡' 
Matraces Edemleyer 

de 1000 mi Medio do lermenlaclón Autoclave 

-··------------------
Matraces fondo plano 

de 0000 mi 

1- Pipetas de 1y5 mi 

Agua dostDada 

• Composiclón y preparación en el Ñl«XO 1 

Método: 

Incubadora a 28 C i 

Home --1 

Las cuatro cepas se probaron para determinar su eficiencia en la fermeniación alcohólica. 
Se utilizó el medio de cultivo ya mencionado en matraces de 6 litros con1cnicndo 4 litros de 
medio de fcrmentació11- Se inocularon a partir de un pie de cuba producido en las condiciones 
óptimas de la curva de crecimiento, en matraces de un li1ro con 500 mi de medio. Una vez 
inoculado el fermentador se ajusta la densidad óptica inicial a 0.1 de absorbancia en una 
longitud de onda de 650 nm. 

las muesuas se incubaron a 28 •e sin agi1ación. Se lomaron muestras cada 3 o 4 horas para 
dc1crminar etanol por des1ilación y glucosa por el método de DNS. Los resultados se pueden 
apreciar en las tablas 11, 12. 13, 14, 15 y en las gr:lficas 7, 8, 9, 10, 11, 12. 
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4.4.2 DETERMINACION DE ETANOL 

MATERIAL REACTIVO EQUIPO 
1 
1 

Vaso de precipitado 100 m Sosa 
Termómetro de ! .10 a 200 •e 

--
Vaso de precipitado 250 m Acldo clorhídrico Equipo de destilación _______ _, 
' 
Matraz aforado de 200 mi PapelpH Balanza granataria. ! 

-·------

Matraz aforado de 100 mi Agua destilada Alcoholímelro 

--l 
1 

Probeta de 250 mi Fenoftelelne Centrffuga 
l 

1 
Piedras de Ebullición 

!llótodo: 

Se tomaron muestras de la fennentación cada tres o tiJatro horas; a cada una de éstas 
muestras se les sometió a centrifugación para elimimu las células, una vez conclufdo este 
proceso se midieron 100 mi de sobrenadante en un matraz aforado de 100 mi; el contenido 
fue vertido en un matraz redondo de dcslilación de 500 mi de capacidad, los residuos de la 
fermentación que quedaron en las paredes fueron enjuagados con una pequeña porción de 
agua destilada. (aproximadamente to mi) el aparato de destilación consta del matraz de bola 
de 500 mi, termostato, T de destilación. termómetro, refrigerante y recipiente; se desiiló el 
alcohol recuperando la fracción que destila entre los 72 'C y 76 'C. El destilado obtenido fue 
aforado a 100 mi con agua destilada para obtener los grados Gay Lussac mediante un 
alcoholímetro (34, 2). 
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5.2 EXPERIMENTO CON MELAZAS 

Una vez que se determinó la producción de etanol de cada una de las cepas se seleccionaron 
las dos más productivas para cuantificar su rendimiento sobre las melazas, y éstas fueron las 
cepas ATCC-9763 y la cepa del Ingenio Azuoarero 

MATERIAL REACTIVOS EQUIPO 

;Matraces Er1enmeyer 100 mi ¡ Medio de fermentación \Ag~ador magnético 

1 

¡ __ I ___ _ 

Matraces fondo plano ¡ Agua deslilada ¡Autoclave 

¡Pipetas ! ¡ 1no.Jbadora a 28 • e 

' de100ml -10de200ºC 

: 
---1 

1 

<vasos oe pree¡~ ¡' 1 Balanza granataria. i de250ml ' 

~,::...~R-m-~-::~:-200~m~__,..1~- !°""""'-ª~~~~ 

METODO: 

El inóculo se preparó e11 maltllOCS Erlenmcyer de 250 ml con 100 mJ de medio, incubado a 
28 • C. realiundo resiembras a mayor cantidad de medio en matraces de 1000 ml contenien­
do 500 ml de medio de fcnnenlaáón. Para la fermentación final se utilizaron matraces de 
fondo plano de 6 litros con 4 litros de medio y se ajustó el inóculo a 0.1 de abM>rbanda en 
un.a longitud de onda de 650 nm. 

Se tomaron muestras durante cada 3 horas y se les detemúnó su grado •lcohólico como S< 

indica en el punto 4.4.2 



El result3.do de este experimento fue que la fennentadon t:ll melaza:. fül aJ1.-anLO un ,.;.i!llr ta:i 
aJto corno la glucosa para rnda una de las resp.:clhas cepa~. El valur alcanzado e.s lle ó bra~1 1 :­
Gay l..ussac para la <epa del Ingenio Azucarero y de 3 grados Gay lus<:ic parJ la «pJ 
ATCC·9763 lo cual sugiere que en ~sta~ mela1~' !o<;! <letie de encontrar algun:i ..,uh.-.:?~nd;! qu: 
no facilita la formacion de etanol. al inhibir J;.i fo¡madon <le pro<l ucto ó. tal \a. :..l 
utilizacion del azúcar 

Durante la preparación del medio se notó que hahfa una gran cantidad de re;iduo inrnluok 
y C.\traño en las melaus; además no fué posif\le obtener datos sobre el tiempo y \'.'.lllhJidor:e;. 
de almacenamiento. ni otra muestra de mc!azaj pur lo que no pudo repetin.e e:"te i:\­

perimento. Se 5-abe que el tiempo y condiciones de al:uacenamiemo de las melaz.:i..-. son 
factores determinantes en los bajos rendimientos de la fermenwcion akohl~lica. por lo qu~ se 
propone otro estudio más amplio en el lllal se comrolen dichas variables de las ml·~~.,~,~ y~.: 
prueben las cepas seleccionadas y conservadas mediante el 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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S.O ANALISIS GRAFICO DE LOS DATOS 
EXPERIMENTALES. 

5.1 ·RESULTADOS 

Pan conocer la relación que aiste enlle el cxmsumo de glucosa. la producdón de biamasa 
y etanol con respecto al tiempo se monitorearon las fermentaciones de las cuatro cepas asf 
como su producdón de biomasa, las muestras se tomaron cada hora para las cur...-as de 
crecimiento y cada cuatro horas para la fermentación alcohólica. 

Se realizaron determinaciones por duplicado de cada una de las mucmas obtenidas, los 
parámetros considerados fueron: 

a) azúcares reductores lotales 

b) grado alrohóliro 

e) biomasa 

Los resultados se presentan en dos formas distintas; la primera es una repre­
sentación gráfica de la variación de las concentraciones de cada una de las diferentes 
especies ron respecto al tiempo de fermentación. La segunda es una tabla de 
\'alares numtricos que nos indica con detalle el valor numérico para cada uno de los puntos 
de las gráficas. 

Oc esta manera se probaron 4 diferentes cepas de S. e<misüu, provenientes dos de 
ellas del Cepario de la Facultad de Qulmic:i, otra de ellas del Ceparío del lmti!uto 
de Investigaciones Biomédicas y una más pro,·eniente del Ingenio Azucarero. 
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PRODUCOON DE BIOMASA.: 

MAXJMA DENSIDAD OPTICA ALCM'ZADA 

CEPA o.o. TIEMPO 

INGENIO 0.185 2óh 

C-1 F. Q. 0.170 49 h 

ATCC-9763 0.1.W 31 h 

C-5 F. Q. 0.112 23 h 

Esta tabla nos muestra que en condiciones aerobia< con una agitación de 150 
r.p.m. a 28" C y en un litro de medio de fermentación la cepa del ingenio azucarero 
tiene mayor c:ipacidad de reproducción: (\cr gráfic-J 5). 

CONSUMO DE GLUCOSA DURANTE !A PRODUCCION DE BIOMASA: 

GLUCOSA RESIDUAL 

CEPA Glucosa gl 1 TIBIPO 

INGENIO 7.92 5!h 

C- 1 F.Q. 5.14 ~h 

ATCC-9763 25.96 54 h 

C-5 F.Q. 47.32 54 h 

• Conccntracion inicial de glucosa; 120 !1'1 

El consumo de glucosa fue obtenido por la técnica del DNS, en esta tabla podemos ver que 
la cepa que consume más azucares la C-1 F.Q. USAM. seguida por la del ingenio, estas dos 
cepas son las que más producción de biomasa tienen bajo estas condiciones; (glucosa inicial 
120 !\'l. 28 º C y 150 r.p.m.) estos resul1.1dos se aprecian mejor en la gráfica 6. 
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PRODUCCION DE ETA.\;01. 

MAXIMO GRADO ALCOHOLICO ALCANZADO 

CEPA Grados Gay Lussac TIE~IPO 

INGE:-110 11 $.! h 

C·IF.Q. s 78h 

ATCC-9763 %h 

C-SF.Q. 48 h 

Los datos obtenidos muestran que Ja producción de etanol se detiene en difor('ni< · 
rangos para cada una de Ja.,, cepas.: esto aparentemellle tiene relación no ~olo l'On l..i....i; con· 
diciones del medio sino además ron Ja adaptación que muestra cada una de las cepas hacia el 
etanol. 

La cepa que manifiesta una mejor producción de et:1J1ol b;ijo condicione; de lahmotorio ~n 
un volumen de 4 l. es la del ingenio azucarero reponando 11 grados Gay Lussac. seguida por 
la del Ccpario de la Facultad de Química C· l F.Q. UNA.\f. L1 gráfica 11 muema también 
estos resultados. 

CONSUMO DE GLUCOSA DURANTE lA PRODUCC!ON DE ETMOL: 

GLUCOSA RESIDUAL REGISTRADA 

CEPA Glucoso g,l. TIEMPO 

lNGE:-110 0.535 96h 

C·lF.Q. 25.0 9b h 

ATCC-9763 .:!Q.JJ %h 

C-SF.Q. 74,946 %h 

'Concentrncion inicial de g.luco-.;.i: !~O ~·1 
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En estas tabla• se puede observar que para las dos primeras cepa" Ja glucosa se consume 
casi rompktamente. ( El final de Ja fenneatacion puede >er detectado por el valor de los 
azúcares reductores totales de la muestra cuando estos se acercan a cero); cuando Jos valores 
permanecen const:mtes. y el valor es toda\ia muy alto, esto nos indica algun problem!l. en 
la dos cepas finales lo cu:il se puede corntatar al existir una cantidad exccsi\'a de glucosa 
rc~iJual; lo cual nos esta indicando problemas. en la fermentación. 

La cepa que mejor transforma el azúcar en etanol es Ja del ingenio azucarero y;.i que nos da 
un más alto rendimiento en la producción de etanol y es tamhién la que deja menm. azúc:irc:"s 
residuale~ en el medio. 
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TABLA 7. 

CONSUMO DE GLUCOSA 
EN LA PRODUCCION DE BIOMASA 
CEPA DEL INGENIO AZUCARERO 
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TABLAS. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

EN LA PRODUCCION DE BIOMASA 

CEPA ATCC-9763 
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TABLA9. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

EN LA PROOUCCION DE BIOMASA 

CEPA C-1 FO UNAM 
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TABLA 10. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

EN LA PRODUCCION DE BIOMASA 

CEPA C·5 FQ UNAM 
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TABLA11. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL 

CEPA DEL INGENIO AZUCARERO 

----------·- -·1 

.--:·-----i:nn;-_ ------:-- ---·-arocosx 
1 ' ' 

DENSIDAD OPTICA gil 
. 3 

··-9·· ------- ... --2:110 ___ _ 

- - 12045o 

'"119379--

110 278 ; 12· -- 2@­

L2r+----,.,_~530~---------------87251f 

.-27-· -----------1450-· -----· --n623' -

-30·-- -- ---1:290··-- 69058 

:··33· Tó6o . 51;·745 

/37 o.93< --------5Qllií0-- -

~--- ---0:548___ --------·--- ---29-336-- . 

. ---ETÁ°NOC­

G.L. 
--- - -----·-o 5· -

·--.---;o 

20 

3.5 

...• ó 

. 5Ó 

-55--

60 

a·o 
f-s1·~-------o-:-45,------------·i.ru3·- --,._ªº 
~-54----- ---· 0.336--------- -,7957 ----------------95---

'·w-------·---·-am· 
·12-·--- ---·oToo 
-·nr·--~- ------ ·-in:i63 _______ _ 

--,o.814 

·5575 

--- -3373 

2 837 

~-84--·:- --0-040 --------·---- --2.-,-4,--

:-00- ·----- -·---0010· · 0·"35·· 

t ESTA EN HORAS 

.....;... ____ 9_0 ____ _ 

-··,¡ro· 
--100-· 

10 o 
--,ii 5··-····· 

IU) 

Página 57 



TABLA 12. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL 

CEPA ATCC·9763 
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TABLA 13. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL 

CEPA C-1 FO UNAM 
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TABLA 14. 

CONSUMO DE GLUCOSA 

DURANTE LA PRODUCCION DE ETANOL 

CEPA C-5 FQ UNAM 
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TIEMPO VS PRODUCCION DE BIOMASA 
Y CONSUMO DE GLUCOSA 
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6.0 CONCLUSIONES 

6.1 CONCLUSIONES 
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6.1 CONCLUSIONES 

La cepa C-1 F.o: UNAM tiene la mayor producción de biomasa en la> primera• sei> 
horas, pero la cepa del Ingenio A.zllearero tiene la mayor producción a partir de las 15 
horas alcanzando el final de la rase de crecimiento exponencial alrededor de las 20 
horas, con una producción de bioma.<a mucho mayor que las otras cepas. 

2 Estos resultados concuerdan con los del consumo de glucosa, puesto que la cepa del In­
. genio Azllcarero es la que la utiliza de manera más eficiente, agotando el azúcar dis­

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

3 En cuanto a la producción de etanol la cepa del ingenio azucarero es la que da lo< 
mejores resultados llegando a !Oº G. Len 7.5 horas ya 11 ° G. Len96 hora<. L:i 
siguiente en productividad es la C-1 F.Q. UNAM aunque sólo llega a S º G. L en 
75 horas y a 8.5 en 96 horas, valores inferiores a los que produce la cepa del ln~cnio 
Azucarero. 

4 La calidad de las melazas no permitió obtener resultados en el medio utilizado en el in­
genio azucarero. 

La cepa del ingenio azucarero, ha dado los mejores resultados_ comparada con otra.< 
tres cepas. Es imponante enfatizar que untes de probarla. la cepa fué purificada y que 
seguramente la presencia de bacterias y otras levaduras contaminantes son causa, al 
menos parcial de los bajos rendimientos obtenidos en el Ingenio. 

6 Las cepas están conservodas en el Ceporio de la Faculrnd de Química. 
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6.2 RECOMENDACIONES 

La primera recomendación es lograr que el ingenio azucarero utilice la k\'adura en 
..:ondiciones adecuadas de pureza. Como demuestran los resultados, esta cepJ e:- hucn~ 

productora de etanol pero es indudable que la rontaminación l\'1C tiene afoc1a !'U rt":1dimient1~ 
de manera significati\-a. 

Para ello es necesario revisar el inóculo que se está utilizando y el proce~o de preparación 
del pié de cuba. y corregir los problemas que se detecten. incluyendo el cs.t::i.hlecimiento de 
controles, y la capacitación del personal in\'olu<-rado. 

Se recomienda también hacer pruebas de fermentación con l:i~ do!! cepas prcvi::i.mcn:c 
scleccionada.s pero caracterizando y controlando ade'-"1ladamente la calidad de la~ ·~·la1a~ 
empleadas. 

E'\isten reportes ~obre el desarrollo de procesos que disminuyen IJ disponibilidad de 
azúcares de las melazas durante el almacenamiento y, como ya se mencionó en cl ingcnio 
no se ohtu\•ieron d:no-. ~ohre el th.~mpo y Jac; ct1ndkione ... tle almacenílmiento de la~ melazas. 
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ANEXO 1 

COMPOSICtON DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: 

MEDIO DE FERMEr-1 ACION: 

Extracto de levadura 0.2 g 

Mg S02 7H:!O O.!H g 

(NH•)2 SO• 0.2 

Glucosa 10.0 

KH2PO• 05 g 

Ajustar el pH 4.0 

Agua destilada llXI mi 

E1 extracto de levadura se disuelve en agua destilada: una vez que se tiene una mezdot 
homog~nea de procede a añadir los demás compuestos en el orden en el que aparecen. Se 
esteriliza a 121 o e durante 15 minutos. 

MEDIO DE FERME1'1ACIOS CON ~IELlZAS: 

E.tracto de levadura 

Mg S02 7fü0 

(NH•)2 SO• 

Melazas 

Ajustar el pH 

Agua de<tilada 

0.2 g 

O.CJ.l g 

0.2 g 

!O.O g 

0.5 g 

4.0 

HlO mi 
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Las melaras se utilir.an una vez que '°" aontrifugadas para eliminar los lodos que 
aparecen en ellas. El medio se esteriliza a 121' C durante 15 minutos. 

AGAR SABOURAUD: 

Dextrosa .... _.......... 2 g 

Neopeptona ................. 1 g 

Mg 504.7 H20 ............... 1 g 

KH2P04 ................. 1 g 

Agar 10 g 

Agua destilada ............ 1 1 

El agar Sabouraud se disuel\'C en agua destilada: una \'CZ que se tiene una ml.!'zda 
homog~nea se ca1icnta a la flama del mechero hasta que se disuel\'e el agar, luego se 
procede a \·encr el contenido en Jos tubos de ensayo aislándolos del medio con una 
torunda. 

Se esteriliza a 121 ' e durante 15 minutos. 

CALDO SABOURAUD: 

Dextrosa .... - .... -... 2 g 

N eopeptona ................. 1 g 

MgS04.7 H20 ............... 1 g 

KH2POI ................. l g 

Agua destilada ............ l 1 

El Caldo Sabouraud se disuelve en agua destilada; una vez que se tiene una mezcla 
homog~nea; se procede a vener el contenido en los tubos de ensayo aislándolos del 
medio ron una torunda. 

Se esteriliza a 121' e durante 15 minutos. 
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ANEX02 

ClllONOGRAllA SOllRE LA EVOWCION DE LA 

FEAMENTACION (26, 13) 

ll 3500 • 3000 a.'. CUitivo de \id y preparación de \ino en Mesopotamia. 

e 31)(}() • 2500 a.c. Introducción de la \ithinicultura r del ,;no en Egipto pro«dente 
de M esopotamia. 

e 2000 • 1500 a.c. Fermentación de dátiles para obtener una bebida alcohólica re pre· 
~ntada en pinturas murales en Eg_ipro; también se han encontrado ,-asijas que 
contenían d~ules con miel para obtener una bebida en graduación :ik-oholii.:J mu: 
elevada en Me.sopotamia. 

e 1500 - lOOOa.c·. Uso de la le,·adura de cerveza para el pan. en Egipto y A~iJ m~nor. 

a 612a.c. Cultim de caña de amcar en la India 

ll 700 • 900d.c. Los alquimistas clasifican las substancias en tres tipos les 
llaman espíritus a aquellas que se presentan en forma \·oljtil. fa~ que brillan son 
denominadas metales, y pol,·os a las restantes. 

a 1220d.c. Preparación de etanol puro mediante la dcstilaciún de los ,;nos 
recios y del J,,"ll'1rdiente en Europa ( siglo Xlll ). 

e 1747 Andrc!s S. Margraf (1709 - 1782) químico berlinésconsigue euraer el azúc:u de 
la remolacha. 

ll 1788 Franz Karl Achard (1751 - 1823) químico alemán esiudia un procedimiemo in· 
dustrial para la extracción de azúcar de la remolacha. 

" 1801 Edouard Adam de Rouen obtiene una patente para producir alcohol con­
centrado con una sola destilación. 

a 1810 Gay·l..ussac deduce la ecuación de la fcnnent>ciún alcohólica. 

a J830 Llcbig desarrolla técnicas de análisis cuanritativo ;:iplic.adas a sistema"' 
biológicos. 

" 1833 Payen y Pcrsoz purifican la diasiasa (arnilasa) del trigo, mostrando que era 
tcrmolábil y enuncian la impotancia de las enzima,, 
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" 1837 Benelius postula la naturaleza catalltica de la fermentación. 

" 1854 Luis Pasteur es nombrado profesor de química y decano de la Facultad de Cien­
cias rccieotemente organizada en Lille. 

" 1855 Pasteur comienza sus estudios sobre fermentación 

12 1857 Pastcur publica la memoria sobre fermentación láctica. 

12 18(J() Pasteur publica la memoria sobre la fermentación alcohólica. 

12 1861 Descubrimiento de la vida anaerobia por Luis Pasteur 

ll 1871 Estudios sobre la cerveza de Luis Pasteur. 

ll 1875 Pasteur establece un laboratorio para estudios sobre la fermentación. 

12 1876 Se publican los estudios de Pasteur sobre la cen·eza. 

a 1893 Ostwald demuestra que las enzimas son catalizadore~. 

12 1897 Buchner descubre que la fermentación alcohólica pueden provocarla los extrac­
tos de levadura exentos de células. 

12 1905 Harden y Young demuestran que la fermentación alcohólica requiere la presen­
cia de fosfato y aislan la primera coenzima, la nombran cozimasa; posteriormente se 
identifica como NAO. 

a /9/2 Neubcrg propone una rula metabólica química para la fermentación. 

ll 1913 Michaelis y Menten desarrollan una teoría cinética de la acción enzimática. 

ll 1933 Embden y Meyerhof identifican a varios productos intermediarios de la ruta 
qulmica de la glucólisis y de la fermentación. 

" 1951 Lehninger demuestra que el transporte electrónico desde el NADH al oxigeno 
es la fuente de energía inmediata para la fosforilación oxidativa. 
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ANEX03 

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

5 REM 

10 INPUT"NUMERODEDATOS" ,M 

20FORQ=1TOM 

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) 

110 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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ANEX04 

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

la téaúca utilizada frecuentemente para el aislamiento de microorganismos se ba.<a en una 
serie de diluciones de la muestra problema, para luego sembrar una pane de la dilución en 
una placa de apr, separando lo suficiente para que cada organismo que se desarrolle en el 
medio puede formar una colonia. 

i .... """"'- ~,'()$ EOO?O 

I-===-
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Método: 

Se etiquetan 6 tubos de ensayo para efectuar en ellos las diluciones. de manera similar se 
etiquetan seis cajas de Petri en donde se van a vener las diluciones; se toman 0.5 mi de 
muestra proveniente del fondo del reactor y se coloca en el primer tubo, el cual debe contener 
4.5 mi de agua peptonada estéril. esta mezcla se agita hasta formar una suspensión homo,génea 
y con una pipeta estéril se toman 0.5 mi de la mezcl• 10·1 y se coloca en el tubo de 10·-. Este 
procedimiento se repite hasta terminar con todas las diluciones. Utili=do pipetas estériles 
para cada una de las suspensiones se procede a transferir 0.1 mi de cada tuho a la caja de Petri 
.:orrespondiente. Se incuban a 28" Cy despúes de 24 h se observa el desarrollo de colonias en 
cada una de las cajas, se selecciona la caja en donde la densidad de las colonias sea baja y 
permita tomar una sin el riesgo de contaminarla. Esta rolonia se resiembra un medio de cultivo 
adecuado para su desarrollo. 

El aislamiento se lleva a cabo para seleccionar una colonia de las demás, el medio debe 
ser d adecuado para permitir el correcto desarrollo de un microorganismo, una \·ez ai!'la1.fo la 
colonia se realiza la resiembra de ésta a nuevos medios de cultivo, éste proceso ~e repite de 
4 a 6 veces para lograr la purifieación de la cepa, ésta última colonia en crecimiento es utiliz:ida 
como inóculo para \'Crificar que se haya aislado la cepa que nos interc~a. 

Esto .se logra mediante el estudio microscópico, zimograma y pruebas de termcntación 
diferencial. 

Se utiliza romo indicador la base rojo de fenal a un pH Je 7.4 d ~uai es 01d11..·iom1do con 
diferentes azúcares, las pruebas se realizan en tubos con tapón de rosca con campana para 
observar la producción de gas. Se utilizaron 9 diferentes azi1cares. 

Los resultados de la identificación fueron positivos para Sc1cdmm"'-' ce.~ ccrc:1 isíne 

Celobiosa ácido 

Galactosa ácido y gas 

Glurosa :leido y gas 

lactosa ácido 

Maltosa :leido 

Melezitosa ácido 

Melibiosa ácido 

Rafinosa ácido 

Sacarosa :leido y gas 
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