Practica #11.
Evaluacion
de la
produccion
de etanol a
partir de

Saccharomyc
es cerevisiae




Esta practica se pospuso temporalmente En esta presentacion se revisa su
por las condiciones de lluvia en la objetivo, fundamentos tedricos,
ciudad. metodologia, materiales y resultados

esperados.



Objetivos




Materiales a traer

(1]

- Reactivos (DNS, Collins), material de
vidrio, espectrofotometro, incubadora, etc.



Caracteristicas de Saccharomyces
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cerevisiae

Hongo unicelular del grupo de los ascomicetos.

Metaboliza azucares como glucosa, fructosa y sacarosa.

Realiza fermentacion alcohdlica anaerobia, produciendo
etanol y CO,.

Usada en la produccion de pan, cervezay vino.
Crece Optimamente entre 28-32 °Cy pH neutro.

Ruta: Glucosa - Piruvato — Acetaldehido — Etanol.



Saccharomyces cerevisiae

Yeast cells with multilateral budding,
a few short pseudohyphae
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FERMENTACION ALCOHOLICA EN
*SACCHARCYMES CEREVISIAE*

1. ECUACION GLOBAL 2. ESQUEMA SIMPLIFICADO
DE LA VIA
0 OL OH Glucosa
@ ——> ZJ\H\ Glucosa
CH,,0, OH alcohol
Calll 0! ol l (PIRUVATO DESARBOXILASA,
Etanol
Blecusz) S 2 Piruvato > 2 Etanol
« Moléculas: 1 mol Glucosa J
— 2 mol 2 Acetaldehido + 2 CO, ‘(gas)
Etanol + 2 mol CO,
* Rendimiento tedrico: « Glicolisis: 2 ATP, 2 NADH.
51.15% (g Etanol / g  Fermentacion: Regenera NAD*

Glucosa) (anaerobiosis)



Este proceso ocurre en tres
etapas metabolicas:

Preparacion: se activa la glucosa sin
producir energia.

Oxidacion parcial: se genera piruvato y se
produce ATP y NADH (glicdlisis).

Fermentacion alcohélica: el piruvato se
transforma en acetaldehido y luego en
etanol, regenerando NAD".




Metodologia general

Etapas:

1. Activacion de la
levadura (24 h)

2. Fermentacion (5 dias)

3. Analisis de azuUcares
reductores (DNS)

4. Identificacion de etanol
(Collins)

Duracion total estimada:
6 dias.




[dentificacion de la
fermentacion

: , - Produccién de - Formacion de
TEEREIREET burbujas de CO; espuma superficial

Muestreo: 5 mL
- Olor por muestra,
caracteristico a refrigeradas y
alcohol centrifugadas
antes del analisis.

- Disminucion de
°Brix




Método DNS

g

Fundamento:

A~

El reactivo de DNS se reduce por
los azucares reductores, formando
un color anaranjado-rojizo (540
nm).



Explicacion detallada

@ &

INTERPRETACION: - MAYOR ABSORBANCIA - LOS AZUCARES APLICACION PRACTICA:
- MAYOR CANTIDAD DISMINUYEN
DE AZUCARES. CONFORME SE
TRANSFORMAN EN
ETANOL.

1. CURVA PATRON (0-1 2. CALCULO DE 3. GRAFICA DE
G/L) CONCENTRACION AZUCARES VS. TIEMPO.



APLICACION 1, CURVA 2. CALCULO DE 3. GRAFICA DE
PRACTICA: PATRON (0-1 G/L)  CONCENTRACIO AZUCARES VS.
N TIEMPO.



Prueba de
Collins

* El etanol es oxidado por el reactivo de
Collins (CrO3 en acido acético) formando
acetaldehido y acido acético.




- COLOR VERDE O AZUL-
VERDOSO.

- OLOR A ACIDO ACETICO.

RESULTADO: MAYOR
INTENSIDAD DE COLOR
CONFORME AVANZA LA

FERMENTACION.



Cuestionario y respuestas

1. Ruta metabdlica:
Glucosa - Piruvato —»
Acetaldehido —» Etanol +
CO..

3. Ruta de Zymomonas
mobilis: Ruta de Entner-
Doudoroff.

2. Fundamento del DNS:
Oxidacién-reduccion de
azucares reductores —
cambio de color.

4. Reactivo de Collins:
Oxidacion del etanol —»
acetaldehido — acido
acético -» cambio de color
verde-azul.



SACCHAROMYCES CEREVISIAE ES
MODELO IDEAL PARA ESTUDIAR
FERMENTACION ALCOHOLICA.

Conclusion

EL DNSY COLLINS PERMITEN
CUANTIFICAR AZUCARES Y
CONFIRMAR PRODUCCION DE
ETANOL.

LA PRACTICA REFUERZA
PROCESOS METABOLICOS
ANAEROBIOS CLAVE EN
BIOTECNOLOGIA Y
MICROBIOLOGIA.
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