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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

Con el propósito de obtener una cepa de Saccharomyces cerevisiae con mayor producción 

de isobutanol durante el proceso de fermentación, se evaluó una colección de levaduras 

de esta especie y se seleccionó la cepa 209-2-8.  Esta cepa produjo isobutanol en una 

concentración de 301.7 mg/L al emplear mieles de caña suplementadas con fosfato 

diácido de amonio como sustrato. Esta levadura fue sometida a un proceso de 

mutagénesis con N-metil N-nitro nitrosoguanidina, acoplado a la selección en un medio 

con sulfometuron metil. De este proceso se obtuvo la levadura S. cerevisiae Q1, la cual 

presentó una producción de isobutanol 1.92 veces mayor que la de la cepa parental 

alcanzando una concentración de 580.8 mg/L. La producción de alcohol isoamílico por 

parte de la cepa mutante fue 1.3 veces mayor respecto a la cepa parental. Posteriormente, 

mediante un proceso de mutagénesis con etil metano sulfonato y un enriquecimiento con 

nistatina se obtuvo la cepa Q1m que presenta auxotrofía para L-leucina. Esta cepa alcanzó 

una producción de isobutanol de 811.0 mg/L en mieles suplementadas con L-leucina, 

mientras redujo su producción de alcohol isoamílico. La productividad alcanzada fue de 

16.4 mg/Lh, la cual fue determinada mediante una evaluación preliminar en biorreactor. 

Por otro lado, se realizó un diseño experimental Plackett-Burman, empleando un medio de 

referencia químicamente definido. Con este diseño se encontró que la concentración de 

fosfato diácido de potasio y la de biotina, y el nivel de pH son los factores que influencian 

la producción de isobutanol.  

 

 

Palabras clave: isobutanol, Saccharomyces cerevisiae, mejoramiento de cepas, 

etanol, fermentación, caña de azúcar.  
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Abstract 

 

In this study, a collection of yeast strains of Saccharomyces cerevisiae was evaluated in 

order to select a strain with an increased isobutanol production during the fermentation 

process. The strain 209-2-8 presented the higher isobutanol production, which was 301.7 

mg/L, when a diluted sugar cane syrup supplemented with ammonium dihydrogen 

phosphate was used as substrate. Further, this yeast was subjected to a mutagenesis 

process with N-methyl N-nitro nitrosoguanidine, followed by a selection procedure with 

sulfometuron methyl.  As a result, the S. cerevisiae strain Q1 was obtained, which 

presented an isobutanol production 1.92 fold higher than the parental strain, with a final 

concentration of isobutanol of 580.8 mg/L. Also, the production of isoamyl alcohol by the 

Q1 mutant strain was 1.3 fold higher than the parental strain.  Subsequently, Q1 mutant 

strain was subjected to a mutagenesis process with ethyl methane sulphonate followed of 

an enrichment procedure with nystatin in order to obtain an L-leucine auxotrophic mutant 

(called Q1m). The strain Q1m reached an isobutanol production of 811.0 mg/L, when a 

diluted sugar cane syrup supplemented with ammonium dihydrogen phosphate and L-

leucine was used as a substrate. This strain also produced a lower isoamyl alcohol level 

than the parental strain. Through a preliminary bioreactor assay, it was determined that the 

productivity was 16.4 mg/Lh. On the other hand, a Plackett-Burman experimental design 

was performed, by using as a reference a chemical defined media. Results showed that 

potassium dihydrogen phosphate, biotin and pH levels were the main factors that affects 

isobutanol production.  

 

Keywords: isobutanol, Saccharomyces cerevisiae, strain improvement, ethanol, 

fermentation, sugar cane.  
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Introducción 

 

El elevado crecimiento de la población mundial en las últimas décadas ha conllevado a un 

incremento en el consumo de recursos naturales, para satisfacer las necesidades 

energéticas y para llevar a cabo la producción de bienes de consumo. Esto ha causado 

algunos efectos importantes como lo son el agotamiento de los recursos no renovables y 

el incremento de la contaminación ambiental. El petróleo es uno de estos recursos que ha 

generado un mayor impacto en la sociedad y en el medioambiente, puesto que de éste se 

obtienen combustibles líquidos empleados para el transporte terrestre y aéreo, como lo 

son la gasolina y el queroseno, combustibles que al ser utilizados generan dióxido de 

carbono, el cual es uno de los agentes causantes del efecto invernadero y por lo tanto del 

cambio climático.  

Los biocombustibles pueden contribuir a la reducción en las emisiones netas de dióxido de 

carbono, pues en su producción se emplean materias primas que son generadas mediante 

procesos fotosintéticos, en las que el carbono se ha fijado previamente. Colombia tiene un 

alto potencial para la producción de estos productos, el cual está dado por sus condiciones 

geográficas favorables, que le permiten tener una alta capacidad de producción de 

biomasa. Esta capacidad ha sido probada a escala comercial en los procesos de 

producción de etanol a partir de melazas de caña de azúcar y de biodiesel desde el aceite 

de palma africana.  

El isobutanol producido a partir de azúcares, ha sido considerado como un biocombustible 

alternativo, dado que respecto al etanol presenta algunas ventajas tales como mayor 

densidad de energía por unidad de volumen, es menos higroscópico y cuenta con una 

menor presión de vapor [1], [2]. La deshidratación del isobutanol en isobuteno amplía el 

espectro de aplicaciones que se pueden derivar de esta sustancia, por ejemplo, esta última 

se puede oligomerizar para producir una mezcla que puede ser empleada como 

combustible para aviación [3], [4]. El isobuteno también puede ser transformado en 



2 Introducción 

 

compuestos comúnmente derivados de la industria petroquímica, como el metacrilato de 

metilo y el ácido tereftálico, los cuales son materias primas para la producción de polímeros 

[5]. Por lo tanto, la producción biológica de isobutanol representa una alternativa 

interesante para el desarrollo de biorrefinerías a partir de azúcares en nuestro país.  

El potencial comercial que tiene el isobutanol ha generado la necesidad de desarrollar 

microorganismos capaces de realizar la producción eficiente de esta sustancia a partir de 

azúcares. Entre las especies estudiadas se encuentran las bacterias Escherichia coli [6], 

Corynebacterium glutamicum [7], Bacillus subtilis [8], Clostridium thermocellum [9], y las 

levaduras  Pichia pastoris [10] y S. cerevisiae [11], entre otras. Sin embargo, es común a 

estas investigaciones, el empleo de un alto número de modificaciones vía ingeniería 

genética para alcanzar cambios importantes en la producción del isobutanol.  

De estos microorganismos mencionados, el único productor natural de esta sustancia es 

la levadura S. cerevisiae, pues el isobutanol es obtenido como un subproducto de la 

fermentación de azúcares en la producción de etanol [12], [13], aunque es producido en 

pequeñas cantidades [14]. Específicamente la biosíntesis del isobutanol está altamente 

relacionada con el catabolismo de L-valina [15], por lo que se considera que una mayor 

producción de L-valina por este microorganismo promueve un incremento en la producción 

de isobutanol [16].  

Considerando que la levadura S. cerevisiae tiene una alta tolerancia a diversos factores 

de estrés presentes en la producción industrial [14], y además, las condiciones para su 

empleo a escala comercial son bien conocidas, esta especie fue elegida para la realización 

de este estudio. También, reconociendo que la biodiversidad presente en las cepas de 

levadura aisladas de entornos industriales puede conferirles características que les 

permiten llevar a cabo los procesos con mejores rendimientos [17]. Para este estudio se 

analizaron cepas de levadura previamente aisladas por el grupo de investigación en 

entornos dedicados al aprovechamiento industrial de la caña de azúcar del municipio de 

Puerto López (Meta), esto con el fin de identificar la cepa que presentará la mayor 

producción de isobutanol y que pudiera ser empleada para una posterior etapa de 

mejoramiento. Asimismo, considerando que la mutagénesis aleatoria es una estrategia que 

ofrece la posibilidad de generación de una mayor variedad genética para la obtención de 

cepas con nuevas y mejores características [18], dicha estrategia fue implementada en la 

investigación. 
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En este sentido, el objetivo general de la investigación fue el obtener cepas mutantes de 

Saccharomyces cerevisiae con mayor producción de isobutanol a partir de azúcares 

mediante el tratamiento con agentes mutagénicos sobre una cepa nativa, caracterizando 

los requerimientos nutricionales de los mutantes y el comportamiento fermentativo de los 

mutantes obtenidos en medio sintético y en mieles de caña azúcar. Para dar cumplimiento 

al objetivo general, los objetivos específicos fueron: 

 

1. Obtener y seleccionar cepas mutantes de S. cerevisiae con mayor producción de 

isobutanol a partir de azúcares realizando tratamientos con etil metano sulfonato, 

luz ultravioleta y nitrosoguanidina sobre una cepa nativa.  

2. Establecer condiciones apropiadas de concentración de los macronutrientes y 

micronutrientes con mayor influencia sobre la producción de isobutanol por 

fermentación con la cepa mutante de S. cerevisiae seleccionada como la mayor 

productora. 

3. Determinar el comportamiento cinético del consumo de azúcares, formación de 

biomasa y de formación de productos de fermentación de las cepas mutantes con 

mayor producción de isobutanol empleando medio YNB (Yeast Nitrogen Base) y 

mieles de caña de azúcar. 

 

Con el desarrollo de la investigación se lograron obtener dos cepas que fueron obtenidas 

mediante procesos de mutagénesis aleatoria y selección. La primera cepa obtenida fue la 

S. cerevisiae Q1, la cual tiene potencial de ser aplicada a nivel industrial, teniendo en 

cuenta que esta produce una mayor cantidad de aceite de fusel, con un contenido 

mayoritario en isobutanol, y además mantiene un alto nivel de producción de etanol durante 

la fermentación. Esto implica que una mayor cantidad de aceite de fusel se podría 

recuperar durante la rectificación del etanol, mezcla que podría ser utilizada por ejemplo 

para la producción de combustibles para aviación, ampliando el espectro de productos que 

pueden ser obtenidos a partir de las mieles de caña de azúcar.  

 

La segunda cepa obtenida, fue la S. cerevisiae Q1m, la cual presenta auxotrofía para L-

leucina, y fue la cepa mutante que presentó la mayor producción de isobutanol y una 

reducción en la producción de alcohol isoamílico, mostrando que, si se busca incrementar 

la cantidad de isobutanol, es importante reducir el efecto de rutas competitivas. Sin 

embargo, el empleo de aminoácidos en una fermentación industrial puede representar un 
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costo mayor, por lo que se considera que esta cepa ofrece mayores perspectivas hacia la 

investigación, que para su implementación en un proceso industrial. 

 

Considerando que las cepas obtenidas en el estudio pueden servir de base para futuras 

investigaciones, y reconociendo que pueden ser utilizadas en procesos productivos, las 

cepas como producto de la investigación fueron depositadas en la Colección de 

Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana. 

 

Mediante la realización de estudios posteriores en los que se caractericen a nivel genómico 

las cepas obtenidas, será posible conocer los mecanismos que emplean estas cepas para 

producir mayores cantidades de isobutanol y, por lo tanto, se podrán proponer nuevas 

estrategias de mejoramiento, en las que intervengan otras herramientas, como por ejemplo 

la ingeniería genética.  

  

Por otro lado, con la realización de este estudio también fue posible la identificación de los 

factores fisicoquímicos que permiten alcanzar los mayores niveles de producción de 

isobutanol en un medio químicamente definido. Se espera que esta información sirva para 

la caracterización y modificación de medios industriales a ser empleados para la 

producción de isobutanol por fermentación. 



 

1.  Marco teórico y estado del arte 

1.1 Generalidades del Isobutanol 

El isobutanol (2-metil-1-propanol) es una sustancia principalmente empleada como 

solvente en aplicaciones industriales, en particular, como diluyente para pinturas y resinas 

[19]. A partir de este alcohol es posible obtener acetato de isobutilo, sustancia que también 

es empleada como solvente para adhesivos, tintas y desengrasantes [20]. Industrialmente 

se produce mediante la hidroformilación del propileno (oxo-síntesis), con la subsecuente 

hidrogenación de los aldehídos formados [21]. Esta reacción consiste en la adición de una 

molécula de monóxido de carbono y de hidrógeno al enlace doble presente en el propileno, 

produciendo 1-butanal y 2- metilpropanal. La reacción ocurre a presiones entre 20 a 30 

MPa y a temperaturas entre 100 y 180°C en la presencia de catalizadores a base de 

cobalto. Sin embargo, cuando se emplean catalizadores a base de rodio la reacción se 

puede conducir entre 1 a 5 MPa [19].  Dado que los procesos biológicos ocurren a 

temperaturas y presiones bajas, y no requieren de catalizadores basados en metales 

tóxicos o escasos, estos procesos pueden ser más convenientes desde el punto de vista 

ambiental.  

 

Atsumi y col.  [6] establecieron que el isobutanol producido biológicamente a partir de 

azúcares tiene el potencial de ser usado como combustible, teniendo en cuenta que, 

comparado con el etanol, presenta una densidad energética más cercana a la de la 

gasolina, una menor higroscopicidad y volatilidad. Algunas de las propiedades más 

importantes de estos combustibles se presentan en la Tabla 1-1. 

 

El isobutanol ha sido evaluado como biocombustible mezclado con gasolina y en forma 

pura, manteniendo niveles de rendimiento en motores, mostrando que no se requieren 

modificaciones sobre los componentes de los mismos [22]. Además, estas mezclas con 

isobutanol no generan separación de fases, ni corrosión sobre el cobre, lo cual podría 
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implicar que no se requieran cambios en las instalaciones para el almacenamiento. Sin 

embargo, entre los inconvenientes que presenta el isobutanol, se encuentra que este 

incrementa la viscosidad cinemática, lo cual podría generar inconvenientes en el manejo 

de la mezcla combustible a bajas temperaturas [23]. 

 

Tabla 1-1. Propiedades físicas y químicas de etanol, isobutanol y gasolina. 

Combustible Etanol Isobutanol Gasolina 

Poder calorífico inferior (MJ/L) 21.4 26.6 30-33 

Temperatura de ebullición a 1 atm (°C) 78 107.9 27-225 

Calor de vaporización (kJ/kg) a 25 °C  919.6 686.4 ~ 351 

Solubilidad del agua en combustible (% p/p) a 20°C Miscible 20 Despreciable 

Solubilidad en agua del combustible (%p/p) a 20 °C Miscible 8.7 Despreciable 

Presión de vapor del combustible a 37.8 °C (kPa) 16 3.3 54-103 

Datos tomados desde Christensen y col. [1] y Tao y col. [2]  

 

Cuando el isobutanol es producido a partir de materias primas de origen renovable y es 

empleado como biocombustible, brinda la posibilidad de la reducción de las emisiones 

totales de dióxido de carbono liberadas a la atmósfera [24]. Esto teniendo en cuenta que 

la combustión de hidrocarburos de origen fósil, como la gasolina o el diésel, libera altas 

cantidades de dióxido de carbono, que fueron captadas mediante procesos fotosintéticos 

que se dieron hace millones de años. Mientras en el caso de los biocombustibles, parte del 

dióxido de carbono liberado en la combustión, es recuperado por la biomasa vegetal que 

puede ser empleada para la producción de más combustibles [25]. Este aspecto es muy 

importante, teniendo en cuenta que el dióxido de carbono es un gas reconocido por causar 

efecto invernadero. Los biocombustibles en general también permiten una reducción de 

las emisiones de gases contaminantes tipo SOx o NOx, al contener menores cantidades de 

azufre y nitrógeno comparados con el petróleo y sus derivados [26].  

 

Para el sector de transporte aéreo, se requieren combustibles líquidos con propiedades 

similares al queroseno, entre las que se incluyen una alta densidad energética, baja 

viscosidad, bajo punto de congelación y buena estabilidad química [3]. El isobutanol no 

cumple con estos requerimientos, sin embargo, la empresa GEVO Inc. ha patentado un 
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proceso para la transformación de isobutanol en un producto que es adecuado para ser 

mezclado con queroseno y que puede ser empleado como combustible para aviación [27]. 

Este producto ya ha sido evaluado de manera exitosa en vuelos de prueba llevados a cabo 

por Lufthansa y la Fuerza Aérea de los Estados Unidos [28].  

 

El isobutanol también es considerado como una molécula plataforma (building block), dado 

que este compuesto al ser deshidratado puede ser transformado en isobutileno. Por estas 

razones, la producción biotecnológica de esta sustancia podría representar un paso hacia 

una economía sostenible [29]. Taylor y col. [5] resumen algunas de los productos que 

pueden ser obtenidos a partir del isobutileno.  

 

Figura 1-1 .Productos de la deshidratación del isobutanol 

 

Fuente: Tomada y adaptada de Taylor y col [5]. 

 

La Figura 1-1 muestra que el mercado potencial del isobutanol no solo hace referencia a 

su uso como solvente o como biocombustible, sino que además muestra, su potencial para 

la obtención de polímeros como el PET (polietilen-tereftalato), el cual es utilizado para la 

fabricación de botellas plásticas [30].  
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1.2 Características generales de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae 

 

S. cerevisiae es una levadura que por siglos ha sido empleada en la producción de 

alimentos y de bebidas alcohólicas, se le considera a nivel biotecnológico un 

microorganismo muy atractivo para su uso industrial, dado que no es patogénico, por lo 

que es clasificado como organismo GRAS (Generally recognized as safe), además que ya 

se encuentra bien establecida la tecnología de procesos para la producción a gran escala 

con este microorganismo[31]. Las cepas de S. cerevisiae también son utilizadas para la 

síntesis de productos farmacéuticos proteicos, tales como la insulina, vacunas contra la 

hepatitis y el papilomavirus, además de derivados terpénicos [32]. En cuanto a productos 

químicos principalmente se produce etanol por fermentación de azúcares, aunque también 

se están estudiando los procesos de producción de glicerol, 1,2- propanodiol y 1,3 

propanodiol, de los ácidos láctico, pirúvico y succínico, además del xilitol  y ergosterol, 

entre otros, siendo la producción estimulada por el uso de manipulación genética [33].  

 

S. cerevisiae se reproduce de manera asexual por gemación y sexualmente mediante la 

formación de esporas (ascosporas), por lo que han sido clasificadas a nivel filogenético en 

la división Ascomycota de los hongos verdaderos (Eumycota). Por otro lado, cabe 

mencionar que S. cerevisiae puede estar en un estado diploide, lo cual implica que tiene 

16 pares de cromosomas, o también puede estar un estado haploide conteniendo solo 16 

cromosomas, además, en cualquiera de los estados de ploidía las células pueden crecer 

por largos periodos de tiempo [34].  

1.2.1 Ciclo de vida de la levadura S. cerevisiae 

 

La levadura S. cerevisiae presenta un ciclo de vida en el cual puede existir en fase haploide 

o en fase diploide. Dos levaduras en su fase haploide con tipo de Mat opuesto pueden 

aparearse o conjugarse para dar lugar a una levadura diploide. Una levadura diploide 

puede generar 4 levaduras haploides (2 pares de cada tipo de MAT) a través de meiosis, 

las cuales son producidas en un asca en forma de esporas [35]. Una representación del 

ciclo de vida de la levadura es presentada en la Figura 1-2.  
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Una de las particularidades de este ciclo de vida, es que algunas levaduras haploides 

pueden sufrir un proceso de autodiploidización, para ello la célula hija de la primera división 

de la levadura cambia su tipo de MAT, y al finalizar esta etapa ya se cuenta con dos células 

haploides de diferente tipo de MAT haciendo posible su conjugación y la formación de la 

célula diploide. Las levaduras que pueden sufrir este tipo de proceso se conocen como 

levaduras homotálicas o con ciclo de vida homotálico, mientras las que no lo sufren se 

denominan levaduras heterotálicas o de ciclo de vida heterotálico [36]. 

  

Figura 1-2. Ciclo de vida heterotálico de la levadura S. cerevisiae. 

 

Fuente: Adaptada de Steensels y col. [18]. 

 

Estos aspectos relacionados con el ciclo de vida de la levadura son de vital importancia en 

los procesos de mejoramiento genético debido a que puede ser conveniente la obtención 

de levaduras haploides, dado que las diploides o poliploides pueden tener varias copias 

de los genes a modificar y esto puede enmascarar algunas modificaciones [37]. Así, 

cuando la levadura es homotálica es necesario inactivar la expresión de la nucleasa –HO, 
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cuya función está involucrada en el cambio de tipo de MAT, para de esta manera obtener 

levaduras heterotálicas con fase haploide estable [38].  

1.2.2 Características fisiológicas de la levadura durante los 
procesos de fermentación 

 

En cuanto a los aspectos nutricionales, la S. cerevisiae puede crecer en presencia y 

ausencia de oxígeno (facultativo), además puede emplear como fuente de nitrógeno sales 

de amonio, urea y varios aminoácidos [39]. Bajo condiciones aeróbicas y en altos niveles 

de concentración de azúcares, la levadura es capaz de realizar el proceso de fermentación, 

como resultado puede producir etanol y acetato. Este comportamiento se denomina efecto 

Crabtree, y entre las razones que se dan para explicarlo se encuentra que la enzima 

piruvato deshidrogenasa en altos flujos glucolíticos no puede captar todo el piruvato y por 

lo tanto este intermediario es captado por la piruvato descarboxilasa para producir etanol 

[40]. Este efecto se debe considerar en procesos donde el objetivo principal es producir 

biomasa de levadura, dado que este proceso industrial se realiza en condiciones 

aérobicas. 

 

Por otro lado, es importante resaltar que bajo condiciones anaeróbicas, se considera que 

la mitocondria no existe como tal, pero si se presenta una estructura des-diferenciada 

denominada proto-mitocondria, estructura que retiene una fracción de las funciones de la 

mitocondria [41],[42] . Esto puede explicar porque la levadura es capaz de sintetizar los 

aminoácidos que requiere para su crecimiento bajo condiciones anaeróbicas, 

considerando que, en este organelo ocurren varias etapas de la biosíntesis de estas 

sustancias.  

 

Cuando las levaduras realizan procesos fermentativos sobre una fuente mixta de azúcares, 

se puede dar lugar al proceso de represión catabólica por carbono. La glucosa o la fructosa 

en concentraciones en el medio de fermentación por encima de 5 g/L pueden inhibir la 

utilización de sacarosa, dado que intervienen a nivel de la síntesis de enzimas necesarias 

para su asimilación, como es el caso de la inhibición de la expresión del gen SUC2 que 

codifica para una invertasa en la levadura [43]. Este aspecto se puede considerar 

importante en fermentaciones en las que se empleen sustratos con un alto contenido de 

sacarosa, como lo son los jugos, mieles y melazas de caña de azúcar. 
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En el proceso de fermentación alcohólica también se produce glicerol. La producción de 

esta sustancia durante el proceso está asociada a la osmorregulación, lo cual implica que 

cuando las levaduras son expuestas a medios hipertónicos producen glicerol con el fin de 

equilibrar la actividad acuosa externa y así prevenir la deshidratación de la célula. Para 

cumplir con esta regulación, el glicerol se produce a partir de la dihidroxiacetona 3-fosfato 

(intermediario de la glucólisis), reacción en la que interviene la enzima glicerol 3-fosfato 

deshidrogenasa codificada por el gen GPD1. El glicerol también es producido para 

mantener el balance redox durante la fermentación alcohólica, permitiendo la regeneración 

del transportador de electrones NAD+. Este glicerol también es producido a partir de la 

dihidroxiacetona 3 –fosfato; sin embargo, la enzima que interviene es una glicerol 3-fosfato 

deshidrogenasa codificada por el gen GPD2 [44].  

1.3 Producción de alcoholes fusel durante la 
fermentación alcohólica 

 

Durante la fermentación llevada a cabo en procesos industriales para la producción de 

etanol a partir de azúcares, se producen en menor cantidad otros alcoholes entre los que 

se incluyen alcohol isoamílico, isobutanol, alcohol amílico activo y propanol [45]. Estas 

sustancias son denominadas comúnmente como alcoholes superiores,  al tener un número 

superior a los dos átomos de carbono en la molécula y presentar una mayor temperatura 

de ebullición que el etanol [46]. Industrialmente estas sustancias son recuperadas como 

un subproducto del proceso, durante la rectificación del etanol y hacen parte de la mezcla 

conocida como aceite de fusel o alcoholes fusel [47].  

 

Patil y col.  [47] indican que en plantas comerciales que emplean melazas de caña de 

azúcar como sustrato en la fermentación alcohólica, la producción habitual de aceite de 

fusel está entre 1 y 11 litros por cada 1000L de etanol producido, mientras la proporción 

expresada en %v/v para el isobutanol en el fusel oscila entre el 0.23% y el 5.5%, en tanto 

que la suma de los isómeros del alcohol amílico (alcohol isoamílico y alcohol amílico activo) 

se encuentra entre el 41% y el 85.2%, para el propanol se presenta entre 0.25% y 18%  y 

el etanol oscila entre 0.057% y el 8%, sin embargo, en este aceite también pueden estar 
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presentes otros alcoholes y agua. La cantidad y composición del aceite de fusel es variable 

y dependiente de las condiciones de cultivo y la cepa empleada para la producción de 

etanol, de acuerdo con lo reportado por este autor. Quintero y col. [48]  muestran que el 

aceite de fusel producido en las industrias colombianas que producen etanol, presentan 

un contenido expresado en % en masa de alcohol isoamílico entre 68.47% y 80.74%, de 

isobutanol entre 0 (por debajo del nivel de detección) y 7.28 %, con los alcoholes amílico 

activo y propanol en niveles no detectados en la mayoría de las muestras. Esto sugiere 

que el principal alcohol superior producido por las levaduras durante las fermentaciones 

industriales es el alcohol isoamílico, seguido por el isobutanol.  

 

La producción de estas sustancias esta principalmente asociada al catabolismo de 

aminoácidos durante la fermentación, en este sentido el isobutanol es producido a partir 

de la L-valina. El alcohol amílico (2-metil-1-butanol) es derivado de la L-Isoleucina y el 

alcohol isoamílico (3-metil-1-butanol) de la L-Leucina, para lo cual emplean la denominada 

ruta de Ehrlich [13]. Un esquema de esta ruta es presentado a continuación para el 

aminoácido L-valina:  

 

Figura 1-3. Catabolismo de L-valina por la ruta de Ehrlich 

 

Fuente: Adaptada de [13], [49]. 

 

Dicha ruta inicia con una reacción de transaminación en la cual el aminoácido ramificado 

se convierte en un 2-ceto-ácido, mediante la transferencia del grupo amino al 2-

oxoglutarato para producir L-glutamato. Este paso es catalizado por la enzima 

transaminasa de aminoácidos de cadena ramificada (representada en la Figura 1-3 como 

E1), codificada por los genes BAT1 para el proceso en la mitocondria y BAT2 para el 

proceso en el citosol. El intermediario 2-ceto-ácido es posteriormente descarboxilado para 

formar un aldehído con un átomo de carbono menos y libera una molécula de dióxido de 

carbono; este proceso es llevado a cabo por la enzima piruvato descarboxilasa 
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(representada en la Figura 1-3 como E2), para el caso del catabolismo de la L-valina y L-

leucina la actividad esta mediada por los productos de los genes PDC1, PDC5 y PDC6 

[15]. Finalmente, el aldehído es reducido para la producción del alcohol mediante la acción 

de la enzima alcohol deshidrogenasa (representada en la Figura 1-3 como E3). Los genes 

ADH1, ADH2, ADH3, ADH4 Y ADH5 están involucrados con esta actividad. Esta enzima 

utiliza el cofactor NADH por lo que la ruta de Ehrlich ofrece una alternativa para la 

regeneración de NAD+ [13]. Cabe resaltar que las últimas dos actividades enzimáticas 

están involucradas en la obtención de etanol a partir del intermediario piruvato.  

 

Por otro lado, se ha probado que las levaduras son capaces de producir los alcoholes en 

medios sintéticos sin fuentes orgánicas de nitrógeno y en donde la capacidad de 

producción también está ligada a la cepa empleada [50]. Esto muestra que la levadura es 

capaz de sintetizar isobutanol de manera anabólica durante su proceso fermentativo.  

 

La ruta metabólica propuesta para la producción de isobutanol a partir de glucosa es 

descrita por Chen y col. [14] y se presenta en la Figura 1-4. La biosíntesis del isobutanol 

está ligada a la de la L-valina, por lo que los múltiples pasos que permiten la biosíntesis de 

dicho alcohol son realizados por enzimas que permiten la biosíntesis de este aminoácido. 

Partiendo del piruvato producido durante la glucólisis, como primer paso en la biosíntesis 

de isobutanol, actúa la enzima acetolactato sintasa, la cual combina dos moléculas de 

piruvato para producir una molécula de 2-acetolactato y una molécula de dióxido de 

carbono. Esta enzima contiene dos subunidades, una catalítica y una reguladora, las que 

son codificadas por los genes ILV2 y ILV6 respectivamente. El 2-acetolactato es convertido 

en 2,3 dihidroxi-isovalerato por la enzima acetohidroxiácido reductoisomerasa, la cual es 

codificada por el gen ILV5. Esta acción enzimática requiere del cofactor NADPH. Estas 

tres reacciones iniciales ocurren en la mitocondria bajo condiciones aeróbicas. El 2,3 

dihidroxi-isovalerato es transformado a 2-cetoisovalerato mediante la acción de la enzima 

dihidroxiácido deshidratasa, la cual esta codificada por el gen ILV3. Este producto final 

puede ser transformado en L-valina por la transaminasa para aminoácidos ramificados 

codificada por el gen BAT1, este aminoácido puede ser transportado al citosol y en este 

es transformado a isobutanol mediante la ruta de Ehrlich. Como otra posibilidad, el 2-

cetoisovalerato podría ser transportado directamente hacia el citosol y continuar los pasos 

para su transformación a isobutanol.  
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Figura 1-4. Ruta para la biosíntesis de isobutanol a partir de glucosa para S. cerevisiae. 

 

Fuente: Adaptada de Chen et al [14], Wess et al [51] y Park et al [52].  

 

En cuanto a la regulación de la biosíntesis de valina por S. cerevisiae, se ha identificado 

que sobre la enzima acetolactato sintasa está el primer paso en la regulación en la ruta 

metabólica desde piruvato, debido a la disminución de la actividad enzimática mediada por 

la concentración de valina. Esta enzima tiene una subunidad catalítica y una unidad 

reguladora y a pesar de que la primera subunidad no requiera la presencia de la segunda 
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para tener actividad, esta estimula una mayor actividad enzimática; además se ha 

encontrado que el ATP con su complejo con Mg2+, reducen la inhibición por valina [53]. 

 

En la Figura 1-4 también se presenta la ruta metabólica para la biosíntesis de L-leucina y 

de alcohol isoamílico. Esta ruta se considera competitiva a la de producción de isobutanol 

ya que comparten el mismo intermediario metabólico (2- ceto isovalerato), contribuye al 

consumo de NADH+H+ y emplea las mismas enzimas de la ruta de Ehrlich. Por lo tanto, 

puede ser importante evaluar estrategias que reduzcan la influencia de esta ruta sobre la 

producción de isobutanol.  

1.4 Producción de isobutanol empleando 
microorganismos recombinantes 

Reconociendo la necesidad de producir isobutanol a través de procesos biológicos, varios 

estudios se han realizado empleando cepas de diferentes microorganismos e 

implementando diferentes estrategias para incrementar su producción. En la Tabla 1-2 se 

encuentran listados algunos de los estudios más relevantes para la producción de 

isobutanol en especies microbianas distintas a S. cerevisiae.  

 
Tabla 1-2 Producción de isobutanol empleando diversas estrategias y microorganismos 

Microorganismo Modificaciones realizadas Rendimiento 

(% respecto 

al máximo 

téorico) 

Concentración 

final (g/L) 

Fuente 

Escherichia coli.  

Cepa JCL16 

Se sobreexpresó parte de la ruta biosintética para 

la producción de L-valina desde piruvato hasta 2-

cetoisovalerato. Realizaron la expresión 

heteróloga de la enzima 2-ceto ácido 

descarboxilasa (Kivd) de Lactoccocus lactis, de la 

enzima alcohol deshidrogenasa (Adh2) de S. 

cerevisiae y de la enzima acetolactato sintasa 

(AlsS) de Bacillus subtilis. Se empleó glucosa 

como sustrato. 

86 %  22.0 Atsumi y 

col. [6] 

E. coli. Cepa. 

JCL16 

Se realizó mutagénesis aleatoria y selección con 

norvalina, el cual es un análogo tóxico de L-valina. 

Esto permitió incrementar la producción de L-

valina y junto con la expresión heteróloga de la 

enzima Kivd de L. lactis y de la enzima Adh2 de 

S. cerevisiae, se logró una mayor producción de 

isobutanol. Además, se realizó un análisis 

76 % 21.2 Smith and 

Liao [54] 
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Microorganismo Modificaciones realizadas Rendimiento 

(% respecto 

al máximo 

téorico) 

Concentración 

final (g/L) 

Fuente 

genómico del mutante para corregir mutaciones 

negativas. Se empleó glucosa como sustrato.  

Corynebacterium 

glutamicum. 

Cepa CRZ1.  

Se sobreexpresaron los genes que codifican para 

las enzimas acetolactato sintasa, 

acetohidroxiácido reductoisomerasa y 

dihidroxiácido deshidratasa, además se 

sobreexpresaron los genes que codifican para las 

enzimas Kivd de L. lactis y Adh2 de S. cerevisiae. 

Se evaluó también la enzima alcohol 

deshidrogenasa AdhP de E. coli, que presentó 

menor inhibición al isobutanol.  La producción de 

isobutanol se realizó en un medio con agitación, 

pero sin aireación. Se empleó glucosa como 

sustrato.  

36 % aprox.  25.4 Yamamoto 

y col. [7] 

Bacillus subtilis 

Cepa BSUL05. 

La cepa parental del estudio ya tenía una 

transformación que aseguraba la sobreexpresión 

del gen que codifica para la enzima acetolactato 

sintasa, además tenía la expresión de los genes 

heterólogos que codifican para las enzimas 

cetohidroxiácido reductoisomerasa y 

dihidroxiácido deshidratasa de C. glutamicum, la 

enzima Kivd de L. lactis y Adh2 de S. cerevisiae. 

La siguiente mejora fue obtenida mediante la 

disrupción de la expresión del gen que codifica 

para la enzima glucosa 6 –fosfato isomerasa, se 

sobreexpresó el gen que codifica para la enzima 

glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y de esta 

manera estimulando la ruta de las pentosas 

fosfato, finalmente se expresó el gen heterólogo 

que codifica para una enzima transhidrogenasa 

(UdhA) de E. coli. Se empleó celulosa como 

sustrato. 

63 %  6.12 Qi y col. 

[8] 

Shimwellia 

blattae. Cepa 

p424lbPSO 

Se utilizó un operón sintético inducible que 

contiene los genes que codifican para las enzimas 

AlsS de B. subtilis, KivD de L. lactis, 

cetohidroxiácido reductoisomerasa, 

dihidroxiácido deshidratasa de E. coli. En el 

estudio se emplearon cuatro especies distintas de 

bacterias, pero en la que se dio mayor producción 

fue en S. blattae.   

47.7 %  6 g/L Felpeto-

Santero y 

col. [55] 

Clostridium 

thermocellum. 

Cepa DSM 1313 

Δhpt 

Se sobreexpresaron los genes que codifican para 

las enzimas acetolactato sintasa, 

acetohidroxiácido reductoisomerasa y 

dihidroxiácido deshidratasa, además se expresó 

el gen heterólogo para la enzima Kivd de L. lactis. 

Se empleó celulosa como sustrato. La 

fermentación se realizó a 50 °C. 

41 %  5.4 Lin y col., 

[9] 

Synechococcus 

elongatus. Cepa. 

PCC7942.   

Se empleó la bacteria para la producción 

fotoautrotrófica de isobutanol. Se bloqueó la 

biosíntesis de glucógeno en una cepa 

previamente modificada con los genes 

- 0.550 Li y col. 

[56] 



Mutagénesis, selección y caracterización nutricional de una cepa nativa de 

Saccharomyces cerevisiae para la producción de isobutanol 

17 

 

Microorganismo Modificaciones realizadas Rendimiento 

(% respecto 

al máximo 

téorico) 

Concentración 

final (g/L) 

Fuente 

heterólogos que codifican para las enzimas Kivd 

de L. lactis, AlsS de B. subtilis, acetohidroxiácido 

reductoisomerasa, dihidroxiácido deshidratasa y 

alcohol deshidrogenasa (YqhD) de E. coli, 

además presenta una sobreexpresión del operón 

rbcLS involucrado en la captación de dióxido de 

carbono a través del ciclo de Calvin.   

Pichia pastoris.  

Cepa KM71. 

Se expresaron los genes heterólogos que 

codifican para las enzimas KivD de L. lactis, Adh7 

de S. cerevisae, además se sobreexpresaron los 

genes ILV2, ILV6, ILV3 e ILV5. Se empleó 

glucosa como sustrato. El proceso se condujo de 

manera aeróbica.  

5.4 %  2.22 Siripong y 

col. [10] 

 

Algunos de los datos reportados en la Tabla 1-2 fueron calculados con el rendimiento 

máximo teórico igual a 0.41 g de isobutanol/ g de glucosa [57], valor que puede ser 

calculado mediante un balance de electrones disponibles. Estos resultados muestras que 

las bacterias transformadas permiten la producción con relativamente altos rendimientos. 

Además, también es importante mencionar que la máxima producción reportada para el 

isobutanol como producto principal de la fermentación es de 25.4 g/L [7]. Felpeto-Santero 

[55], realizaron pruebas de tolerancia a isobutanol en 2 cepas de E. coli y en una cepa de 

S. blattae y encontraron que a concentraciones mayores a 10 g/L de isobutanol estos 

microorganismos sufrían una alta inhibición en su crecimiento. Smith y col. [58], 

demostraron que E. coli y C. glutamicum después de haberse expuesto a concentraciones 

mayores a 20 g/L de isobutanol, reducían su viabilidad hasta un 20 %, esto reafirma un 

inconveniente que pueden presentar las bacterias al ser elegidas como plataformas para 

la producción de isobutanol. Por otro lado, las levaduras de la especie S. cerevisiae son 

empleadas en procesos de fermentación comerciales en los que el nivel de producción de 

etanol puede alcanzar el 12 % v/v, por lo que si se considera que los mecanismos que 

permiten está marcada capacidad de tolerar el etanol también pueden contribuir a tolerar 

al isobutanol, harían de este microorganismo un agente idóneo para la producción de esta 

sustancia.  
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Tabla 1-3. Producción de isobutanol empleando cepas recombinantes de S. cerevisiae 

Microorganismo Modificaciones realizadas Rendimiento 

(mg de 

isobutanol/ 

g de 

glucosa) 

Concentración 

final (g/L) 

Fuente 

S. cerevisiae. 

Cepa CEN.PK 2-

1C (haploide) 

Se sobreexpresó parte de la ruta 

biosintética para la producción de L-valina 

desde piruvato hasta 2-cetoisovalerato a 

través de la expresión de los genes ILV2, 

ILV3 e ILV5. En medio mineral con glucosa 

bajo condiciones aeróbicas.  Se 

sobreexpresó el gen BAT2 trayendo como 

consecuencia la reducción de la velocidad 

específica de crecimiento.  

3.86 0.154 Chen y col. [14] 

S. cerevisiae. 

Cepa CEN.PK 2-

1C (haploide) 

Se expresaron las enzimas ILV2, ILV3 e 

ILV5 en el citosol de la levadura, para esto 

se removió de cada gen la secuencia señal 

que permite el transporte de proteínas a la 

mitocondria. Además, se suprimió la 

expresión del gen ILV2 para evitar su 

expresión en la mitocondria. El proceso se 

llevó a cabo bajo condiciones aérobicas 

empleando glucosa como sustrato. 

15 0.63 Brat y col., [59] 

S. cerevisiae. 

Cepa JAy1 

(diploide) 

Se expresó la ruta de Ehrlich en la 

mitocondria con el fin de compartimentalizar 

la ruta de la biosíntesis de isobutanol desde 

piruvato en ese organelo. Se 

sobreexpresaron los genes ILV2, ILV3, ILV5 

y ARO10 (codifica para una 2-cetoácido 

descarboxilasa), además se expresó el gen 

heterólogo que codifica para la enzima 

alcohol deshidrogenasa AdhA de L. lactis. 

La fermentación se llevó a cabo bajo 

condiciones microaeróbicas, empleando 

glucosa como sustrato.  

6.4 0.635 Avalos y col. 

[60] 

S. cerevisiae. 

Cepa W303-1A 

(haploide) 

Se sobreexpresaron los genes ILV2, ILV3, 

ILV5 y POS5 (codifica para la enzima NADH 

quinasa mitocondrial). Esta última 

modificación se realizó para poder generar 

una mayor cantidad de NADPH disponible 

para la conversión del acetolactato en 2,3-

dihidroxi-isovalerato. Se sobreexpresó una 

versión mutada del gen ILV6 que presenta 

resistencia a la inhibición por 

retroalimentación por L-valina. Se 

introdujeron los genes heterólogos para la 

cetoácido descarboxilasa de L. lactis y 

alcohol deshidrogenasa de E. coli, ambos 

genes fueron modificados con secuencias 

que permiten la expresión en la mitocondria.  

La fermentación se llevó a cabo bajo 

condiciones microaeróbicas, empleando 

glucosa como sustrato.  

7.81 0.313 Ofuonye y col. 

[61] 
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Microorganismo Modificaciones realizadas Rendimiento 

(mg de 

isobutanol/ 

g de 

glucosa) 

Concentración 

final (g/L) 

Fuente 

S. cerevisiae. 

Cepa CEN.PK 2-

1C (haploide) 

La cepa empleada en el estudio había sido 

previamente modificada para suprimir la 

expresión de los genes ALD6 (codifica para 

la enzima aldehído deshidrogenasa) y 

BAT1, esto permitió reducir el flujo de 

carbono hacía butirato y hacía L- valina. En 

este estudio se suprimió la expresión del 

gen LPD1 el cual codifica para una 

subunidad de la piruvato deshidrogenasa, 

con el fin de evitar la producción de acetil-

coA a partir del piruvato.  El plásmido 

empleado para la transformación además 

llevaba los genes ARO10 y ADH2 con una 

secuencia guía para que fueran 

transportados a la mitocondria, además los 

genes ILV2, ILV3 y ILV5. El plásmido 

también contenía una versión mutada para 

el gen LEU3 el cual codifica para un factor 

de transcripción de los genes que codifican 

para los aminoácidos ramificados, 

conjuntamente contenía los genes MPC1 y 

MPC3, involucrados en el transporte de 

piruvato bajo condiciones de respiración. EL 

proceso se llevó a cabo empleando glucosa 

como sustrato y bajo condiciones aeróbicas.  

16.5 0.331 Park y col., [62] 

S. cerevisiae. 

Cepas CEN.PK2-

1C 

Se suprimió la expresión del gen BAT1, se 

sobreexpresaron los genes ILV2, ILV3 e 

ILV5, además el gen homólogo ARO10 y el 

gen heterólogo que codifica para la enzima 

alcohol deshidrogenasa AdhA de L. lactis 

fueron modificados para permitir su 

expresión en la mitocondria. Se empleó 

glucosa como sustrato y el proceso fue 

conducido de manera aeróbica.  

12.45 1.245 Hammer y 

Avalos [11] 

 

En la Tabla 1-3 se muestran algunos de los resultados obtenidos con la levadura S. 

cerevisiae a través de diferentes estudios. En general no se han podido alcanzar los 

mismos rendimientos y concentraciones finales a los reportados para bacterias como E. 

coli. A pesar de esto, la levadura presenta múltiples ventajas difíciles de superar por otro 

tipo de microorganismos para su empleo en procesos industriales. Se puede resaltar que, 

entre las ventajas del uso de la levadura, es que esta puede conducir el proceso bajo 

condiciones anaeróbicas tal y como se realiza a escala comercial para la producción de 

etanol; esto con el fin de reducir costos de operación al comparar la producción realizada 
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bajo condiciones aeróbicas. Sin embargo, ninguno de los estudios reportados con la 

levadura trabajó con esta restricción, por lo que se deben realizar investigaciones con este 

microorganismo que permitan aprovechar esta ventaja.  

Bastian y col. [63] mostraron que la producción bajo condiciones anaeróbicas de isobutanol 

es posible, específicamente con la bacteria E. coli; sin embargo, para lograr esta 

posibilidad se debe mejorar la disponibilidad del cofactor NADPH bajo condiciones 

anaeróbicas, dado que se produce principalmente bajo condiciones aeróbicas, y es 

requerido por la cetoácido reductoisomerasa para la conversión de acetolactato en 2,3 

dihidroxivalerato. Para ello estudiaron dos posibilidades; la primera consistió en introducir 

modificaciones al azar en el gen que codifica para cetoácido reductoisomerasa, con el fin 

de obtener una enzima mejorada con mayor afinidad a NADH; la segunda consistió en 

sobreexpresar la enzima piridina nucleótido transhidrogenasa, la cual catalizar la 

transferencia de equivalentes reductores entre NAD+ y NADP+. Una aproximación 

semejante en las levaduras podría resultar en mayores rendimientos.   

1.5 Herramientas para el mejoramiento genético de 
microorganismos 

1.5.1 Mutagénesis aleatoria y selección 

En la naturaleza, el metabolismo de los microorganismos es altamente regulado para evitar 

el desperdicio de energía y la acumulación de intermediarios y de enzimas necesarios para 

su biosíntesis [64]. Por lo tanto, aunque los microorganismos pueden producir una gran 

variedad de productos, solo lo hacen en cantidades suficientes para su beneficio. En este 

sentido el mejoramiento de las cepas busca aumentar la productividad de los procesos 

llevados a cabo por estos, así como los rendimientos, y también busca incrementar la 

concentración de los metabolitos o producidos durante la fermentación, ya sean estos 

acumulados de manera  intracelular y/o extracelular [65]. 

 

Una mutación es una alteración permanente de uno o más nucleótidos en un sitio 

especifico de una cadena de ADN, la cepa que alberga esa mutación se denomina cepa 

mutante. Las mutaciones pueden estar asociadas a cambios tales como sustitución, 

deleción o re-arreglo de uno o más nucleótidos en el cromosoma. La mayoría de las 

mutaciones ocurren con baja frecuencia en los seres vivos en cualquier punto de un gen 
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(10-5-10-10/generación). En muchos casos las mutaciones son nocivas para el 

microorganismo, pero ciertas mutaciones pueden permitir al organismo adaptarse mejor al 

medioambiente. Los procesos de mutagénesis en este sentido tienen como objetivo 

incrementar la frecuencia de las mutaciones deseadas, minimizando el número de 

mutaciones letales [64]. 

 

El método más común de mutagénesis para obtener mutantes hiperproductores implica 

tratar a una población microbiana con un agente mutagénico, hasta que se alcance cierta 

tasa de mortalidad; la población sobreviviente es cultivada en cajas y posteriormente en 

frascos para determinar la formación de productos, esta última etapa es conocida como 

selección. Los agentes mutagénicos más usados son la N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidina 

(MNNG), el metilmetano sulfonato (MMS), etilmetano sulfonato (EMS), la hidroxilamina 

(HA) y la luz ultravioleta (UV) [66]. Los agentes químicos con mayor frecuencia empleados 

en ensayos de mutagénesis son el EMS y la MNNG, estos son reconocidos por causar 

transiciones GC→AT, tanto en procariotas como en eucariotas [67]. Las transiciones son 

intercambios entre purinas (A↔ G) o entre pirimidinas (C↔ T). La luz UV de onda corta 

puede causar dimerización de pirimidinas y entrecruces en el ADN, esto se refleja en 

transversiones (intercambios entre purinas y pirimidinas), deleciones, modificaciones en el 

marco de lectura y transiciones GC→AT [64]. 

 

Para la selección de los mutantes se pueden emplear varias estrategias, entre las que se 

resaltan la búsqueda aleatoria y la selección racionalizada. En la primera alternativa, de la 

población sobreviviente al tratamiento de mutagénesis y ya cultivada en cajas Petri, se 

seleccionan colonias al azar para ser evaluadas en su capacidad de producción del 

metabolito deseado; esta estrategia se emplea usualmente cuando no se conoce el 

metabolismo del microorganismo sometido al proceso. Por otro lado, con la estrategia de 

selección racionalizada se busca mejorar la eficiencia del proceso de selección, para ello 

se requiere un conocimiento básico del metabolismo y de la regulación metabólica, de 

manera que mediante la manipulación de las condiciones medioambientales o de los 

componentes del medio se pre-seleccione una cepa con unas características deseadas 

[64]. 
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Una de las aplicaciones más comunes de la selección racionalizada, está en la selección 

de mutantes con bajos niveles de regulación en la biosíntesis de aminoácidos o derivados, 

por ejemplo, para la selección de cepas mutantes de Streptomyces cinnamonensis 

hiperproductoras de monesina (un antibiótico cuyo precursor es L-valina). En este sentido, 

Pospíšil y col. [68] emplearon análogos tóxicos de valina entre los que se encuentran el 2-

amino-3-clorobutirato, el 2-aminobutirato y la norleucina en el medio de selección, con lo 

cual además de lograr una mejora en la producción del antibiótico, también evidenciaron 

que el microorganismo tenía desregulada la biosíntesis de valina, lo cual se reflejaba en el 

alto contenido del intermediario 2-cetoisovalerato. 

 

Sobre la levadura S. cerevisiae también se ha realizado mutagénesis con fines de 

mejoramiento.  Ramos y Calderón [69] generaron mutantes con MNNG, para aislar 

hiperproductores del aminoácido treonina, para ello emplearon hidroxinorvalina como 

análogo tóxico de este aminoácido, encontrando que 60 de las 128 cepas determinadas 

como resistentes a la hidroxinorvalina acumulaban treonina en el medio de cultivo en 

cantidad mayores a las de la cepa parental. 

 

Watanabe y col. [70] aislaron mutantes de levadura con mayor capacidad de producción 

de isobutanol, empleando para ello 4-aza-DL-leucina como agente de selección y EMS 

como agente mutagénico. Mediante esta estrategia lograron estimular la producción de 

isobutanol 8 veces más que en la cepa parental alcanzando en el medio una concentración 

cercana a los 413 mg/L. Dicho estudio estaba encaminado a mejorar las características 

organolépticas del pan producido con estas cepas.   

 

Mobini y col. [71] realizaron ensayos de mutagénesis sobre una cepa de S. cerevisiae 

empleando como agente mutagénico el EMS y como método de selección de mutantes un 

medio con elevadas concentraciones de etanol (superiores al 10% v/v), de esta manera 

lograron obtener un mutante con una mayor capacidad de producir etanol que la cepa 

parental en un 17.3% adicional. 

 

Recientemente Katre y col. [72], emplearon esta metodología con el fin de obtener 

levaduras con mayor contenido y producción de aceites microbianos, para ello emplearon 

MNNG como agente mutagénico y realizaron una selección con cerulenina, el cual es un 
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inhibidor de la biosíntesis de ácidos grasos. Esta estrategia permitió obtener un mutante 

con 67 % de su contenido en lípidos respecto al 45 % de la cepa parental. 

1.5.2 Otras herramientas de mejoramiento genético para S. 
cerevisiae 

 

Además de la mutagénesis aleatoria, otras estrategias se han implementado exitosamente 

para el mejoramiento de microorganismos específicamente cuando no se tienen definidos 

los blancos que permiten adquirir las características deseadas. Entre estas se pueden 

nombrar la evolución adaptativa en laboratorio y el genome shuffling. 

La evolución adaptativa en laboratorio ha sido empleada para mejorar el crecimiento de 

microorganismos sobre sustratos de interés y para mejorar la resistencia a condiciones de 

estrés. Esta metodología consiste en mantener el microorganismo cultivado bajo 

condiciones definidas por largos periodos de tiempo, en intervalos de semanas a años, en 

los que se seleccionan fenotipos con mejor adaptación a las condiciones de cultivo. 

Posteriormente, con el fin de determinar los cambios en genéticos que determinan las 

características de  estos fenotipos, se puede realizar la secuenciación del genoma [73]. 

Además, mediante técnicas de recombinación es posible corroborar cuales de los cambios 

genéticos presentados determinan de manera más efectiva el fenotipo deseado [74].  

En el mismo sentido, la técnica denominada en inglés genome shuffling (reordenamiento 

aleatorio del genoma) ha recibido especial atención, puesto que también permite la 

obtención de microorganismos con características mejoradas que pueden depender de un 

gran número de genes, no todos con función conocida [75]. La técnica consiste en tres 

etapas, en la primera se genera diversidad genética en una población, para ello se pueden 

inducir mutaciones empleando agentes químicos, UV o radiación. En segundo lugar, la 

población es sujeta a un proceso de screening o selección con el fin de identificar o 

enriquecer los mutantes con mejores rendimientos. Finalmente, los mejores organismos 

(genomas) son combinados por medio de hibridación asexuales (fusión de protoplastos) o 

sexuales (esporulación y apareamiento). Esto causa que las combinaciones de mutaciones 

benéficas puedan ser creadas y las mutaciones negativas puedan ser removidas. Sin 

embargo, esta técnica podría requerir de asistencia robótica para automatizar las 
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diferentes etapas y lograr identificar un mayor número de microorganismos en cada etapa 

con las características deseadas  [76]. 

1.6 Conclusiones 

• La revisión presentada en este capítulo muestra el potencial que ofrece el 

isobutanol como una alternativa para el desarrollo sostenible, considerando que 

esta sustancia se puede producir a partir de sustratos renovables a través de 

procesos fermentativos, los cuales son reconocidos por llevarse a cabo bajo 

condiciones cercanas a las ambientales de presión y temperatura. Además, el 

isobutanol es una sustancia muy versátil que puede ser empleada como 

biocombustible para vehículos de transporte terrestre, por lo tanto, puede contribuir 

a la reducción de las emisiones netas de gases de efecto invernadero. Esta 

sustancia también puede ser transformada para uso como combustible de aviación 

y además en un gran número de compuestos de interés comercial convirtiéndose 

en una materia prima clave en el establecimiento de biorrefinerías.  

• La producción biológica de isobutanol enfrenta varios retos, entre los que se 

encuentran las bajas concentraciones de producto alcanzadas durante la 

fermentación. Mediante el empleo de herramientas de ingeniería genética se ha 

buscado mejorar la producción de isobutanol en diversas especies de 

microorganismos, a través de la introducción o sobreexpresión de algunos de los 

genes responsables de la biosíntesis de L-valina, y de la reducción del efecto de 

rutas competitivas. Sin embargo, a pesar de estas modificaciones los niveles de 

producción de isobutanol son bajos para el establecimiento de un proceso que 

pueda ser llevado a cabo a escala comercial, limitación que también puede estar 

asociada a la reducida tolerancia por parte de algunos microorganismos al 

isobutanol. La especie de levadura S. cerevisiae se destaca porque presenta una 

alta resistencia a diversos factores de estrés presentes en los biorreactores 

utilizados a escala comercial, entre los que se encuentra la elevada concentración 

de etanol. Por lo tanto, este microorganismo puede ser una alternativa interesante 

para el establecimiento de un proceso de producción de isobutanol, reconociendo 

que esta levadura produce naturalmente este alcohol durante la fermentación y que 

la implementación de estrategias de mejoramiento genético como la mutagénesis 

aleatoria podrían incrementar la producción de esta sustancia por parte de esta 
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levadura, además esta estrategia facilitaría la identificación de nuevos blancos a 

ser empleados en procesos de mejoramiento dirigidos.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2. Mutagénesis y selección de levaduras con 
mayor producción de isobutanol 

Durante la fermentación de azúcares la levadura Saccharomyces cerevisiae produce otros 

alcoholes además del etanol, tales como el propanol, el isobutanol, el alcohol isoamílico y 

el alcohol amílico activo entre otros, aunque siempre en pequeñas proporciones [47]. La 

cantidad de cada uno de estos depende de la cepa empleada, del sustrato y de las 

condiciones de fermentación [13]. Específicamente el isobutanol puede ser transformado 

en productos de alto valor agregado, ya que puede ser empleado como materia prima para 

la producción de sustancias obtenidas tradicionalmente a partir del petróleo, posibilitando 

alternativas de desarrollo sostenible, considerando que el isobutanol sería producido a 

partir de fuentes renovables [5], [29]. La levadura S. cerevisiae presenta altas ventajas 

como microorganismo para la producción industrial del isobutanol, ya que tiene alta 

tolerancia a niveles bajos de pH y a otros factores de estrés, además, las condiciones para 

su empleo a nivel industrial son bien conocidas, facilitando el escalamiento del proceso y 

su producción en infraestructura ya existente [14].  

 

Las levaduras presentes en entornos industriales en los que se procesan azúcares para la 

producción de etanol, pueden presentar adaptaciones que les permiten realizar la 

fermentación de manera más eficiente en términos de mayor rendimiento, productividad y 

tolerancia a la contaminación microbiana. Por ejemplo, en Brasil dos aislados desde 

destilerías son utilizados en varias plantas comerciales de producción de etanol debido a 

las ventajas que presentan frente a levaduras tradicionales [17], [77]. Esto muestra el 

potencial que tienen los aislados naturales de levaduras, ya que estos presentan fenotipos 

interesantes para ser empleados en procesos industriales, fenotipos que pueden ser 

caracterizados para la identificación de nuevos blancos para el mejoramiento de levaduras 

[18].  
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Por otro lado, la mutagénesis aleatoria es una técnica de mejoramiento genético que no 

tiene blancos definidos, pero con la que se pueden obtener microorganismos con mejores 

características. Por ejemplo, con el empleo de esta técnica se desarrolló la cepa de 

Penicillium chrysogenum empleada en la producción comercial de penicilina [78]; técnica 

que aún se sigue utilizando para la obtención de cepas mejoradas con mayor producción 

de metabolitos primarios o secundarios [54], [72], [79]. Esta técnica ha sido aplicada 

exitosamente en S. cerevisiae para obtener fenotipos que dependen de un alto número de 

genes, que afectan varias características tales como tolerancia al etanol [71], tolerancia a 

la congelación [80], tolerancia a inhibidores de fermentación [81]. Después de la inducción 

de variación genética mediante el uso de agentes mutagénicos, es necesaria una 

subsiguiente etapa de selección, la cual es facilitada por la introducción de presión 

selectiva [18].  

 

El sulfometuron metil (SM) es un herbicida perteneciente a la familia de las sulfonilureas, 

esta sustancia inhibe la biosíntesis de aminoácidos de cadena ramificada (L-valina, L-

leucina, por ejemplo) en plantas y otros organismos. Específicamente este compuesto 

actúa sobre la enzima acetolactato sintasa, la cual cataliza la primera reacción en la 

biosíntesis de estos aminoácidos. Su mecanismo de acción es a través del bloqueo del 

acceso del sustrato al sitio activo de la enzima [82]. Teniendo en cuenta que la biosíntesis 

del isobutanol está fuertemente ligada a la biosíntesis de L-valina, el SM es una sustancia 

que puede ser empleada para generar una presión selectiva en ensayos para 

mejoramiento genético encaminados a la producción de isobutanol. 

 

Mediante la presente investigación se buscó obtener una cepa de S. cerevisiae con una 

mayor producción de isobutanol. Para ello, la investigación se llevó a cabo en dos fases, 

en la fase inicial se evaluaron las levaduras pertenecientes a una colección biológica de 

aislamientos previamente obtenidos en una planta de producción de etanol, para identificar 

la cepa que presentará la mayor producción de isobutanol durante la fermentación de los 

azúcares contenidos en mieles de caña de azúcar. En la segunda fase, la cepa con la 

mayor producción fue empleada como cepa parental para el mejoramiento genético por 

mutagénesis aleatoria. Se realizaron dos ensayos de mutagénesis de manera secuencial, 

en el primero se empleó MNNG como agente mutagénico y SM como agente de selección; 
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la cepa con mayor producción de isobutanol fue seleccionada para el siguiente ensayo de 

mutagénesis en donde se empleó EMS como agente mutagénico y nistatina para lograr el 

enriquecimiento de mutantes con auxotrofía para L-leucina. Los mutantes fueron 

evaluados en mieles para verificar la producción de alcoholes durante la fermentación.  En 

la Figura 2-1 se presenta un esquema que resume como se llevó a cabo la investigación.   

 

Figura 2-1. Esquema general de la investigación para la obtención del microorganismo. 

 

Fuente: elaboración propia. 

En este estudio también se presentan los resultados de algunos ensayos de 

caracterización dirigidos a corroborar la identidad de las levaduras obtenidas, así como 

otros para caracterizar las levaduras trabajadas y a mejorar la producción de isobutanol 

durante la fermentación. 

2.1 Materiales y métodos 

2.1.1 Microorganismos empleados 

 

Para el desarrollo de la investigación se estudiaron aislados naturales previamente 

colectados en el municipio de Puerto López en el Departamento del Meta (Colombia), que 

habían sido identificados como pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. 

Estas levaduras fueron obtenidas bajo la ejecución del proyecto “Aislamiento, 

caracterización y evaluación de levaduras nativas de Puerto López (Meta) para la 
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producción de etanol”, proyecto ejecutado bajo el Contrato de Acceso a Recursos 

Genéticos y Productos Derivados para Investigación Científica no Comercial No 114 (del 

año 2015), suscrito entre la Universidad Nacional de Colombia y el Ministerio de Ambiente 

y Desarrollo Sostenible. La colección de microorganismos se encuentra en los laboratorios 

de Ingeniería Química de la Universidad Nacional de Colombia y fue depositada en el 

Banco de Cepas y Genes del Instituto de Biotecnología de la misma Universidad. Las 

cepas son preservadas por crioconservación con 15 % de glicerol a -70 °C [83]. Se 

caracterizaron un total de 20 aislados de S. cerevisiae y se contrastó la producción con la 

cepa industrial Ethanol Red ® Fermentis.  

 

La cepa parental para los estudios de mutagénesis fue derivada de la cepa 209-2 

(depositada con el Código IBUN-090-03640). La cepa con mayor producción de isobutanol 

obtenida de los ensayos de mutagénesis y la cepa auxótrofa para L-leucina que también 

presenta una mayor producción de isobutanol, fueron depositadas en la Colección de 

Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana (Registro Mundial WDMC No. 

857), con los códigos CMPUJ H110 (cepa 209-2-8), CMPUJ H111 (Q1) y CMPUJ H112 

(Q1m). Para la obtención de levaduras con mayor producción de isobutanol a partir de 

levaduras nativas de Colombia, se suscribió el Otro Sí N° 8 al Contrato Marco de Acceso 

a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados N° 121 (2016), entre la Universidad 

Nacional de Colombia y el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. Estos 

microorganismos fueron depositados en la colección de acceso público y pueden ser 

solicitados a dicha colección con fines de investigación y docencia. 

 

Otras cepas empleadas con fines de caracterización de asimilación de diferentes sustratos 

y validación de resistencia al SM fueron: S. cerevisiae ATCC 9763, S. cerevisiae CEN.PK2 

(MATa/α; his3D1/his3D1; leu2-3_112/leu2-3_112; ura3-52/ura3-52; trp1-289/trp1-289; 

MAL2-8c/MAL2-8c; SUC2/SUC2), CEN.PK2-1C (MATa; his3D1; leu2-3_112; ura3-52; 

trp1-289; MAL2-8c; SUC2), CEP.PK2-1D (MATα; his3D1; leu2-3_112; ura3-52; trp1-289; 

MAL2-8c; SUC2). Las cepas CEN.PK fueron compartidas al grupo de investigación por el 

Dr. Johannes H. Hegemann de la Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. 
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2.1.2 Medios empleados 

Medio Extracto de Levadura – Peptona –Dextrosa (YPD agar): el contenido por cada 

litro de medio a preparar es de 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos de peptona, 

20 gramos de glucosa y 20 gramos de agar agar [84]. Este medio fue empleado para el 

desarrollo de la levadura en cajas de Petri y para conservación a corto plazo en nevera a 

4°C (no mayor a dos meses).  

Medio para esporulación: el contenido por cada litro de medio a preparar es de 10 gramos 

de acetato de potasio, 1 gramo de extracto de levadura, 0.5 gramos de glucosa y 20 

gramos de agar agar [84].  

Medio extracto de malta para levaduras (YM modificado): el contenido por cada litro de 

medio a preparar es de 5 gramos de peptona, 3 gramos de extracto de levadura, 3 gramos 

de extracto de malta, 50 gramos de glucosa, 1 gramo de cloruro de amonio, 0.4 gramos 

de fosfato diácido de potasio. Este medio fue empleado para la generación de los inóculos 

para fermentación, también para los procedimientos de crioconservación y activación 

desde criovial.  

Medio YNB agar: el medio YNB (Yeast Nitrogen Base) es un medio químicamente 

definido. Fue adquirido de la marca Sigma, su composición y preparación puede ser 

encontrada en el Anexo B. La presentación adquirida no contenía aminoácidos ni sulfato 

de amonio. El medio final tiene un contenido por litro de 1.7 gramos de YNB, 20 gramos 

de glucosa, 5 gramos de sulfato de amonio (opcional) y es suplementado con 20 gramos 

de agar agar (también opcional) para su gelificación. Para los ensayos de selección con 

sulfometuron metil (SM) la concentración de esta sustancia fue ajustada a partir de un 

stock concentrado y preparado en dimetilsulfóxido (DMSO). Para los ensayos de obtención 

de levaduras auxótrofas para L-leucina en medio líquido no se empleó agar, y además se 

empleó un stock fresco y concentrado de nistatina preparado en DMSO, asimismo la L-

leucina se adicionó desde un stock concentrado preparado en agua. El sulfometuron metil, 

el DMSO, la L-leucina y la nistatina, también fueron adquiridas de la marca Sigma. 

Medio de fermentación: Para llevar a cabo las fermentaciones se emplearon mieles de 

caña de azúcar del municipio de Puerto López. Las mieles fueron diluidas en agua 
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destilada para ajustar la concentración hasta 16 °Bx. Para la evaluación de las levaduras 

del cepario, la miel no fue suplementada. Para la evaluación de los mutantes la miel fue 

suplementada con 500 mg/L de fosfato diácido de amonio. Para la evaluación de la 

fermentación con la levadura mutante con auxotrofía, se suplemento con 500 mg/L de L-

leucina.  

2.1.3 Procedimientos 

Activación de los microorganismos: Para la realización de los ensayos de fermentación, 

las cepas fueron activadas transfiriendo el contenido del criovial previamente 

descongelado a un tubo para centrifuga de 15 ml con 5 ml de medio líquido (YM 

modificado) previamente esterilizado. El crecimiento se realizó por 24 horas bajo 

condiciones de agitación con un equipo Vortex con adaptador para tubos. La temperatura 

de incubación fue de 30 °C. Posteriormente se sembraron con rastrillo 100 microlitros del 

cultivo en cajas de Petri con agar YPD. Las cajas se incubaron a 30 °C por 48 horas. Una 

vez se desarrollaron las levaduras estás fueron utilizadas como inóculo para cultivos 

líquidos o fueron preservadas en condiciones de refrigeración a 4 °C, por un tiempo 

máximo de 2 meses. 

 

Desarrollo del inóculo y ensayos de fermentación: Para el desarrollo del inóculo de 

fermentación se tomó una colonia con un asa estéril desde un cultivo fresco de levaduras 

crecidas en agar YPD. La colonia se transfirió a un matraz Erlenmeyer de 250 mL de 

capacidad con 50 mL de medio YM modificado y estéril. El cultivo se mantuvo a 30 °C por 

24 horas en un agitador orbital a 150 rpm. Las células de levaduras fueron precultivadas 

en matraces Erlenmeyer de 250 mL de capacidad. Una vez culminada la incubación, las 

células fueron colectadas de manera aséptica por centrifugación a 8500 rpm y 

resuspendidas en solución salina para ser empleadas como inóculo para la fermentación.  

 

Fermentación: Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo en frascos tapa 

rosca de 50 mL de capacidad empleando 50 mL de medio de fermentación estéril. A las 

tapas de estos frascos se les adaptó un sistema airlock el cual facilita la evacuación de los 

gases producidos durante la fermentación, pero no permite el ingreso de aire. Por lo tanto, 
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se genera una condición anaeróbica durante el proceso de fermentación. Para los ensayos 

de fermentación, se empleó una cámara de incubación con temperatura regulada a 30 °C. 

Al interior de la cámara se dispuso una plancha de agitación magnética multipozo, para la 

realización simultanea de varias fermentaciones. Con la agitación se impedía la floculación 

de las cepas durante el proceso. El tiempo de proceso fue de 48 horas. 

 

Para la fermentación se empleó un inóculo concentrado de 0.5 mL preparado en solución 

salina con el fin de evitar la dilución de los azúcares presentes en la miel. En los ensayos 

de evaluación de las levaduras del cepario, la concentración inicial de las mismas en el 

medio estuvo alrededor de 5.5*106 células/mL. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

En los experimentos de evaluación de los mutantes se empleó un inóculo más concentrado 

para la misma cantidad de volumen, permitiendo alcanzar una concentración inicial de las 

levaduras en el medio de aproximadamente 5.0*107 células/mL. En estos ensayos se 

realizó una primera selección de los mutantes obtenidos sin réplica, para seleccionar solo 

aquellos que presentaron una mayor producción de isobutanol que la cepa parental. Para 

confirmar esta mayor producción se realizó un triplicado con las cepas. 

Esporulación: para este procedimiento, las cepas a evaluar fueron sembradas en medio 

YPD por tres días, posteriormente una pequeña cantidad de células fueron transferidas al 

medio de esporulación y dispersadas sobre la superficie del mismo. En el medio de 

esporulación las levaduras fueron incubadas a 25 °C por 4 días. Finalmente las levaduras 

fueron observadas en el microscopio [83].  

 

Obtención de la cepa 209-2-8: esta cepa fue obtenida mediante un ensayo de evaluación 

de la variabilidad de las levaduras, el cual fue realizado con el fin de determinar si las cepas 

presentaban cambios en su capacidad de producción de isobutanol durante el cultivo. En 

este ensayo se realizaron cultivos de algunas levaduras en medio líquido YMm (realizados 

por 24 horas, bajo condiciones de agitación a 150 rpm y a una temperatura de 30 °C), de 

estos cultivos se hicieron diluciones seriadas en solución salina (0.85 %p/v). La dilución 

1:100000 (10-5) fue sembrada con rastrillo en medio YPD solidificado con agar. En dicha 

dilución fueron obtenidas colonias individuales, de las cuales algunas fueron evaluadas 
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para determinar la producción de alcoholes (etanol e isobutanol) durante la fermentación 

de mieles de caña de azúcar. La colonia 8 de la cepa de levadura 209-2, presentó de 

manera inesperada una mayor producción de isobutanol que el resto de las levaduras 

evaluadas en ensayos previos. Esta cepa fue caracterizada, evaluada nuevamente en 

ensayos independientes de fermentación, manteniendo la producción de isobutanol y se 

conservó para su uso como cepa parental para los estudios de mutagénesis. 

 

Caracterización de la levadura 209-2-8: se realizó mediante pruebas de crecimiento en 

medio químicamente definido (YNB) suplementado con sulfato de amonio y con agar agar 

como agente gelificante. Estas pruebas emplearon como fuente de carbono etanol y 

glicerol, es decir fuentes de carbono no fermentables.  

 

De manera adicional, se caracterizó molecularmente la levadura para corroborar su 

identidad como S. cerevisiae. Para ello se realizó una extracción de ADN genómico, se 

amplifico la región ITS con los primers genéricos ITS1 e ITS4, se secuenció y se realizó la 

identificación mediante el alineamiento con la herramienta BLAST. Los métodos y 

resultados detallados son mostrados en el Anexo B.  Además, se realizó la prueba de 

presencia de los alelos MATa y MATα en la levadura, mediante la técnica de PCR (reacción 

en cadena de la polimerasa) y su detección en un gel de electroforesis. La secuencia de 

los primers utilizada para la amplificación fue la reportada por Illuxley y col. [85], para el 

MAT Locus  5’-AGTCACATCAAGATCGTTTATGG-3’, MATα 5’-

GCACGGAATATGGGACTACTTCG-3’, MATa 5’-ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG-3’.  

Se empleó la técnica Yeast PCR colony que consiste en hacer crecer las levaduras durante 

3 días en medio YPD con agar. Posteriormente se toma una pequeña colonia y se 

suspende en 25μL de una solución 20mM de NaOH en un tubo de PCR de 200 μL. Las 

muestras se incuban en un Termociclador (Biorad T100TM) durante 15 minutos a 96 °C. Al 

terminal el ciclo las muestras se agitan y se centrifugan, el sobrenadante de la muestra se 

utiliza para la reacción en cadena de la polimerasa. La mezcla para la reacción de PCR 

contenía los primers MAT (10 μM) 0.5 μL, MATa (10 μM) 0.5 μL y MATα (10 μM) 0.5 μL; el  

Buffer-Enzima 2X OneTaq Master Mix (New England Labs) 12.5 μL, agua grado biología 

molecular 10 μL, 1 μL de muestra, para un total de 25 μL de mezcla para la reacción. 
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El termociclador se programó así: desnaturalización inicial 1 min, luego 35 ciclos de: 94 °C 

por 20 segundos, 50 °C por 30 segundos y 68 °C por 2 minutos. El ciclo de terminación 

con una extensión final a 68 °C por 7 minutos y el reposo a 10 °C. Las muestras se 

analizaron en un gel de 40 mL preparado en 0.5 X de TBE con 2 % de agarosa y empleando 

4 μL de EZ-VISION in gel solution (10000X).  La electroforesis se realizó a 80 V por 80 

min.  Se sembraron 6 μL de mezcla en cada pozo (4μL de producto de PCR con 3μL de 

buffer de carga (azul de bromocresol). Como control en las pruebas se emplearon distintas 

cepas de levadura S. cerevisiae. Para la estimación del tamaño de los productos obtenidos 

se empleó un marcador de peso molecular de 50 pb. 

 

Mutagénesis y selección con SM: Como cepa parental para esta fase del estudio se 

empleó la cepa 209-2-8. El procedimiento de mutagénesis química siguió los lineamientos 

generales descritos por Winston [86] y Spencer y Spencer [87]. Para ello se realizó un 

cultivo de la levadura 209-2-8 en medio líquido YMm por 24 horas bajo condiciones de 

agitación e incubación a 30 °C. Se tomaron 5 mL del cultivo, se centrifugaron a 8500 rpm, 

se descartó el sobrenadante y se lavaron las células con agua destilada estéril. El pellet 

lavado se resuspendió en buffer fosfato pH=7.5 (100 mM). La concentración celular se 

ajustó a 2x108 células/mL, realizando el conteo mediante una cámara Neubauer. La 

mutagénesis química se indujo con 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina (MNNG) en una 

concentración final de 50 μg/mL (se tomó de un stock concentrado del reactivo en 

dimetilsulfóxido). El cultivo con el mutagénico se incubó por 20 minutos a 30 °C con 

agitación suave. Una vez finalizada la incubación, al cultivo y al control sin adición de 

mutagénico, se les adicionó una solución fresca y estéril de tiosulfato de sodio al 5 %p/v 

con el fin de terminar la acción del mutagénico. Posteriormente las células fueron lavadas 

dos veces con agua destilada. Finalmente, la suspensión celular fue ajustada al volumen 

requerido con solución salina (0.85 % p/v) para mantener la concentración en 2x108 

células/mL. Para determinar el porcentaje de muerte causado por el mutagénico, 100 μL 

de la suspensión fueron sembrados en medio YPD solidificado con agar. El resto de la 

suspensión fue sembrada en medio selectivo YNB suplementado con sulfometuron metil 

(SM). La estructura química del SM es presentada en la Figura 2-2. Además se presentan 

la estructura de los análogos tóxicos D,L norvalina y 4-aza-D,L leucina, que también fueron 
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utilizados en este estudio, pero con los cuales no se presentaron resultados exitosos como 

se indica en la sección de resultados.  

 

Figura 2-2 Estructuras químicas de los agentes inhibitorios utilizados en el estudio 

  

 

D,L Norvalina 4-Aza-DL-Leucina Sulfometuron metil (SM) 

 

Mutagénesis para la obtención de una levadura mutante con auxotrofía para L-

leucina. 

 

La levadura parental para esta etapa fue la levadura S. cerevisiae Q1, la cual fue la cepa 

mutante resistente a SM que presentó mayor producción de isobutanol.  Para la realización 

de la mutagénesis se empleó el procedimiento descrito en la sección anterior, sin embargo, 

en lugar de trabajar con MNNG como agente mutagénico, se empleó etil metano sulfonato 

(EMS) en una concentración final al 5% v/v aplicado por un tiempo de 30 minutos. El 

cambio de agente mutagénico se sugiere en una estrategia de mejoramiento, dado que de 

esta forma se pueden alcanzar mayores cambios genéticos, teniendo en cuenta que cada 

mutagénico tiene su propio mecanismo de acción.  

 

El procedimiento para el enriquecimiento de levaduras con auxotrofía para L-leucina que 

se siguió fue el descrito por Bilinski y col. [88], con algunas modificaciones. Una vez las 

células recibieron el tratamiento con el mutagénico y con la desactivación con el tiosulfato 

de sodio, las levaduras fueron lavadas y sometidas a una etapa de recuperación. Dicha 

etapa consistió en resuspender el cultivo celular en medio líquido YMm, incubarlas bajo 

condiciones de agitación por 24 horas a 30 °C. El cultivo se centrifugó y las células fueron 

lavadas tres veces con agua destilada estéril. Después, las levaduras fueron transferidas 

a medio líquido YNB sin aminoácidos ni sulfato de amonio. Las levaduras fueron incubadas 

a 30 °C, bajo condiciones de agitación por 16 horas. El objetivo de esta etapa fue agotar 
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la reserva de sus aminoácidos. Posteriormente, las levaduras se colectaron y se lavaron, 

y se transfirieron a medio líquido YNB sin aminoácidos (pero con sulfato de amonio). Las 

levaduras fueron incubadas a 30 °C, bajo condiciones de agitación por 3 horas. Con esta 

etapa se buscó activar el crecimiento de las levaduras no auxotróficas. Finalmente, el 

cultivo fue tratado con una solución de nistatina (concentración final de 100 μg/mL). Este 

tratamiento provoca la muerte celular de las levaduras que se encuentran en crecimiento 

activo. Las levaduras auxotróficas obtenidas en esta etapa no mueren porque no están en 

crecimiento activo, dado que no se suplementa en el medio el requerimiento auxotrófico. 

Las células fueron posteriormente sembradas en medio YNB suplementado con 100 mg/L 

de L-leucina. Las colonias que se desarrollaron fueron evaluadas para verificar la 

auxotrofía para L-leucina. Este procedimiento consistió en ubicar las levaduras en dos 

medios YNB de prueba, uno con L-leucina y uno sin L-leucina. Las cepas que se 

desarrollaron en el medio con L-leucina, pero no en el medio sin este aminoácido se 

consideraron auxótrofas para esta sustancia. Este ensayo no asegura la independencia de 

los mutantes, debido a que la etapa de recuperación y crecimiento realizada después de 

la mutagénesis permite la división celular de los posibles mutantes y de esta manera es 

posible que los mutantes obtenidos al final del procedimiento de enriquecimiento, sean 

clones unos de otros. Por esta razón en esta fase solo se estudió un mutante.  

2.1.4 Determinación del contenido de alcoholes y azúcares 

Los alcoholes isobutanol, etanol y glicerol, fueron cuantificados por cromatografía líquida 

de alta resolución (HPLC). Para ello se siguió el método descrito por Avalos y col. [60] con 

ligeras modificaciones. En el análisis se utilizó una columna Aminex HPX-87H de Biorad. 

La separación se realizó con el horno a una temperatura de 65ºC. La fase móvil empleada 

fue H2SO4 5mM con un flujo de 0.6 ml/min, se utilizó un detector de índice de refracción 

operando a una temperatura de 40 °C. El volumen de inyección de la muestra fue de 20µL. 

Los azúcares glucosa, fructosa y sacarosa, contenidos en la miel fueron cuantificados 

empleando una columna Shodex Sugar SC1011 (Ca2+), la temperatura de elución fue de 

80 ºC y empleó agua desionizada como fase móvil a un flujo de 0.8mL/min. El detector de 

índice de refracción operó a una temperatura de 40 °C. El volumen de inyección de la 

muestra fue de 20µL. Se elaboraron curvas de calibración con soluciones de concentración 
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conocida preparadas con estándares de cada sustancia. Algunas de las curvas de 

calibración utilizadas pueden ser consultadas en el Anexo A.  

2.2 Resultados y discusión 

2.2.1 Perfil de producción de alcoholes de aislados naturales. 

Como etapa previa a los ensayos de fermentación, las mieles empleadas como sustrato 

fueron caracterizadas para determinar su contenido de glucosa, sacarosa y fructosa, estos 

azúcares fueron analizados por HPLC. Además, se determinó el contenido de amino 

nitrógeno libre considerando que esta variable puede afectar el proceso de fermentación. 

Los resultados obtenidos para estos análisis son presentados a continuación: 

Tabla 2-1 Caracterización de las mieles de caña de azúcar diluidas a 16 ° Brix 

Componente Concentración 

Sacarosa  122.0 ±18.6 g/L 

Glucosa 21.6 ±11.3 g/L 

Fructosa 15.6 ±9.5 g/L 

Azúcares expresados como equivalentes de glucosa 162.5±7.8 g/L 

Amino nitrógeno libre 68.6±3.0 mg/L 

 

Para la selección de las levaduras de acuerdo a su capacidad de producción de isobutanol, 

se emplearon mieles de caña de azúcar como sustrato para la fermentación, esto teniendo 

en cuenta que Colombia emplea este sustrato para la producción industrial de etanol por 

fermentación [89]. Las mieles fueron ajustadas a 16 ° Brix, para ajustar la concentración 

de sustrato a condiciones industriales. Las mieles presentaron cambios en el contenido de 

sacarosa durante el periodo de almacenamiento, esto puede deberse a reacciones de 

hidrólisis de este azúcar, evidenciado por un incremento gradual en la concentración de 

glucosa y fructosa, sin embargo, el contenido total de azúcares expresados como glucosa 

se mantuvo menos variable, como lo indica la Tabla 2-1.  
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Para el cálculo de los azúcares expresados como glucosa se tuvo en cuenta que a partir 

de la fructosa se pueden obtener los mismos productos de fermentación al emplear glucosa 

como sustrato, por lo tanto, estos dos azúcares se consideran equivalentes. Además, se 

tuvo en cuenta que una mol de sacarosa al hidrolizarse, produce una mol de glucosa y una 

mol de fructosa, lo que implica que una mol de sacarosa produce dos equivalentes de 

glucosa. Por esta razón, para estimar el rendimiento de los diferentes productos de 

fermentación en las diferentes secciones del estudio, se expresó la cantidad de sustrato 

como azúcares equivalentes a glucosa (GE) presentes en la miel.  

 

El contenido de amino nitrógeno libre en jugos de caña de azúcar se ha reportado que está 

cercano a los 100 mg/L, contenido que se considera dependiente de la variedad de caña 

cultivada y de las condiciones agronómicas [90]. Este parámetro puede afectar la velocidad 

del proceso de fermentación [91], por lo que puede ser requerida la suplementación con 

una fuente de nitrógeno para incrementar la productividad [92]. Para el desarrollo de este 

estudio el contenido de amino nitrógeno libre fue determinado colorimétricamente 

mediante el método de la ninhidrina (el procedimiento empleado puede ser consultado en 

el Anexo B). El resultado obtenido para las mieles diluidas a 16 °Brix muestra que este 

valor es bajo, sin embargo, en la fase de selección de la levadura, no se consideró el ajuste 

de la fuente de nitrógeno, debido a que es deseable a nivel industrial el empleo de 

levaduras que presenten altos rendimientos en medios con el menor grado de ajuste en 

parámetros fisicoquímicos.  

Por otro lado, en ensayos preliminares algunas de las levaduras presentaron una fuerte 

tendencia a flocular, particularmente las levaduras S. cerevisiae 204-2, 107-4 y 212-1. 

Dado que este comportamiento puede influir en el proceso de fermentación, se empleó un 

montaje de fermentación agitado magnéticamente, con el fin de asegurar una adecuada 

dispersión de las levaduras en el medio de fermentación. Los resultados de la 

caracterización de la capacidad de producción de isobutanol durante la fermentación por 

las levaduras nativas son presentados en la Figura 2-3. 
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Figura 2-3 Producción de isobutanol por las cepas de levadura nativas. 

 

Número de réplicas: 3. 

 

Se observa que la producción de este alcohol por las cepas nativas de S. cerevisiae bajo 

las condiciones de fermentación estudiadas, está en niveles entre 20.7 mg/L y 40.8 mg/L, 

siendo las levaduras que presentan la mayor producción la 107-4 y la 204-2, la dispersión 

entre los datos para las dos levaduras, determinada por la desviación estándar, no permite 

asegurar que existan diferencias significativas entre las dos. Al analizar los datos en 

conjunto para la producción de isobutanol por parte de las cepas nativas a través de un 

análisis de varianza para un único factor, en este caso el microorganismo empleado, se 

encuentra que el valor P es de 2.66*10-7 (ver Anexo B), esto implica que la producción de 

isobutanol por parte de las diferentes cepas es diferente desde el punto de vista 

estadístico.  

 

Con el fin de caracterizar el desarrollo de la fermentación, también se determinó la 

concentración de etanol. La Figura 2-4 muestra los perfiles de producción de esta sustancia 

para las cepas evaluadas, es notorio que las cepas presentan una menor dispersión en la 

producción de etanol respecto a la producción de isobutanol, además, se evidencia que la 

cepa 107-4 presenta la menor cantidad de etanol producido. 
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Figura 2-4 Producción de etanol por las cepas de levadura nativas. 

 

Número de réplicas: 3. 

 

El análisis de varianza de un solo factor realizado mostró que las medias de las 

concentraciones de etanol producido por las diferentes cepas son también 

estadísticamente diferentes, dado que el valor P obtenido fue de 1.31*10-7 ver Anexo B. 

Para determinar si existía una correlación entre la cantidad de isobutanol y la cantidad de 

etanol producida durante la fermentación, se realizó una regresión lineal (datos no 

mostrados), la cual presentó un coeficiente de determinación R2 =0.2, por lo que se puede 

inferir que no existe relación. 

 

Entre las observaciones más importantes de estos resultados, esta que varias de las cepas 

nativas presentan una mayor producción de etanol que la levadura empleada como 

referencia, en este caso la levadura comercial Ethanol Red®. Esto demuestra que la 

diversidad biológica, tiene aún mucho potencial para ser explotado inclusive para el 

proceso de etanol de primera generación. En Brasil estudios similares han conducido a la 

selección de cepas nativas que son empleadas en el proceso comercial de producción de 

etanol [77].  
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2.2.2 Obtención y caracterización de la levadura 209-2-8 

Con el fin de seleccionar cual levadura entre la 204-2 y la 107-4, debería ser empleada 

para los estudios de mutagénesis, se realizaron ensayos de capacidad de esporulación de 

las levaduras, esto teniendo en cuenta que se tenía como hipótesis que, si era posible 

obtener levaduras haploides, era posible obtener e identificar mutantes con mayor facilidad 

en la subsecuente etapa. Los ensayos mostraron que la levadura 107-4 presentaba una 

baja capacidad de esporulación, mientras la cepa 204-2, presentaba una capacidad 

variable, en el Anexo B se presentan imágenes de la cepa 204-2 en condición de 

esporulación y además el proceso realizado para la obtención de células haploides. Sin 

embargo, a pesar de varios intentos para la obtención de este tipo de células, no fue posible 

su obtención, pues al final del procedimiento las posibles células haploides aisladas fueron 

evaluadas en su capacidad de esporulación y siempre la presentaban, aspecto que 

presentan las células diploides. 

Estos resultados condujeron a la necesidad de verificar si las cepas presentaban 

inestabilidad genética. Para ello se realizó un cultivo en medio líquido YMm por 24 horas 

para cada cepa a ser evaluada, y posteriormente diluciones del cultivo fueron sembradas 

en medio YPD. Algunas de las colonias individuales obtenidas de las diferentes cepas 

estudiadas fueron evaluadas en fermentación, con el fin de determinar si estas mantenían 

su capacidad de producir alcoholes en los mismos niveles previamente caracterizados. 

Cada colonia obtenida fue numerada y solo algunas de ellas fueron sometidas a 

fermentación. En este estudio se emplearon además las cepas 202-3, 119-3, 212-1 y 209-

2, las cuales previamente habían mostrado una alta producción de etanol. Los resultados 

de este análisis son mostrados en la Figura 2-5.  

De acuerdo con lo observado en la Figura 2-5, se evidencia que las colonias evaluadas de 

las cepas 107-4 y 204-2 no presentaron grandes variaciones en cuanto a su producción 

de isobutanol, con excepción de la colonia 4 de la cepa 204-2. Por otro lado, la colonia 8 

del cultivo realizado de la cepa 209-2 presentó de manera inesperada la mayor producción 

de isobutanol y manteniendo su alto nivel de producción de etanol. 
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Figura 2-5 Análisis de variabilidad que condujo a la obtención de la levadura S. 
cerevisiae 209-2-8 

 

Este ensayo se condujo sin replicas para evaluar varias cepas bajo las mismas condiciones. 

 

Estos resultados muestran que las levaduras si pueden presentar variaciones durante el 

cultivo. En este análisis la variación se evidenció en la producción de isobutanol, ya que 

fue la variable que fue medida, sin embargo, mediante el empleo de otros tipos de análisis, 

como, por ejemplo, la secuenciación completa de los genomas, sería posible establecer si 

estos cambios también pudieron darse en las otras cepas analizadas, cambios que no se 

reflejan necesariamente en un fenotipo con mayor producción de isobutanol. 

 

De acuerdo con Lucena y col. [93], las levaduras al cambiar de entorno realizan 

adaptaciones, que pueden implicar rearreglos cromosómicos, lo que significa que estos 

cambios pueden causar inestabilidad genética. En este estudio, las células evaluadas 

fueron colectadas desde un trapiche dedicado a la obtención de jugos y mieles de caña de 

azúcar, en este entorno las levaduras estaban en condiciones distintas a las que se 

encuentran en el laboratorio, por lo que es posible que este cambio de entorno genere 

cambios a nivel genético en las levaduras.  
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Entre las observaciones más relevantes que permiten la selección de la levadura 209-2-8 

respecto a la levadura 204-2, se encuentran que además de presentar la mayor producción 

de isobutanol, esta tiene un nivel de producción de etanol tan alto como las levaduras 

previamente seleccionadas con mayor producción de etanol en estudios previos realizados 

por el grupo [94], específicamente como el de las cepas 202-3, 119-3 y 212-1. Esta 

condición permitiría una mayor producción de isobutanol, bajo las dos siguientes hipótesis 

posibles: la mayor producción de etanol por la levadura 209-2-8 respecto a la 204-2, puede 

ser posible debido a una mayor tolerancia al etanol, lo cual podría implicar que también 

tendría una mayor tolerancia al isobutanol, permitiendo alcanzar mayores niveles de esta 

sustancia en etapas posteriores de mejoramiento; por otro lado, la cepa 209-2-8 al 

presentar una mayor producción de etanol que la cepa 204-2, podría tener un mayor 

potencial para la obtención de productos de fermentación como el isobutanol, esto 

considerando que esta mayor producción es debida a una mayor eficiencia en la 

transformación de azúcares y mayor velocidad en la transformación de los mismos. 

 

La cepa 209-2-8 fue caracterizada mediante el análisis de la secuencia de la región ITS. 

La región analizada para la cepa 209-2-8 corresponde a la zona que generó un 

alineamiento del 100% entre la secuenciación obtenida utilizando el primer ITS1 y la 

secuenciación utilizando el primer. Es importante aclarar que algunas de las regiones 

amplificadas para cada primer no tuvieron una calidad suficiente para caracterizar la 

secuencia completa, por lo que primero se realizó una edición para analizar un fragmento 

continuo que presentará la mayor calidad posible. Posteriormente se realizó un 

alineamiento de las secuencias obtenidas para cada primer con el fin de obtener una región 

en la que se tuviera plena fidelidad de la secuencia obtenida.  Esta secuencia tuvo un 

tamaño de 292 pares de bases. La secuencia fue alineada con la herramienta BLAST del 

NCBI y la identidad de la levadura fue corroborada como S. cerevisiae (99% de identidad). 

La información detallada del análisis se encuentra disponible en el Anexo B.  

 

Esta levadura por lo tanto fue seleccionada para el subsiguiente estudio de mejoramiento 

genético por mutagénesis química. Sin embargo, considerando que la producción de 

isobutanol durante la fermentación de los azúcares contenidos en las mieles de caña, en 

un medio sin suplementación de nutrientes y con una concentración inicial de 5*106 
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células/mL brindó bajas concentraciones de isobutanol, se exploró de manera preliminar 

la suplementación con nutrientes y la modificación de la concentración inicial de células. 

La aplicación de un diseño factorial para la suplementación de algunos nutrientes a la miel 

esta reportado en el Anexo B en forma de poster. De esta exploración se identificó que la 

adición de fosfato diácido de potasio estimulaba la producción de isobutanol, mientras la 

suplementación con sulfato de amonio la reducía (en los evaluados niveles de 212 mg N/L 

y 424 mgN/L). Por lo tanto, para mejorar la producción de isobutanol se suplemento el 

medio con fosfato diácido de amonio a 500 mg/L que aporta 68 mgN/L. Esta última sal fue 

empleada teniendo en cuenta que además de aportar fosfato también aporta nitrógeno, ya 

que las mieles empleadas como sustrato presentaban un bajo contenido de amino 

nitrógeno libre, como se mencionó previamente en la sección 2.2.1 y este parámetro puede 

afectar la velocidad a la que se da la fermentación.  Este ajuste junto con la modificación 

de la concentración inicial de células a 5.0*107 células/mL, permitieron que la levadura 

alcanzara una mayor concentración de isobutanol, pasando de 108.9 mg/L hasta 282.8 

mg/L.  

 

Caracterización de la cepa 209-2-8 

 

La cepa 209-2-8 desarrolla colonias de menor tamaño que la cepa 209-2 cuando esta se 

hace crecer en medio que emplea glucosa como fuente de carbono (YPD agar), ver la 

Figura 2-6. Esta característica de menor tamaño presentada en esta figura fue observada 

en todos los casos cuando se cultivó esta cepa.  

 

Respecto a la capacidad de esporular, se encontró que la cepa 209-2 la presenta, la cual 

se evidencia por la formación de una estructura tipo asca en que la que se encuentran 

cuatro esporas; por otro lado, la cepa 209-2-8, no la presenta (ver la Figura 2-7). Esta 

evaluación se realizó por un periodo de seis días, al ser ambas cepas cultivadas bajo las 

mismas condiciones.  Estos resultados sugieren que la cepa 209-2-8 no tiene la capacidad 

de esporular, por lo que no es posible obtener células haploides a partir de esta levadura.  
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Figura 2-6 Colonias de las levaduras S. cerevisiae 209-2 y 209-2-8 en agar YPD 

Cepa S. cerevisiae 209-2 Cepa S. cerevisiae 209-2-8 

  

 

Figura 2-7 Levaduras a 40 X S. cerevisiae 209-2 y 209-2-8 en medio de esporulación.  

Cepa S. cerevisiae 209-2 Cepa S. cerevisiae 209-2-8 

  

 

Considerando este comportamiento, se realizó una evaluación del crecimiento en medios 

que tienen etanol y glicerol como fuente de carbono. Los resultados se pueden observar 

en la Figura 2-8. 
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Figura 2-8 Caracterización del crecimiento de levaduras en fuentes de carbono no 
fermentables 

Cepa 
YNB + SA+2 % agar + 

2% etanol 

YNB + SA+2 % 

agar + 2% glicerol 

YNB + SA+2 % agar 

+ 2% glucosa 

S. 

cerevisiae 

ATCC 9763 
  

 

S. 

cerevisiae 

204-2 

  
 

S. 

cerevisiae 

209-2 
  

 

S. 

cerevisiae 

209-2-8 
  

 

 

Al observar la Figura 2-8 se puede notar que la cepa 209-2-8 no presenta crecimiento ni 

en etanol ni en glicerol, mientras las otras levaduras empleadas como control si presentan 

un crecimiento leve. Además, se observa el desarrollo normal de las levaduras en medio 

YNB empleando una fuente de carbono fermentable como lo es la glucosa. El etanol y el 

glicerol son fuentes de carbono no fermentables, ya que para su metabolización se 

requiere una mitocondria totalmente funcional [95]. Este comportamiento puede deberse a 

mutaciones espontaneas ocurridas durante el proceso de subcultivo. Estas levaduras que 
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presentan estas características de pequeño tamaño de colonia y nula asimilación de 

fuentes de carbono no fermentables como el etanol o el glicerol comúnmente son 

denominadas como levaduras petite. Este fenotipo puede presentarse por mutaciones en 

el ADN mitocondrial, por la pérdida de las mitocondrias de la levadura o por algunas 

mutaciones en el genoma de la levadura  [96]. Uno de los métodos más sencillos para la 

determinación de la presencia de levaduras petite es mediante el empleo de cloruro de 

tetrazolio, esta sal es incolora en su forma pura pero cuando interactúa con una 

mitocondria funcional se reduce formando compuestos que hacen que las colonias 

adquieran color rosado y rojo, mientras las colonias de las levaduras petite que entran en 

contacto con este compuesto permanecen del mismo color [97]. También podría emplearse 

microscopia electrónica de transición para verificar la presencia de la mitocondria en la 

levadura Q1 y de esta manera determinar si el fenotipo petite se debe a la deficiencia de 

este organelo o mutaciones.  

 

Por otro lado, se buscó de manera preliminar determinar si la cepa S. cerevisiae 209-2-8 

es una levadura haploide o diploide. Para ello se realizó la caracterización por PCR de la 

presencia de las regiones MATa y MATα. Si al realizar el análisis electroforético el producto 

de PCR para la cepa 209-2-8 presentaba dos bandas, significa que la levadura es al menos 

diploide, si la levadura presenta una sola banda esta es haploide y se puede diferenciar el 

tipo de MAT que posee al analizar el tamaño respecto a levaduras patrón con MAT 

conocido. La presencia de una banda de 544 pb indica la amplificación de la región MATa, 

mientras la presencia de una banda de 404 pb indica la amplificación de la región MATα 

[98]. 

 

En la Figura 2-9 presenta la imagen del gel de electroforesis obtenido en la caracterización 

de la presencia de regiones MATa y MATα en levaduras. Para este análisis se incluyeron 

las cepas de S. cerevisiae ER (Ethanol Red®), la cual ha sido descrita como diploide; la 

CEN.PK2-1D, la cual ha sido descrita como haploide y con MATα; la CEN.PK2-1C, la cual 

ha sido descrita como haploide y con MATa; y la cepa BY4742, la cual ha sido descrita 

como haploide y con MATα. Respecto al resultado obtenido para las cepas control 

utilizadas, se obtuvieron bandas del tamaño y número esperados. Para el caso de las 

levaduras S. cerevisiae 209-2 y 209-2-8 se aprecia la amplificación de la región MATα, y 
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aunque de manera tenue también se aprecia la amplificación de la región MATa, estos 

resultados sugieren que la levadura S. cerevisiae no es haploide.  

Figura 2-9 Gel de electroforesis para determinación de presencia de regiones MATa y 
MATα en levaduras 

 

 

Adicionalmente, con el fin de verificar si la levadura 209-2-8 presenta una morfología típica 

se realizó una observación en el microscopio. Las imágenes obtenidas son mostradas en 

la Figura 2-10.  Las levaduras utilizadas fueron crecidas en medio líquido YMm y 

colectadas luego de 24 horas de cultivo para su análisis.  

 

Con el fin de asegurar un nivel de referencia común para el tamaño de las imágenes, se 

empleó un tamaño de 50 micrómetros, que corresponde al ancho de la cuadricula más 

pequeña de una cámara de Neubauer. Las levaduras 209-2 y 209-2-8 presentan la 

morfología típica ovalada de las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae, 
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además en las imágenes también se observa que algunas células se encuentran en 

proceso de gemación. 

 

Figura 2-10 Observación de levaduras al microscopio con lente de 40X 
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En cuanto al tamaño se aprecia que las levaduras tienen un tamaño similar al de las cepas 

de referencia de S. cerevisiae empleadas con fines de comparación. En este caso es 

posible observar que las cepas haploides (CEN.PK2-1C y CEN.PK2-1D) cualitativamente 

presentan un menor tamaño que la cepa diploide (CEN.PK2). Estas observaciones son 

consistentes con lo descrito por Sherman [95]. Sin embargo, para el caso de las levaduras 

209-2 y 209-2-8, las imágenes obtenidas no permiten conjeturar si las levaduras son 

haploides o diploides de acuerdo con su tamaño, para determinar su tamaño de manera 

exacta sería recomendable emplear microscopia electrónica. Finalmente, para una 

caracterización definitiva respecto al nivel de ploidía de las levaduras S. cerevisiae 209-2 

y 209-2-8, sería conveniente una prueba cuantitativa de la cantidad de ADN presente en 

las células, como por ejemplo a través de citometría de flujo [98]. Para tomar las fotografías 

se utilizó la cámara Infinity 1 con el software Infinity Capture Versión 5.0.2., el microscopio 

utilizado fue un Olympus IBX41. 

2.2.3 Mutagénesis y selección de mutantes con resistencia a 
SM  

Caracterización de inhibición y concentración mínima inhibitoria 

Se planteó inicialmente realizar los ensayos de mutagénesis empleando medios de 

selección con análogos tóxicos de L-valina y L-leucina, teniendo en cuenta que reportes 

previos mostraron que los mutantes resistentes a estos análogos presentaban una mayor 

producción de isobutanol o alcohol isoamílico, en dichos estudios se ha postulado que una 

de las razones por las que se da este comportamiento radica en que una incrementada 

capacidad de producir aminoácidos permite reducir el impacto negativo de los inhibidores 

presentes en el medio, y ya que la biosíntesis de estos alcoholes está vinculada con la 

biosíntesis de estos aminoácidos, así las condiciones que estimulan la producción de 

aminoácidos también estimulan la producción de los alcoholes [99]. Watanabe y col. [70] 

han propuesto que la actividad de la enzima acetolactato sintasa es inhibida por el 

aminoácido L-valina, y que es posible mediante ensayos de mutagénesis aleatoria generar 

levaduras con mutaciones que permitan que la enzima no presente esta inhibición, 

causando de esta manera una incrementada capacidad para producir el aminoácido por 
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parte del microorganismo.  La caracterización de la inhibición por parte de la norvalina 

sobre las diferentes cepas nativas es presentada en la Figura 2-11.  

De este ensayo se puede observar que cuando en el medio de cultivo está presente sulfato 

de amonio además de la norvalina, las levaduras se desarrollan relativamente bien, esto 

con excepción de la levadura empleada como control (S. cerevisiae ATCC 9763). Por otro 

lado, se observa que las levaduras 107-4 y 204-2 no presentan inhibición en su crecimiento 

en la presencia de norvalina. Estos resultados muestran que para lograr un alto nivel de 

inhibición en la levadura 209-2-8, la norvalina debe estar presente en niveles tan altos 

como 20 g/L del agente inhibitorio (2%) y en un medio que no incluya sulfato de amonio.  

 

Figura 2-11 Evaluación de crecimiento de levaduras en medio suplementado con 

norvalina 
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En el estudio realizado por Smith y Liao [54], en el que se buscó mejorar la producción de 

isobutanol en una cepa de E. coli, se empleó una estrategia de mejoramiento por evolución 

combinando varias etapas de mutación y selección, se utilizó la selección con norvalina, 

en este estudio la concentración mínima inhibitoria para esta sustancia en el medio fue de 

2.0 g/L, aunque a medida que la cepa fue mejorada la resistencia superó una 

concentración de 12.5 g/L. En el caso de S. cerevisiae la levadura al contar con la ruta de 

Ehrlich es capaz metabolizar la norvalina para convertirla en n-butanol [100], es posible 

que a través de este mecanismo la levadura tome el nitrógeno necesario y evite la toxicidad 

asociada a esta sustancia. Estos resultados además son consistentes con lo reportado por 

Watanabe y col. [70], pues ellos evaluaron las cepas en diferentes análogos incluyendo la 

norvalina, mostrando que esta sustancia  no inhibió el crecimiento de las cepas de levadura 

evaluadas (de panadería, vínicas y de producción de sake). 

 

La caracterización de la inhibición por parte de la 4-aza-leucina sobre las diferentes cepas 

nativas es presentada en la Figura 2-12. En el medio con 4-aza-leucina como agente 

inhibitorio se encuentra que a bajas concentraciones del agente (0.1%) y en la presencia 

de sulfato de amonio, las levaduras presentan crecimiento. Al incrementar la concentración 

del agente se observa que las levaduras presentan una total inhibición. Por esta razón este 

agente podría ser empleado como agente inhibitorio. Sin embargo, con este agente no fue 

posible seleccionar mutantes resistentes, esto al realizar procesos de mutagénesis con 

todos los agentes mutagénicos propuestos para el estudio. 

 

Considerando otras alternativas que permitieran la selección de mutantes con menor 

regulación en la producción de L-valina y por lo tanto de isobutanol, se estudió el 

sulfometuron metil como agente de selección. El SM hace parte del grupo de pesticidas 

conocido como sulfonilureas, actúa sobre la enzima acetolactato sintasa impidiendo la 

síntesis de aminoácidos ramificados, por lo tanto presenta baja toxicidad en mamíferos 

[101]. La resistencia a esta sustancia ha sido utilizada como marcador dominante para el 

monitoreo de la población de levaduras durante la fermentaciones para la producción de 

vino [102]. Además, considerando que la levadura 209-2-8 posiblemente es una la levadura 
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no haploide, solo las mutaciones que confieren un carácter dominante pueden alterar 

directamente el fenotipo [18].  

 

Figura 2-12 Evaluación de crecimiento de levaduras en medio suplementado con 4-aza-

leucina 
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El ensayo preliminar de caracterización de la concentración mínima inhibitoria para el 

sulfometuron metil (SM) sobre la levadura 209-2-8 se presenta en la Figura 2-13. Estos 

resultados sugieren que la concentración mínima inhibitoria para el SM para la levadura 

209-2-8 se encuentra entre 12.5 µg/mL y 100.0 µg/mL. Este ensayo también se realizó con 
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las levaduras 204-2 y 107-4, mostrando una tendencia similar a los resultados obtenidos 

con la levadura 209-2-8.  Este ensayo se repitió incluyendo la concentración de SM en 50.0 

µg/mL, encontrándose que a esta concentración también se inhibía totalmente el 

crecimiento. Sin embargo, con el fin de asegurar una mayor restricción en el crecimiento 

se definió la concentración de trabajo para los medios de selección en 100.0 µg/mL. Estas 

concentraciones obtenidas son consistentes con los reportes existentes para la inhibición 

de SM en S. cerevisiae. En el reporte realizado por Falco y Dumas [103], la concentración 

de SM empleada para obtener mutantes espontáneos de S. cerevisiae resistentes a este 

inhibidor, estuvo en el rango entre 3 µg/mL y 10 µg/mL. En el estudio realizado por Xie y 

Jiménez [101], la concentración empleada para la obtención de mutantes espontáneos, 

resistentes a este inhibidor fue de 20 µg/mL.  

 

Figura 2-13 Evaluación de crecimiento de levaduras en medio suplementado SM para la 

cepa S. cerevisiae 209-2-8. 

Medio YNB+ 0.0 µg/mL de SM Medio YNB+ 12.5 µg/mL de SM Medio YNB+ 100.0 µg/mL de SM 

   

 

Determinación de tasa de muerte para la cepa 209-2-8 en presencia de MNNG 

 

En la Figura 2-14 se presenta como la población de células viables decrece con la 

intensidad del tratamiento aplicado, el cual fue siendo más intenso al permitir un mayor 

tiempo de actuación del agente mutagénico sobre la población celular.  

 

Se aprecia que el tratamiento con 50 µg/mL MNNG por 60 minutos permitió alcanzar una 

tasa de muerte de 92.5% de la población, valor que fue el más cercano a la tasa de muerte 
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del 95%, razón por la cual este tratamiento se eligió para realizar la mutagénesis con este 

agente. 

 

Figura 2-14 Crecimiento en medio YPD de la cepa 209-2-8 expuesta a MMNG a una 

concentración de 50 µg/mL 

 Control sin MNNG Tratamiento con MNNG  

por 20 min 
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Obtención de las cepas mutantes de la levadura 209-2-8 con resistencia a SM  

 

De dos ensayos de mutagénesis y selección con sulfometuron metil fueron obtenidas un 

total de 25 colonias. Todas estas colonias fueron evaluadas para determinar su capacidad 

de producir isobutanol durante la fermentación de mieles de caña de azúcar. Este ensayo 

se realizó sin replicas para las colonias resistentes, pero si para la cepa parental, esto con 

el fin de analizar varias colonias sobre las mismas condiciones. Considerando la 

producción máxima de isobutanol para la cepa parental (S. cerevisae 209-2-8) del estudio 
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como 310.1 mg/L (promedio 282.8 mg/L más una dispersión de 27.3 mg/L), se obtuvieron 

5 colonias con mayor cantidad de isobutanol que la cepa parental de las 25 colonias 

evaluadas, es decir las colonias 6, 10,11, 12 y 24, como se puede observar en la Figura 2-

15. La colonia evaluada que presentó la mayor producción de isobutanol en el ensayo fue 

la 11 con 607.7 mg/L de isobutanol (1.96 veces más alta que la cepa parental). 

 

Figura 2-15 Evaluación de la producción de isobutanol en colonias resistentes a SM 

 

Este ensayo se condujo sin replicas para evaluar varias cepas bajo las mismas condiciones. 

 

Con las 5 colonias evaluadas que presentaron una mayor producción de isobutanol que la 

cepa parental, se realizó un ensayo realizado por triplicado para validar la producción. Los 

resultados son presentados en la Figura 2-16.  

 

Al analizar los resultados obtenidos se encuentra que la colonia 11 es la que produce la 

mayor cantidad de isobutanol durante la fermentación, aunque también presenta la mayor 

dispersión. En este ensayo se evidencia que los niveles de producción de isobutanol fueron 

un poco más bajos a los presentados en el ensayo de evaluación de las colonias 

resistentes, estas diferencias pueden ser debidas a variaciones en la preparación del 

medio de cultivo, en particular al tener en cuenta que la adición de miel al medio fue 

ajustada a 16 ºBx, y este parámetro que relaciona el índice de refracción tiene una alta 
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influencia de la temperatura, variable que a su vez cambiaba durante el día en el 

laboratorio. A pesar de esto, las colonias de estas levaduras obtenidas mantuvieron una 

mayor producción de isobutanol que la cepa parental, estas colonias se consideraron como 

cepas mutantes y la colonia 11 fue designada como la cepa S. cerevisiae Q1, la colonia 

24 fue designada como la cepa S. cerevisiae Q2, la colonia 12 fue designada como la cepa 

S. cerevisiae Q3, la colonia 6 fue designada como la cepa S. cerevisiae Q4, la colonia 24 

fue designada como la cepa S. cerevisiae Q5. 

 

Figura 2-16 Validación de la producción de isobutanol de las colonias mutantes de S. 
cerevisiae 209-2-8  

 

Número de réplicas: 3. 

 

En la Figura 2-17 se observa una comparación de la producción de isobutanol entre las 

cepas Q1, 209-2-8 y 209-2. En la Figura 2-18, se muestra la comparación, pero para la 

producción de etanol. Para este análisis se tomaron muestras cada 24 horas.  

 

Este ensayo permite verificar que para llevar a cabo el proceso de producción de 

isobutanol, un tiempo de fermentación es 48 horas es adecuado, esto considerando que 

no se evidencian grandes diferencias entre la producción a 48 horas y 72 horas. Para el 

caso de la producción de etanol, la Figura 2-17 muestra que existe una mayor producción 

de etanol al permitir la fermentación por 72 horas (74.6 g/L respecto a 70.4 g/L a 48 h), sin 
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embargo, en términos de productividad del proceso este tiempo no es conveniente. 

Además, es interesante notar que la cepa 209-2-8 es la que produce una mayor cantidad 

de etanol para todos los tiempos analizados, seguida por la cepa Q1. Este último resultado 

es consistente con la hipótesis de que la levadura S. cerevisiae 209-2-8 es petite, pues de 

acuerdo a lo reportado con Toksoy y col. [104], las levaduras que presentan esta condición 

pueden presentar mayor producción de etanol que sus respectivas cepas parentales. 

 

Figura 2-17 Comparación de la producción de isobutanol entre las cepas Q1, 209-2-8 y 
209-2. 

 

Número de réplicas: 3. 

 

Hutter y Oliver [105] indican que esta capacidad de las levaduras petite de producir una  

mayor cantidad de etanol, ocurre principalmente en mutantes con un alterado 

funcionamiento en la cadena de electrones (mutaciones nucleares), mientras aquellas 

petite en las que se ha perdido la mitocondria o en la que se presentan mutaciones en el 

genoma mitocondrial, presentan sensibilidad al etanol, por lo que esta última condición no 

se espera que se haya dado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos.   
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En contraste, es posible que la reducción en la producción de etanol de la cepa Q1 respecto 

a la 209-2-8 se deba un re-direccionamiento del carbono en sentido de la producción de 

isobutanol y otros subproductos como el alcohol isoamílico y el glicerol. En este caso la 

hipótesis planteada sobre el uso del SM como agente que permitiría la selección de 

levaduras con mayor producción de isobutanol, se cumplió para algunos de los mutantes 

obtenidos. El SM actúa inhibiendo la actividad de la enzima acetolactato sintasa, la cual 

permite la obtención de acetolactato desde piruvato, por lo tanto, un mutante que presente 

resistencia a este agente, la puede tener a través de dos posibles mecanismos: un 

aumento de la cantidad de enzima intracelular producida por el microorganismo, es decir 

mutaciones que causan la desregulación en la biosíntesis de la enzima; o por mutaciones 

que causen un incremento en la actividad enzimática, es decir mutaciones que cambie la 

estructura del sitio activo, que le permitan tener mayor actividad o mayor tolerancia a los 

inhibidores. Esta condición le permitiría a los mutantes una mayor biosíntesis de L-valina 

y por lo tanto una mayor producción de isobutanol [15].  

 

Figura 2-18 Comparación de la producción de etanol entre las cepas Q1, 209-2-8 y 209-
2 

 

Número de réplicas: 3. 
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La obtención de mutantes con resistencia a sulfometuron metil que presentan mayor 

producción de isobutanol, no se ha descrito en la literatura hasta el momento, en este 

sentido este trabajo constituye el primer reporte dirigido hacia este fin. Esto teniendo en 

cuenta que la resistencia a SM se ha aprovechado principalmente para su uso como un 

marcador de resistencia para cepas industriales (dominante) [101]. Por otro lado, 

Watanabe y col. [70] reportan que mediante el empleo de mutagénesis al azar empleando 

como agente mutagénico EMS y un medio selectivo con 4-aza-leucina, trabajando con 

cepas comerciales, en este caso algunos de los mutantes obtenidos presentaron mayor 

producción tanto de isobutanol como de alcohol isoamílico. Sin embargo, como se 

mencionó anteriormente esta estrategia fue evaluada, pero no se obtuvieron mutantes con 

resistencia a esta sustancia.  

 

Takpho y col.  [16], recientemente reportaron la obtención de variantes de la proteína Ilv6 

(región reguladora de la acetolactato sintasa) para S. cerevisiae que permiten obtener una 

mayor producción de L-valina. Para ello versiones mutadas del gen ILV6 fueron evaluadas 

en la cepa de levadura S. cerevisiae BY4741 (haploide). Los plásmidos que permitieron 

obtener colonias resistentes a norvalina, fueron posteriormente analizados. En este caso, 

se encontró que la proteína Ilv6 obtenida presentaba una menor resistencia a la 

retroalimentación por L-valina, permitiendo una mayor producción de L-valina intracelular. 

Es posible que un mecanismo similar sea el que las levaduras mutantes obtenidas empleen 

para superar la inhibición al sulfometuron metil. Sin embargo, para probar esto se requiere 

realizar una clonación de los genes involucrados (ILV2 y ILV6) y una secuenciación 

completa de las cepas, para identificar si las mutaciones que causan este fenotipo se 

encuentran presentes específicamente en esta región.  

 

En la Figura 2-19 se muestra como la producción de alcohol isoamílico ha cambiado con 

las modificaciones presentes en las cepas. De acuerdo con lo observado en la figura, se 

evidencia que la producción de alcohol isoamílico por parte de las cepas 209 y 209-2-8, no 

es diferente, sin embargo, se encuentra que al estimular la ruta para la producción de 

isobutanol, también se estimula la producción de alcohol isoamílico. Estos resultados son 

consistentes con lo esperado, dado que la ruta metabólica para la producción de ambas 
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sustancias parte del mismo intermediario metabólico el acetolactato que es sintetizado por 

la enzima blanco de la selección que es la acetolactato sintasa. 

 

Figura 2-19 Comparación de la producción de alcohol isoamílico entre las cepas Q1, 

209-2-8 y 209-2 

 

Número de réplicas: 3. 

 

Figura 2-20 Comparación de la producción de glicerol entre las cepas Q1, 209-2-8 y 209-

2 

 

Número de réplicas: 3. 
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En la Figura 2-20, se muestra la producción de glicerol por las diferentes cepas, en este 

caso se consideró la inclusión de esta sustancia en el análisis, debido a que esta es el 

segundo producto más abundante durante la fermentación de azúcares por S. cerevisiae. 

Es importante notar que este caso la cepa mutante Q1 produce una mayor cantidad de 

glicerol que la cepa parental. En este caso es posible que algunas de las mutaciones 

ocurridas en el genoma de la levadura pudieran ocasionar este cambio. Este incremento 

en la producción de esta sustancia es consistente con la reducción en la producción de 

etanol observada para la cepa Q1. 

 

Murashchenko y col. [106], encontraron que al sobreexpresar en citosol la enzima 

acetolactato sintasa la cepa transformada producía una mayor cantidad de glicerol que la 

cepa parental. Este incremento en la producción de esta sustancia fue atribuido a una 

menor conversión de piruvato a etanol, por lo que la cepa para re-oxidar el NADH debía 

hacerlo a través de la producción de glicerol. Esto pudo también estimular la producción 

de isobutanol en la cepa de S. cerevisiae objeto de ese estudio, sin embargo, este alcohol 

no fue medido. Este mecanismo podría explicar porque la cepa mutante que se obtuvo en 

el presente estudio presenta una mayor producción tanto de isobutanol como de glicerol.  

 

Figura 2-21 Comparación de la producción de alcoholes fusel 

 

Número de réplicas: 3. 
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Considerando la mezcla de alcoholes fusel producida principalmente por la mezcla de 

alcohol isoamílico e isobutanol, se realizó un análisis comparativo de la producción total de 

alcoholes fusel, en este ensayo además se incluyeron las cepas Ethanol Red® y además 

una levadura de panadería comercial. Los resultados de este ensayo a 48 horas se 

muestran en la Figura 2-21. 

 

Estos resultados permiten comprobar que la cepa mutante S. cerevisiae Q1 presenta una 

alta producción de isobutanol y también de la mezcla fusel en general, con una cantidad 

máxima de 1116.4 mg/L. Además, se evidencia que el principal componente de la mezcla 

fusel producido por la cepa Q1 es el isobutanol, seguido por el alcohol isoamílico, 

característica que es contraria al resto de cepas evaluadas y a los reportes existentes 

sobre la composición del aceite fusel. Considerando que la densidad del etanol, alcohol 

isoamílico e isobutanol son similares, se realiza una estimación en la que se encuentra que 

la proporción de alcoholes fusel estaría en 15.5 L por cada 1000 L de etanol para esta 

levadura evaluada en mieles, en una mezcla en la que el isobutanol es el 53.7 % en peso, 

estos resultados son mayores a los publicados por Patil y col. [47], quienes describen que 

esta relación se encuentra entre 1 a 10 L de alcoholes fusel por cada 1000L del etanol 

producido, para plantas industriales en las que se emplean melazas de caña de azúcar 

como sustrato. Estos resultados muestran el potencial que tiene la cepa S. cerevisiae Q1 

para ser empleada en procesos industriales ya establecidos para la producción de etanol, 

teniéndose como ventaja que el subproducto aceite fusel está más enriquecido en 

isobutanol y es producido en mayor cantidad.  

 

La concentración inicial de azúcar empleada para el cálculo de los rendimientos reportados 

en la Tabla 2-2, expresada como azúcares equivalentes a glucosa es de 160.78 g/L. El 

rendimiento obtenido con por la cepa S. cerevisiae Q1 es cercano al reportado por Chen y 

col. [14] de 3.86 mg de isobutanol/g de glucosa, teniendo en cuenta que la levadura 

obtenida por estos investigadores tuvo al menos 5 modificaciones mediante técnicas de 

ingeniería genética, además, se debe tener presente que el máximo alcanzado hasta el 

momento de elaboración de este documento fue reportado por Park y col. [62] cuyo valor 

es de 16.5 mg de isobutanol/g de glucosa. También se destaca que el rendimiento es 1.8 

veces mayor al generado por la cepa parental 209-2-8.  
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Tabla 2-2 Rendimientos obtenidos durante la fermentación con levaduras Q1 y 209-2-8 

Cepa \ Rendimiento 
YP/S (mg/g) 

Isobutanol 

YP/S (mg/g)  

A. isoamílico  

YP/S (g/g) 

Etanol 

YP/S (g/g) 

Glicerol 

209-2 0.673 2.630 0.456 0.0561 

209-2-8 2.075 2.279 0.464 0.0535 

Q1 3.730 3.214 0.453 0.0696 

Panadería 0.834 2.099 0.431 0.0582 

Ethanol Red®  0.770 2.325 0.443 0.0586 

 

Tras varios periodos de subcultivo en agar YPD con fines de conservación las levaduras 

Q1, Q2, Q3, Q4 y Q5 fueron evaluadas nuevamente en su resistencia a sulfometuron metil. 

Los resultados de ensayo son mostrados en la Figura 2-22.  De este ensayo es importante 

notar que la resistencia a SM adquirida mediante los ensayos de mutagénesis con MMNG, 

se perdió o revertió para las cepas Q2 y Q4. Esto implica que la mutación que presentaron 

las cepas, que permitió la resistencia a SM, fue corregida durante los procesos de 

subcultivo, es posible que el agar YPD al no contener SM, no ofrezca una presión selectiva 

adecuada sobre la población cultivada. Las otras cepas no perdieron esta capacidad, y 

específicamente la cepa Q1, que fue utilizada durante las subsecuentes fases de este 

estudio no perdió ni su resistencia a SM, ni su capacidad de producir isobutanol. Por otro 

lado, también con la realización de este ensayo se quiso verificar si las diferentes cepas 

mutantes obtenidas previamente presentaban inhibición en su crecimiento en la presencia 

de concentraciones más altas de SM. Como se evidencia estas levaduras (Q1, Q3 y Q5) 

no fueron inhibidas por una concentración tal alta de SM como de 500µg/mL. Esta 

condición sugiere que no se puede seguir utilizando este agente inhibidor en una 

subsecuente etapa adicional de mutagénesis con el fin de seguir incrementando la 

cantidad de isobutanol. 
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Figura 2-22 Validación del crecimiento de las cepas mutantes obtenidas en medio 
suplementado con SM 
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2.2.4 Obtención de mutantes con auxotrofía para L-leucina 

Figura 2-23 Análisis de suplementación de L-valina o L-leucina en el medio de 

fermentación sobre la producción de isobutanol 

 

 

En la Figura 2-23 se muestran los resultados que se obtuvieron al suplementar los medios 

de fermentación con 0.5g/L de L-valina (0,5 V) o con 0.5 g/L de L-leucina (0,5 L). Este 

análisis fue realizado con las cepas 209-2-8 y Q1, y se desarrolló con el fin de identificar 

cual era el efecto que se tenía al introducir los aminoácidos sobre la producción tanto de 

isobutanol como de alcohol isoamílico. La gráfica muestra dos resultados muy importantes. 

El primero es que la adición de L-valina al medio de fermentación, no reprime la biosíntesis 

de isobutanol. Esto considerando que a partir de un mol de L-valina se puede producir un 

mol de isobutanol, el rendimiento máximo posible en ese caso sería de 0.63 g de isobutanol 

por g de L-valina, la máxima producción a partir de 0.5 g/L de L-valina sería de 316.3 mg/L 

de isobutanol. Por lo tanto, teniendo en cuenta que las dos cepas cuando son 

suplementadas con este aminoácido producen aún mayores cantidades de isobutanol, se 

puede inferir que la ruta biosintética para ambas cepas no es reprimida por la L-valina o 

por los intermediarios derivados de la asimilación de esta. Por otro lado, la suplementación 

del medio con L-leucina, específicamente para la cepa S. cerevisiae Q1, muestra inhibición 

sobre la producción de isobutanol, esto al mostrar que sin suplementación en este ensayo 
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la cantidad de isobutanol producido es de 593.1 mg/L y con la suplementación de este 

aminoácido la producción de isobutanol se reduce hasta 423.8 mg/L. Esto demuestra que 

la asimilación de L-leucina durante la fermentación puede inhibir la producción de 

isobutanol, proceso que se puede dar debido a que este aminoácido o los intermediarios 

metabólicos que resultan de su metabolización pueden interactuar con la ruta para la 

biosíntesis de isobutanol. Es posible que los intermediarios de la biosíntesis de L-leucina 

ejerzan control sobre la biosíntesis de isobutanol. Por esta razón, se buscó analizar el 

efecto de eliminar la biosíntesis de L-leucina en la cepa S. cerevisiae Q1. 

 

La Figura 2-24 muestra los resultados obtenidos para la producción de alcohol isoamílico 

en la presencia de L-valina y de L-leucina en el medio de fermentación. Estos resultados 

muestran que la cepa 209-2-8 no presenta un cambio considerable en la producción de 

alcohol isoamílico cuando se suplementa el medio con L-valina, mientras la cepa Q1 si 

presenta una reducción en su producción al ser suplementada con este aminoácido, sin 

embargo, la producción de alcohol isoamílico no se reduce hasta el nivel producido por la 

cepa parental 209-2-8. Por otro lado, la producción de alcohol isoamílico se ve favorecida 

en la cepa Q1 cuando se suplementa el medio de fermentación con L-leucina, como se 

esperaba, de acuerdo con descrito por Hazelhood y Daran [13] para el catabolismo de este 

aminoácido.  

 

Entre otros aspectos importantes sobre la caracterización de la cepa mutante Q1, se 

encuentra que al evaluar la asimilación de galactosa y al compararla con la de la cepa 

parental 209-2-8, esta perdió la capacidad de asimilar este azúcar (ver Anexo B), este 

efecto pudo ser debido a mutaciones no deseadas que se dieron producto del ensayo de 

mutagénesis. Por otro lado, con fines de corroboración, la identidad de la cepa Q1 también 

fue corroborada mediante la amplificación de la región ITS y su posterior secuenciación, 

los resultados también se muestran en el Anexo B.   
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Figura 2-24 Análisis de la suplementación del medio de fermentación con L-valina o L-
leucina sobre la producción de alcohol isoamílico 

 

Número de réplicas: 2. 

 

Obtención de una cepa de la levadura Q1 con auxotrofía para L-leucina 

 

En el estudio realizado por Hashitomo y col. [107], se buscó la obtención de levaduras 

auxótrofas para diferentes aminoácidos, en este caso las levaduras de partida fueron 

cepas diploides comerciales. Para este caso se utilizó como agente mutagénico luz UV, 

con este agente les fue posible obtener mutantes con auxotrofía, a pesar de que se 

presentaron con una baja frecuencia (menor al 0.1% de la población superviviente).  La 

baja frecuencia en la obtención de mutantes de levaduras diploides con auxotrofía, se 

explica debido a que este fenotipo se expresa únicamente cuando todas las copias del gen 

que causan el genotipo, presentes en el organismo, tienen modificaciones que no les 

permiten ser funcionales. Por esta razón es conveniente el empleo de metodologías que 

permitan un enriquecimiento de los auxótrofos [88], tal como fue planteado el 
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para L-leucina. Bajo las condiciones de mutagénesis empleadas con EMS, se obtuvo una 

tasa de muerte aproximada de 26 %. 

 

Figura 2-25 Producción de isobutanol y alcohol isoamílico por cepas auxótrofas para L-

leucina 

 

Número de réplicas: 1. 

 

En la Figura 2-25 se muestra la producción de isobutanol y de alcohol isoamílico por parte 

de las cepas auxótrofas para L-leucina obtenidas a partir de la levadura Q1. Se observa 
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isoamílico. En este caso se obtiene un valor un poco inferior para ambos casos, 

posiblemente porque los microorganismos están incorporando parte de este aminoácido 

en su estructura celular.  En este ensayo en particular se evidencia que la producción de 

isobutanol es hasta 1.9 veces más alta para la cepa auxótrofa (aux 2) en medio con L-

leucina respecto a la producción por la cepa Q1, esta cepa fue denominada Q1m.  

 

En el reporte realizado por Ofuonye y col. [61], se documenta la deleción de los genes 

LEU4 y LEU9), ambos codifican para la enzima 2-isopropilmalato sintasa, la cual es la 

primera enzima que interviene en la transformación del 2-cetoisovalerato hacía L-leucina. 

La deleción de estos genes se realiza debido a que se considera que la ruta de producción 

de este aminoácido es una ruta competitiva a la biosíntesis de isobutanol, pues tienen el 

mismo intermediario metabólico (2-cetoisovalerato). Sin embargo, con la realización de 

estas modificaciones genéticas no se observó un incremento en la cantidad de isobutanol 

producido durante la fermentación. Considerando que no existen más referentes directos 

en los que se buscará incrementar la producción de isobutanol mediante la eliminación de 

la ruta de biosíntesis de L-leucina, con los que se pueda comparar los resultados 

obtenidos, no se puede inferir cual posible mecanismo emplean los mutantes obtenidos 

para incrementar la cantidad de isobutanol, puesto que puede ser debido a la 

redireccionamiento del flujo de carbono de glucosa a isobutanol (al no producir L-leucina 

se reduce la competencia por los mismos intermediarios) o a la reducción de la inhibición 

que causa la L-leucina o sus intermediarios sobre la biosíntesis de isobutanol, razón por la 

cual en este caso también se considera muy importante secuenciar el genoma completo 

de la levadura obtenida, con el fin de identificar porque el mutante obtenido presenta una 

mayor cantidad de isobutanol.  

 

Una alternativa para realizar una caracterización de las alteraciones en los flujos de 

carbono que presentan los mutantes respecto a la cepa parental, que conducen a una 

mayor producción de isobutanol, es por medio de la realización de un análisis de flujos 

metabólicos. Por ejemplo, mediante el empleo de esta metodología usando glucosa 

radiomarcada con 13C, fue posible establecer las diferencias en la distribución de flujo de 

carbono que llevan a una mayor producción de riboflavina para una cepa mutante con 
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respecto a su cepa parental del moho Ashbya gossypii, encontrándose cambios en los 

flujos a través de la ruta de las pentosas fosfato y en la distribución del piruvato citosólico 

que explican la mayor producción de esta vitamina. Estos hallazgos permiten definir 

nuevos blancos para el mejoramiento en la producción de metabolitos por parte de los 

microorganismos [108]. 

 

Por otro lado, considerando que el empleo de un aminoácido en un medio de fermentación 

industrial podría implicar un sobrecosto muy alto, este resultado sugiere que a través de 

técnicas de ingeniería genética se atenué la biosíntesis de L-leucina, en este caso sobre 

la cepa S. cerevisiae Q1, para que se mantenga baja, pero suficiente para mantener el 

crecimiento celular sin requerir suplementación. Esta estrategia ha sido utilizada 

exitosamente para incrementar la cantidad de riboflavina producida por el moho A. gossypii 

[109], pues la producción de esta sustancia se encuentra regulada por la presencia de 

AMP cíclico, este intermediario es sintetizado en este caso por el gen ADE12 (involucrado 

en la biosíntesis de purinas), por lo que inicialmente se estudió que efecto tendría la 

deleción del gen, propuesta que resultó exitosa, sin embargo, reconociendo que el uso de 

auxótrofos a nivel industrial no es conveniente, ellos redujeron la expresión del gen en 

lugar de realizar la deleción, para ello sustituyeron exitosamente el promotor del gen, 

logrando una reducción de 70 veces la expresión del gen. 

 

González-Ramos y col. [110], identificaron algunos genes involucrados en la mayor 

tolerancia de una levadura al n-butanol presente en un medio de fermentación. Para ello, 

la cepa que obtuvieron con mayor tolerancia fue cruzada con una cepa de referencia, la 

cepa obtenida fue esporulada y las cepas haploides derivadas de este cruce se analizaron 

para identificar cuales segregantes mantenían la tolerancia a isobutanol. El estudio de 

segregación se realizó con tres generaciones, permitiendo facilitar la identificación de los 

genes que mutaron que causaron la mayor tolerancia al n-butanol, esto junto con la 

secuenciación del genoma de las cepas obtenidas durante el estudio. Una estrategia 

similar fue utilizada por Swinnen y col. 2012 [111], para la identificación de genes que 

determinan una mayor tolerancia al etanol y por González-Ramos y col. [112], para 

identificar genes que determinan tolerancia a ácido acético presente en hidrolizados 

lignocelulósicos. Una estrategia similar podría ser utilizada con el fin de identificar las 
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mutaciones que causan que las cepas resistentes a SM presenten una mayor producción 

de isobutanol. 

 

Sin embargo, dado que la cepa parental del estudio la S. cerevisiae 209-2-8 no puede 

esporular y su genoma no está secuenciado, esta metodología no puede ser implementada 

aún de manera directa. Como una alternativa para abordar la condición de nula capacidad 

de esporulación, podría ser recomendable emplear una metodología conocida como rare-

mating, la cual consiste en la conjugación de una cepa haploide (MATa ó MATα), la cual 

lleva un marcador, el cual puede ser de auxotrofía, con una cepa diploide (ó aneuploide ó 

poliploide) la cual debe ser o convertirse en petite. Los cultivos de las dos cepas son 

mezclados e incubadas por varios días. Después las levaduras son cultivadas en agar YNB 

con etanol o glicerol, el cual genera una doble presión selectiva, pues no permite el 

desarrollo de levaduras auxotróficas ni tampoco el desarrollo de levaduras petite, que no 

le presentan una mitocondria funcional y por lo tanto no pueden crecer sobre fuentes no 

fermentables de carbono como el etanol o el glicerol. Esta metodología puede permitir que 

las levaduras obtenidas presenten una mayor capacidad de esporulación [113].  Esta 

metodología ha sido empleada exitosamente para la obtención de levaduras que permitan 

la diversificación y el mejoramiento sensorial de vinos [114], [115].  

 

Finalmente, se menciona que se intentaron obtener mutantes desde la levadura S. 

cerevisiae, empleando como agente mutagénico Luz Ultravioleta, con una lámpara 

germicida (LUMEK®) de 45 cm de longitud, 15 W de potencia, de onda corta (254 nm). 

Con un tiempo de exposición de 40 segundos, se obtuvieron tasas de muerte del 92%, las 

cuales son adecuadas para la obtención de mutantes. El medio de selección empleado era 

YNB suplementado con 20g/L de norvalina, sin sulfato de amonio, en este caso no se 

obtuvieron mutantes.   

2.3 Conclusiones 

 

Las cepas nativas de S. cerevisiae evaluadas a partir del cepario previamente obtenido 

presentaron diferente capacidad de producción de isobutanol empleando mieles de caña 
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de azúcar diluidas a 16 °Bx, siendo las levaduras 107-4 y 204-2 las que presentaron la 

mayor producción. Sin embargo, la cepa 209-2-8 obtenida de manera imprevista, fue 

seleccionada para los posteriores estudios de mutagénesis al presentar una alta capacidad 

de producir isobutanol y etanol, condición que pudo ser estimulada por su posible carácter 

petite.  

 

La combinación de mutagénesis con MNNG (50µg/mL con 20 min) seguida de la selección 

en un medio de cultivo con sulfometuron metil (50µg/mL) permitió obtener 5 mutantes con 

mayor producción de isobutanol que la cepa parental. La cepa mutante obtenida S. 

cerevisiae Q1 presentó la mayor producción de isobutanol a partir de mieles de caña de 

azúcar diluidas a 16 °Bx, alcanzando una concentración de isobutanol de 580.8 mg/L ± 

28.1, la cual fue 1.92 veces mayor que la producida por la cepa parental y con un 

rendimiento de 3.73mg de isobutanol/g azúcares expresados como glucosa. Esta 

incrementada capacidad de producir isobutanol puede ser debida a una menor regulación 

en la ruta que conduce a la biosíntesis de L-valina en la levadura mutante Q1. Sin embargo, 

al emplear como agentes de selección a los compuestos inhibitorios D,L norvalina y 4-aza-

D,L-no fue posible obtener mutantes con mayor producción de isobutanol de la cepa S. 

cerevisae 209-2-8. 

 

Mediante la combinación de mutagénesis con EMS (5 %v/v) y el subsecuente 

enriquecimiento con nistatina, fue posible obtener una cepa mutante con auxotrofía 

empleando como cepa parental la S. cerevisiae Q1, la cual incremento 1.4 veces su nivel 

de producción respecto a la cepa Q1, alcanzando 811.0 mg/L de isobutanol. Este 

incremento pudo ser debido a una reducción de la inhibición causada por el aminoácido L-

leucina sobre la biosíntesis de L-valina causando una mayor producción de isobutanol.



 

 

3. Efecto de la concentración de nutrientes y el 
nivel de pH sobre la producción de 
isobutanol 

La composición y el nivel de pH del medio son variables que afectan los procesos de 

fermentación. Con el fin de determinar las condiciones que permitan alcanzar los niveles 

más convenientes para variables de proceso como la concentración de producto final, el 

rendimiento, la selectividad o el costo de materias primas, en general se requiere de la 

realización de procedimientos experimentales [116]. Los diseños experimentales han 

mostrado ser una herramienta útil en la identificación de estas condiciones [117]. El diseño 

Plackett-Burman es uno de los diseños más frecuentemente utilizados para la identificación 

de los factores más importantes que influencian los bioprocesos. Por ejemplo, este diseño 

ha sido utilizado para la determinación de condiciones para la degradación de fenol por el 

alga Chlorella pyrenoidosa [118], para mejorar la producción de glutatión por la bacteria 

Lactobacillus plantarum [119], y para mejorar la producción de etanol por la levadura S. 

cerevisiae [120]. Los diseños Plackett-Burman son diseños factoriales fraccionados en los 

que se evalúan dos niveles por cada factor. El número de corridas N a realizar corresponde 

a N-1 factores a analizar, en donde N en general es un múltiplo de 4 [121], este diseño se 

ajusta a un modelo polinomial de primer orden, por lo tanto, no considera interacciones 

entre los factores, es decir considera que los efectos son aditivos [117].  El modelo ajustado 

presenta la siguiente ecuación: 

 

𝑦 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1
+ 𝜀 
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En donde 𝑘 corresponde al número de factores a estudiar, 𝛽0 corresponde al termino 

constante,  𝛽𝑖 son los coeficientes de la regresión, 𝑥𝑖 es la variable que representa al factor 

estudiado, y 𝜀 es el error residual asociado a los experimentos [122].  

 

Una vez los factores más importantes son identificados, se busca determinar los niveles 

de estos factores que permiten alcanzar los mejores niveles de las variables respuesta. 

Para ello, pueden ser empleadas metodologías de superficie de respuesta, las cuales 

involucran también diseños experimentales [122]. Entre los diseños experimentales 

empleados para este fin se destaca el diseño Box-Behnken, el cual emplea 3 niveles por 

cada factor, además permite determinar los coeficientes de primer y de segundo orden, 

con el menor número de corridas [123]. La aplicación del diseño Box-Behnken ha permitido 

determinar condiciones que permiten incrementar la producción de α-amilasa por la 

bacteria Bacillus amyloliquefaciens [124], también incrementar la producción de β-

glucosidasa por el hongo Paecilomyces variotii [125], y mejorar la producción de hidrógeno 

por la bacteria Ethanoligenens harbinense [126]. 

 

El modelo ajustado presenta la siguiente ecuación: 

 

𝑦 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1
+ ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖

2
𝑘

𝑖=1
+ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑘

1≤𝑖≤𝑗
+ 𝜀 

 

En donde 𝛽𝑖𝑖 son los coeficientes de la regresión cuadráticos y 𝛽𝑖𝑗 representan los 

coeficientes de interacción de parámetros [122].  

 

Considerando que no se encuentra publicada información sobre los factores que inciden 

en particular sobre la producción de isobutanol, con esta investigación se emplearon 

diseños experimentales con el fin de identificar estos factores y sus niveles más 

adecuados, tomando como base un medio químicamente definido. Se tomó como 

referencia la composición del medio YNB (Yeast Nitrogen Base) comercial y los medios 

empleados por Verduyn y col. [127], [128]. Este análisis se realizó con el fin de identificar 

que nutrientes se pueden suplementar o modificar, y a qué nivel de pH se estimula la mayor 

producción de isobutanol durante la fermentación alcohólica. Con la información obtenida 
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en esta fase del estudio se sugieren cuales factores pueden ser tenidos en cuenta cuando 

se evalúan medios industriales para la producción de isobutanol.   

 

3.1 Materiales y métodos 

Microorganismo 

 

Se empleó la cepa de levadura S. cerevisiae Q1, la cual fue obtenida mediante ensayos 

de mutagénesis y selección con SM. Los cultivos de la cepa fueron mantenidos bajo 

refrigeración a 4 °C en agar YPD (Yeast extract, peptone, dextrose) en el laboratorio 218, 

del edificio 412 de la Universidad Nacional de Colombia. 

 

Medios de crecimiento 

 

El medio de crecimiento YPD se preparó con la siguiente composición: 20 g/L peptona, 10 

g/L extracto de levadura, 20 g/L de glucosa y 20 g/L de agar-agar. El medio se esterilizó 

utilizando una autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El medio fue dosificado en cajas 

estériles bajo condiciones de asepsia y almacenado para su posterior uso.  

 

El medio YMm (Yeast Malt modified) fue preparado con la siguiente composición: 50 g/L 

de glucosa, 5 g/L peptona, 3 g/L extracto de levadura, 3 g/L extracto de malta, 1 g/L de 

NH4Cl y 0.4 g/L de KH2PO4. El medio fue dosificado en matraces Erlenmeyer de 250 mL 

de capacidad con 50 mL de medio. El medio se esterilizó utilizando una autoclave a 121 

°C durante 15 minutos. 

 

Medios de fermentación 

 

Para la evaluación de los factores más importantes a estudiar en el diseño Plackett-

Burman, se seleccionaron como los niveles bajos de los nutrientes del diseño, los valores 

de concentración del medio YNB (sin sulfato de amonio ni aminoácidos). Para el sulfato de 

amonio se ajustó el nivel bajo de concentración en 2g/L, mientras el nivel bajo de pH fue 
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fijado en 4.0. Los niveles altos fueron ajustados a partir de soluciones stock concentradas 

de cada nutriente. Los nutrientes evaluados y los valores de los niveles estudiados para 

los mismos se pueden consultar en la Tabla 3-1. La concentración de la glucosa para todos 

los medios fue ajustada a 160 g/L, además todos los medios de fermentación fueron 

suplementados con ergosterol y Tween® 80, en concentraciones finales en los medios de 

cultivo de 10 mg/L y 420 mg/L, respectivamente [127].  El volumen del medio fue 

completado a 50 mL en un balón aforado con previo ajuste del nivel de pH. Los medios 

fueron finalmente esterilizados por filtración, mediante filtros de 0.22µm para jeringa de la 

referencia Ministart® 16534-K de Sartorius; además, el frasco receptor para el filtrado 

estéril fue previamente esterilizado en autoclave.  Para la evaluación de este diseño se 

realizaron 3 réplicas, cada una realizada en un bloque separado. Las corridas realizadas 

fueron generadas y analizadas por el software Minitab 16.  

 

Tabla 3-1 Niveles de los factores evaluados en el diseño Plackett-Burman 

Factor Símbolo 
Valor experimental 

Bajo (-1) Alto (+1) 

Sulfato de amonio (g/L) S.A. 2 5 

Fosfato diácido de potasio (g/L) P.A. 1 5 

Sulfato de magnesio (g/L) S.Mg. 0.1 0.2 

Sulfato de zinc (mg/L) S.Zn. 0.16 1.1 

Sulfato ferroso (mg/L) S.Fe. 0.0689 0.7 

Sulfato de manganeso (mg/L) S.Mn. 0.145 0.5 

Tiamina  (μg/L) Tia. 400 2000 

Piridoxina (μg/L) Pir. 400 2000 

Pantotenato de calcio (μg/L) Pan. 400 2000 

Biotina (μg/L) Bio. 2 50 

pH pH 4 5.5 

 

Para la evaluación de los niveles de los factores seleccionados para el diseño Box-

Behnken, la preparación de los medios fue similar a la previamente descrita. Sin embargo, 

al realizar un ensayo preliminar a niveles altos de pH, se evidenció la presencia de turbidez 
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en el medio, por lo que a los medios se les suplementó EDTA disódico a una concentración 

final de 15 mg/L [128], con este ajuste, los medios no presentaron turbidez. Los factores y 

los niveles estudiados para cada factor en este diseño experimental son presentados en 

la Tabla 3-2. Estos factores y niveles fueron seleccionados una vez fue realizado y 

analizado el diseño Plackett-Burman. Las corridas fueron generadas por el software 

Minitab 16, empleando 3 réplicas para el punto central.  

 

Tabla 3-2 Niveles empleados en el diseño factorial fraccionado Box-Benhken 

Factor 
Valor experimental 

Bajo (-1) Central (0) Alto (+1) 

Fosfato diácido de potasio (g/L) 1 5 9 

Biotina (μg/L) 2 50 98 

pH 5.0 5.5 6.0 

 

Procedimiento para el desarrollo de inóculo y fermentación 

 

Para el desarrollo del inóculo de fermentación se tomó una colonia con un asa estéril desde 

un cultivo fresco de levaduras crecidas en agar YPD. La colonia se transfirió a un matraz 

Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con 50 mL de medio YM modificado y estéril. El cultivo 

se mantuvo a 30 °C por 24 horas en un agitador orbital a 150 rpm bajo condiciones 

aeróbicas. Una vez culminada la incubación, las células fueron colectadas de manera 

aséptica por centrifugación a 8500 rpm, fueron lavadas dos veces con agua desionizada 

estéril y resuspendidas en agua desionizada para ser empleadas como inóculo para la 

fermentación.  

 

Para los ensayos de fermentación se empleó un inóculo concentrado de 0.5 mL, con el fin 

de evitar la dilución de los nutrientes presentes en el medio. Con este inóculo la 

concentración inicial de las levaduras en el medio fue de aproximadamente 5.0*107 

células/mL. 
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Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo en frascos tapa rosca de 50 mL 

de capacidad empleando 50 mL de medio de fermentación estéril. A las tapas de estos 

frascos se les adaptó un sistema airlock el cual facilita la evacuación de los gases 

producidos durante la fermentación, pero no permite el ingreso de aire. Por lo tanto, se 

genera una condición anaeróbica durante el proceso de fermentación. Para los ensayos 

de fermentación, se empleó una cámara de incubación con temperatura regulada a 30 °C. 

Al interior de la cámara se dispuso una plancha de agitación magnética multipozos, para 

la realización simultanea de varias fermentaciones. Con la agitación se impedía la 

floculación de las cepas durante el proceso. El tiempo de proceso fue de 48 horas. 

3.1.1 Determinación del contenido de alcoholes y azúcares 

 

La glucosa y los productos de fermentación (isobutanol, etanol, glicerol, alcohol isoamílico 

y ácido acético) fueron cuantificados por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

Para ello se siguió el método descrito por Avalos y col. [60] con ligeras modificaciones. En 

el análisis se utilizó una columna Aminex HPX-87H de Biorad. La separación se realizó 

con el horno a una temperatura de 65ºC. La fase móvil empleada fue H2SO4 5mM con un 

flujo de 0.6 ml/min, se utilizó un detector de índice de refracción operando a una 

temperatura de 40 °C. El volumen de inyección de la muestra fue de 20µL. Se elaboraron 

curvas de calibración con soluciones de concentración conocida preparadas con 

estándares de cada sustancia. Algunas de las curvas de calibración utilizadas para la 

cuantificación pueden ser consultadas en el Anexo A.  

  

3.2 Resultados y discusión 

Los resultados obtenidos para el diseño Plackett-Burman son presentados en la Figura 3-

1 a través de un diagrama de Pareto, y en la Tabla 3-3 en donde se presentan los 

coeficientes obtenidos del modelo generado por el software. Este diseño se realizó con el 

fin de identificar cuales nutrientes al ser suplementados afectan más la producción de 

isobutanol, y si el nivel de pH también afecta la producción de esta sustancia. 
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Al analizar el diagrama de Pareto de los efectos estandarizados (reportado por el software 

Minitab 16), se puede ver que para un nivel de significancia de 0.05, los factores que 

influencian la producción de isobutanol, son todos con excepción de la tiamina, esto 

también puede ser verificado en la Tabla 3-3. Los tres factores que tienen la mayor 

influencia sobre la producción de isobutanol son la concentración de fosfato diácido de 

potasio (simbolizada como P.A.), el nivel de pH y la concentración de biotina (simbolizada 

como Bio.). Estos factores en sus niveles altos estimulan la producción de isobutanol, lo 

cual se puede verificar analizando los signos de los coeficientes para estos factores, los 

cuales fueron positivos.  

Figura 3-1 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados obtenido en la evaluación de 
diseño Plackett-Burman (α=0.05) 

 

 

El coeficiente de regresión R2 obtenido para el modelo, el software lo reporta en 99.48%, 

lo cual implica que el modelo generado para el diseño evaluado explica en un alto nivel la 

variable respuesta (Ver Anexo C para visualizar). 
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Por estas razones, se procedió a utilizar estos tres factores para su análisis a través de un 

diseño experimental Box-Behnken, con el fin de identificar en que niveles de estos factores 

se favorece una mayor producción de isobutanol.  

Tabla 3-3 Coeficientes del modelo obtenido para el diseño Plackett Burman 

Factor Coeficiente Error estándar 

del coeficiente 

Valor-t Valor-

P 

Sulfato de amonio (S.A.) -2.406 0.7165 -3.36 0.003 

Fosfato diácido de potasio (P.A.) 36.861 0.7165 51.45 0.000 

Sulfato de magnesio (S.Mg.) -4.333 0.7165 -6.05 0.000 

Sulfato de zinc (S.Zn.) -5.144 0.7165 -7.18 0.000 

Sulfato ferroso (S.Fe.) 3.839 0.7165 5.36 0.000 

Sulfato de manganeso (S.Mn.) -6.300 0.7165 -8.79 0.000 

Tiamina (Tia.) -0.417 0.7165 -0.58 0.567 

Piridoxina (Pir.) -2.111 0.7165 -2.95 0.007 

Pantotenato de calcio (Pan.) 4.967 0.7165 6.93 0.000 

Biotina (Bio.) 11.667 0.7165 16.28 0.000 

pH 22.950 0.7165 32.03 0.000 

 

Al analizar los demás factores estudiados al realizar el diseño Plackett-Burman, se 

encuentra que los que presentaron coeficientes positivos fueron el sulfato ferroso y el 

pantotenato de calcio, razón por la cual estos nutrientes se incluyeron en sus niveles altos 

en los medios de cultivo a ser evaluados en el posterior diseño experimental Box-Behnken. 

Para el caso de los factores con coeficientes negativos, que incluyeron a los sulfatos de 

amonio, magnesio, zinc, manganeso y piridoxina, estos componentes no fueron 

suplementados a los medios en el posterior diseño, es decir, fueron evaluados en sus 

niveles bajos. La tiamina al no resultar ser un factor significativo no fue suplementada en 

el posterior diseño.  Con esta selección de los niveles a utilizar para los demás factores en 
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el diseño Box-Behnken, se permitió asegurar que los medios a evaluar permitieran la 

mayor producción de isobutanol.  

Considerando los resultados obtenidos se puede inferir que la cantidad de tiamina presente 

en el medio YNB, es suficiente para cubrir los requerimientos del microorganismo, 

específicamente para asegurar la correcta actividad de la enzima piruvato descarboxilasa, 

la cual como se ha mencionado anteriormente no solo cataliza la descarboxilación del 

piruvato, sino también la del α-cetoisovalerato, el cual es un intermediario clave para la 

producción de isobutanol.  

Gutierrez y col. [129], estudiaron el efecto de la deficiencia de las vitaminas biotina, tiamina, 

ácido pantoténico, piridoxal y de los micronutrientes zinc, boro, hierro y manganeso, sobre 

la producción de alcoholes superiores durante la fermentación de sacarosa por una cepa 

industrial de S. cerevisiae, empleada para la producción de etanol. En ese estudio, se 

mostró que la deficiencia de estas vitaminas no causa una reducción en la producción de 

etanol, sin embargo, se muestra que la deficiencia de ácido pantoténico y tiamina, 

conducen a una mayor producción de isobutanol, mientras la deficiencia de piridoxina 

causa una mayor producción de la mezcla de alcoholes amílicos. Respecto a la deficiencia 

de micronutrientes encontraron que solo la deficiencia de zinc afectaba de manera negativa 

la producción de isobutanol y la mezcla de alcoholes amílicos. Cabe resaltar que en ese 

estudio los niveles estudiados de las vitaminas estuvieron en 3mg/L con excepción de la 

biotina que fue trabajada con 0.3 mg/L, mientras en el presente estudio los valores 

analizados estuvieron por debajo de este rango. Esta podría ser una causa por la cual los 

resultados obtenidos en el presente estudio son diferentes respecto a la importancia del 

zinc, del pantotenato de calcio y la tiamina para la producción de isobutanol, además 

considerando que los estudios emplean cepas distintas que pueden presentar 

requerimientos distintos respecto a estos nutrientes.  

Una alternativa para identificar a través de cual mecanismo estos factores estimulan la 

producción de isobutanol, puede ser a través de un análisis transcriptómico, por ejemplo, 

mediante la tecnología RNA-seq la cual puede ser aplicada para identificar cuales genes 

modifican su expresión bajo condiciones distintas de cultivo y de esta manera entender 

que procesos celulares se ven afectados [130].  
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Bohlscheid y col. [131], estudiaron la influencia de la interacción de la concentración de 

nitrógeno y la concentración de biotina sobre el rendimiento de dos cepas vínicas. 

Encontraron que concentraciones por debajo de 1 µg/L de esta vitamina estimulan la 

producción de isobutanol durante la fermentación. Estos resultados contrastan con los 

obtenidos en el presente estudio, considerando que el efecto de incrementar la 

concentración de esta vitamina resulto ser positivo para la producción de isobutanol. Al 

consultar la literatura, de manera directa no se ha estudiado el efecto del nivel de pH y de 

la concentración de fosfato diácido de potasio sobre la producción de isobutanol, razón por 

la cual no contrastan los resultados obtenidos contra otros referentes experimentales. 

Por otro lado, al correlacionar la producción de isobutanol con la de los otros metabolitos 

producidos durante la fermentación y el nivel de pH final, se obtienen las gráficas 

mostradas en la Figura 3-2.  Los coeficientes de determinación obtenidos para todos los 

pares de variables muestran que existe una relación moderadamente alta entre las 

diferentes variables estudiadas, con excepción de la relación entre la producción de 

isobutanol y la producción de etanol, en la que la relación es baja. La relación es 

inversamente proporcional entre la producción de isobutanol y la producción de glicerol, 

también respecto a la producción de ácido acético.  

Esto sugiere que las condiciones que estimulan la producción de isobutanol limitan la 

producción de estas sustancias. En el estudio realizado por Romano y col. [132], se analizó 

la producción de acetaldehído, ácido acético y alcoholes fusel durante la fermentación por 

parte de varias cepas de S. cerevisiae empleadas en la producción de vino. Como 

resultado encontraron que las cepas que presentaban una mayor producción de 

acetaldehído y ácido acético presentaban la menor producción de alcoholes superiores, y 

viceversa, esta relación no afecto la producción de etanol por las cepas vínicas. Estos 

resultados son consistentes para los obtenidos en el presente estudio. Por otro lado, 

considerando la producción de ácido acético competitiva a la producción de isobutanol, 

Park y col. [52], realizaron varias modificaciones genéticas para mejorar la producción de 

isobutanol por una cepa de S. cerevisiae. En particular estudiaron la deleción del gen 

ALD6, el cual codifica para la enzima acetaldehído deshidrogenasa, encargada de la 

producción de ácido acético desde acetaldehído, encontraron que dicha modificación 
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permitía una mayor producción de isobutanol por esta cepa. Reforzando la hipótesis de 

que la producción de ácido acético compite con la producción de isobutanol.  

Figura 3-2 Relación entre la producción de isobutanol y los otros productos de 
fermentación y el nivel de pH final 
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Para el caso de la relación entre la producción de glicerol y la de isobutanol, existen 

también reportes de este comportamiento competitivo. Por ejemplo, en el estudio realizado 

por Jain y col[133], tras realizar deleciones que impedían la producción de glicerol durante 

la fermentación, encontraron que la cepa modificada también presentaba una mayor 

cantidad de isobutanol, corroborando este comportamiento. Hazelwood y col. [13], 

sugieren que este comportamiento puede ser debido a que la producción de alcoholes 

fusel es una alternativa para la regeneración del cofactor NADH durante la fermentación, 

la cual a su vez es una de las funciones fisiológicas de la producción de glicerol durante el 

metabolismo anaeróbico de los azúcares. 

La relación es directamente proporcional entre la producción de isobutanol y la producción 

de biomasa, así como con la producción de alcohol isoamílico. Esto muestra que la 

producción del isobutanol y el alcohol isoamílico están relacionadas con un estímulo del 

anabolismo, el cual también permite la producción de una mayor cantidad de biomasa 

celular. Por último, la Figura 3-2 f, muestra que los factores que estimulan la producción 

de isobutanol, limitan el descenso del pH. Este comportamiento, además, puede ser 

explicado por la Figura 3-2 b, pues una menor producción de ácido acético puede causar 

un menor descenso del pH. 

Resultados de diseño de Box-Behnken 

Los resultados obtenidos en la aplicación del diseño Box-Behnken son presentados en la 

Tabla 3-4. Los niveles centrales escogidos para los factores fueron seleccionados tomando 

como referencia los niveles que permitieron una mayor de isobutanol en la evaluación del 

diseño Plackett-Burman.    

Así mismo, al analizar los datos obtenidos para la producción de isobutanol mediante el 

software Minitab16, se obtienen los coeficientes para el modelo. Estos coeficientes son 

presentados en la Tabla 3-5. 

Para este caso el valor reportado por el software para el coeficiente de regresión R2 fue de 

98.84%, lo cual implica que el modelo generado para el diseño explica un alto nivel de 

variación generado por la variable respuesta (Ver Anexo C para visualizar el reporte 

completo entregado por el software). 
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Tabla 3-4 Resultados de la corridas evaluadas en la aplicación del diseño experimental  
Box-Behnken 

Número 
de 
corrida 

Nivel de fosfato 
ácido de potasio  

Nivel 
de 
biotina 

Nivel 
de pH 

Concentración 
de glicerol 
[g/L] 

Concentración 
de etanol 
[g/L] 

Concentración 
de isobutanol 
[mg/L] 

Concentración 
de alcohol 
isoamílico 
[mg/L] 

1 -1 1 0 8.82 45.18 124.0 56.8 

2 0 1 1 8.32 65.01 374.8 188.0 

3 1 -1 0 7.98 63.87 308.8 162.9 

4 -1 0 -1 8.72 45.29 104.7 51.7 

5 0 -1 -1 8.40 63.30 233.3 142.4 

6 0 0 0 8.26 63.46 310.0 165.9 

7 0 1 -1 8.42 63.21 291.2 133.9 

8 0 -1 1 8.38 64.56 290.3 135.9 

9 -1 0 1 8.96 53.35 166.0 101.7 

10 1 1 0 8.08 65.09 372.5 185.6 

11 1 0 1 7.98 64.77 421.3 170.4 

12 0 0 0 8.08 65.40 327.3 173.7 

13 1 0 -1 8.41 67.14 274.2 136.8 

14 0 0 0 8.48 64.94 340.7 186.3 

15 -1 -1 0 8.40 44.01 112.2 53.4 

 

Tabla 3-5 Coeficientes del modelo obtenido para diseño Box Behnken 

Termino Coeficiente Error estándar 

del coeficiente 

Valor-t Valor-

P 

Fosfato diácido de K 108.723 6.436 16.893 0.000 

Biotina 27.219 6.436 4.229 0.008 

pH 43.633 6.436 6.780 0.001 

Fosfato diácido de K ^ 2 -76.222 9.473 -8.046 0.000 

Biotina ^ 2 -20.380 9.473 -2.151 0.084 

pH ^ 2 -8.167 9.473 -0.862 0.428 

Fosfato diácido de K* biotina 12.983 9.102 1.426 0.213 

Fosfato diácido de K* pH 21.441 9.102 2.356 0.065 

Biotina* pH 6.667 9.102 0.733 0.497 
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De acuerdo con los datos obtenidos y presentados en la Tabla 3-5, se puede observar que 

el fosfato diácido de potasio es el factor que influencia en mayor medida la producción de 

isobutanol. Además, se puede notar que todos los coeficientes de primer orden para 

factores analizados resultaron ser significantes, considerando un nivel de significancia de 

0.05.  

Mediante la generación de las gráficas de contorno es posible observar que niveles de los 

factores permiten incrementar la producción de isobutanol durante el proceso de 

fermentación. En las Figuras 3-3, 3-4 y 3-5, se presentan las gráficas de contorno para la 

concentración de isobutanol, como función de la concentración de biotina, de la 

concentración de fosfato diácido de potasio y del nivel de pH. La Figura 3-3 sugiere que 

los niveles más altos de pH y de la concentración de biotina, permiten obtener la mayor 

cantidad de isobutanol durante el proceso de fermentación. Específicamente esta 

condición se alcanza en niveles de pH cercanos a 6 y en concentraciones de biotina 

superiores a 50 µg/L. 

Figura 3-3 Gráfica de contorno para la concentración de isobutanol como función del nivel 
del pH y de la concentración de biotina 

 

 



Mutagénesis, selección y caracterización nutricional de una cepa nativa de 

Saccharomyces cerevisiae para la producción de isobutanol 

89 

 

 

Figura 3-4 Gráfica de contorno para la concentración de isobutanol como función del nivel 

del pH y de la concentración de fosfato diácido de potasio 

 

Figura 3-5 Gráfica de contorno para la concentración de isobutanol como función de la 
concentración de fosfato diácido de potasio y de la concentración de biotina 
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La Figura 3-4 muestra que la concentración de fosfato diácido de potasio es el factor más 

crítico a tener en cuenta en la producción de isobutanol, en particular a una concentración 

mayor a 9 g/L de esta sustancia. Además, la forma de esta gráfica sugiere que aún puede 

requerirse una mayor experimentación con el fin de identificar los niveles de los factores 

que permitan optimizar la producción de isobutanol durante el proceso de fermentación. 

Por otro lado, la Figura 3-5 sugiere que la mayor producción de isobutanol se alcanza en 

los niveles más altos de la concentración del fosfato diácido de potasio, mientras la 

concentración de biotina más adecuada puede estar en el nivel de referencia.  

Realizando el análisis en conjunto de las gráficas de contorno se evidencia que la mayor 

producción se alcanzará cuando se ajuste el nivel de pH inicial a 6 (nivel alto para este 

factor), a la concentración de fosfato diácido de potasio de 9 g/L (nivel alto para este factor) 

y a una concentración de biotina de 50µg/L (nivel 0 para este factor). Teniendo en cuenta 

que el nivel de pH es un factor importante para estimular la producción de isobutanol, 

puede ser interesante controlarlo durante la fermentación con el fin de verificar si al 

mantener este parámetro en este nivel alto a lo largo del proceso también estimula la 

producción esta sustancia. 

Por otra parte, al relacionar los niveles obtenidos para la producción de isobutanol con los 

niveles de producción de alcohol isoamílico, se observa que se mantiene un alto nivel de 

correlación (Ver Figura 3-6 a), lo cual corrobora que la biosíntesis de estos dos productos 

está altamente relacionada. Por otra parte, al relacionar los niveles obtenidos para la 

producción de isobutanol con los niveles de producción de etanol, se evidencia que hay un 

cambio respecto a la evaluación en el diseño Plackett-Burman, pues el nivel de correlación 

aumenta hasta 0.8023 (Ver Figura 3-6 b), mientras en el diseño previo fue de 0.1385 

(Figura 3-2 c). Esto sugiere que bajo las condiciones evaluadas en el diseño Box-Behnken, 

que favorecen el proceso de producción de isobutanol, también favorecen la producción 

de etanol. Por otro lado, al relacionar la producción de isobutanol con la producción de 

glicerol, se observa que, a pesar de que se mantiene un nivel de correlación 

moderadamente alto, se reduce el grado de correlación, pues el coeficiente de 

determinación obtenido en este caso es de 0.5798 (Ver Figura 3-6 c), el cual es menor al 
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obtenido en la evaluación en el diseño Plackett-Burman, pues fue de 0.7115 (Ver Figura 

3-2 a). 

Adicionalmente, se resalta que, mediante la aplicación de este diseño experimental, se 

encuentra que la condición que permite alcanzar la concentración de isobutanol máxima 

fue de 421.3 mg/L, la cual es 1.3 veces más alta respecto a la condición evaluada en el 

punto central o de referencia, en la cual la concentración de isobutanol fue de 326.0 ±15.4 

mg/L (el punto central se realiza por triplicado). 

Figura 3-6 Relación entre la producción de isobutanol y los otros productos de 
fermentación y el nivel de pH final 
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3.3 Conclusiones 

 

Mediante el empleo del diseño experimental Plackett-Burman fue posible identificar que la 

suplementación de fosfato diácido de potasio y de biotina al medio de fermentación YNB, 

empleado como referencia, así como el nivel de pH de este medio, son las variables que 

tienen la mayor influencia en la producción de isobutanol durante la fermentación de 

glucosa. Se encontró que los factores que estimulan positivamente la producción de 

isobutanol también estimulan la producción de alcohol isoamílico, lo cual puede deberse a 

que las rutas metabólicas que conducen a su biosíntesis se encuentran bastante 

relacionadas. 

A través del empleo del diseño experimental Box-Behnken, se identificaron los niveles de 

los factores fosfato diácido de potasio, biotina y pH utilizado que permiten alcanzar 

mayores niveles de isobutanol durante la fermentación de glucosa, en cual fue de 421.3 

mg/L. Los niveles de estos factores podrían ser determinados y ajustados en medios 

industriales con el fin de que estos permitan una mayor producción de isobutanol. 

 

 

  

 

 



 

4. Evaluación preliminar de los mutantes en 
biorreactor empleando mieles de caña 
como sustrato 

 

En esta fase del estudio se evaluaron dos cepas mutantes de la levadura S. cerevisiae 

para llevar a cabo el proceso de producción de isobutanol empleando mieles de caña de 

azúcar como sustrato. Las levaduras evaluadas fueron dos cepas mutantes previamente 

obtenidas. La cepa Q1 es resistente a sulfometuron metil (SM) y la cepa Q1m es una 

levadura derivada de la Q1 con auxotrofía para L-Leucina. El estudio se llevó a cabo en un 

biorreactor de 1.4 L de capacidad, con el fin de determinar la productividad y el rendimiento 

del proceso para la producción de etanol, cuando se emplean mieles de caña de azúcar y 

las cepas previamente mencionadas. Así mismo, se determinó el perfil de consumo de 

azúcares durante el proceso. La cepa Q1m, presentó los mejores resultados, mostrando 

que es necesario reducir la producción intracelular de L-leucina como siguiente etapa para 

el mejoramiento del microorganismo.  

 

4.1 Materiales y métodos 

 

El sustrato seleccionado fue miel de caña proveniente de un trapiche ubicado en el 

Municipio de Puente Nacional Santander, este presentaba un contenido de sólidos 

solubles equivalente a 75 °Brix. 

 

 

 

 



94 Mutagénesis, selección y caracterización nutricional de una cepa nativa de 

Saccharomyces cerevisiae para la producción de isobutanol 

 
Microorganismos 

 

Dos cepas de la levadura S. cerevisiae fueron utilizadas en este estudio. La primera cepa 

fue la Q1, la cual fue obtenida mediante ensayos de mutagénesis y selección con SM, y 

que presentó una mayor producción de isobutanol que su cepa parental (209-2-8). La otra 

cepa es la Q1m, la cual fue obtenida a partir de procesos de mutagénesis realizados sobre 

la cepa Q1, con el fin de obtener una levadura mutante auxótrofa para L-leucina, que 

presentó una menor producción de alcohol isoamílico y una mayor cantidad de isobutanol. 

 

Mantenimiento  

Las cepas fueron mantenidas bajo refrigeración a 4 °C en agar YPD (Yeast extract, 

peptone, dextrose) en el laboratorio 218, del edificio 412 de la Universidad Nacional de 

Colombia.   

 

Medios de crecimiento 

 

El medio de crecimiento YPD se preparó con la siguiente composición: 20 g/L peptona, 10 

g/L extracto de levadura, 20 g/L de glucosa y 20 g/L de agar-agar. El medio se esterilizó 

utilizando una autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El medio fue dosificado en cajas 

estériles bajo condiciones de asepsia y almacenado para su posterior uso.  

 

El medio YMm (Yeast Malt modified) fue preparado con la siguiente composición: 50 g/L 

de glucosa, 5 g/L peptona, 3 g/L extracto de levadura, 3 g/L extracto de malta, 1 g/L de 

NH4Cl y 0.4 g/L de KH2PO4. El medio fue dosificado en matraces Erlenmeyer de 250 mL 

de capacidad con 50 mL de medio. El medio se esterilizó utilizando una autoclave a 121 

°C durante 15 minutos. 

 

Los medios de crecimiento para la adaptación de las levaduras al medio de fermentación 

fueron preparados incluyendo miel de caña de azúcar como fuente de carbono. El medio 

MM1 (medio miel 1), contenía 80 g/L de miel de caña de azúcar, 2g/L de extracto de 

levadura y 1g/L de NH4H2PO4. El medio MM2 (medio miel 2), contenía 160 g/L de miel de 

caña de azúcar, 2g/L de extracto de levadura y 1g/L de NH4H2PO4. El medio MM3 (medio 

miel 1), contenía 80 g/L de miel de caña de azúcar, 2g/L de extracto de levadura, 2g/L de 
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peptona y 1g/L de NH4H2PO4. El medio MM4 (medio miel 2), contenía 160 g/L de miel de 

caña de azúcar, 2g/L de extracto de levadura, 2g/L peptona y 1g/L de NH4H2PO4. El medio 

es dosificado en matraces Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con 50 mL de medio. El 

medio se esterilizó en el biorreactor utilizando una autoclave a 121 °C durante 25 minutos.  

 

Medios de fermentación 

 

El medio de fermentación contenía MF1: 200 g/L de miel de caña de azúcar, 2g/L de 

extracto de levadura y 0.5g/L de NH4H2PO4. El medio de fermentación contenía MF2: 200 

g/L de miel de caña de azúcar, 2g/L de extracto de levadura, 0.5g/L de NH4H2PO4y 0.4 g/L 

de L-leucina. Según el caso, 1.4 L de medio fueron dosificados en el biorreactor y se 

esterilizó utilizando una autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH de los medios una 

vez fueron esterilizados fue de 4.9. 

 

Procedimiento para el desarrollo de inoculo 

 

Para el desarrollo de inoculo, inicialmente las levaduras fueron cultivadas en el agar YPD 

por 48 horas a 30 °C.  Posteriormente, una colonia fue transferida a medio líquido YMm, 

el crecimiento se permitió por 24 horas, este cultivo se realizó en 6 unidades distintas. 

Luego se realizó la primera fase de adaptación empleando la cepa Q1, para ello las células 

recuperadas de cada unidad crecida en medio YMm y fueron transferidas de manera 

aséptica a 6 unidades distintas que contenían medio MM1, el crecimiento se permitió por 

16 horas. Finalmente, las células recuperadas de cada unidad crecida en medio MM1 y 

fueron transferidas de manera aséptica a 6 unidades distintas que contenían medio MM2, 

el crecimiento se permitió por 12 horas.  Todas las fases de crecimiento en medio líquido 

se realizaron bajo condiciones de agitación a 150 rpm e incubación a 30 °C. Para la cepa 

Q1m, se utilizó el medio MM3 en lugar del medio MM1, y se utilizó el medio MM4 en lugar 

del medio MM2.  

 

Procedimiento de la fermentación 

 

La biomasa celular recolectada desde cada una de las 6 unidades de crecimiento en el 

medio MM2 para la cepa Q1 o en el medio MM4 para la cepa Q1m, fue combinada y 
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resuspendida en medio de fermentación, MF1 para la cepa Q1 y MF2 para la cepa Q2.  Un 

volumen de 28 mL de la suspensión fue empleado como inoculo para el biorreactor. El 

sistema de fermentación incluía un baño termostatado que mantenía la temperatura a 30 

°C, además tenía un motor para agitación mecánica que fue ajustado a 140 rpm.  El 

sistema de fermentación empleado es mostrado en la Figura 4-1.  

 

Figura 4-1 Esquema del sistema de fermentación utilizado para la evaluación en 
biorreactor 

 

 

Para el seguimiento del proceso de fermentación se tomaron muestras de 

aproximadamente 10 mL de suspensión celular, a las 0, 6, 12, 24, 30, 36 y 48 horas, 

momento en el cual se dio por finalizada la fermentación. 

 

Determinaciones analíticas 

 

Una vez fueron tomadas las muestras se procesaron para la determinación de pH, peso 

seco, contenido de azúcares (sacarosa, glucosa, fructosa) y contenido de alcoholes 

(isobutanol, etanol, glicerol y alcohol isoamílico).  Para la determinación de peso seco se 
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tomaron 10 mL de muestra, las células fueron colectadas por centrifugación a 8500 rpm 

durante 5 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados con agua destilada y fueron 

secadas por un periodo de 48 horas a 60 °C.  

 

El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa fue determinado mediante cromatografía 

liquida de alta eficiencia (HPLC) en un cromatógrafo de líquidos de Hitachi® modelo Elite 

LaChrom, equipado con un detector de índice de refracción. Se empleó la columna SC1011 

de Shodex para la separación, la cual fue mantenida a 80 °C. Como fase móvil se empleó 

agua desionizada, microfiltrada y desgasificada con un flujo de 0.8 mL/min. La temperatura 

del detector se ajustó a 40 °C. Se emplearon 20 microlitros como volumen de inyección. 

Se realizaron diluciones apropiadas para la cuantificación. 

 

Para la determinación del contenido de alcoholes se utilizó el mismo equipo de 

cromatografía, pero se empleó la columna Aminex HPX-87H BioRad®. Como fase móvil 

se empleó una solución acuosa de H2SO4 5mM, con un flujo de 0.6 mL/min. La temperatura 

del detector se ajustó a 40 °C. Se emplearon 20 microlitros como volumen de inyección. 

  

4.2 Resultados y discusión 

 

Comparación del comportamiento del pH de las cepas mutantes 

 

A realizar la fermentación utilizando las dos cepas mutantes Q1 y Q1m, y realizar el 

seguimiento del nivel de pH durante proceso de fermentación de los azúcares contenidos 

en la miel, se obtienen los resultados mostrados en la Figura 4-2.  

  

De acuerdo con lo observado en la Figura 4-2, se evidencia que el pH mantiene una 

tendencia decreciente, desde el valor inicial de 4.9 hasta un pH cercano a 3.5 durante las 

primeras 24 horas de la fermentación.  Este descenso de pH puede ser producido por la 

producción de ácidos orgánicos durante el proceso de fermentación [134].   
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Figura 4-2 Perfil de cambio de pH con el tiempo durante la fermentación 

 

 

Comparación de la producción de biomasa celular durante la fermentación 

 

Figura 4-3 Producción de biomasa de las levaduras mutantes durante la fermentación 

 

 

Como parámetro para medir el crecimiento celular se tomó el peso seco. Los resultados 

son mostrados en la Figura 4-3. Se observa que a pesar de que la concentración celular 
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inicial es diferente, el crecimiento para ambas cepas cesa alrededor de las 30 horas. No 

se aprecia una etapa de adaptación lo cual puede ser debido a que las células fueron 

previamente cultivadas en medio que tenía miel como fuente de carbono, y, por lo tanto, 

las levaduras presentaban una adaptación desde la etapa de crecimiento previa. La Figura 

4-3 también muestra que para ambas cepas luego de un periodo de 30 horas se observa 

un descenso en el peso seco, lo cual puede ser debido a procesos de lisis celular causados 

por las altas concentraciones de alcohol, o también puede ser debido a la asimilación de 

fuentes de reserva intracelulares, que indicarían que a pesar de que el número de células 

viables se mantenga, es posible que la masa individual de cada célula se reduzca por el 

consumo de estas fuentes de reserva. Sin embargo, para validar esta información, se 

requiere de la implementación de otras mediciones. Al relacionar la concentración de 

biomasa a 30 horas con la concentración de biomasa inicial, se tiene que la cepa Q1 

presento un incremento de biomasa de 3.4 veces, mientras la cepa Q1m presentó un 

incremento de 3.9 veces. Sin embargo, estos resultados aún son preliminares y más 

réplicas deben ser realizadas con el fin sacar conclusiones correctas acerca de este 

comportamiento.  

 

Perfil de consumo de azúcares de los mutantes durante la fermentación 

 

Los perfiles de consumo de los azúcares presentes en las mieles de caña durante la 

fermentación son mostrados en las Figuras 4-4 y 4-5, para las cepas Q1 y Q1m, 

respectivamente. Se cuantificaron los contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa. Se 

observa en la Figura 4-4 que en las primeras horas del proceso la cepa Q1 hidroliza 

prácticamente toda la sacarosa presente en la miel, mientras la cepa Q1m (ver Figura 4-

5) presenta una menor actividad invertasa, causando que la hidrólisis de la sacarosa 

presente en el medio se lleve a cabo en 24 horas. Este alto nivel de hidrólisis observado 

para la cepa Q1 puede explicar el incremento del contenido de glucosa y fructosa 

presentes en el medio a las 6 horas. Esto contrasta con el comportamiento observado para 

la cepa Q1m, en donde se observa que no hay incremento del nivel de glucosa o fructosa.  
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 Figura 4-4 Perfil de consumo de azúcares durante la fermentación por la cepa Q1 

 

 

Figura 4-5 Perfil de consumo de azúcares durante la fermentación por la cepa Q1m 
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Con el fin de obtener un perfil de consumo global de los azúcares se determinó el 

parámetro azúcares totales expresados como glucosa (EG), mostrados en las Figuras 4-4 

y 4-5. Este parámetro se estimó teniendo en cuenta que la sacarosa al hidrolizarse produce 

una unidad de glucosa y fructosa, y además teniendo en cuenta que una molécula de 

fructosa es equivalente a una molécula de glucosa en términos de la producción de etanol. 

Como se observa en las Figuras 4-4 y 4-5, este parámetro es consistente con el perfil de 

crecimiento observado en las Figura 4-3, esto teniendo en cuenta que no se evidencia 

consumo de sustrato luego de la hora 30, así como ya no se observa crecimiento. 

 

Producción de alcoholes durante la fermentación 

 

La producción de alcoholes durante el tiempo de la fermentación por parte de las cepas 

mutantes es presentada en la Figura 4-6 para la cepa Q1 y en la Figura 4-7 para la cepa 

Q1m. Al observar las Figuras 4-6 y 4-7, es evidente que la producción de los diferentes 

alcoholes cesa prácticamente luego de 30 horas de fermentación. Este comportamiento es 

consistente con el analizado para el crecimiento celular y para el consumo de azúcares.  

 

Figura 4-6 Producción de alcoholes durante la fermentación por la cepa Q1 
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Figura 4-7 Producción de alcoholes durante la fermentación por la cepa Q1m 
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suministrada exógenamente, y además considerando que la producción de alcohol 

isoamílico está relacionada con la producción de L-leucina, se evidencia que la cepa Q1m 

presenta una producción 1.6 veces menor de alcohol isoamílico que la cepa Q1, siendo la 

concentración de alcohol de 203.6 mg/L y 319.9 mg/L, respectivamente para las cepas 

mencionadas.  

 

Estos resultados son muy interesantes porque muestran que la proporción de isobutanol a 

alcohol isoamílico, los cuales son los componentes mayoritarios de los alcoholes fusel, ha 

sido totalmente invertida durante los procesos de mutagénesis que permitieron obtener las 

cepas mutantes, pues se ha reportado que para plantas comerciales dedicadas a la 

producción de etanol en Colombia, el alcohol isoamílico es el componente mayoritario con 

un máximo de 80.74 % en peso de la mezcla de alcoholes fusel, mientras la concentración 

del isobutanol, alcanza a un máximo de 7.28 [48]. Para plantas comerciales de producción 

de etanol que emplean melazas de caña de azúcar como sustrato se ha reportado que la 

producción de alcoholes fusel puede ser de hasta máximo 11 L por cada 1000 L de etanol 

producido [47]. En este caso considerando la mezcla de alcoholes fusel para la cepa Q1m 

únicamente como compuesta por alcohol isoamílico e isobutanol, se tendría un equivalente 

cercano a 18 L de fusel por cada 1000 L de etanol producido, implicando que las cepas 

mutantes presentan una mayor capacidad de producir estas sustancias.  

 

Evaluación de rendimiento y productividad  

 

Los rendimientos máximos teóricos para la producción de etanol e isobutanol a partir de 

glucosa durante un proceso de fermentación son 0.51 g de etanol/ g glucosa y 0.41 g de 

isobutanol/ g de glucosa. Los resultados mostrados en la Tabla 4-1, muestran los 

rendimientos calculados para algunos de los productos de fermentación, así como también 

se reportan las productividades. Chen y col. [14] realizando múltiples modificaciones 

genéticas en una cepa de la especie S. cerevisiae, entre las que se incluye la 

sobreexpresión de varios genes relacionados con la biosíntesis de L-valina y del gen de la 

aminotransferasa de aminoácidos ramificados citosólica (BAT2) han mostrado que el 

rendimiento obtenido es de 0.97 mg de isobutanol/ gramo de glucosa, mientras en el 

trabajo de Ofuonye y col. [61], que cuenta con un número mayor de modificaciones 

genéticas sobre una cepa de S. cerevisiae, entre las que además de sobreexpresar genes 
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asociados a la biosíntesis de L-valina, también se introdujeron algunos genes heteorólogos  

como el kdcA (cetoácido descarboxilasa de L. lactis) y yqhD (alcohol deshidrogenasa de 

E. coli), realizaron la sobreexpresión de una enzima NADH quinasa mitocondrial (POS5) 

la deleción del gen PDC1 y muestran un rendimiento de 7.8 mg de isobutanol/ g de glucosa 

consumida. En la más reciente publicación Wess y col. [51], obtuvieron un rendimiento de  

59.55 mg de isobutanol/g de glucosa, con modificaciones que incluyeron trasladar la 

expresión de los genes asociados a la biosíntesis de L-valina desde la mitocondria al 

citosol para compartimentalizar la producción de esta sustancia, además redujeron la 

producción de glicerol y de etanol a través de la deleción de los genes ADH1, GPD1, GPD2 

y ALD6. Por otro lado, los resultados obtenidos en este estudio con la cepa Q1m para el 

rendimiento en producción de isobutanol a partir de glucosa iguales a 7.09 mg/g muestran 

que la cepa mutante tiene un relativamente alto rendimiento, para una cepa que solo 

cuenta con dos etapas de mejoramiento por procedimientos aleatorios.  

 

Respecto a la evaluación de la productividad es importante resaltar que el valor obtenido 

de este parámetro para las fermentaciones realizadas con las cepas mutantes estuvo entre 

18,30 y 26.30 mg/L*h (ver Tabla 4-1) para la Q1 y Q1m, respectivamente. Estos valores 

son más altos a los reportados por Ofuonye y col. [61] de 8 mg/L*h de isobutanol, y 

cercanos a los  reportados por Wess y col. [51] de 21.7 mg/L*h, y por Hammer y Avalos 

[11] de 26.04 mg/L*h, indicando que los procedimientos de mutagénesis realizados 

permitieron mejorar la velocidad en la producción de isobutanol. De manera adicional se 

puede corroborar que el desempeño de la fermentación en general fue bueno para las 

cepas empleadas considerando que la productividad obtenida estuvo entre 1.66 y 1.74 

g/L*h, valores que son cercanos a los obtenidos por Laopaiboon y col. [135] en jugo de 

sorgo (1,67 g etanol/L*h) y a los obtenidos por Fernández-López y col. [136] (3,8 g 

etanol/L*h) en mieles B de caña de azúcar. Estos resultados sugieren que el procedimiento 

de mutagénesis no afectó negativamente el desempeño en el proceso de fermentación 

realizado por parte de las levaduras. Finalmente es importante tener en cuenta que la 

comparación realizada tuvo en cuenta únicamente la productividad obtenida a 30 horas y 

no a 48 horas, ya que para esa hora de proceso ya se presentaba la menor concentración 

de azucares y la mayor producción de biomasa, mientras la concentración de isobutanol 

fue cercana a la máxima obtenida. 
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Tabla 4-1 Rendimientos y productividades para las cepas mutantes durante la 
fermentación 

Parámetro Cepa Q1 Cepa Q1m 

Rendimiento sustrato a isobutanol 𝑌𝑃1
𝑆 ⁄

 (mg isobutanol/g de 

azúcares GE) 5,08 7,09 

Rendimiento sustrato a etanol  𝑌𝑃2
𝑆 ⁄

 (g etanol/g de azúcares 

GE) 0,46 0,45 

Rendimiento sustrato a biomasa 𝑌𝑋
𝑆 ⁄

 (g biomasa seca/g de 

azúcares GE) 0,0236 0,0245 

Productividad volumétrica a 30 horas isobutanol (mg/L*h) 18,30 26,30 

Productividad volumétrica a 48 horas isobutanol (g/L*h) 12,40 17,34 

Productividad volumétrica a 30 horas etanol (g/L*h) 1,74 1,66 

Productividad volumétrica a 48 horas etanol (g/L*h) 1,12 1,11 

 

4.3 Conclusión 

 

Los parámetros de fermentación determinados para las dos cepas mutantes en relación 

con la producción de isobutanol mostraron valores relativamente altos respecto a los 

niveles que han sido reportados. Estos valores aún son bajos para un proceso dedicado 

exclusivamente para la producción de isobutanol. Sin embargo, considerando que este 

proceso está acoplado a la producción de etanol mediante la fermentación alcohólica 

convencional, esto permitiría una producción comercial  a corto plazo, en el que el aceite 

de fusel se produce en mayor cantidad y con una mayor proporción de isobutanol.



 



 

 

5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

Con la realización del estudio fue posible determinar el potencial que tienen las cepas 

nativas de S. cerevisiae para la producción de isobutanol cuando se emplean mieles de 

caña de azúcar como medio de fermentación. Así mismo, fue posible demostrar que a 

través de procesos de mutagénesis química es posible incrementar la producción de 

alcoholes fusel como el isobutanol y el alcohol isoamílico para la cepa 209-2-8 de S. 

cerevisiae, además, se comprobó que el empleo de sulfometuron metil como inhibidor de 

la biosíntesis de L-valina facilita la identificación de mutantes con mayor producción de 

isobutanol en los procesos de mutagénesis. De igual manera fue posible verificar que la 

cepa auxótrofa para L-leucina obtenida por mutagénesis y selección con nistatina, 

presentó una mayor producción de isobutanol y redujo la producción de alcohol isoamílico, 

posiblemente debido a un mayor de flujo de carbono de 2-cetoisovalerato hacia isobutanol 

y no hacia el intermediario 2-isopropilmalato, el cual es clave para la biosíntesis de L-

leucina y por lo tanto de alcohol isoamílico.   

  

 

Mediante el uso de los diseños experimentales Plackett-Burman y Box-Behnken fue 

posible identificar que los factores más importantes que influencian la producción de 

isobutanol son la concentración de fosfato diácido de potasio, la concentración de biotina 

y el nivel de pH del medio, así como también fue posible establecer los niveles de estos 

factores que permiten obtener una mayor cantidad de isobutanol en un medio 

químicamente definido. Estos factores pueden ser empleados en nuevos estudios en los 

que busque mejorar la producción de isobutanol en procesos de fermentación cuando se 

empleen medios industriales.  
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La evaluación preliminar de los parámetros de fermentación determinados a través de 

realización de ensayos llevados a cabo a escala biorreactor para la cepa S. cerevisiae  Q1, 

permiten sugerir que la cepa podría ser empleada en un proceso de producción a escala 

comercial en el que el principal producto sea etanol, y como subproducto del proceso se 

obtendría aceite fusel en mayor cantidad y más enriquecido en isobutanol. Para realizar un 

proceso en el que el producto principal sea isobutanol se deben realizar mayores 

transformaciones en la cepa Q1, para que esta minimice su producción de etanol y de 

glicerol, entre otras modificaciones genéticas.  

  



 

 





 

5.2 Recomendaciones 

 

Se recomienda realizar una caracterización genómica completa de la cepa de S. cerevisiae 

209-2-8, obtenida durante el desarrollo de este trabajo. Esto permitirá corroborar el 

carácter petite de la cepa, y, por lo tanto, permitirá establecer si la mutación o mutaciones 

que presenta respecto a la cepa parental S. cerevisiae 209-2, permiten alcanzar mayores 

concentraciones de isobutanol durante el proceso de fermentación. En este sentido, 

también es conveniente determinar el nivel de ploidía que presenta la cepa, considerando 

que este es un factor determinante para el éxito de futuras transformaciones que se puedan 

realizar sobre este microorganismo. 

 

Además, se recomienda realizar una caracterización genómica completa de la cepa de S. 

cerevisiae Q1, obtenida durante el desarrollo de este trabajo. Esto permitirá identificar la 

mutación o las mutaciones que presenta respecto a la cepa parental S. cerevisiae 209-2-

8, las cuales generan el fenotipo de resistencia sulfometuron metil y que además permiten 

alcanzar mayores concentraciones de isobutanol y alcohol isoamílico durante el proceso 

de fermentación.  

 

Se recomienda la implementación de metodologías que permitan la obtención de células 

haploides, de manera que se puedan implementar nuevos procesos de mutagénesis, en 

los que se puedan identificar mutantes que dependan de mutaciones recesivas. 

 

Considerando que la cepa S. cerevisiae Q1 presenta una leve disminución en la producción 

de etanol respecto a las cepas identificadas como mayor productoras de esta sustancia, y 

teniendo en cuenta que la producción de isobutanol y alcohol isoamílico por esta cepa es 

mayor a los reportes encontrados sobre la producción de estas sustancias, se recomienda 

realizar un estudio del proceso de fermentación a mayor escala, esto permitirá determinar 

si la levadura mantiene esta producción, bajo las condiciones de estrés a las que las 

levaduras usadas industrialmente son sometidas. De mantenerse esta producción, será 

posible obtener en el proceso industrial una corriente de proceso con un mayor flujo de 

alcoholes fusel y además enriquecida con isobutanol como principal componente.  
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Con el fin de mejorar la selectividad del proceso favoreciendo una mayor producción de 

isobutanol, se recomienda atenuar la expresión de algunos de los genes involucrados con 

la biosíntesis de L-leucina, ya que como se demostró con la realización del presente 

estudio, la eliminación de la biosíntesis de esta sustancia permite una mayor producción 

de isobutanol y además trae como consecuencia la reducción de la producción de alcohol 

isoamílico.  

 

Con el fin de obtener una cepa de S. cerevisiae en la que el isobutanol pueda ser el 

principal producto de la fermentación, se recomienda eliminar la producción de las enzimas 

piruvato descarboxilasas que presenta la levadura y realizar una sustitución por enzimas 

presentes en otros organismos que presenten una menor afinidad hacia piruvato pero si 

hacía a-cetoácidos de mayor peso molecular, esto permitirá reducir el flujo de carbono 

hacia etanol y favorecer la producción de isobutanol, esto con la respectiva sobreexpresión 

de los genes asociados a la producción de L-valina. Asimismo, se recomienda la 

realización de un análisis de flujos metabólicos que permita identificar los pasos limitantes 

en la biosíntesis de isobutanol y así de esta manera establecer nuevos blancos para el 

mejoramiento genético de las cepas. 

 

Puesto que se identificó que el nivel de pH, la concentración de fosfato diácido de potasio 

y la concentración de biotina, son los factores que presentan mayor influencia en la 

producción de isobutanol en un medio químicamente definido, se recomienda que la 

concentración de las dos sustancias sea determinada en medios industriales, con el fin de 

verificar que estén presentes en los niveles que permitan una mayor producción de 

isobutanol o si requieren de un ajuste. También, se recomienda ajustar el nivel de pH del 

medio al nivel encontrado como más adecuado para la producción de esta sustancia. Esto 

además permitirá validar si el ajuste de estos tres factores es suficiente para mejorar la 

producción de isobutanol en medios industriales. 

 

Considerando como punto de partida el medio químicamente definido en el que se alcanzó 

la mayor producción de isobutanol, se recomienda realizar una nueva fase de exploración 

de factores que influencian la producción de esta sustancia. Esta exploración se sugiere 

se realice empleando los niveles de estos factores más bajos a los presentados en el medio 

YNB. Esto considerando que los requerimientos de estos nutrientes pueden ser diferentes 



113 Conclusiones y recomendaciones 

 

tomando este nuevo punto de partida y que aún pueden ajustarse a un nivel más adecuado 

para alcanzar una mayor producción de isobutanol.   

 

 

 





 

A. Anexo: Modelo de curvas de 
calibración para la cuantificación por 
HPLC 

Modelo de curva de calibración obtenida para determinar la concentración de isobutanol 

 

Modelo de curva de calibración obtenida para determinar la concentración de etanol 

 

Modelo de ecuación utilizada para la determinación de glicerol: 

[glicerol en g/L]=3.8653*10-5*Altura de pico-0.02722 

Modelo de ecuación utilizada para la determinación de alcohol isoamílico 

 [alcohol isoamílico en g/L]=1.4035*10-4*Altura de pico+5.623*10-5 

  

y = 0,0024778x + 8,0551892
R² = 0,9997718
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B. Anexo: Información 
complementaria del capítulo 2 

Método utilizado para la determinación del contenido de amino nitrógeno libre 

El método empleado es AOAC 945.30. Malt beverages and brewing materiales. Chapter 

27. Pg. 39. (27-7-01) [137]. 

 

Reactivos y soluciones de trabajo 

a) Reactivo de color (ninhidrina): Disolver 10.0 gramos de Na2HPO4*12H2O, 6.0g de 

KH2PO4, 0.5g 1,2,3 –indantriona*H2O y 0.3g de fructosa en agua y diluir a 100 mL. El pH 

debe estar entre 6.6-6.8. El reactivo es estable por 2 semanas si se mantiene en una botella 

ámbar con refrigeración. 

 

b) Solución para dilución: Disolver 2g de KIO3 en 600 mL de H2O y 400 mL de alcohol al 

96%. Almacenar a 5°C. 

 

c) Stock de estándar de glicina: Disolver 107.2 mg de glicina (peso molecular: 75.07 g/mol) 

en 100 mL de agua. Teniendo en cuenta que el contenido de nitrógeno es de un átomo por 

cada molécula de glicina, se tiene que los 107.2mg aportan 20 mg de nitrógeno a la 

solución preparada. De esta manera queda formada una solución con 200mg/L de N.  

 

d) Solución de trabajo: 2 mg amino N/L. Diluir 1.0 mL del stock a 100 mL con agua.  

 

Realización del ensayo 

Preparación de la muestra. Remover CO2 por transferencia de la muestra a un frasco 

grande y agitación, primero gentilmente y luego vigorosamente, manteniendo la 

temperatura de la cerveza entre 20-25 °C. Si es necesario remover material suspendido 

pasar la muestra libre de CO2 a través de papel filtro seco. (Official Method 920.49). 
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Preparar la muestra para análisis diluyendo 1.0 mL de la muestra a 50 mL con agua (otras 

diluciones pueden ser requeridas para obtener 1-3 mg amino nitrógeno libre en la solución 

diluida). Transferir 2mL de cada tubo de ensayo para análisis (16*150 mm) y proceder. 

 

Transferir 2.0 mL de solución de trabajo de glicina a cada uno de los 3 tubos de ensayo. 

Para el blanco, se debe transferir 2.0 mL de agua a cada uno de los tres tubos. 

 

Reacción: Adicionar 1.0 mL del reactivo de ninhidrina a cada tubo. Disponer los tubos en 

una gradilla y taparlos con esferas de vidrio de 15 a 20 milímetros para reducir la 

evaporación. 

 

Calentar exactamente en un baño de agua a ebullición por 16 minutos. Enfriar 20 minutos 

en un baño a 20°C y adicionar 5 mL de solución de dilución. Mezclar y determinar la 

absorbancia a 570 nm contra agua luego de 30 minutos. 

 

Cálculos: 

 

𝐹𝐴𝑁 (
𝑚𝑔

𝐿
) =

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑛𝑒𝑡𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑜𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ∗ 2 ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑛𝑒𝑡𝑎
 

 

 

Análisis Amino Nitrógeno Libre para mieles 

Ensayo Resultado 

(mg/L) 

Ensayo 1 72.7 

Ensayo 2 68.6 

Ensayo 3 66.7 

Ensayo 4 62.5 
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Principio del método 

 

La ninhidrina es un agente oxidante y causa de la descarboxilación oxidativa de alfa 

aminoácidos, produciendo dióxido de carbono y amoniaco y un aldehído con un átomo de 

carbono menos que el aminoácido del original. La ninhidrina reducida reacciona con la no 

reducida y con el amoniaco liberado, formando un complejo azul. La fructosa es incluida 

en los reactivos como un agente reductor. Yodato de potasio en la solución mantiene la 

ninhidrina oxidada, asegurando que no haya mayor desarrollo de color [138]. 

 

Comparación del crecimiento de diversas cepas de S. cerevisiae en medio con SM 

Cepa YNB + SA+2 

% agar  

YNB + 2 % 

agar + 

100µg/mL de 

SM 

Cepa YNB + SA+2 

% agar  

YNB + 2 % 

agar + 

100µg/mL de 

SM 

S. 

cerevisiae 

209-2-8   

S. 

cerevisiae 

Ethanol 

Red® 
  

S. 

cerevisiae 

Q1   

S. 

cerevisiae 

202-3   

S. 

cerevisiae 

209-2   

S. 

cerevisiae 

ATCC 9763   
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Caracterización del crecimiento de la cepa mutante S. cerevisiae Q1 en fuentes de 
carbono fermentables 

Cepa YNB + SA+2 % 

agar Glucosa 

YNB + SA+2 % 

agar Sacarosa  

YNB + SA+2 % 

agar Fructosa 

YNB + SA+2 % 

agar Galactosa 

S. cerevisiae 

209-2-8 
  

 
 

S. cerevisiae 

Q1 

 
 

  

S. cerevisiae 

209-2 

 
 

 
 

S. cerevisiae 

ATCC 9763 
 

 
  

S. cerevisiae 

Ethanol Red®  
    

 

Análisis de varianza para determinar si el factor de cepa es significante en la 

producción de etanol   

Análisis de varianza para la concentración de etanol   

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza   
107-4 3 155.43 51.81 5.8923   
109-5 3 153 51 132.28   
109-8 3 180.5 60.1666667 13.6008333   
109-9 3 165.18 55.06 7.7068   
109-11 3 171.82 57.2733333 34.0005333   
112-4 3 189.71 63.2366667 25.4720333   
119-1 3 203.97 67.99 45.4363   
119-3 3 211.3 70.4333333 22.2533333   
120-6 3 201.384 67.128 2.103952   
120-8 3 204.53 68.1766667 4.97963333   
202-3 3 218.5 72.8333333 9.40333333   
204-2 3 174.305 58.1016667 2.55200833   
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206-9 3 199.1 66.3666667 2.33333333   
207-3 3 189.89 63.2966667 12.7690333   
209-2 3 212.9 70.9666667 6.44333333   
212-1 3 216.27 72.09 14.5483   
213-6 3 175.58 58.5266667 14.2101333   
213-8 3 170.33 56.7766667 9.97963333   
214-2 3 202.9 67.6333333 21.8233333   

215-5 3 179.89 59.9633333 2.41903333   
       

ANÁLISIS DE VARIANZA      

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 

Valor 
crítico para 

F 

Entre grupos 2594.09604 19 136.531371 6.99789101 1.31E-07 1.85289183 
Dentro de los 
grupos 780.414387 40 19.5103597    

       
Total 3374.51043 59         

 

Análisis de varianza para determinar si el factor de cepa es significante en la 

producción de isobutanol   

 

Análisis de varianza para la concentración de isobutanol   

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza   

107-4 3 119.07 39.69 26.2371   

109-5 3 85.8 28.6 132.37   

109-8 3 99.42 33.14 3.3628   

109-9 3 78.25 26.0833333 12.7608333   

109-11 3 91.21 30.4033333 0.81003333   

112-4 3 94.8 31.6 5.25   

119-1 3 64.95 21.65 4.0525   

119-3 3 67.6 22.5333333 15.6233333   

120-6 3 95.8 31.9333333 43.8433333   

120-8 3 62.73 20.91 7.2583   

202-3 3 96.76 32.2533333 14.0065333   

204-2 3 121 40.3333333 7.54333333   

206-9 3 64.37 21.4566667 0.94843333   

207-3 3 78.604 26.2013333 4.95840533   

209-2 3 79.73 26.5766667 13.7806333   

212-1 3 92.36 30.7866667 6.97653333   

213-6 3 104.5 34.8333333 26.5233333   

213-8 3 107.74 35.9133333 4.06653333   

214-2 3 68.57 22.8566667 10.4466333   
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215-5 3 62.22 20.74 1.3648   

       

ANÁLISIS DE VARIANZA      

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados F Probabilidad 

Valor crítico 
para F 

Entre grupos 2157.6281 19 113.559374 6.63733962 2.6627E-07 1.85289183 
Dentro de los 
grupos 684.366811 40 17.1091703    

       

Total 2841.99491 59         

       
 

 

Protocolo utilizado para la extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN genómico se llevó a cabo por la metodología propuesta por Maqueda 

[139]. Se describe a continuación:  

1. Las levaduras son inoculadas en 5 ml de medio líquido (YPD) e incubadas toda la 

noche a 28-30 °C con agitación orbital a 160 rpm. 

2. Centrifugar el cultivo a 8500 rpm por 5 min. 

3. Descartar sobrenadante y lavar el precipitado con 1 ml de 50 mM Na2EDTA (pH 

7.5), aplicar vortex y transferir a tubos de centrifuga de 2 ml. 

4. Centrifugar a 10000 rpm por 5 min. 

5. Retirar sobrenadante todo con pipeta y resuspender en 1 ml de 50 mM de Tris-

H2SO4/1% 2 mercaptoetanol por 15 min a temperatura ambiente.  

6. Centrifugar a 5000 rpm por 10 min, se toma la fase acuosa. 

7. Descartar sobrenadante y resuspender en 1 ml de 0,1 M NaCl/10mM Tris HCl (pH 

7,5)/10 mM Na2EDTA/0,2 % SDS, agregar 0,7 ml de fenol (pH 8.0) e incubar la 

muestra a temperatura ambiente 30 min con agitación. 

8. Centrifugar a 13000 rpm por 10 min, se toma la fase acuosa. 

9. La fase acuosa contiene los ácidos nucleicos (p. e.: 700 µl). Se adiciona 1/10 del 

volumen (p. e.: 70 µl) de Acetato de Potasio 3 M frío (10 min) 

10. Se precipitan los ácidos nucleicos con 1 ml de isopropanol frío. 

11. Incubar a temperatura ambiente por 5 min y centrifugar a 13000 rpm durante 10 

min. 

12. El precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70 % , centrifugar a 13000 rpm 10 min. 
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13. Eliminar el etanol y resuspender en 50 µl de TE pH 8.0 o agua ultrapura. 

  

Condiciones para la PCR con la polimerasa Biolase de Bioline  

Condiciones PCR 

1. Desnaturalización inicial: 94 ° C por 3 minutos 

2. Desnaturalización: 94 °C por 30 segundos. 

3. Anidamiento de primers: 48 °C por 45 segundos. 

4. Extensión: 72 °C por 60 segundos. 

5. Extensión final: 72 °C a 5 minutos. 

Stock Para una reacción 

10X Taq Buffer NH4
+ 2.5 μL 

dNTP Mix, 10 mM each 0.5 μL  

Forward primer 10 μM 1.875 μL  

Reverse primer 10 μM 1.875 μL  

50 mM MgCl2 1.5 μL 

Template DNA 0.5 μL 

Taq DNA Polymerase 0.15 μL (0.75 U) 

Water, nuclease-free 16.1 μL 

Volumen final 25 μL 
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Gel de electroforesis realizado para comprobar la amplificación de las secuencias 

ITS 

 

Análisis de las secuencias y confirmación de identidad de levaduras 

 

Para el análisis de las secuencias se empleó el software SnapGene Viewer para ver la 

calidad de las secuencias analizadas, con esta información se eliminaron las secuencias 

con baja calidad.  

 

La región seleccionada para la cepa 209-2-8 corresponde a la zona que generó un 

alineamiento del 100% entre la secuenciación obtenida utilizando el primer ITS1 y la 

secuenciación utilizando el primer ITS4. Esta secuencia tuvo un tamaño de 292 pares de 

bases. La secuencia consenso obtenida fue: 



Anexo B. Información complementaria del capítulo 2 125 

 

 

Secuencia consenso obtenida para la cepa 209-2-8  

GGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAA

AACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAAT

TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT

CCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTTTCAAACATTCTGTTTGGTAG

TGAGTGATACTCTTT  

 

Al realizar el análisis en la plataforma BLAST del NCBI se obtuvo que un 99% de identidad 

para Saccharomyces cerevisiae. La información clave del análisis se presenta: 

 

 

 

La región seleccionada para la cepa Q1 corresponde a la zona que generó un alineamiento 

del 100% entre la secuenciación obtenida utilizando el primer ITS1 y la secuenciación 

utilizando el primer ITS4. Esta secuencia tuvo un tamaño de 709 pares de bases. La 

secuencia consenso obtenida fue: 

 

Secuencia consenso obtenida para la cepa Q1 

TGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGA
GTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTTCTT
TCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAA
CCGTTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGG
CATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAAACAATTTTATTTATTCAT
TAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAAC 
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAA
ACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCC
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TTTTCATTGGATGTTTTTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATA
ATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGA
GCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAAT  
 

 

Al realizar el análisis en la plataforma BLAST del NCBI se obtuvo que un 100% de identidad 

para Saccharomyces cerevisiae. La información clave del análisis se presenta: 

 

 

Con estos análisis fue posible relacionar la identidad de las cepas 209-2-8 y Q1 como 

pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. 
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Poster con resultados preliminares de ensayos de suplementación de mieles de 

caña de azúcar 

 

 

 



128 Mutagénesis, selección y caracterización nutricional de una cepa nativa de 

Saccharomyces cerevisiae 

 
Certificado de depósito cepas obtenidas en el estudio en el cepario de la Pontificia 

Universidad Javeriana 



 

C. Anexo: Información 
complementaria capítulo 3 

Resultados obtenidos en la realización del diseño experimental Plackett-Burman 

Corrida Bloque 

Factores analizados Productos de fermentación 

pH  
final 

S. 
A. 

S. 
P. 

S.  
Mg 

S.  
Zn. 

S. 
Fe 

S. 
Mn. Tia. Pir. Pan. Bio. pH 

Isobutanol 
(mg/L) 

Glicerol 
(g/L) 

A. 
acético 
(g/L) 

Etanol 
(g/L) 

A. 
isoamílico 
(mg/L) 

Biomasa 
 final (g/L) 

1 2 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 219,1 5,96 0,38 45,82 109,8 3,4 2,6 

2 2 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 152,7 6,40 0,41 45,63 79,0 3,5 2,4 

3 2 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 131,1 7,01 0,73 46,03 72,6 2,7 2,4 

4 2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 180,4 6,54 0,49 45,60 88,8 3,2 2,5 

5 2 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 104,0 7,30 0,77 45,67 60,5 2,4 2,3 

6 2 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 121,5 7,26 0,77 45,54 67,8 2,6 2,4 

7 2 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 212,7 6,37 0,49 45,56 88,3 3,6 2,6 

8 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 102,5 7,11 0,77 46,17 58,2 2,5 2,3 

9 2 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 127,8 7,35 0,79 45,50 63,7 2,5 2,4 

10 2 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 149,1 6,42 0,47 45,90 79,3 3,4 2,5 

11 2 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 130,4 7,13 0,68 45,87 69,1 2,7 2,3 

12 2 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 250,1 5,90 0,34 46,09 121,0 3,8 2,5 

13 3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 249,7 5,83 0,34 46,08 115,9 3,7 2,6 

14 3 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 132,3 6,90 0,65 45,49 74,9 3,0 2,4 

15 3 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 147,4 6,37 0,47 45,99 76,3 3,8 2,6 

16 3 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 147,6 6,13 0,38 45,89 73,3 3,8 2,4 

17 3 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 120,4 6,94 0,79 45,91 66,8 2,8 2,4 

18 3 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 225,8 6,04 0,40 46,15 107,5 3,7 2,6 

19 3 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 132,5 6,96 0,74 45,90 74,2 2,9 2,5 

20 3 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 127,7 7,03 0,84 45,52 64,7 3,0 2,5 

21 3 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 106,7 7,24 0,70 46,10 64,6 2,6 2,3 

22 3 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 202,1 6,67 0,47 45,98 80,4 3,7 2,7 

23 3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 94,6 6,98 0,76 45,36 57,5 2,5 2,4 

24 3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 193,6 6,36 0,49 45,72 91,8 3,8 2,6 

25 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 133,3 7,06 0,75 46,45 73,0 2,7 2,4 

26 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 89,7 7,46 0,79 44,40 57,4 2,5 2,4 

27 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 175,8 6,49 0,48 46,16 84,6 3,7 2,5 
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Corrida Bloque 

Factores analizados Productos de fermentación 

pH  
final 

S. 
A. 

S. 
P. 

S.  
Mg 

S.  
Zn. 

S. 
Fe 

S. 
Mn. Tia. Pir. Pan. Bio. pH 

Isobutanol 
(mg/L) 

Glicerol 
(g/L) 

A. 
acético 
(g/L) 

Etanol 
(g/L) 

A. 
isoamílico 
(mg/L) 

Biomasa 
 final (g/L) 

28 1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 143,6 6,30 0,48 46,21 75,8 3,7 2,5 

29 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 135,1 7,03 0,75 46,41 80,4 2,8 2,5 

30 1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 140,3 6,61 0,45 46,19 80,0 3,3 2,5 

31 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 113,0 7,38 0,79 45,90 69,1 2,7 2,4 

32 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 206,1 6,45 0,55 46,04 86,9 3,5 2,7 

33 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 129,9 7,39 0,87 45,77 66,8 2,9 2,4 

34 1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 97,1 7,53 0,75 45,95 61,5 2,5 2,3 

35 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 217,8 5,89 0,36 46,25 109,9 3,4 2,6 

36 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 242,7 5,88 0,33 46,54 118,9 3,7 2,6 
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Reporte obtenido desde el software Minitab 16 para el diseño Plackett-Burman 
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Reporte obtenido desde el software Minitab 16 para el diseño Box-Behnken 

 



Anexo C. Información complementaria del capítulo 3 133 

 

Superficie de respuesta para la producción de isobutanol con pH y biotina como 

variables independientes, generada por el software Minitab16 

 

 

 

Superficie de respuesta para la producción de isobutanol con fosfato diácido de 

potasio y biotina como variables independientes, generada por el software Minitab16 
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Superficie de respuesta para la producción de isobutanol con fosfato diácido de 

potasio y pH como variables independientes, generada por el software Minitab16 
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