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RESUMEN

A partir de reportes de laboratorios de investigaciones cientificas y de la practica
industrial, se realizd6 un examen del comportamiento normal de la levadura
Saccharomyces cerevisiae y sus incidencias en los procesos tecnoldgicos de
produccion de alcohol por fermentacion. Se compilaron tres particularidades de
conducta de este microorganismo: Los efectos Pasteur, Crabtree y Custers.
Se constatd que el primero ha originado, en la etapa aerobia de reproduccion de la
levadura en los prefermentadores de las destilerias de alcohol, que la
concentracion de azucares fermentables sea del 60% al 70% del de la anaerobia
fermentacién alcohdlica. El segundo, en tolerar que la formacién de etanol de 2%
a 3% v/v es normal en proceso aerobio, si es reproduccion ciclica de la levadura
en cubas madres hasta 4% alcohol. Ademas, origind el desarrollo de
biotecnologias de alimentacion del sustrato limitante por pulsos (fed-batch).
El Gltimo, dictaminé la necesidad del empleo de bifluoruro de amonio o antibiéticos
si en el sustrato fermentado manifiesta 0,8% w/v 0 mas de acidez, asi como su
empleo operacional sistematico cuando se recircula la biomasa de levadura a la
fermentacién alcoholica industrial por el proceso Melle-Boinot. Se precisé que el
conocimiento de estas caracteristicas de la Saccharomyces cerevisiae, por parte
de los académicos y productores, es una necesidad en la obtencién de los

mejores resultados de viabilidad técnico-econdmica.
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ABSTRACT

Starting from reports of laboratories of scientific investigations and of the industrial
practice, it was carried out an examination of the normal behavior of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, and their incidence in the technological processes of
production of alcohol for fermentation. Three particularities of behavior of this
microorganism were compiled: The Pasteur, Crabtree and Custers effects. It was
verified that the Pasteur effect has originated that in the aerobic process of
reproduction of the yeast in the prefermentors of the stills of alcohol, the
concentration of fermentable sugars is from 60% to 70% of that of the anaerobic
alcoholic fermentation process. For Crabtree effect, in tolerating that the formation
of 2% to 3% v/v of ethanol is normal in aerobic process, if it is by means of the
recurrent reproduction of yeast in mother tanks, up to 4% alcohol. It also originated
the development of biotechnologies of feeding of the limiting mash for pulses
(fed-batch). For Custers effect the necessity of the employment of ammonium
bifluoride or antibiotics, if in the mash fermented apparent 0,8% w/v or more than
acidity; as well as their systematic operational employment when the yeast
biomass is recycled to the industrial alcoholic fermentation for the Melle-Boinot
process. It was specified that the knowledge of these characteristics of the yeast,
on the part of the academics and producers; it is a necessity in the obtaining of the

best results of technician-economic viability.
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INTRODUCCION
La explosion productiva de bioetanol, en particular, como agrocombustible para
vehiculos automotores (Vertés et al., 2010), tiene un prondéstico de produccion



para 2020 de unos 120 000. 1068 litros (F. O. Lichts, 2008). Alcanzar esta cifra ha
conllevado a desarrollar la infraestructura agroindustrial, iniciada desde fines de la
década del 70 del siglo pasado, que continda con crecimientos. Marchan a la
cabeza, Brasil a partir de la cafa de azucar (Puerto Rico, 2008) y Estados Unidos
del maiz (F. O. Lichts, 2008). Ambas naciones tienen una enorme extension
territorial. Los paises pequefios, como los insulares del Caribe y otros de
Centroamérica, con limitadas posibilidades de disponer de suficientes éareas
agricolas para estos propositos, no pueden generalizar estas experiencias. Sin
embargo, en funcién de las necesidades internas, de reducir las emisiones de
gases de efectos invernadero y de los precios del mercado internacional del
azucar, el alcohol y los combustibles fosiles, se realizan producciones flexibles
alcohol-azucar a partir de la cafia de azucar (Obregén-Luna, 2012 a; 2012 b).
Implica elaborar azlUcares de alta calidad con extracciones de corrientes
secundarias del proceso, como los jugos pobres de los molinos, de los filtros de
cachaza y las mieles B. Desde 2003, un nuevo sustrato ha irrumpido en Cuba: los
jugos de cafia energética, los cuales no tienen otro empleo, con viabilidad técnico-
econdmica, que no sea como sustrato para la fermentacion alcohélica (Obregén-
Luna, 2008). La co-generacién eléctrica serd potenciada en los proximos afos,
mediante inversiones ya iniciadas con capital mixto, en el desarrollo de las
bioeléctricas a partir del bagazo de las cafias de azlcar y energética, mas otras
fuentes forestales. Se pretende que la matriz de energia del pais, sea de alrededor
de un 30% con energia renovable, para depender menos del petréleo importado
(ATAC, 2012; EL COMERCIO, 2012; Sosin-Martinez, 2013).

Con las materias primas antes referidas, el microorganismo mas empleado es la
levadura Saccharomyces cerevisiae, por sus bondades técnico, econdmica,
sanitaria y ambiental; lo que facilita la industrializacion de la produccion de etanol
(Andrietta, 2010). Mas del 90% de la fermentacion alcohdlica mundial se realiza
con esta levadura, incluidas las modificadas en su genoma (CATIC, 2011).

Las tecnologias clasicas de fermentacién alcohdlica industrial de Jacquemin y

Melle-Boinot, se han enriquecido con otras de nuevo desarrollo. Mantienen en



comun el empleo del microorganismo antes indicado (Dedini, 2010; Praj, 2012;
Thomsa Destil, 2012).

En las destilerias de alcohol cubanas, la Saccharomyces cerevisiae se recupera
en forma de polvo seco con no mas de 8% de humedad y de crema (leche), como
subproducto asociado rico en proteinas para la alimentacion de animales
monogastricos, en particular, porcino. Las paredes celulares de esta levadura son
ricas en los prebidticos glucano-oligosacarido (GOS) y manano-oligosacarido
(MOS) en particular, empleados en dietas de peces, aves y mamiferos en general
(Agrimos, 2013; Biorigin, 2013). Por su afinidad a las fimbrias de la Escherichia
coli y Salmonella sp., originan aglutinacién de estas bacterias patdgenas, lo cual
inhibe que colonicen los intestinos de los animales que le evitan enfermedades
gastrointestinales; y son arrastradas con las heces fecales fuera del tracto
intestinal (Aref et al.,, 2012; Santurio, 2013). Sustituye soya Yy antibidticos
veterinarios importados y, por ende, mejora la balanza de pagos del pais en el
contexto de la actualizacion de su modelo econémico (PCC, 2011).

Lo anterior hizo pertinente el objetivo de este trabajo: revisar el comportamiento
natural de la levadura Saccharomyces cerevisiae en la fermentacion alcohdlica y

sus incidencias en las tecnologias desarrolladas.

DESARROLLO

Conocer el comportamiento habitual de la levadura Saccharomyces cerevisiae es
un sine qua non para cualquier tecnologia de fermentacion alcohdlica que la
utilice, sea tradicional o de nuevo desarrollo (Bai et al., 2008). Ello permite
establecer los valores de las variables de proceso que condicionan los paradmetros
de operacion y disefios de equipos, donde tendran lugar las transformaciones de
los azucares fermentables en el alcohol objeto de produccion.

La microbiologia y la bioquimica han tenido y tienen un protagonismo principal, en
aclarar el porqué de la conducta normal de este microorganismo, aislado de la
naturaleza, en particular, de las uvas, entre otros origenes (Obreg6n-Luna, 2012
C).

Tres efectos manifiestan de forma natural este microorganismo, estos son:



EFECTO PASTEUR: Descrito hace mas de un siglo como resultado de las
investigaciones de este cientifico francés. Revel6 que la levadura en las
condiciones anaerobia de la fermentacion alcohdlica, al aplicarsele aire como
fuente de O2, desciende de forma abrupta la velocidad de metabolizacion de la
glucosa, por lo que este monosacarido actia como una suerte de inhibidor con
reduccion significativa de la produccion de bioetanol.

Para comprender este efecto, se requiere de un analisis, al menos, de las
reacciones globales en condiciones aerobias y anaerobias de la levadura
facultativa Saccharomyces cerevisiae. En ambos procesos, este microorganismo
obtiene la energia quimica para sus necesidades vitales, incluidos componentes
de mantenimiento celular y la reproduccion. Lo logra mediante la biosintesis del
trifosfato de adenosina o Adenosin-trifosfato (ATP por sus siglas en inglés), a
partir del difosfato de adenosina o Adenosin-difosfato (ADP por sus siglas en
inglés), ambos contenidos en el interior de las células. Para ello incorpora al ADP
un radical fosfato (Pi) contenido en el sustrato con formacion de un ATP.
La Figura 1 ilustra las conversiones sucesivas del nucledsido adenosina en los

diferentes nucleotidos.
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Figura 1- Conversion del nucledsido en nucleotidos por fosforilacion
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El mecanismo contrario que ocurre en la fosforilacion de la glucosa, mediante

“cebado” durante la glucdlisis, libera un fosforo (P) inorganico como el siguiente:
ATP + H20 — ADP + P

En la Figura 2 se muestra un esquema de representacion quimica de este

proceso.
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Adenosin-difosfato + fosforo inorganico
Figura 2- Proceso de hidrdlisis del ATP con liberacion de un P

En condiciones aerobias la glucosa se combustiona por completo, lo que ocurre
en la mitocondria de la célula. La Figura 3 representa el esquema bioquimico

global.



CeH:i206 + 6 O2 6 CO: + 6 H:0

38 ADP + 38 Pi 38 ATP + 38 H:0
Cadena
Respiratoria
o [ORAGH] P [EFabm]
! Glucolisis o o O P .
— [80:] [wr0] [ ] [zno]
Descarboxilacion
~ . )
; Piruvato
Acati]
68 (1)
;
cﬂié: sIDS 34 ADP H ATPasa
Tricarboxilicos g4 PO 34 H0| | Mitocondrial
64 @

Figura 3- Metabolizacién de la glucosa en condiciones aerobias
Durante la respiracién son consumidos 2 ATP, por lo se dispone de 36 moléculas
netas de ATP como energia quimica.

En condiciones anaerobias de la fermentacion alcohdlica, la glucosa registra una

combustion parcial. La Figura 4 ilustra la reaccion bioquimica global.
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Figura 4- Metabolizacién de la glucosa en condiciones anaerobias
Las causas, que originan este comportamiento, pueden sintetizarse en lo
siguiente:
- La respiraciéon de la levadura ocurre en condiciones aerobias en la mitocondria
con las enzimas del ciclo de Krebs, y la fermentacion alcohdlica, en ambiente
anaerobio en el citoplasma celular con otras enzimas. Ello no significa que sean
rutas metabdlicas excluyentes sino que coexisten en diferentes sitios de la célula
de levadura.
- En condiciones anaerobias de la fermentacion alcohdlica se crean solo 2 ATP.
La Figura 2 muestra que originan 38 ATP cuando es aerobia, de ellos, 36 ATP
disponibles. Para igualar la velocidad de biosintes aerobia seria: 36/2= 18 veces
mayor la metabolizacibn anaerobia. Experimentos han demostrado que en
realidad es superior al valor calculado (Bu'Lock & B. Kristiansen, 2000).
La incidencia tecnoldgica ha sido en la propagacion aerobia de la biomasa de
levadura en laboratorio y en la industria, el sustrato es diluido al 60% - 70%
(60 g. Lt a 80 g. L) de la concentracién utilizada en la fermentacion alcohdlica
anaerobia para contrarrestar la inhibicion por la glucosa.
EFECTO CRABTREE: Este cientifico descubrié que ain con un exceso apreciable

de O2 mediante aeraciéon fuerte, si la concentracion de azUcares fermentables

sobrepasa valores tan bajos como 0,16 g. L™ en el sustrato es inevitable la



produccion de alcohol por la Saccharomyces cerevisiae. El exceso de
concentracion en el sustrato puede detener la reproduccion de la levadura debido
al estrés osmotico que produce, pero ralentiza la fermentacion alcohdlica, no la
detiene, como mecanismo biolégico natural de mantenimiento de la viabilidad
mediante recambio de componentes celulares (Tomasso, 2004). La Figura 5

ilustra las rutas metabdlicas de la glucdlisis.
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Figura 5- Rutas metabdlica de la glucdélisis

Este comportamiento normal de la levadura, ha incidido en la ingenieria de
proceso fermentativo alcohdlico, en lo siguiente (Bai et al., 2008):

- En la produccion industrial de bioetanol utilizar concentraciones de azucares
fermentables que no originen estrés osmotico a la levadura. Es variable de
acuerdo al tipo de sustrato, pero no excede los 250 g. L con sustratos originados
de la cafia de azucar.

- Aprovechar esta caracteristica para desarrollar procesos biotecnologicos

mediante la alimentacidn del sustrato limitante por pulsos [fed-batch] (Galvagno &



Cerrutti, 2012). Ademés, facilita la modelacion matemética y los balances de
materiales, al no tener que hacerlo con todos y cada uno de los componentes del
sustrato, sino solo con el limitante.

- Aparte de la menor concentracion del sustrato en la etapa de propagacion de la
levadura, valores del 2% al 3% de alcohol en volumen resultan razonables en la
etapa de propagacion industrial de la levadura (Bu'Lock & Kristiansen, 2000).

- Existen firmas fabricantes de destilerias completas que admiten hasta
4% alcohol, para la propagacion de la biomasa de la levadura en cubas madres
mediante doblaje ciclico (Thomsa Destil, 2012).

EFECTO CUSTERS. Fue descrito desde 1940 para la levadura salvaje
Brettanomyces intermedius, entre otras, como infeccion al proceso fermentativo
alcohdlico. Manifiesta un efecto Pasteur negativo, o sea, que la aplicacion de aire
al sustrato no inhibe o reduce la formacion de alcohol sino que la estimula, pero
ademas, exacerba la produccion de acido acético. Sus incidencias en las
tecnologias han sido:

- Contaminacion causal, entre otros factores, de los problemas confrontados con el
proceso Biostil de una prestigiosa firma sueca (Jay & Cruz, 1998).

- Empleo de unas 35 p.p.m. de bifluoruro de amonio o diferentes antibiéticos en el
sustrato para la propagacion de la levadura, cuando el sustrato fermentado
registre valores de 0,8 w/v o mas de acidez (Jacques et al., 2003).

- Cuando se recupera la levadura de la fermentacion alcohdlica para recircularla
por el proceso Melle-Boinot, es practica el empleo sistematico de antibidticos para
bloquear infecciones con normas establecidas para esta operacién industrial
(Gonzalez & Garit, 2010).

- En las levaduras secas se activan comerciales, existen cepas sensibles y
resistentes. Evidencia la necesidad de conocer al detalle las caracteristicas

particulares de cada una de ellas.



CONCLUSIONES

» La revision del comportamiento normal de la Saccharomyces cerevisiae, en
la fermentacion alcohdlica, evidencié que la misma manifiesta conductas
especificas de este microorganismo, identificadas como los efectos
Pasteur, Crabtree y Custers.

» EIl efecto Pasteur incidi6 en las tecnologias fermentativas alcoholicas, en
qgue generalizé la implementacion de la propagacion aerobia de la biomasa
de levadura, con una concentracion de azlcares fermentables en el
sustrato menor en 30% a 40%, con relacion al utilizado en la fermentacion
anaerobia.

» El efecto Crabtree originé el desarrollo de tecnologias que pone limites a la
concentracion de azucares fermentables en el mosto, y alimenta el mismo
por pulsos —fed-batch-, para reducir su consumo, entre otros.

» El efecto Custers permitié caracterizar las diferentes cepas comerciales de
levadura en sensibles y resistentes. Argumentd, como conveniente, el
empleo del bifluoruro de amonio y antibiéticos, entre otros, en el proceso
fermentativo alcohdlico.

» El conocimiento de estos tres factores en el mundo académico facilita mas
competencia profesional de los docentes, que al impartirlo a sus alumnos,
les brinda conocimientos sobre las realidades concretas de la fermentacion
alcohdlica industrial. A los productores, tener elementos de juicio para

diagnosticar problemas que puedan surgir en sus fabricas.
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