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RESUMEN

Varilla Mazaba Armando. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Marzo, 2018.
ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD FERMENTATIVA ENTRE LAS,
LEVADURAS Saccharomyces cerevisiae ITV-01 Y Saccharomyces cerevisiae ETHANOL
RED EN LA PRODUCCION DE ETANOL. Asesores: Aguilar Uscanga, Maria Guadalupe,
Torrestiana Sanchez Beatriz, Gastelum Martinez Elida.

La fermentacién alcohdlica es la conversion de azlcares simples a etanol y CO> por la
accion de microorganismos, principalmente levaduras, siendo las levaduras del género
Saccharomyces las mas utilizadas a nivel industrial. Este proceso ha sido ampliamente
estudiado a lo largo de las ultimas décadas. Pese a lo anterior, en la actualidad la
industria alcoholera sigue presentando problemas en el proceso de fermentacion, los
cuales se ven reflejados en bajos rendimientos y productividades. Lo anterior se ha
asociado principalmente a problemas de contaminacion microbioldgica, falta de control
en la temperatura de fermentacién y al grado de estrés al que las levaduras son
sometidas debido a que a nivel industrial la fermentacion se realiza en tanques abiertos
empleando medios complejos con alto cantidades de solidos disueltos. Por lo que el
estudio de levaduras que sean capaces de crecer y producir etanol bajo las
condiciones antes descritas resulta necesario para contar con procesos mas eficientes.
En este sentido, las levaduras Saccharomyces cerevisiae ITV-01 (cepa autdoctona del
ITVer) y Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red (cepa comercializada por la empresa
Fermentis) han mostrado caracteristicas deseables para su uso en proceso de

produccion de etanol a nivel industrial.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad
fermentativa de estas dos levaduras para la produccién de etanol, para ellos se evalué
la termotolerancia (30-40 °C), la osmotolerancia (100-250 g=L!), empleando medios
industriales como melazas y miel intermedia “B”, asi mismo se realizaron estudios en

jugo de sorgo dulce e hidrolizado del grano de cebada agotada (GCA) para verificar la



actividad fermentativa en medios complejos y por ultimo se evalué su capacidad

fermentativa a nivel planta piloto.

Los resultados mostraron que ambas levaduras fueron capaces de crecer y mantener
su capacidad fermentativa bajo el rango de temperaturas evaluado (30-40 °C),
presentado una mayor produccion de etanol S. cerevisiae ITV-01 y mayores
rendimientos (Ypis) que S. cerevisiae ethanol Red. Respecto a la concentracion de
azucares iniciales tanto como S. cerevisiae Ethanol Red y S. cerevisiae ITV-01 fueron
capaces de crecer y producir etanol sin afectar su actividad metabolica en un rango de
concentraciones de 100-200 gL, obteniendo S. cerevisiae ITV-01 mayores
concentraciones de etanol y rendimiento. Respecto a la utilizacion de jugo de sorgo y
el hidrolizado de GCA (medios ricos en nutrientes), las concentraciones rendimientos
de etanol no presentaron diferencia alguna entre ambas levaduras. Por dltimo las
pruebas a nivel planta piloto revelaron que cuando los medios de fermentacion son
suplementado con (NH4)>SOa4 la produccion de etanol se ve favorecida para ambas

levaduras, manteniendo rendimientos (Yess) de 0.48 g/g.



ABSTRACT

Varilla Mazaba Armando. Master of Science in Biochemical Engineering. Food Research and
Development Unit of the Veracruz Institute of Technology. March, 2018. COMPARATIVE
STUDY OF THE FERMENTATIVE CAPACITY BETWEEN Saccharomyces cerevisiae ITV-
01 AND Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red IN ETHANOL PRODUCTION. Advisors:

Aguilar Uscanga Maria Guadalupe, Torrestiana Sanchez Beatriz, Gastelim Martinez Elida.

Alcoholic fermentation is the conversion of simple sugars to ethanol and CO: by the action of
microorganisms, mainly yeasts, the genus Saccharomyces being the most used at the industrial
level. This process has been widely studied throughout recent decades. At present, the alcohol
industry continues to experience problems in the fermentation process, reflected in low yields
and productivities. These problems have been associated mainly with microbiological
contamination, lack of temperature control and the degree of stress to which the yeasts are
subjected because industrial fermentation is carried out in open tanks using complex media with
high amounts of dissolved solids. Therefore the study of yeasts able to grow and produce ethanol
under the conditions described above is necessary to ascertain more efficient processes.
Saccharomyces cerevisiae 1TV-01 (an autochthonous ITVer strain) and Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red (a strain marketed by the Fermentis company) have shown desirable
characteristics for their use in the industrial ethanol production process. The objective of this
work was to study the fermentative capacity of these two yeasts for ethanol production;
thermotolerance (30-40 °C) and osmotolerance (100-250 g=L!) using molasses and
intermediate molasses "B" were evaluated. Studies were also conducted on sweet sorghum juice
and hydrolyzed spent barley grain (SBG) to verify the fermentative activity in complex media.

Finally, its fermentative capacity was evaluated at pilot plant level.

The results showed that both yeasts were able to grow and maintain their fermentative capacity
at the evaluated temperature range (30-40 ° C), S. cerevisiae ITV-01 presenting a higher ethanol
production and higher yields (Ypss) than S. cerevisiae Ethanol Red. S. cerevisiae Ethanol Red
and S. cerevisiae ITV-01 were able to grow and produce ethanol without affecting their
metabolic activity in an initial sugar concentration range of 100-200 gL, S. cerevisiae 1TV-01

obtaining a higher ethanol concentration and yield. No difference between the two yeasts was



observed in ethanol yield concentrations with the use of sorghum juice and SBG hydrolyzate
(nutrient-rich media). Finally, tests at the pilot plant level revealed that when fermentation media
are supplemented with (NH4)2SOs, ethanol production is favored for both yeasts, maintaining
yields (Ypss) of 0.48 g/g and efficiences of 90%.

Vi
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INTRODUCCION

La produccion de etanol por via fermentativa es unos de los proceso mas antiguos en
la historia de la biotecnologia y esta se lleva a partir de la conversion de azlcares
simples a etanol por la accién de microorganismos, principalmente levaduras. Sin
embargo, en la actualidad el proceso de produccion de etanol a nivel industrial adn
requiere de mejoras, puesto que comunmente existen problemas de inhibicién por las
altas concentraciones de sustrato y producto en los medios, asi como la utilizacion de
medios no estériles provocando generando bajos rendimiento y productividades.

Una solucién a lo anterior es contar con levaduras capaces de producir etanol bajo las
condiciones de estrés descritas anteriormente. En este sentido la levadura S.
cerevisiae ITV-01 ha mostrado ser capaz de producir altas cantidades de etanol con
altas concentraciones de sustrato, situandose asi como una levadura de uso potencial

para la industria.

En este trabajo se presenta el estudio comparativo de la capacidad fermentativa de la
levadura S. cerevisiae ITV-01 con una levadura comercial de amplio uso en la industria
etanolera (S. cerevisiae Ethanol Red) propiedad de la empresa Fermentis (Lasaffre,
Francia). Como inicio en este documento se presentan los antecedentes bibliograficos
respecto a la produccion de etanol y las caracteristicas relevantes de las levaduras,
seguido de la metodologia utilizada para realizar este trabajo y para finalizar con los

obtenidos resultados y las conclusiones finales.



1. ANTECEDENTES

1.1 Biocombustibles.

Actualmente el mundo esta enfrentdndose al agotamiento de los recursos energéticos,
los cuales estan basados principalmente en recursos no renovables, tales como el
petréleo. De la misma forma el crecimiento urbano ha aumentado la demanda
energética, forzando un consumo acelerado de éstos generando un déficit en materia

energética a nivel mundial (Cardona y Sanchez, 2005).

Aunado a lo anterior, los problemas de contaminacion siguen en continuo aumento,
debido a las emisiones producidas por la generacion y uso de combustibles fosiles,
aumentando el nivel de gases de efecto invernadero en la atmdésfera, siendo el Dioxido
de Carbono (CO2) el que se produce en mayor cantidad por la combustion de
combustibles (Balat, Balat y Oz, 2008).

Una alternativa viable para mitigar la falta de combustibles y reducir la emision de
gases de efecto invernadero es el uso de biocombustibles, puesto que estos presentan
ventajas ambientales sobre los combustibles fosiles, tales como una combustion mas

limpia y estos son obtenidos de recursos renovables (Quintero, et al., 2007).

Los biocombustibles son combustibles liquido o gaseosos utilizados en el sector de
transporte y comunmente son producidos por biomasa, debido a que ésta ha sido
considerada a nivel mundial como una fuente potencialmente atractiva para la
generacion de este tipo de combustibles. Las principales razones por las que la
biomasa se considera como fuente atractiva son porque esta puede ser generada de
manera sostenible a futuro, ademas presentan propiedades ambientales que pueden
disminuir las emisiones netas de CO2 y muy bajos contenidos de azufre y por ultimo
esto tiene un potencial econdmico significativo siempre y cuando el precio de los

combustibles fosiles aumente (Demirbas, 2007).

La biomasa puede ser convertida a biocombustibles por dos rutas diferentes, por

conversion termoquimica o por conversiéon bioquimica. En la Figura 1.1 se observa las



dos rutas para la conversion de la biomasa, asi como los productos que pueden ser

obtenidos respectivamente.

Biomasa

Procesamiento

Conversion Termogquimica Conversion Biogquimica
Pirolisis Gasificacion Licuefaccion Bioetanol Biodiesel
Aceite Gas Quimicos

Figura 1.1 Tipos de procesamiento de biomasay productos.
(Elaboracién propia a partir de Faba, et al., 2013)

1.1.1 Bioetanol

Los biocombustibles con una mayor produccion en el mundo son el bioetanol y el
biodiesel, puesto que a partir de la crisis del petréleo en los afios 1980’s surgen
politicas energéticas que buscan nuevas alternativas al uso de combustibles derivados
del petréleo. Actualmente el etanol ha sido el biocombustible con la mayor produccién
mundial, y este representa aproximadamente el 80 % de la produccién de

biocombustibles en el mundo (Renewable Energy Policy, 2012).

En la Figura 1.2 se muestra la produccion mundial de bioetanol y biodiesel durante el
periodo del 2000 al 2011 y en ella se puede observar que el bioetanol es el
biocombustible con mayor produccién a nivel mundial. Actualmente los principales
productores de etanol a nivel mundial son los Estados Unidos y Brasil, seguidos por la

Union Europea, China y el resto de los paises.
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Figura 1.2 Produccion de bioetanol y biodiesel mundial.
(Elaboracién propia a partir de Renewable Energy Policy, 2012).

Lo ya mencionado con anterioridad se puede corroborar en la Figura 1.3, donde se
muestra que los Estados Unidos y Brasil son los mayores productores de etanol en el
mundo, manteniendo una superioridad en produccion durante el periodo 2007-2015

respecto a paises como China, Canada, la Unidn Europeay el resto del mundo.
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Figura 1.3 Produccion de bioetanol en base a los principales productores.
(Renewable Energy Policy, 2012).



Por otro lado la produccién de etanol en México en los Uultimos afios ha venido en
aumento mostrando un gran interés por empresas de alto nivel nacional, como el caso
de Pemex, que ha lanzado una licitacion en la cual se pretende llevar a cabo mezclas
con gasolina en una concentracion del 5.8 % v/v (E6). En esta licitacibn 6 empresas
han obtenido el fallo de Pemex para poder vender este producto. De acuerdo con la
SENER (2014) Pemex demandara aproximadamente mas de 500 millones de litros

para el afio 2025 (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Demanda de etanol para el afio 2025.
(SENER, 2014)

Por lo que a laluz de lo anterior, es necesario mejorar la produccion de etanol existente
en el pais y asi mismo mejorar la tecnologia ya existente para poder obtener procesos

de mayor eficiencia.

1.1.2 Materias primas para la produccion de etanol

La produccién de etanol puede llevarse acabo de diversa materias primas y de acuerdo
con el origen de la meteria prima, la produccion de etanol puede clasificarse en
primera, segunda y tercera generacion (Balat, Balat y Oz, 2008; Cardona y Sanchez,
2007). En la Tabla 1.1 se presentan las caracteristicas mas importantes de la primera
y segunda generacién, asi como algunos ejemplos de materias primas que incluyen

dichas clasificaciones.



Tabla 1.1 Clasificacion para la produccion de etanol.

Generacion Definicion Ejemplos

En esta categoria el etanol se produce Jugos de cafia y
a partir de materias primas que sorgo
; contengan azlcares simples vy Mieles (melazas,
Primera almidones. En este grupo se tiene la Miel intermedia B)
controversia de que algunas materias Hidrolizados de
primas son utilizadas principalmente almidén (Maiz,
para consumo humano. Papa, Yuca, etc.)
Madera

Produccién de etanol a partir de Bagazo de sorgo
Segunda materiales lignoceluldsico, los cuales dulce y cana de

se busca que sean principalmente
materiales de deshecho.

azucar
Paja (trigo, arroz,

etc.)

(Elaboracién propia a partir de Cardona y Sanchez, 2007)

1.1.2.1 Melazas

Actualmente en México la principal materia prima para la generacion de etanol es la
melaza. En la zafra del periodo 2008-2009 se produjeron 42.5 millones de toneladas
de cafia de azucar, generando 4.9 millones de toneladas de azucar de cafa, y 1.5
millones de toneladas de melaza, de las cuales se utilizo el 3.6 % para la produccién
de etanol (Garcia, et al., 2011). La melaza es un jarabe denso y viscoso del cual ya no
es posible cristalizar mas azucar. Se le denomina melaza al efluente final que se
obtiene en la produccion de azUcar mediante una cristalizacion repetida; esta es una
mezcla compleja que contiene sacarosa, glucosa, fructosa, sales y otros compuestos
solubles que normalmente solo se encuentran en el jugo de cafia, ademas de los
compuestos fermentables, también cuenta con sustancias reductoras no fermentables

(Olbrich, 1963). En la Tabla 1.2 se muestra la composicion de las melazas.

1.1.2.2 Miel Intermedia B

Por otra parte, la miel intermedia B al igual que las melazas es un subproducto obtenido

de la produccion de azucar de cafia, se obtiene a partir de la segunda etapa de



cristalizacion y centrifugacion, asi como también es mas rico en azucares fermentables
(50-65%) que las melazas finales, este subproducto contiene vitaminas como son la
rivoflavina, tiamina y &cido pantoténico (Fernandez-Lopez, et al, 2012). En la Tabla 1.3

se muestra la composicion.

Tabla 1.2 Composicion de la melaza

Componentes Constituyentes Contenido (%p/p)

Materia seca 7
Proteinas 3
Sacarosa 60-63

Mayores Azucargs reo!uctores 3-5
Sustancias disueltas 4-8
Agua 16
Grasas 0.40
Cenizas 9
Calcio 0.74

Minerales Magnesio 0.35
Fosforo 0.08
Potasio 3.76
Glicina 0.10
Leucina 0.01

Aminoacidos Lisina 0.01

Treonina 0.06
Valina 0.02
Constituyente Contenido (ppm)
Colina 600

Vitaminas “,“"’.‘C‘”a . 48.86
Acido Pantoténico 42.90
Piridoxina 44
Riboflavina 4.40

(Elaboracién propia a partir de Olbrich, 1963)

Tabla 1.3 Composicion de la Miel intermedia B

Compuesto %
Materia seca (sin azucar) 18
Materia seca (azucares) 56




Agua 17

Nx6.25 2
Cenizas 7
Biotina (mg/kg) 0.36
Colina (mg/kg) 74.5
Acido Pantoténico (mg/kg) 21
Rivoflavina (mg/kg) 1.8
Tiamina (mg/kg) 0.9

(Elaboracién propia a partir de Fernandez-Lopez, et al, 2012).

1.1.2.3 Jugo de cafia de azucar

El jugo de cafa es obtenida a través del proceso de molienda vy filtracion-clarificacion.
La cafia de azucar es introducida a molinos de rodillos donde el jugo es extraido y el
bagazo es roseado con agua para aumentar la eficiencia de extraccion. Posteriormente
pasa a un proceso de clarificacion para separarla de impurezas, asi como también una
filtracion para separar el juego de la cachaza contenida en el lodo, gracias a la accion
de filtros rotatorios del vacio (Sarmiento-Forero, 2011). La Tabla 1.4 muestra la
composicion del jugo de cafa de azucar, donde se observar el alto contenido de
azucares fermentables y el contenido de vitaminas importantes para el crecimiento de

levaduras.



Tabla 1.4 Composicion del jugo de cafia.

Indicador cantidad
pH 3.7-4.6
% de azUcares 30-36
Agua % »20
Ceniza % 0.3-0.93
Biotina (mg/kg) -
Acido Pantoténico (mg/kg) 1-3
Rivoflavina (mg/Kg) 0.1
Tiamina (mg/Kg) 0.2

(Elaboracién propia a partir de Sarmiento-Forero, 2011)

1.2 Produccién de etanol

1.2.1 Fermentacion alcohodlica

La fermentacion alcohodlica es una ruta catabodlica en la cual se dan reacciones de

oxido-reduccion para degradar azucares simples hasta etanol. Primero los azUcares

son convertidos a piruvato por medio de la glucdlisis, posteriormente el piruvato es

transformado a etanol en dos pasos, tal y como se observa en la Figura 1.5.

0O 0 CO, NADH + H”
= . | .
(|3 TPP, 0o H . NAD ?H
Mg N
é Piruvato I Alecohol I
H3 descarboxilasa CHS deshidrogenasa CH‘?
Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 1.5 Ruta metabdlica para la produccién de etanol.
(Mathews, Van Holde y Ahern, 2002)



En el primer paso el piruvato es convertido a acetaldehido mediante una
descarboxilacién realizada por la enzima piruvato descarboxilasa, la cual requiere Mg*?
y esté fuertemente unida a la tiamina pirofosfato (TPP), que actia como una coenzima.
En el segundo paso el acetaldehido es reducido a etanol por medio de la enzima
alcohol deshidrogenasa la cual utiliza NADH + H*, el cual es previamente obtenido en
la glucolisis en la deshidrogenacién del gliceraldehido 3-fosfato. Como productos
finales se obtiene etanol y CO2 (Nelson y Cox, 2005; Mathews, Van Holde y Ahern,
2002).

1.2.2 Produccién de etanol

El etanol puede ser obtenido por via quimica y por via fermentativa, siendo
principalmente producido por via fermentativa, puesto que la via quimica se realiza a
partir de derivados del petroleo, lo cual no es una opcion viables debido al uso excesivo

de este recurso.

La produccion de etanol por via fermentativa depende de varios factores fisicos y
guimicos, los cuales influyen de manera directa en el rendimiento y la eficiencia de la
produccion de etanol. Algunos de esto factores son el modo de operacion del reactor,

el material biolégico, medio de produccion a emplear y las condiciones ambientales.

1.2.2.1 Modos de operacion de reactores para la produccion de etanol

La produccion de etanol puede llevarse a cabo en tres formas diferentes en base al
modo de operacion del reactor, estas pueden ser en lote (batch), lote alimentado (feed-
batch) y de forma continua. Cada una de estas formas de operacion difiere
principalmente en los flujos de entrada y salida presentes en el reactor. En las

siguientes secciones estos modos de operacion seran explicados a detalle.
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1.2.2.1.1 Por lote (batch)

La produccion por lote o discontinua de etanol es actualmente la mas utilizada a nivel
industrial. En este modo de operacion el microorganismo inicia la fermentacién en un
medio de cultivo con una alta concentracién de sustrato, con la finalidad de obtener
altas concentraciones de producto al término del periodo de fermentacién. El sistema
por lotes presenta ciertas ventajas con respeto a los otros modos de operacion, puesto
gue este no requiere un sistema de control riguroso, puede realizarse con mano de
obra no clasificada, la esterilizacién y adaptacion de las materias primas es facil. Por
otra parte este sistema también puede presentar algunas desventajas, tales como la
inhibicién del microorganismo por las altas concentraciones de sustrato o de producto
en el medio, asi como las bajas productividades obtenidas y por ultimé la pérdida
economica generado por el tiempo muerto de operacion (Jan y Chaurasia, 2014;
Chandel, et al., 2007).

1.2.2.2 Por lote Alimentado (fed-batch)

La produccion de etanol por lote alimentado es llevada a cabo mediante la adiccion de
medio fresco al reactor en periodos de tiempo intermitentes y esta es finalizada hasta
gue se llega a un volumen cercana al volumen total del reactor. Este sistema inicia por
un sistema por lote previamente a la alimentacién del medio fresco y a diferencia del
modo de operacion por lote, en este sistema se trabaja con bajas concentraciones de
sustrato, con la finalidad de disminuir los efectos inhibitorios por los sustratos o
producto. Con base a lo anterior en la fermentacion por lote alimentado se pueden
alcanzar mayores rendimientos y eficiencias en comparacion con el proceso por lote
(Jan y Chaurasia, 2014; Chandel, et al., 2007; Laopaiboon, et al., 2007).

1.2.2.3 Produccién continua

La produccion continua de etanol es realizado mediante a adiccion continua de medio
fresco al fermentador, asi mismo una corriente de medio agotado sale del fermentador

hacia las posteriores etapas de recuperacion del producto, de modo que en el
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fermentador se mantiene un volumen constante, cabe mencionar que al igual que el
proceso por lote alimentado también existe una etapa inicial por lote. Este modo de
operacioén en comparacion con el proceso en lote presenta algunas ventajas, tales
como la disminucién de efectos inhibitorios por sustrato o producto, presenta elevadas
productividades y ademas el volumen de los reactores empleados en este sistema es
mas pequefio (Jan y Chaurasia, 2014; Chandel, et al., 2007; Munnecke, 1981).

1.2.2.2 Material Bioldgico (Levaduras)

El mundo de las levaduras ha sido ampliamente estudia en los ultimos y a pesar de
esto su compresion no es del todo facil. Las levaduras definidas como hongos
unicelulares. Una definicion mas estricta representa a las levaduras como hongos
ascomicetes y basidiomicetos que se reproducen vegetativamente por brotacién o
fision y forman estados sexuales, los cuales no estan encerrados en un cuerpo
fructifero (Walker, 1998).

Las levaduras estan siendo ampliamente utilizadas en diversos sectores de la
industria, pues qué anteriormente las levaduras solo se utilizaban en un campo muy
limitado. Esto se observa en la Figura 1.6 analizando como ha evolucionado el uso de

las levaduras a nivel industrial.

Actualmente las levaduras estan siendo ampliamente estudiadas en la produccion de
etanol, ya que estas son parte fundamental para alcanzan procesos con alta eficiencia
y existen diversos factores que pueden afectar el desempefio para la produccion de
etanol (Gutt y Gutt, 2009; Lin, et al., 2012; Fakruddin, et al., 2012)
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Figura 1.6 Aplicacion biotecnoldgica de la levaduras en diversas épocas.
(Walker, 1998)

1.2.2.3 Factores nutricionales

Durante el crecimiento de las levaduras existen diversos requerimientos nutricionales
para poder llevar a cabo sus funciones vitales de manera adecuada. Para la
produccion de etanol la generacion de biomasa es un factor de importancia, puesto
gue el etanol es un metabolito primario, es decir, es un producto asociado al

crecimiento del microorganismo.

Durante un andlisis realizado por Berry (1998) a 100 mg de levadura seca para

panificacion, se encontré que la formulacion quimica era la siguiente:

C47He3033NgP; ;Sales, 5 Ec.1

Esta férmula tiene un valor limitante, puesto que esta puede variar de acuerdo del tipo
de levadura y las condiciones de crecimiento que se empleen. Pese a lo anterior esto
muestra claramente que las levaduras estan compuestas principalmente de elementos
como carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo, sulfuros, potasio y magnesio.

Las levaduras adquieren estos elementos de su entorno de crecimiento a partir de
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fuentes de alimentacion sencillas. En la Tabla 1.5 se puede observar algunos de los

diferentes elementos requeridos en las levaduras.

Tabla 1.5 Elementos requeridos para las levaduras y su funcion.

Elemento

Carbono

Hidrégeno

Oxigeno

Nitrégeno

Fosforo
Potasio
Magnesio
Sulfuros
Calcio
Cobre
Fierro
Manganeso
Zinc
Niquel

Molibdeno

Fuente
comun

AzUlcares

Protones de
la acides
ambiental

Oz 0 aire

Sales de
NH4*, Urea
y Amonio.

Fosfatos

Sales de K*

Sales de
Mg?*
Sulfatos y
Metionina
Sales de
Caz+
Sales
capricas
Sales
férricas
Sales de
Mn?*
Sales de
Zn%
Sales de
Ni%*

Na:MoO4

Funcién celular

Elemento estructural importante en la célula junto con
el nitrégeno, hidrogeno y oxigeno. El catabolismo de
estos genera energia.

Genera la fuerza impulsora para el bombeo de
protones transmembrana. Mantenimiento del pH
acido intracelular para mantener funciones
metabdlicas.

Sustrato para la respiracion y otros reacciones
enzimaticas oxidativas. Importante para la sintesis de
ergosteroles y acidos grasos insaturados.

Estructural y funcionalmente como nitrégeno organico
en proteinas y enzimas.

Transduccion de energia, acidos nucleicos y
estructura de la membrana.

Balance idnico y actividad enzimatica.

Actividad enzimatica y estructura de la célula'y
organelos.

Aminoacidos y vitamina.

Posible segundo mensajero en sefiales de
transduccion.

Pigmentos Redox.
Hemoproteinas y citocromos.
Actividad enzimética.
Actividad enzimética.

Actividad Ureasa.

Metabolismo de los nitratos y Vitamina B12.

(Elaboracién propia a partir de Wlaker,1998)
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1.2.2.3.1 Carbono

Las levaduras son organismo quimioorganotréficos porque obtienen la energia y el
carbono de compuestos orgénicos. Los azucares son las principales fuentes de
obtencién de carbono y la glucosa generalmente es la més utilizada, no obstantes este
no puede ser metabolizado adecuadamente por todas las levadura, debido a que la
glucosa no es carbohidrato simple que se encuentre de manera libre en la naturaleza,
es decir, que normalmente los carbohidratos presentes en la naturales son mas
complejos (Polisacaridos, oligosacaridos y disacéaridos). Aunado a esto la glucosa
presenta efecto de represion e inhibicion en la asimilacion de otros azUcares para las
levaduras (Walker, 1998).

1.2.2.3.2 Nitrogeno

El nitrégeno es un componente muy importante de la célula, en las levaduras
aproximadamente éste representa un 10 % de su peso seco. A nivel celular este
componente es utilizado para la sintesis de macro y micro moléculas, tales como;
aminoacidos, purinas, purimidinas y aminas. El nitrégeno puede ser suministrado a la
célula de diversas fuentes, siendo las sales de amonio las mayormente utilizadas. El
compuesto mas utilizado como fuentes de nitrégeno en medios de crecimiento para
las levaduras es el sulfato de amonio, puesto que no solo provee a la célula de

nitrégeno, sino al mismo tiempo sirve como una fuente de sulfuros (Walker, 1998).

1.2.2.3.3 Hidrégeno

El hidrogeno se encuentra presenta en las macromoléculas de las levaduras y esta
disponible en los carbohidratos y otras fuentes. Los iones H* son de suma importancia
para la fisiologia de la célula, puesto que ayudan al mantenimiento del pH intracelular
y extracelular. Normalmente las levaduras crecen en pH entre 4-6, pero algunas
levaduras son capaces de crecer en pH entre 2-8. Por otra parte la produccion de

etanol tiende a ser sensible a los cambios de pH (Walker, 1998).
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1.2.2.3.4 Oxigeno

Las levaduras son organismo incapaces de crecer en ausencia totales del oxigeno,
puesto que este es un requerido compuesto requerido para el crecimiento celular en
el metabolismo espirativo (el oxigeno es aceptor final de electrones), ademas el
oxigeno es un compuesto de suma importancia para la sintesis de esteroles y de
acidos grasos insaturados. De manera mas especifica el oxigeno es requerido para la
actividad oxidasa de funcién mixta para la conversion del 2-3-epéxido de escualeno a
lanosterol. Es importante resaltar que el oxigeno es un compuesto poco soluble en
agua y que a lo largo de los afios se han llevado a cabo préacticas para aumentar la
eficiencia de su dispersion en medios acuoso. Cabe mencionar que el oxigeno a altas

concentraciones puede ser inhibitorio para el crecimiento celular (Walker, 1998).

1.2.2.3.5 Sulfuro

El contenido de sulfuros en las levaduras es aproximadamente de un 0.3 % de sus
pesos seco, Yy este es principalmente utilizado para la biosintesis de aminoacidos que
contengas sulfuros. Los sulfuros pueden ser tomados del medio de cultivo a través de
compuestos sulfurados tales como; sulfatos, sulfitos, tiosulfatos, metionina o glutamina
(Walker, 1998).

1.2.2.3.6 F6sforo

El fosforo es un componente que se encuentra en la célula en un porcentaje que oscila
entre el 3-5 % de su peso seco y la mayor parte de este se encuentra en forma de
ortofosfato (el HoPO4 actia como un sustrato y como un efectos de varias enzimas,
asi como se ve involucrado en la transduccion de energia). El fosfato es un
componente importante, pues es usado para la biosintesis de acidos nucleicos y parte
fundamente en la estructura de los fosfolipidos, los cuales son parte basica de la

estructura de la membrana celular. Para las levaduras que posee un efecto Crabtree
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a corto plazo, la realizacion de un pulso de glucosa genera que los niveles de fosfato

intracelular aumenten de manera drastica (Walker, 1998).

1.2.2.3.7 Elementos minerales

Las levaduras al igual que otras muchas células requieren de ciertos minerales para
su crecimiento. Estos principalmente tienen funciones metabdlicas o estructurales. El
K* es utilizado principalmente para generar un ambiente catiénico metalico en la célula
y se encuentra en un relacién 1-2 % del peso seco de la célula. EI Mg?* es un
compuesto que se utiliza como cofactor en diversa reacciones enziméticas y éste se
encuentra en la célula en una relacion de 0.3 % en su pesos seco. Por otro lado, el
Fe?* es utilizado principalmente como en las proteinas del grupo hemo y en los
citocromos. Ademas de los elementos minerales ya mencionados, también se
encuentra otros minerales en la célula, tales como; Mn, Ca, Zn, Cu, Ni, Coy Mo. En la
Tabla 1.6 se puede observar las concentraciones en las que estos iones se encuentran
en la célula (Walker, 1998).
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Tabla 1.6 Concentracion 6ptima de algunos cationes importantes para el
crecimiento de levaduras.

Cation Concentracion (uUM)
H* 1 (pH 6)
K* 2-4

Mg?* 2-4
Mn?2* 2-4
Ca2+ <
Cu? 1.5
Fe? 1-3
Zn? 4-8
Ni2* 10-90
Mo?* 15
Co?* 0.1
B* 0.4

(Elaboracién propia a partir de Walker, 1998)

1.2.2.3.8 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son compuesto organicos requeridos en bajas
concentraciones para llevar a cabo funciones catabolicas especificas o estructurales
en levaduras y estos no son utilizados como fuentes de energia. Los factores de
crecimiento mas utilizados son Vitaminas (biotina, tiamina y piridoxina), purinas y
purimidinas, nucledsidos y nucleétidos, aminoacidos, acidos grasos, esteroles y otros
componentes (poliaminas, colina, etc.). Usualmente cuando se dice que una levadura
requiere un factor de crecimiento, esto indica que la levadura no puede sintetizar este
compuesto. Saccharomyces cerevisiae usualmente utiliza como factores de

crecimiento a la biotina, acido pantoténico, inositol y tiamina (Walker, 1998).
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1.2.2.4 Factores fisicoquimicos para el crecimiento

Las Levaduras prefieren para su crecimiento ambientes calidos, humedos, &cidos,
aerobios y que existe una fuente que proveedora de azucare. De modo que para el
empleo de levaduras a nivel industrial es de suma importancia prestar atencién a estos

factores.

1.2.2.4.1 Temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes en el crecimiento de
microorganismo. La mayoria de las levaduras de laboratorio e industria usualmente
crecen en un rango de temperaturas entre 20-30 °C. Las levaduras exhiben tres
temperaturas caracteristicas; la temperatura minima (Tmin), la temperatura optima (Topt)
y la temperatura maxima (Tmax). Para Saccharomyces cerevisiae se han reportado Tmax
en un rango de 30-35 °C (Torija, et al., 2002).

En los ultimos afios se ha observado que la Tmax N0 solo depende de la especie, puesto
gue ésta también depende de las condiciones de crecimiento empleadas, por ejemplo,
la influencia de la fuente de carbono, la disponibilidad de oxigeno, la medicion del
potencial de agua y la presencia de etanol. Las levaduras pueden ser agrupadas de
una manera diferente con respecto a otros microorganismos segun el dominio térmico
para su crecimiento. En la Tabla 1.7 se observa la clasificacion de las levaduras, en
donde podemos encontrar tres grupos; Psicrofilos, mesofilos y termdfilos (Walker,
1998).
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Tabla 1.7 Grupos de levaduras segun su dominio térmico.

Dominio R :
. Definicion Ejemplo
Térmico
Levaduras capaces de crecer
Psicrofilo en un rango de temperatura * Leucosporidium spp.
o Torulopsis spp.
ente 5-18 °C.
Levaduras con un crecimiento . .
Mesofilo La mayoria de las especies de
entre 0 °C hasta 48 °C. levaduras
Levaduras con Tmin para el e sacl
Termofilos min P Cyniclomyces guttulatus

crecimiento mayor a 20 ° C. Saccharomyces telluris

Torulopsis bovina

(Elaboracién propia a partir de Walker, 1998)

1.2.2.4.2 Agua

Al igual que todos los microorganismos las levaduras necesitan del agua en altas
concentraciones para poder llevar a cabo sus funciones de crecimiento y metabolismos
de manera adecuada. El agua es un factor muy importante para la actividad
enzimatica, puesto que los sustratos y enzimas (extracelulares) se encuentran en

medios acosos.

Usualmente durante las fermentaciones a nivel industrial se utilizan medio de
fermentacion (jugos, mieles diluidas, hidrolizados, etc.) con una alta cantidad de
solidos disuelto, por lo que el termino de potencial de agua (Ww, en unidades de MPa)
es un utilizado para hacer referencia a energia potencial del agua, es decir, la cantidad
de agua disponible en presencia de solidos disueltos. Es potencial de agua puede ser
calculado a partir del valor de la actividad de agua del medo (aw), en base a la Ecuacién
2. De manera que lo anterior, esta directamente relacionado con la presion osmotica

del medio en la que crecen las levaduras (Walker, 1998).
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p, = %ln(aw) Ec. 2

El agua pura tiene un valor Ww = 0 MPa, mientras que el agua mariana presenta un
valor de Ww = -2.5 MPa. Al igual que en el caso de la temperatura el Ww presenta
diferentes valores, es decir, un minimo, 6ptimo y maximo (Wwmin, Wwopt, Ywmax). En la
Figura 1.7 se representa un grafico de Ww Vs p, de manera que el Wwopt S€ obtiene en

el punto que se alcanza el mayor valor de p.
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Figura 1.7 Relacion entre el W\ y |.
(Walker, 1998)

Las levaduras también pueden ser clasificadas en base su resistencia o sensibilidad a
crecer en medios con una alta concentraciones de sdlidos, dentro de esta clasificacion
se tienen tres categorias; las levaduras osmosensibles, las osmofilas y las
osmotolerantes. En la Figura 1.8 se puede ver la relacion que existe entre la awy la 1

para cada uno de los tres tipos de comportamiento segun su resistencia a los bajos

valores de aw.
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Figura 1.8 Comportamiento de la p en levaduras con una disminucion en la aw.
(Walker, 1998)

1.2.2.4.3 Oxigeno y pH del medio

El pH del tiene un papel muy importante en el crecimiento de las levaduras, con
respecto a los valores 6ptimos de pH para el crecimiento, estos se encuentran en un
rango de 4.5-6.5, y son muy pocas la levaduras que pueden crecer fuera de estos
valores de pH. Por otra parte, la acidificacion de un medio de cultivo con un &cido
organico tiende a tener un efecto de mayor inhibicion que con un &cido inorganico,
puesto que un acido organico no disociado puede disminuir el pH intracelular seguido
de una translocacion de la membrana plasméatica de las levaduras (Walker, 1998;
Verduyn, 1992).

Por otra parte, como se comentd anteriormente el oxigeno no solo es utilizado en la
célula como aceptor final de electrones, si no también es importante en la biosintesis
de compuestos de importancia para el crecimiento celular. En las levaduras el
metabolismo de los carbohidratos se ve seriamente influenciado por el oxigeno y la
disponibilidad de azucares, de manera que el metabolismo de carbohidratos ha sido

separado en ciertos grupos de acuerdo a los fendmenos de regulacién. Las levaduras
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también son agrupadas en diversos grupos de acuerdo a sus propiedades

fermentativas y sus respuestas al crecimiento segun su respuesta al oxigeno. En la

Tabla 1.8 se muestra esta agrupacion.

Tabla 1.8 Clasificacion de levaduras segun sus propiedades fermentativas.

Clase Ejemplos

Comentario

Obligatoriamente Candida pintolopesii
. ( Saccharomyces telluris)
fermentativas
Facultativamente
fermentativas
e Saccharomyces
e Crabtree (+) cerevisiae

e Crabtree (-) e Candida utilis

No fermentativas Rhodotorula rubra

Naturalmente ocurre en
levaduras con déficits
respiratorio

Estas levaduras
fermentan medio con altos
contenidos de azUcares en
presencia de oxigeno.

Estas levaduras no
generan  etanol  bajo
condiciones aerodbicas Yy
no crecen en condiciones
anaerobicas.

No producen etanol en
presencia o ausencia de
oxigeno.

(Elaboracién propia a partir de Walker, 1998)

1.2.3 Efectos de estrés en el crecimiento y produccién de etanol.

Durante la fermentacién alcohdlica las levaduras estan expuestas a diversos factores

de estrés que influyen sobre el crecimiento y la produccion de etanol negativamente.

Estos factores de estrés son provocados por las condiciones a las cuales son

realizadas la fermentacion, a nivel industrial las fermentaciones se llevan a cabo en

tanques expuestos al aire libre con medios complejos no estériles, los cuales contiene

altas concentraciones de azUcares con la finalidad de tener una mayor concentracion

de etanol en el medio al finalizar el periodo fermentativo. Ademas de esto los tanques

de fermentacién no poseen un control riguroso de temperatura y en algunos casos no

lo presentan, esto con la finalidad de disminuir los costo del proceso en el enfriamiento
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de los tanques. A la luz de lo anterior, la levadura durante el proceso se ve obligada a
trabajar en medios con altas con altas temperaturas debido a que no estricto un control
riguroso de ésta, con presiones osmoticas debido a la gran cantidad de solidos
disueltos, aunado a esto, la levadura tiene que competir por el sustrato con
microorganismos ajenos a la fermentacion, tales como bacterias lacticas y acéticas, y
por ultimd la levadura de tolerar altas concentraciones de etanol, puesto que para que
la fermentacion alcohdlica a nivel industrial sea eficiente es necesario tener
concentraciones en un rango del 9-15 % v/v en el mosto (Muhktar, et al., 2010; Souza,
et al, s.f.).

En base a lo anterior, las levaduras deben poseer ciertas caracteristicas para poder
llevar a cabo procesos de produccion de etanol con altas productividades y eficiencias.

Dichas caracteristicas son enlistadas a continuacion:

J Ser de facil propagacion.

o Estable genéticamente.

o Fermentacion eficiente y rapida.

o Poseer actividad Killer.

o Producir bajas cantidades de calor durante la fermentacion.
. Ser osmotolerantes.

. Ser termoresistentes.

o Tolerar altas concentraciones de etanol.

o Poseer actividad en un amplio rango de pH.

1.2.3.1 Estrés osmotico

La osmotolerancia es la capacidad que presentan algunas levaduras a crecer en medio
con una alta concentracion de solidos disueltos (azucares y sales), de manera que al
aw se ve disminuida en el medio, lo que genera bajos valores de Ww. Las levaduras

gue se encuentran en medios con bajas aw son expuestas a condiciones de estrés
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osmotico, que por lo general causan cambio principalmente en la morfologia y

metabolismos de las células (Walker, 1998).

Cuando una levadura es transferida de un medio a otro con una menor aw que el
anterior, ésta sufre un choque hiperosmotico, de manera que el agua intracelular de
pasa al medio exterior, generando un reduccién en el tamafio de la célula. Por otra
parte el efecto contrario lo anterior es conocido como choque hipoosmético (Walker,
1998; Folch-Mallol, et al., 2004).

La respuesta de las levaduras al estrés osmoético estd dada principalmente por un
aumento en la concentracion intracelular de trehalos y polioles (glicerol, arabitol,
sorbitol, manitol) y la eliminacion de iones nocivos para el crecimiento. Los polioles son
compuestos osmoreguladores que pueden remplazar el agua de manera adecuada en
la célula para mantener la actividad metabdlica, el glicerol el uno de los polioles mas
comunes (Walker, 1998; Folch-Mallol, et al., 2004; Bosso, Bosso y Rocha, 2011).

1.2.3.2 Estrés térmico

La termotolerancia se define como la capacidad de las levaduras a sobrevivir a altas
temperaturas (Walker, 1998). El dafio en la levaduras generado por el estrés térmico,
se dan principalmente en la ruptura de los puentes de hidrogene y las interacciones
hidrofébicas, dando como resultado la desnaturalizaciéon de la proteinas y acidos
nucleicos. En la Tabla 1.9 se resume los efectos del estrés térmico en la célula como
respuesta al estrés térmico las levaduras inducen la produccion de proteinas de
choque térmico (Hsps), asi mismo se da la acumulacién de compuestos protectores
como el glicerol, trehalosa y algunas enzimas (catalasa y superoxido dismutasa
mitocondrial) (Walker, 1998 y lwahashi et al, 1995).

25



Tabla 1.9 Efectos del estrés térmico en la fisiologia de levaduras.

Funcioén Efecto
L A temperaturas superiores a las Tmax para cada una de especie,
Viabilidad . .
la velocidad de muerte se vuelve exponencial.
Morfologia . ~
La célula aumenta su tamafo.
general

Estructura de la

e Disminucién de la fluidez de la membrana y se da un
disminucion de la permeabilidad de los nutrientes
esenciales. El ergosterol es conocido por aumentar la

membrana termoestabilidad.
plasméatica e Disminuyen los acidos grasos insaturados en la
membrana.
e Disminuye el pH intracelular.
Funcion Disminuye la actividad respiratoria y se induce a mutantes con

mitocondrial

déficit respiratorio.

Metabolismo

e [ncremento en la concentracion de trehalosa.
e |nhibicién de la respiracién y la fermentacién arriba de

intermedio
Tmax.
Sintesis de Represion de la sintesis de algunas proteinas pero se induce
proteina ciertas proteinas de choque térmico.
Funcion

cromosdmica

Se aumente la frecuencia de las mutaciones.

(Elaboracién propia a partir de Walker, 1998)

1.2.3.3 Estrés a etanol

El etanol es un compuesto altamente inhibitorio para el crecimiento de los

microorganismos, pese a que las levaduras generan este compuesto como principal

producto de su metabolismo fermentativo, estas pueden ser gravemente afectadas por

el etanol. El efecto de inhibitoria que el etanol genera, afecta principalmente el

crecimiento, la viabilidad celular y la velocidad de fermentacion (Walker, 1998, D’
Amore y Stewart, 1987).

En la Tabla 1.10 se representa de manera mas detallada los efectos inhibitorios del

etanol en la célula.
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Tabla 1.10 Efectos del estrés de etanol en la célula.

Funcion fisiolégica

Influencia del etanol

Viabilidad y
crecimiento celular.

Metabolismo
intermedio y
biosintesis de

macromoléculas

Estructura y funcion de
membrana

Genera inhibicion del crecimiento, division y
viabilidad celular.

Disminuye el volumen de la célula.

Induccién de transiciones morfoldgicas

Mejora la muerte térmica.

Desnaturalizacion de proteinas intracelulares y
enzimas glucoliticas.

Bajas velocidades de acumulacion de RNA vy
proteinas.

Reduccion de la Vmax de las principales enzimas
glucaoliticas.

Mejora la mutacién de péptidos.

Induccidn de proteinas de choque térmico.
Incrementas los radicales libre de oxigeno.
Incrementa la sintesis de citocromo P450.
Alteracion de la composicion de acidos grasos y
esteroles.

Incremente la permeabilidad i6nica.

Inhibicién del consumo de nutrientes.

Inhibicion de la fuerza motriz de la ATP sintetasa.
Hiperpolarizacién de la membrana plasmatica.

(Elaboracién propia a partir de Walker, 1998).

Las Levaduras que presentan tolerancia a etanol responden a este tipo de estrés,

llevando a cabo un cierto numero de adaptaciones fisioldgicas, generando agentes

protectores a etanol (Walker, 1998, D’ Amore y Stewart, 1987). Estas diversas

adaptaciones son enlistadas en la Tabla 1.11.
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Tabla 1.11 Respuesta de las levaduras al estrés de etanol.

Adaptaciones fisioldégicas

e Disminucién de los acidos grasos saturados en la
membrana (acido palmitico)

e Incremento de los aridos grasos insaturado en la
membrana (acido oleico).

e Aceleracion de la sintesis de escualeno y
ergosterol.

e Mejoramiento de la biosintesis de fosfatidilnositil.

e Mejoramiento de la actividad peréxido dimutasa
mitocondrial.

e Aumento de los niveles de trehalosa celular.

e Estimulacion de la sintesis de proteinas de estrés.
Incrementa la sintesis de citocromo P450.

(Elaboracion propla a partir de Walker, 1998).

1.4 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura mas estudia a los largo de los ultimos
afios para la produccion de etanol y es ampliamente utilizada como levadura de
panificacion y en la produccion de bebidas alcohdlicas (Bai. Aderson y Moo-Young,
2008; Folch-Mollol, et al, 2004)

1.4.1 S. cerevisiae ITV-01

Saccharomyces cerevisiae ITV-01 es una cepa autéctona aislada a partir de melazas
de cafia de azUcar de laregion de Veracruz y seleccién de 103 cepas por Ortiz-Zamora
(2006) en base a su rendimiento de etanol, su osmotolerancia, tolerancia a etanol y

actividad killer.

Por otro parte, en el 2008 campos evalud es uso de diferentes tamarfos de inoculo,
encontrando que 6 X 10° cel/mL es el tamafio de indculo adecuado para promover la
produccién de etanol. Asi mismo, realiz6 la comparacion de S. cerevisiae ITV-01 con
cepa comercial (S. cerevisiae 493EDV), empleando sacarosa, jugo de cafa y miel

intermedia B en concentraciones de 70y 130 g/L y a diferentes temperaturas (25, 30,
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35°C) y el pH (4,5 5.0 y 5.5), encontrando que la cepa ITV-01 present6 los mejores

rendimientos y producciones de etanol.

En el 2011 Fernandez-Lépez estudié la produccion de etanol con ITV-01 utilizando
como materia prima miel intermedia B con una concentracion de azlcares iniciales
entre 70-291 g/L, encontrado que las mejores condiciones para la produccion de etanol
fueron a 220 g/L de azlcares iniciales, un tamafio de in6culo de 6 X 108 cel/mL y pH
de 5.5, dando como resultado rendimiento de etanol de 0.40 g/g, concentraciones de
etanol de 85 g/L y una productividad de 3.8 g/L*h.

La produccion de etanol a partir de hidrolizados de bagazo de cafia suplementados
con miel Intermedia B fue estudiada por Gutiérrez-Rivera (2015), asi como la
evaluacion del monocultivo y cocultivo de S. cerevisiae ITV-01 con Pichia stipitis NRRL
Y-7124, encontrando que la mejor relacion para la produccion de etanol era 50 % de
hidrolizado de bagazo de cafa adicionado con 8 % de miel intermedia B, ademas

encontré que la utilizacion de un sistema de cocultivo mejora la produccion de etanol.

En 2010 Ortiz-Mufiiz realizo la evaluacion de S. cerevisiae ITV-01 en medio sintético,
utilizando cuatro diferentes concentraciones de azucares iniciales, asi mismo evaluo
el efecto de la temperatura y del pH, encontrando que las mejores condiciones para la
produccion de etanol fueron a 30 °C, un pH de 3.5 y una concentracion de azUcares
iniciales de 150 g/L. ademas evalud la tolerancia a etanol y encontré que la cepa es

capaz de crecer con concentraciones de etanol al 10 % v/v.

Por ultimo 2017 Partida-Sedas encuentro las mejor condiciones para la produccion de
etanol a partir de jugo de sorgo dulce e hidrolizado de bagazo de sorgo dulce utilizando
S. cerevisiae ITV-01, asi mismo evaluo el efecto de la adiccion de nutrientes al medio

sin encontrar diferencia alguna.

En base a lo anterior S. cerevisiae ITV-01 es una levadura que posee caracteristicas
gue la colocan como una levadura de interés industrial con un gran potencial para la

produccion de etanol industrial.
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1.4.2 S. cerevisiae Ethanol Red

La cepa Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red es una cepa comercial producida por
la empresa Lasaffre (Francia). Esta levadura es la mas utilizada a nivel industrial por
ingenios y alcoholeras para la produccion de etanol en México. S. cerevisiae Ethanol
Red es ampliamente utilizada en hidrolizados de almidon a partir de maiz (principal
materia prima en Estados Unidos) y en México es ampliamente utilizada en melaza de

cafa de azlcar.

Devantier, et al. (2004) reportd la producciéon de etanol a partir de un hidrolizado de
maltodextrina con una concentracién de 280 gL alcanzando 118 gL de etanol y un
rendimiento 0.41 gg?, mostrando asi su capacidad de producir etanol a altas

concentraciones de azucares iniciales (osmotorelancia).

Por otra parte, Iman y Caparade (2011) estudiaron la produccion de etanol en jugo de
sorgo dulce con una concentracion de azucares iniciales en un rango de 140-148 gL-
1 generando etanol a una concentracion maxima de 65 gL con rendimientos

superiores al 0.48 gg*.

Por ultimo la produccion de etanol por lote a partir de melaza de cafa de azucar fué
reportada por Barbosa, et al. (2017) utilizando concentraciones de azucares iniciales
de 300 gL a 30°C a un pH de 5, dando como resultado concentraciones maximas de

118 gL y rendimientos (0.39 gg™!) inferiores al 80 % respecto al tedrico.

Lo anterior deja a la luz la aplicacion de S. cerevisiae Ethanol Red en diversos medios
con una alta eficiencia de fermentacion. Por lo que esta levadura es un punto de
referencia adecuado para la comparacion de levaduras de laboratorio como S.

cerevisiae ITV-01.
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2 JUSTIFICACION

Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red es una levadura industrial de amplio uso en la
produccién de etanol de primera generacion, principalmente en medios tales como:
almidones y melazas. Sin embargo, no se tienen reportes de estudios en miel
intermedia B e hidrolizados de bagazo de grano de cebada agotada, los cuales son
una materia prima potencial para la produccidon de etanol de primera y segunda

generacion.

Por otro parte Saccharomyces cerevisiae ITV-01 ha demostrado poseer caracteristicas
deseables para la producciéon de etanol, por lo que se posiciona como una cepa con
gran potencial para uso industrial. A pesar de que esta cepa ha sido ampliamente
estudiada, no ha sido evaluada en condiciones industriales ni comparado con una cepa

usada en la industria.

Actualmente la empresa Fermentis (Lasaffre, Francia) se encuentra interesada en la
adquisicion de la levadura S- cerevisiae ITV-01 para fines industriales, requiriendo del
estudio comparativo de la capacidad fermentativa en medios complejos, tales como,
hidrolizados, miel intermedia B y melazas de cafia bajo condiciones de operacion

establecidas para ambas levaduras.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Realizar el estudio comparativo entre las levaduras Saccharomyces cerevisiae ITV-01
y Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red bajo diferentes condiciones de cultivo para

la produccion de etanol.

3.2 Especificos

1. Estudiar el efecto de la temperatura sobre la produccion de etanol S. cerevisiae
ITV-01y S. cerevisiae Ethanol Red en melazas y miel intermedia B.

2. Evaluar el efecto de la concentracion inicial de azucares sobre la produccion de
etanol en S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red en melazas y miel
intermedia B.

3. Evaluar la cinética de produccion de etanol S. cerevisiae ITV-01y S. cerevisiae
Ethanol Red en medios complejos como hidrolizados (grano de cebada
agotada) y jugo de sorgo dulce (Sorghum bicolor).

4. Validar y comparar la eficiencia en la produccion de etanol a nivel Planta Piloto

de las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material bioldgico.

La cepas utilizadas en este trabajo son dos levaduras de especie Saccharomyces
cerevisiae. La cepa “Saccharomyces cerevisiae ITV01” es una cepa autdctona aislada
de melazas de cafia por Ortiz-Zamora (2007). Por otra parte la cepa “Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red” es una cepa comercial proporcionada por la empresa

Fermentis (Lasaffre, Francia).

4.2 Medio de cultivo.

4.2.1 Medio de conservacion.

Las cepas se mantienen en conservacion a 4 °C, resembrando cada 2 meses en el

medio de conservacion, el cual tiene la siguiente composicion (Tabla 4.1):

Tabla 4.1 Composicion del medio de conservacion.

Componente g/L
Glucosa 20

Agar 20
Extracto de Levadura 10

4.2.2 Medio de activacion.

Para la activacion del metabolismo de las levaduras mantenidas en conservacion (caja
Petri o tubos a 4 °C), ésta es inoculada con tres asadas en un medio de cultivo sintético
propuesto por Strehaiano (1984) con la composicion mostrada en la Tabla 4.2. Una
vez inoculado el matraz (100 mL de medio), éste se incuba a 30 °C a 250 rpm por 12

horas.
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Tabla 4.2 Composicion del medio de activacion.

Componente g/L
Glucosa 30
KH2PO4 5.0

(NH4)-SO, 2.0

MgSO4*7 H,0 0.4

Extracto de Levadura 1.0

4.3 Condiciones para la fermentacion.

4.3.1 Precultivo

Con la finalidad de disminuir la fase de adaptacion durante la fermentacion alcohdlica,
S. cerevisiae es previamente adaptada al medio de fermentacion. Para llevar a cabo
el precultivo se inocula 3 X 108 células viables/ mL del matraz de activacion y se incuba

a las mismas condiciones de la seccion 4.2.2.

4.3.2 Fermentacion alcohdlicas por lote.

Las fermentaciones se llevan a cabo en matraces de 500 mL, conteniendo 250 mL de
medio de fermentacién (melazas y miel intermedia B,). El tamafio de inoculo para
estas fermentaciones es de 6 X 108 células viables/mL y se incuban a 150 rpm a las
temperaturas y concentraciones de azucares iniciales de acuerdo a cada experimento.
Las tomas de muestra se realizan cada tres horas evaluando viabilidad, cuanta celular.
pH y almacenado 1.5 mL de muestra para analisis en cromatografias de liquidos de

alta resolucién (HPLC).
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4.3.2.1 Estudio del efecto de la temperatura.

La evaluacion del efecto de la temperatura se llevé a cabo en los dos medios utilizado
las condiciones mencionadas en las secciones anteriores. Para evaluar la
termotolerancia de ambas levaduras, la temperatura fue variada en un rango de 30 a

40 °C teniendo un total de 4 tratamientos, tal como se muestra en la Tabla 4.3

Tabla 4.3 Tratamiento para la evaluacion de la termotolerancia.

Tratamientos
30°C 34 °C 38 °C 40 °C

4.3.2.2 Evaluacion del efecto de la concentracion inicial de sustrato.

La evaluacion del efecto de la concentracion de azucares iniciales sera llevada a cabo
en los dos medios, utilizando las condiciones previas y las temperaturas adecuadas
para cada microorganismo. Para evaluar la osmotolerancia la concentracion de
azucares iniciales fue variada entre 100-250 g/L, teniendo 4 tratamientos en total, los

cuales se muestran en la Tabla 4.4

Tabla 4.4 Tratamientos para la evaluacion de la osmotolerancia.

Tratamientos
100 gL? 150 gL? 200 gLt 250 gL+

4.3.2.3 Fermentacion de jugo e hidrolizados.

Esta fermentaciones se llevaron a cabo en matraces conteniendo medios con posibles
aplicaciéon para la produccion de etanol al nivel industria, tal es el caso del jugo de
sorgo y del hidrolizado de grano agotado de cebada. Las concentraciones de azucares
dependieron para el caso del jugo de la calidad del mismo y para el hidrolizado de la

concentracion alcanzada con los pretratamientos realizados [H2SO4 1.25 % w/w a 120

35



°C por 17 minutos (1:8 w/w); NaOH 8 % w/v al120 °C por 60 minutos (1:10 w/w) y
relacion liquido-solido de 30:1 (g:g), una relacion de celulasas-sustrato de 28:1 (FPU:Q)
y una relacion celobiosa-celulasas 13:1 (IU:FPU)].

4.3.2.4 Validacion y comparacion a nivel planta piloto.

Las fermentaciones a nivel planta piloto se realizaron en un fermentador de 1500 L con
el medio mas eficiente para la produccion de etanol, simulando las condiciones que se
emplean actualmente en la industrial etanoles (sin control de la temperatura y sin
control del pH). La activacién de las levaduras se llevara a cabo utilizando la
metodologia descrita en las seccione anteriores, adicionalmente se realizaron dos
etapas de precultivos en fermentadores de 60 y 400 L con la finalidad de producir
biomasa para inocular los fermentadores de produccion (1500 L).

4.4 Métodos analiticos.

4.4.1 Cuenta celular

La cuenta celular se realiza empleando una camara de Thoma. Las muestras de
cultivo fueron diluidas con el fin de contar cada vez un nimero maximo de 300 células.
Cada conteo es realizado a partir de cinco cuadros grandes de la camara de Thoma

(Figura 4.1). El volumen de cada cuadro es de 4 X 108 mL.
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Figura 4.1 Distribucion de la camara de Thoma

La concentracion celular (X) por mililitro se calcula mediante la siguiente ecuacion:

N=d
X = S .Ec.3
4n+10-6

Doénde:
N: Numero de células contadas.
d: Dilucion.

n: Nimero de cuadros grandes.

4.4.2 Analisis de biomasa.

La determinacion de la biomasa se realiza en base al conteo a la cuneta celular el cual
fue explicado en la seccion 4.4.1. La cantidad de biomasa en peso seco (g/L) se
obtendra a mediante la filtracion y secado de un volumen conocido de muestra (5 mL)

en membranas de una porosidad determinada (Waters, acetato de celulosa 0.45 um).
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A estos datos se les llevara a cabo una regresion lineal para generar correlaciones

para S. cerevisiae IVT-01 y S. cerevisiae Ethanol Red, respetivamente.

4.4.3 Viabilidad celular.

El andlisis de células viables es realizado por medio de cuneta al microscopio después
de haber realizado una tincién con azul de metileno (Lange, et al., 1993). La muestra
se mezcla volumen a volumen con el azul de metileno (la muestra previamente diluida
para no exceder un maximo de 300 células), se deja en contacto durante 10 min y
posteriormente se realiza el conteo en el microscopio. Las células que se encuentran
viables no presentar coloracion, mientras las no viables tomaran un colar azul. Esta

coloracion puede deberse a dos motivos:

1. En las levaduras muertas el azul de metileno penetra en la célula, puesto que
la membrana se vuelve permeable, mientras que en las levaduras vivas la
permeabilidad de la membrana se mantiene evitando la penetracion del azul de
metileno.

2. En las levaduras vivas el azul de metileno penetra la célula y éste es reducido
por una deshidrogenasa volviendo incoloro, mientras que en las levaduras muertas

esto no sucede.

Este método permite evaluar la viabilidad celular de las levaduras durante la
fermentacion. El porcentaje de viabilidad celular (% V) es determinado mediante la

ecuacion:

%Vz%x 100 Ec. 4

Dénde:
Nv es el nUmero de células vivas.

Nm es el niUmero de células totales.
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4.4.4 Andlisis de azlcares, etanol, glicerol y acido acético

Para la determinacién de los analitos de interés se utilizara un HPLC Waters Alliance
(Figura 4.3) (Modelo E2605, Waters Co., Milford, MA) equipado detector de indice de
refraccion (Waters REW34e23, USA) y con una columna Shodex SH1011, especifica
para la separacion de azucares, acidos organicos y alcoholes, operando a 55 °C. La
fase movil fue H.SO4 0.05 N con flujo de elucién de 0.600 mL min-t. La concentracion
de azulcares, etanol y glicerol fue obtenida en base a una calibracion con estandares
utilizan el software Empower v2.0. (Waters Co., USA) para la estimacion de las

concentraciones de los analitos.

Ll

Figura 4.2 HPLC Waters Alliance.

4.5 Analisis de datos experimentales

4.5.1 Rendimientos y productividades

La ecuacion de rendimiento Yxs (g de biomasa / g de sustrato):

Yx = ' Ec.5
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Donde:

Xf: Concentracion final de biomasa (gL™).
Xi: Concentracion inicial de biomasa (gL™?).
Si: Concentracion inicial de sustrato (gL™t).

Sf: Concentracion final de sustrato (gL™t).

La ecuacion de rendimiento Ypss (g de producto / g de sustrato):

P—P;
Yx = —1 Ec.6
s Si—S¢
Doénde:

Ps. Concentracion final de producto (gL™).

Pi: Concentracion inicial de producto (gL™?).

La ecuacién de productividad volumétrica (Q) (g de producto / Litro * hora)

P

Q= t—f Ec. 7
f

Dénde:

t;. Tiempo de fermentacion donde se alcanza la méxima concentracion de producto (h)

Ps= concentracion de producto maxima alcanzada en el tiempo tf (g/L)
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4.5.2 velocidades globales

El calculo de las velocidades globales de produccion y consumo se realizaran en base

a las siguientes ecuaciones:

Produccién de biomasa (rx):

ry (gL7th™1) = % Ec.8

Produccién de producto (rp):

rp (gL th™1) = % Ec.9

Consumo de sustrato (rs):
—1y — ds
rg (gL-th™1) = - Ec. 10

Un modelo matematico (ajuste polindmico de orden variable) es utilizado para ajustar
los datos experimentales. La funcion obtenida representa las concentraciones
(biomasa, sustrato y producto) como funcién del tiempo y posteriormente se deriva

para encontrar los valores de las velocidades especificas y globales.
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4.5.3 Velocidades especificas

El calculo de las velocidades especificas de produccion y consumo se realizaran en

base a las siguientes ecuaciones:

Crecimiento (p):

-1y - 1&X
i (h )_th Ec.11

Produccién (Vp):

1dP

—11-1Y) —
Vp (gg™"h )—Xclt Ec.12
Consumo (Vs):

~1p-1) = 148
Vs (gg™ h )—th Ec.13

4.6 Analisis estadistico de los datos.

Todos los experimentos son realizados por duplicado, y sus valores fueron
promediados para calcular las medias y desviaciones estandar. El analisis de variancia
(ANOVA) fue realizado en el software Minitab 16.1.0 para verificar si los tratamientos
son estadisticamente diferentes. Las pruebas de comparaciones multiples son

realizadas por Tukey con un 95 % de confiabilidad
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Pruebas preliminares.

Las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red fueron evaluada
previamente en un medio sintético con 100 g/L de glucosa a 30°C y 150 rpm. Los
resultados obtenidos mostraron que ambas levaduras crecieron con velocidades
especificas de crecimiento superiores a 0.25 h** y produjeron concentraciones de
etanol superiores a los 40 gL, con respecto a la produccién de glicerol S. cerevisiae
ITV-01 género una concentracibn mayor de este compuesto comparada con la cepa
comercial (6.21 g/L y 2.53 g/L, respectivamente). Hablando del rendimiento de etanol,
no hubo diferencia significativa entre ambas levaduras, pero en cambio en la
productividad de S. cerevisiae ITV-01 fue 30 % mayor que la obtenida por S. cerevisiae
Ethanol Red. Lo anterior se resume en la Tabla 5.1, asi como el resto de parametros

cinéticos y estequiométricos.

Tabla 5.1 Parametros cinéticos y estequiométricos obtenidos para ambas
levaduras en medio sintéticos.

Parametros
S. cerevisiae M Yxis Ypis Qx Qp Eficiencia
[h] [9g™] [gg"  [gL'h"] [gL'h"] [%]
ITV-01 0.2662 0.018" 0.459° 0.155° 3.0042 89.882

Ethanol Red  0.288? 0.049° 0.424° 0.292° 2.282° 83.02°

La velocidad especifica de crecimiento obtenida en S. cerevisiae ITV-01 fue similar a
la obtenida por Ortiz-Mufiz en el 2010, en cambio el rendimiento y productividad de

etanol tuvieron ligeras variaciones.
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5.2 Evaluacion del efecto de la temperatura.

5.2.1 Evaluacién de la termotolerancia en melazas.

La evaluacion de la termotolerancia en medio complejos se realiz6 en melazas y en
miel B, puesto que las melazas son el medio méas utilizado en México para la
produccion de etanol a nivel industrial y la miel B es un medio con potencial para la

produccién de etanol.

Como se ha reporta previamente en la literatura, la temperatura tiene un efecto
importante sobre el crecimiento de microrganismos. Para el crecimiento de las
levaduras del tipo Saccharomyces cerevisiae la temperatura se encuentra en un rango
de 30-43 °C (Walker, 1998). Las levaduras S. cerevisiae ITV-01y S. cerevisiae Ethanol
Red fueron capaces de crecer en un rango de temperatura de 30-40 °C manteniendo
una viabilidad superior al 90 % con variaciones en la velocidad especifica de

crecimiento maxima (umax) desde 0.319 -0.193 h't y 0.281-0.202 h'!, respectivamente.

S. cerevisiae ITV-01 presento los mayores valores de umax a las temperaturas 30 y 34
°C sin diferencia estadistica alguna, alcanzando concentraciones de biomasa de
superiores a 7 g/L para ambos casos. Trabajos previos por Ortiz-Muiiiz, et al (2006) y
Fernandez-Lépez, et al (2011) reportan que S. cerevisiae ITV-01 puede crecer sin
problema a estas temperaturas tanto como en medio sintético y mieles (melazas y miel

B), pero cuando la temperatura es incrementada el crecimiento se ve afectado.

Por otra parte, S. cerevisiae Ethanol Red la cual es un cepa catalogada como
termoresistente (30-40 °C) por el proveedor (Lesaffre), solo perdié el 28 % de su pmax
en el rango de temperatura evaluado, comparada con S. cerevisiae ITV-01 que fue
mayormente afectada perdiendo un 39 %. Para esta levadura la mayor velocidades de
crecimiento se encontr0 a los 34 °C, alcanzando concentraciones de

aproximadamente 6 g/L.
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Figura 5.1 Crecimiento de biomasa de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en melazas a diferentes temperaturas.

Respecto al rendimiento (Yxss) y productividad (Qx) de biomasa, los valores mas altos
para estos parametros se obtuvieron a la temperatura de 30°C para ambas levaduras
y estos disminuian con un incremento de la temperatura. Los valores de Yx;s (ver Tabla
5.2) fueron mayores para S. cerevisiae Ethanol Red en todas las temperaturas
comparadas con S. cerevisiae ITV-01, lo que demuestra que S. cerevisiae Ethanol Red
utilizo una mayor fraccion de sustrato para la produccion de biomasa comparada con
S. cerevisiae ITV-01. Sin embargo los valores de Qx fueron mayores para S. cerevisiae
ITV-01 entre 30-38 °C, pero cuando la temperatura se incremento 40 °C el valor de Qx

fue menor.

El efecto de la temperatura sobre el consumo de sustrato se representa en la Figura
5.2. Para la levadura S. cerevisiae ITV-01 la tendencia del consumo de sustrato fue
similar en el rango de temperaturas evaluadas, pero la cantidad de azlcares residuales
aumento de 5 gL? a 11 gL' cuando la temperatura fue incrementada de 30 °C a 40 °C.
En cambio S. cerevisiae Ethanol Red consumié aproximadamente un 50 % de los

azUlcares iniciales en medio (100 gLt), manteniendo al final de la fermentacién una
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concentracion azucares residuales entre 45-50 gL. El comportamiento mostrado para

S. cerevisiae Ethanol Red fue similar para todas las temperaturas evaluadas.

Tabla 5.2 Parametros cinéticos y estequiométricos de la produccion de biomasa
en melazas a diferentes temperaturas.

Parametros
Temperatura . . L

F[,°C] Hyax [P ] Yxis[gg™] Qx [9g™]

Ethanol Ethanol Ethanol

ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red

30 0.319° 0.2812° 0.084° 0.1282 0.3622 0.251°¢
34 0.3192 0.2862° 0.072b¢ 0.1152 0.303P° 0.231¢d
38 0.236"¢ 0.234b¢c 0.052¢ 0.088° 0.2119 0.193¢
40 0.193°¢ 0.202°¢ 0.028¢ 0.062¢ 0.133f 0.152f

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.

Una posible explicacion al consumo ineficiente de azicares mostrada por S. cerevisiae
Ethanol Red pude ser debida a la falta de algan nutriente especifico (fuente de
nitrégeno o sales minerales) que promueva el consumo de sustrato, puesto que en
medio sintético presento un consumo de sustrato similar al mostrado por S. cerevisiae
ITV-01. En la literatura la pruebas realizas con esta levadura se llevan a cabo con
medios suplementados (nitrégeno y sales), mientras que los medios utilizados para
evaluar el efecto de la temperatura no fueron suplementados (Moreno, et al, 2013;

Devantier, et al., 2005; Imam y Capareda, 2011).
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Figura 5.2 Consumo de azucares de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en melazas a diferentes temperaturas.
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Figura 5.3 Produccion de etanol por S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en melazas a diferentes temperaturas.
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En la Figura 5.3 se muestra la cinética de produccion de etanol a diferentes
temperaturas en melazas para las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae
Ethanol Red, alcanzando concentraciones maximas de etano de 42 gLy 21 gL*,
respectivamente. La produccién de etanol est4 directamente relacionada con el
consumo de azlcares en el medio de fermentacion, por lo que la formacion de etanol
por S. cerevisiae Ethanol Red se vio limitada comparada con la obtenida por S.

cerevisiae ITV-01.

Respecto al rendimiento de etanol (Yrss) y eficiencia, se observa en la Tabla 5.3 que
estos valores fueron mayores para S. cerevisiae ITV-01 sin diferencia estadistica entre
si en el rango de temperatura evaluado. Por otra parte, los valores de productividad de
etanol (Qp) revelan que S. cerevisiae ITV-01 fue superior comparada con la levadura
comercial y estos disminuian cuando la temperatura se incrementaba, situacion
inversa a la que se present6 por parte de S. cerevisiae Ethanol Red. El valor més alto
de Qp para S. cerevisiae ITV-01 se alcanz6 a los 30 °C, pero este no presento

diferencia estadistica con el valor de 34 °C.

Tabla 5.3 Parametros cinéticos y estequiométricos de la produccion de etanol
en melazas a diferentes temperaturas.

Parametros
Tem'i’fé?t”ra Yeis[gg] Qp [gL'h"] Eficiencia [%]
Ethanol Ethanol Ethanol
ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red
30 0.459° 0.399° 1.8612 0.770° 89.81° 78.15°
34 0.464° 0.400° 1.807%*  0.783% 90.90? 78.22°
38 0.4712  0.415% 1.722° 0.888¢ 92.17° 81.18%
40 0.439%>  0.432% 1.728° 0.905° 85.85%*  84.46%

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
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Lo ya mencionado respecto a la mayor productividad de etanol por parte S. cerevisiae
ITV-01 se puede apreciar en la Figura 5.4, en donde se representan las velocidades
globales de produccién de etanol (re) como funcién del tiempo. Para S cerevisiae ITV-
01 los valores maximos de rp se alcanzaron a las 12 horas con un valor aproximado a
2.5 gL*h! para todas las temperaturas evaluadas, mientras que para S cerevisiae
Ethanol Red fue de aproximadamente de 1 gL'h! en el rango de temperaturas

evaluadas.

3.0
b) —o— 30°C
—=— 34°C
25 1 —e—38°C
—a— 40°C
20 1
15 -

p
oL th
P
foLthl

0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 5.4 Velocidades globales de produccién de etanol obtenidas por S.
cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae Ethanol Red (b) a diferentes temperaturas en
melazas.
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5.2.2 Evaluacién de la termotolerancia en miel B.

La evaluacién del efecto de la temperatura miel B se muestra en esta seccion,
comenzando el analisis respecto a la produccion de biomasa, en la Figura 5.5 se
observa los perfiles de crecimiento de ambas levaduras en el rango de temperaturas
evaluados. Para S. cerevisiae ITV-01 la concentraciones maxima de biomasa se
alcanzé a la temperatura de 30 °C (8.5 gL!) y esta disminuia cuando la temperatura
era incrementada, alcanzando un valor minimo de 2.5 gL a la temperatura de 40 °C.
Un fendmeno similar se dio para S. cerevisiae Ethanol Red dando su maxima
concentracion de biomasa a los 30 °C y la menor a los 40 °C. Cabe mencionar que la
produccién de biomasa en este medio fue mayor comparada con alcanzada en
melazas, posiblemente a que la miel B contiene una mayor cantidad de compuestos
(ver Tabla 1.3) de importancia para el crecimiento de levaduras respecto a la melaza
(Walker, 1998).
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Figura 5.5 Crecimiento de biomasa de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes temperaturas.
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En cuanto a los valores de umax, €sto se observan en la Tabla 5.4, donde se observa
gue S. cerevisiae ITV-01 no se vio afectada en rango de temperatura de 30-34 °C,
pero cuando la temperatura se incrementd estos valores disminuian
significativamente. Mientras que para S. cerevisiae Ethanol Red los valores de pmax N0
presentaron diferencia estadistica en un rango de temperatura de 30-38 °C, pero
cuando la temperatura se elevé a 40 °C una diferencia estadistica se presentaba.

Hablando sobre los valores de Yxs y Qx, estos se vieron disminuidos cuando la
temperatura se aumentd. Nuevamente S. cerevisiae Ethanol Red presento los
mayores valores de Yxis, mientras que para Qx estos valores no presentaron diferencia

estadistica en todas las temperaturas evaluadas.

Tabla 5.4 Parametros cinéticos y estequiométricos de la produccion de
biomasa en miel B a diferentes temperaturas.

Parametros
Temperatura ¢ . g
Ii‘:)oc] l‘lMax [h 1] Yxslgg 1] Qx [gg 1]
Ethanol Ethanol Ethanol
ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red
30 0.3162 0.3192 0.1102° 0.142° 0.3572 0.3212
34 0.3192 0.2942 0.066°%  0.10423° 0.284°P¢ 0.248¢
38 0.225" 0.2892 0.0569% 0.1112 0.241¢ 0.245°¢
40 0.175° 0.179° 0.030¢ 0.072bcd 0.167¢ 0.1744

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
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Figura 5.6 Consumo de azucares de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes temperaturas.

50

——30°C b)
40 | = 34°C

—— 38°C

—a—40°C
30 1

Etanol
Etanol
1
[gL ]

T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 5.7 Produccion de etanol por S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes temperaturas.
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Lo que refiere al consumo de sustrato, este se puede observar en la Figura 5.6. Para
S. cerevisiae ITV-01 cantidad de azlcares residuales se mantuvo en entre 6-11 gL,
pero cuando la temperatura fue de 40 °C el consumo fue mas lento. Mientras que S.
cerevisiae Ethanol Red mostro un comportamiento similar al presentado en melazas
consumiendo solo un 50 % de los azlcares iniciales en el medio. Esta situacion

fortalece la hip6tesis sobre la mayor demanda de nutrientes de esta levadura.

La produccion de etanol en miel B para ambas levaduras se muestra en la Figura 5.7.
Las maximas concentracion de etanol se presentaron a la temperatura de 34 °C para
S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red, con un valores de 45.7 gLt y 22.8
gL?, respectivamente. Lo que refiere a los Ypss, esto valores fueron mayores para S.
cerevisiae ITV-01 en un rango de temperatura de 30 °C a 38 °C (en esta ultima no
hubo diferencia significativa), pero a la temperatura de 40 °C S. cerevisiae Ethanol Red

alcanzo un mayor valor de rendimiento.

Tabla 5.5 Parametros cinéticos y estequiométricos de la produccion de etanol
en miel B a diferentes temperaturas.

Parametros

Tem'i’fé;‘t“ra Yris[gg™] Qp [gL'h] Eficiencia [%]
Ethanol Ethanol Ethanol

ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red
30 0.413bd  0.397¢d 1.592° 0.896¢ 80.81bcd  77.72¢d
34 0.471° 0.429"¢ 1.9072 0.955¢ 092.212 83.96"¢
38 0.4752 0.4402° 1.8582 0.899¢ 92.92° 86.122
40 0.3869  0.424bcd 1.330¢ 0.913¢ 85.544 83.00b¢cd

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
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Por otro lado, los valores de Qp nuevamente fueron superiores por parte de S.
cerevisiae ITV-01 y su valor mas alto se presento a los 34 °C, sin embargo este valor
no fue estadisticamente diferente al obtenido a 38 °C. Por otro lado, S. cerevisiae
Ethanol Red alcanzo su valor maximo a los 34 °C pero no existi6 diferencia alguna
con las demas temperaturas evaluadas. Lo anterior puede observarse de mejor forma
en la Figura 5.8, donde se observa claramente el efecto de la temperatura sobre la rp

para ambas levaduras.
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Figura 5.8 Velocidades globales de produccién de etanol obtenidas por S.
cerevisiae ITV-01 (b) y S. cerevisiae Ethanol Red (b) a diferentes temperaturas en
miel B.
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5.3 Evaluacién del efecto de la concentracion de azlcares iniciales.

La evaluacién del efecto de la concentracion de azucares iniciales sobre la produccién
de etanol se muestra en esta seccidon. Los datos experimentos fueron obtenidos
variando la concentracion de azlcares en un rango de 100-250 gL, manteniendo una
temperatura de 34 °C, ya que de acuerdo con los resultados obtenido en la seccion
anterior (evaluacion de la termotolerancia) a esta temperatura la produccion de etanol
se vio favorecida. Reportes en la literatura indican que la produccion de etanol y el
crecimiento adecuado de biomasa se ve favorecida en un rango de temperatura de 30-
36 ° C (Walker, 1998; Togarepi, et al., 2012; Hashem, et al., 2013).

5.3.1 Evaluacion de la osmotolerancia en melazas.

Para el estudio del efecto de la concentracion de azucares iniciales las melazas fueron
diluidas para alcanzar concentraciones de azlcares de 100, 150, 200y 250 gL en el
medio de fermentacion. Respecto a la formacion de biomasa en este medio, en la
Figura 5.9 se muestra los perfiles de crecimiento a las diferentes concentraciones de
sustrato, donde se observa que Saccharomyces cerevisiae ITV-01 presento un mayor
crecimiento que Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red en el rango de
concentraciones evaluadas manteniendo un valores de 6-7 gL' y 5 gL-1,
respectivamente para cada levadura. Los valores de umax para S. cerevisiae ITV-01
fueron estadisticamente similares en un rango de concentraciones de azucares
iniciales de 100-200 gL, pero cuando la concentraciéon se incrementé a 250 gL el
valor de pmax disminuyo. Mientras que para S. cerevisiae Ethanol Red los valores de
Umax fueron en aumento cuando la concentracion de azlcares iniciales en el medio
incrementaba de 100 a 200 gL, pero un comportamiento similar al de S. cerevisiae
ITV-01 fue observado cuando la concentracion se incrementé a 250 gL. Lo anterior
puede ser debido al estrés al que las cepas son sometidas por un aumento en la
presibn osmotica en medio de fermentacion generado por el incrementar en

concentracion de azucares (Walker, 1998; Munnecke, 1981; Lin, et al., 2012).
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Figura 5.9 Crecimiento de biomasa de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en melazas a diferentes concentraciones de azucares iniciales.

Tabla 5.6 Parametros cinéticos y estequiomeétricos de la produccion de biomasa
en melazas a diferentes concentraciones de azucares iniciales.

Parametros
[Az[;f_iliesl M, [h7] Yxs[ag™'] Qx [997]
mv.or  Bthanol - yryq  Bfhanol - ypygq  Ethanol
100 0.319%  0.286°  0.072°  0.115°  0.303*  0.231°
150 0.323% 0.313®  0.046%  0.077° 0226°  0.190°
200 0.311% 0333  0.042¢  0.061°°  0232°  0.166°
250 0.220°  0.184°  0.037¢  0.046%  0.223°  0.173°

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
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Por otro lado, los valores para Yxis y Qx (ver Tabla 5.6) fueron superiores a las menores
concentraciones de azucares iniciales, pero estos valores no fueron estadisticamente
diferentes cuando la concentracion de azucares iniciales en el medio fue incrementada

de 150 a 250 gL para amabas levaduras.

Lo que concierne al consumo de azlcares, este se muestra en la Figura 5.10 donde
se puede observar que la concentracion de azucares residuales aumentaba cuando
se incrementaba la concentracién de azucares iniciales en el medio de fermentacion,
siendo S. cerevisiae ITV-01 la levadura con mayor eficiencia en el consumo de
sustrato, manteniendo al final del periodo de fermentacién entre 8-10 gL de azlcares
residuales cuando se iniciaba la fermentacién con 100-150 gL' de azlcares en el
medio pero cuando esta se incrementaba a 200-250 gL los azlcares residuales
incrementaban entre 40-70 gL1. Mientras que S. cerevisiae Ethanol Red mantenia un

consumo deficiente de sustrato de no mas del 50 % respecto al inicial.
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Figura 5.10 Consumo de azUcares de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en melazas a diferentes concentraciones de azlcares iniciales.
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Figura 5.11 Produccion de etanol por S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae

Ethanol Red (derecha) en melazas a diferentes concentraciones de azlcares
iniciales.

Respecto a la formacion de etanol, la Figura 5.11 muestra que la produccion de se vio
favorecida con un incrementd en la concentracion de azucares iniciales en el medio.
Las maximas concentraciones de etanol alcanzadas para S. cerevisiae ITV-01 y para
S. cerevisiae Ethanol Red se presentaron a 250 gL de azucares iniciales y fueron de
83 y 41 gL, respectivamente. Los valores para el Yp;s se muestran en la Tabla 5.7
donde se muestra que S. cerevisiae ITV-01 no mostro diferencia estadistica con
aumentos en la concentracion de azucares iniciales en el medio de fermentacion,
mientras que S. cerevisiae Ethanol Red mostro sus mayores valores de rendimiento a
150y 200 gL, pero cuando la concentracion de azucares se increment6 a 250 gL el

valor de Ypss decrecid.
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Tabla 5.7 Pardmetros cinéticos y estequiométricos de la produccion de etanol en
melazas a diferentes concentraciones de azucares iniciales.

Parametros
[Azucares] Y » Qe [gL-'h"" Efici ia 1%
oL ris[9g™] e [gL"h"] iciencia [%]
Ethanol Ethanol Ethanol
ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red
100 0.464° 0.400"° 1.807° 0.783¢ 90.90° 78.22bC
150 0.441%° 0.4892 1.992° 1.083¢ 86.33% 95.64°
200 0.4722 0.460? 2.4972 1.129¢ 92.312 90.09°
250 0.4782 0.382° 2.5972 1.2464 93.48? 74.79¢
Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
6 6
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Figura 5.12 Velocidades globales de produccién de etanol obtenidas por S.
cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae Ethanol Red (b) a diferentes concentraciones

de azUicares iniciales en melazas.
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Con lo que respecta a los valores para la Qp, S. cerevisiae ITV-01 fue superior en todas
las concentraciones de azucares iniciales evaluadas respecto a la cepa comercial y
los maximos valores se obtuvieron a 250 gL, pero no existié diferencia estadistica
con respecto a la concentracién de 200 gL. Mientras que S. cerevisiae Ethanol Red
presento su mayor valor de Qp a los 250 gL de azucares iniciales pero si diferencia
estadistica con los valores obtenidos a 150 y 200 gL*. En la Figura 5.12 puede
apreciarse de manera mas clara la superioridad de S. cerevisiae ITV-01, puesto que
esta levadura mostro mayores velocidades de reaccion respecto a la levadura
comercial. Esto es de suma importancia para la produccion de etanol a nivel industrial,
puesto que es deseable la fermentacion de altas concentraciones de azlcares para
generar una mayor produccion de etanol en el menor tiempo posible (Siqueira, et al.,
2008 y Ortiz-Zamora, et al., 2009)

5.3.2 Evaluacion de la osmotolerancia en miel B.

Para el estudio del efecto de la concentracion de azlcares iniciales en miel B, esta fue
diluida para alcanzar concentraciones de azlcares de 100, 150, 200 y 250 gL! en el

medio de fermentacion.

Respecto al crecimiento de biomasa, la Figura 5.13 muestra los perfiles para S.
cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red, donde se puede observar que
aumentos en la concentracion de azucares en el medio promovieron el crecimiento
para S. cerevisiae ITV-01, sin embargo cuando la concentracion de azucares en el
medio se incrementé a 250 gL el crecimiento se vio limitado, un comportamiento
similar se presento para S. cerevisiae Ethanol Red ya que cuando la concentracién de
sustrato al inicio de la fermentacién era incrementada se promovian la formaciéon de
biomasa sin que esta fuera afectada a la maxima concentraciéon (250 gL?). Por otro
lado, los valores para la umax (ver Tabla 23) de estas levaduras alcanzaron su mayor
valor a la concentracién de 250 gL de azUlcares iniciales sin deferencia estadistica
con las otras concentraciones evaluadas (100 'y 150 gL™') con excepcion de los valores

presentados a 200 gL*. Los maximos valores de Yxis y Qx para S. cerevisiae ITV-01
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se obtuvieron a los 100 gL y estos valores disminuian cuando la concentracion de
azucares iniciales en el medio era aumentada. Por otro lado, el valor de Yxs para S.
cerevisiae Ethanol Red fue mayor a los 100 gL, mientras que el Qx alcanzé su mayor
valor cuando la concentracion de azucares iniciales en el medio de fermentacion fue
de 150 gL*. Es importante destacar que ambas levaduras presentaron una mayor
formacién de biomasa en miel B respecto a la presentada en melazas, esto puede ser
debido a que la miel B contiene en su composicion vitaminas (factores de crecimiento)
importantes para el crecimiento de S. cerevisiae como lo son la biotina, la tiamina y la
piridoxina (Walker, 1998).
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Figura 5.13 Crecimiento de biomasa de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes concentraciones de azucares iniciales.
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Tabla 5.8 Parametros cinéticos y estequiométricos de la produccion de biomasa
en miel B a diferentes concentraciones de azucares iniciales.

Parametros
[Az[‘;f_‘f‘f]es] M, [h] Yxslgg'] Qx [99™]
mv-o1  Bhanel - yrygq  Ethanol - pygq  Ethanol
100 0.319°  0.204®  0.066°  0.104°  0.284%  0.248"
150 0.296®  0.321°  0.054° 0.094%  0290°  0.281%
200 0.256°  0.267°  0.041°  0.071°  0.249%  0.235°
250 0.333*  0.326°  0.029°  0.086°  0.195¢  0.271%c

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.

Lo que concierne al consumo de sustrato en miel B, la Figura 5.14 muestras las
cuervas obtenidas por cada levadura a las diferentes concentraciones evaluadas. S.
cerevisiae ITV-01 consumio mas del 90 % del sustrato inicial cuando las
concentraciones de sustrato se encontraban en un rango de 100-200 gL, pero cuando
la concentracioén fue incrementada a 250 gL el porcentaje de consumo disminuyo (75
%). Por otra parte, S. cerevisiae Ethanol Red mantuvo el comportamiento mostrado en
las pruebas anteriores, donde el consumo de sustrato no superaba el 50 % respecto a

la concentracion de azucares iniciales en el medio de fermentacion.
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Figura 5.14 Consumo de azUcares de S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes concentraciones de azucares iniciales.
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Figura 5.15 Produccion de etanol por S. cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae
Ethanol Red (b) en miel B a diferentes concentraciones de azlUcares iniciales.
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La produccién de etanol se muestra en la Figura 5.15, donde se observa que aumentos
en la concentracion de azucares iniciales promovieron la produccion de etanol, sin
embargo cuando la concentracién de azucares iniciales fue de 250 gL la produccién
de etanol no fue diferente estadisticamente respecto al obtenida a 200 gL™*. Respecto
al Ypis por parte de S. cerevisiae ITV-01, este alcanzo su mayor valor (0.472 gg™)
cuando la concentracion de azucares iniciales fué de 150 gL-1, aunque no existié
diferencia estadistica con los valores obtenidos a las demas concentraciones, dejando
ver que la produccion etanol no se vio afectada cuando la concentracion de azlcares
en el medio se incrementaba de 100-250 gL. Por otro lado S. cerevisiae Ethanol
alcanzé su mayor valor de Yps cuando la concentracion de azlcares iniciales fue de
250 gL, sin embargo esta no presento diferencia significativa con respecto a la
obtenida a 200 gL?. Por ultimo la Qp fue superior para S. cerevisiae ITV-01 y su
maximo valor (2.785 gLth!) se presenté cuando la concentracién de azlcares en el
medio fue de 250 gL y este valor disminuia cuando la concentracién de azlcares
iniciales decrecia. Un comportamiento similar fue observado para la levadura
comercial, pero los valores para Qp a 200 y 250 gL! fueron estadisticamente similares.
Lo anterior puede apreciarse de forma mas clara en la Figura 5.16, donde se observa
que S. cerevisiae ITV-01 presente una mayor rp respecto a S. cerevisiae Ethanol Red,
dejando en manifiesto la mayor eficiencia de levadura S. cerevisiae ITV-01 para la
produccion de etanol manteniendo consumos de sustrato adecuado y mayores

velocidades de formacion de producto a altas concentraciones de azucares iniciales.
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Tabla 5.9 Pardmetros cinéticos y estequiométricos de la produccion de etanol
en miel B a diferentes concentraciones de azucares iniciales.

Parametros
[Azucares] » A . .  ro

[gL] Yeis[gg™] Qe [gL'h] Eficiencia [%]
Ethanol Ethanol Ethanol

ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red
100 0.471%*  0.429¢ 1.9074 0.955°¢ 92.21% 83.96¢d
150 0.472%° 0.403¢ 2.383°¢ 1.121f 92.412b 78.924
200 0.449%¢  0.472% 2.589° 1.462¢ 87.77°¢ 92.43%
250 0.453b¢ 0.4952 2.785° 1.448¢ 88.63"¢ 96.882

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica.
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Figura 5.16 Velocidades globales de produccién de etanol obtenidas por S.

cerevisiae ITV-01 (a) y S. cerevisiae Ethanol Red (b) a diferentes concentraciones
de azucares iniciales en miel B.
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5.4 Evaluacién de la produccion de etanol en jugos e hidrolizados.

Con la finalidad de evaluar la capacidad fermentativa de las levaduras S. cerevisiae
ITV-01 y S cerevisiae Ethanol Red en diversos medios complejos con aplicacion
industrial, se realizaron fermentaciones en jugo de sorgo dulce e hidrolizado de grano
de cebada agotada.

Para llevar a cabo las fermentaciones de juego de sorgo dulce, previamente el jugo
fue obtenido mediante la extrusién del tallo de sorgo, seguido de una filtracion y éste
fue almacenado hasta su uso. El jugo contenia una concentracion de azucares iniciales
de 140 gL*. La Figura 5.17 muestra la produccion de etanol y biomasa, asi como el
consumo de azucares durante un periodo de 24 horas, donde se observa que S.
cerevisiae Ethanol Red alcanzo una mayor concentracion de biomasa al final del
tiempo de fermentacion respecto a S. cerevisiae ITV-01, pese a lo anterior no existio
una diferencia estadistica en la umax para amabas levaduras (ver Tabla 5.10), pero si
en los valores para Yxs. Mientras que el consumo de sustrato fue muy similar para
ambas levaduras, S. cerevisiae ITV-01 consumio un 95 % del sustrato inicial y S.
cerevisiae Ethanol Red consumio un 86 %. Comparando el consumo de sustrato
mostrado por la levadura comercial en melazas, miel B y juego de sorgo dulce, este
ultimo medio mejoro el consumo, probablemente a que este medio contiene una mayor

cantidad de nutrientes respecto a los otro medios (Laopaiboon , et al., 2010).

Tabla 5.10 Parametros cinéticos y estequiométricos para la produccion de
etanol a partir de jugo de sorgo dulce.

Parametros
S. cerevisiae pMax Yxis Ypis Qx Qp Eficiencia
[h'] [997'] [9g”] [gL'h"] [gL"'h”] [%]
ITV-01 0.307° 0.051° 0.465°2 0.313" 2.594° 89.162

Ethanol Red  0.304° 0.069° 0.430° 0.370° 2.197° 84.17°2

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica
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Figura 5.17 Produccion de etanol por las levaduras S. cerevisiae ITV-01 (a) y S.

cerevisiae Ethanol Red (b) en jugo de sorgo dulce.
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La produccién de etanol en jugo de sorgo dulce para S. cerevisiae ITV-01 y S.
cerevisiae Ethanol Red fue de 62.3 gL' y 52.6 gL, respectivamente para cada
levadura, pese a que S. cerevisiae ITV-01 presento mayor concentracion de etanol al
final del tiempo de fermentacion, los valores de Ypis y eficiencia no presentaron

diferencia estadistica pero si los valores para Qp.

La produccion de etanol a partir del hidrolizado de grano de cebada agotada, fue
realizada con la finalidad de evaluar la produccién de etanol de segunda generacion
por ambas levaduras. Esta etapa experimental fue realizada en el laboratorio de
biotecnologia alimentaria de la universidad de Vigo (campus Ourense, Espafia) bajo la
direccién del Dr. José Manuel Dominguez Gonzélez. el hidrolizado fue obtenido tras
pretratar el grano de cebada agotada con H2SO4 [1.25 % w/w] a 120 °C por 17 minutos
(1:8 w/w) con la finalidad de reducir la fraccion de hemicelulasa; seguido de un
tratamiento alcalino con NaOH [8 % wi/v] al120 °C por 60 minutos (1:10 w/w) y
finalizando con una hidrolisis enzimatica relacion liquido-solido de 30:1 (g:Q)
manteniendo una relaciéon de celulasas-sustrato de 28:1 (FPU:g) y una relacion
celobiosa-celulasas 13:1 (IU:FPU)]. La concentracion de azlcares iniciales en el
hidrolizado fue de 31 gL™. La Figura 5.18 muestra la produccién de etanol, biomasa y
el consumo de sustrato en el hidrolizado de grano de cebada agotada por un periodo
de 12 horas. Respecto a la formacion de biomasa se puede observar que la levadura
comercial alcanz6 una mayor concentracion celular al final de la fermentacion respecto
a S. cerevisiae ITV-01, lo anterior se vio reflejado en los valores para la pmax, Yxis Y Qx
gue mostraron una diferencia estadistica favorable para S. cerevisiae Ethanol Red. Lo
gue respecta al consumo de sustrato, se observa que S. cerevisiae ITTV-01 consumio
practicamente en su totalidad los azucares disponibles en el medio a las 12 horas,
mientras que S. cerevisiae Ethanol Red consumié en su totalidad los azucares a las
10 horas. La produccion de etanol fue muy similar para S. cerevisiae ITTV-01 y S.
cerevisiae Ethanol Red y las maximas concentraciones fueron del4.8 y 15.2 gL,
respectivamente. Los valores para el Yps y la eficiencia (ver Tabla 5.11) no
presentaron diferencia significativa entre si, mientras que la Qp fue superior para S.

cerevisiae Ethanol Red.
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Figura 5.18 Produccion de etanol por las levaduras S. cerevisiae ITV-01 (a) y S.
cerevisiae Ethanol Red (b) en hidrolizados de grano de cebada agotada.
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Tabla 5.11 Parametros cinéticos y estequiométricos parala produccién de etanol
a partir de hidrolizado de grano de cebada agotada.

Parametros
S. cerevisiae “Max Yxis Ypis Qx Qp Eficiencia
[h-] [9g™] [9g"1  [gL'h"] [gL'h"] [%]
ITV-01 0.231° 0.110° 0.4732 0.325° 1.223° 92.584

Ethanol Red 0.309? 0.181° 0.488° 0.590° 15178 95.44°

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica

Realizando una comparacion de los medios utilizados como el jugo de sorgo dulce e
hidrolizado de grano de cebada agotada respecto a la miel B y melazas para ambas
levaduras, podemos encontrar que los valores de pmax SOn estadisticamente similares
para en todos los medios evaluados, con excepcion de S. cerevisiae ITV-01 que
presento diferencia estadistica el crecer en hidrolizado. Lo anterior puede ser debido
al hecho que los hidrolizados enziméaticos generan compuestos inhibitorios que limita
el crecimiento del microrganismo (Klinke, et al., 2004). Respecto a los Yp/s, se puede
ver en la Tabla 5.12 que esto valores fueron estadisticamente similares por arriba de
0.44 gg™* (85 % respecto al valor tedrico) para S. cerevisiae ITV-01 demostrando su
potencial para la produccion de etanol en diversos medios con aplicacion industrial,
mientras que S. cerevisiae Ethanol Red mostro diferencias en sus valores de Ypss
dejando ver que el desempefio adecuado para esta levadura dependera del medio en
gue sea utilizada. Por dltimo, la Qp mostro tener su mayor valor cuando el jugo de
sorgo fue utilizado como medio de fermentacion para ambas levaduras, resaltando asi
su amplio potencial de su uso para la produccién de etanol. Los valores mas bajos de
Qr se obtuvieron con el hidrolizado de grano de cebada agotada, debido a que la

concentracion de azucares iniciales en el medio era de 31 gL™.
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Tabla 5.12 Comparacién de la produccion de etanol en diferentes medios.

Parametros
Medio M, [h7] Yes[gg™] Qe [997]
Ethanol Ethanol Ethanol
ITV-01 Red ITV-01 Red ITV-01 Red

Melazas 0.323° 0.313° 0.441°¢ 0.489° 1.992¢ 1.083f

Miel B 0.296°  0.321°  0.472®>  0.403°  2.383°  1.121f

Jugo de 0.307  0.304°  0.465%° 0.430°  2.594°  2.197°
sorgo

""dg(’:'::f“ 0.231°  0.309°  0.473*  0.488%  1.223F  1.517"

Los valore con letras diferentes presenta diferencia estadistica
* Concentracion de azlcares iniciales de 31 gLt

5.5 Comparacioén a nivel planta piloto.

Con la finalidad de verificar si los valores para rendimientos, productividades y demas
parametros obtenidos a nivel laboratorio por las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S.
cerevisiae Ethanol Red se mantenian similares a nivel planta piloto, se evaluo la
produccion de etanol en jugo de cafia en un fermentador de 1500 L con ambas
levaduras. Para lo anterior, el jugo de cafa fue previamente obtenido tras la molienda
de 5 toneladas de cafia de azUcar y clarificado en un tanque sedimentador. El jugo de
cafia contenia una concentracion de 135 gL-1 de azucares iniciales.Para llevar a cabo
las fermentaciones en el fermentador de 1500 L se llevaron a cabo 2 etapas previas
de precultivo para la proliferacion de las levaduras (reactor de 60 L y tanque semilla
de 400 L) y con el motivo de evaluar la adicion de nutrientes al medio de fermentacion,

fueron afiadidos 2 gL de (NH4)2SO4 a los fermentadores.

La Figura 5.19 muestra los perfiles de biomasa producida para cada levadura con (CN)
y sin adicion de nutrientes (SN), donde se observa que S. cerevisiae ITV-01 presento

un mayor crecimiento respecto a la levadura comercial y ésta presento un mayor
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crecimiento cuando el (NH4)2SO4 fue adicionado al medio de fermentacion. Fenbmeno
similar se present6 durante el crecimiento de S. cerevisiae Ethanol Red, lo anterior es
debido a que el (NH4)2SO4 proporciona 2 nutrientes esenciales (nitrégeno y sulfuro)
para las levaduras con funciones estructurales y de importancia para la sintesis de
aminoacidos (Walker, 1998).

18
—e— |TV-01 CN
16 A —&— [TV-01 SN
—&— Ethanol Red CN
14 4 —4A— Ethanol Red SN

Biomasa
oL

0 5 10 15 20 25 30
Timepo [h]

Figura 5.19 Produccion de biomasa en jugo de cafia de azucar a nivel planta
piloto.

Los valores de umax para cada levadura variaron con la adicion de nutrientes, estos
valores fueron mayores cuando el medio fue suplementado para ambas levaduras y
S. cerevisiae ITV-01 presento el mayor (0.124 h't). Comparando los valores obtenidos
a nivel laboratorio con los obtenidos a nivel planta piloto se observa una disminucion
de la umax €n ambas levaduras, esto puede ser debido a la inhibicién generada por el
estrés a los cuales las levaduras son sometidas cuando se realizan fermentaciones en
tanques abiertos (Bai, Anderson y Moo-Young, 2008). Por otro lado, los valores de Yx/s

y Qx fueron mayores para S. cerevisiae ITV-01 comparado con S. cerevisiae Ethanol
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Red cuando el medio fue adicionado con nutrientes y cuando este no fue

suplementado.

Tabla 5.13 Parametros cinéticos y estequiométricos para la produccion de
biomasa en jugo de cafa a nivel planta piloto.

Parametros
(NH.)2S0, M, [h] Yxslgg™] Qx [9g]
mvor  Bthanel - yrygq  Ethanol - ypygq  Ethanol
Con 037 0424 04123  0.066 0663 0435
Sin 001 0056 0081  0.063 0547  0.449

Lo que respecta al consumo de sustrato, la Figura 5.20 muestra los perfiles seguidos
por S. cerevisiae ITV-01 y S: cerevisiae Ethanol Red cuando el medio fue
suplementado y cuando este no fue suplementado. En la Figura 30 se observa que la
levadura S. cerevisiae ITV-01 mostro una mayor velocidad en el consumo de azucares
en el medio cuando el medio de fermentacion fue adicién con (NH4)2SO4, sin embargo
aun cuando el medio de fermentacion no fue suplementado con nutrientes S.
cerevisiae ITV-01 mantuvo el mismo porcentaje de consumo de sustrato (87 .5 %) que
cuando éste fue suplementado pero con en un mayor tiempo de fermentacion. Por otro
lado S. cerevisiae Ethanol Red mostro una mayor eficiencia en el consumo de sustrato
cuando el medio se suplemento, superando incluso el porcentaje de consumo de
sustrato (91 %) mostrado por la S. cerevisiae ITV-01, sin embargo cuando la adiciéon
de (NH4)2SO4 el porcentaje de consumo no fué superior al 75 % y el periodo de

fermentacion se alargé hasta las 30 horas.
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Figura 5.20 Consumo de azlcares en jugo de cafia a nivel planta piloto.
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Figura 5.21 Produccion de etanol en jugo de cafia a nivel planta piloto



La produccion de etanol en jugo de cafia a nivel planta piloto se muestra en la Figura
5.21, aqui se puede observar que la produccion de etanol para S. cerevisiae ITV-01
fue muy similar (49 gL*) cuando los nutrientes fueron adicionadas al medio y cuando
estos no fueron afiadidos, esto deja ver de forma evidente que S. cerevisiae ITV-01 es
una levadura con bajos requerimientos nutricionales para la produccioén de etanol, este
comportamiento fue previamente reportado por Partida-Sedas (2017) indicando que la
produccién de etanol fue similares en jugo de sorgo suplementado y sin suplementar.
Mientras que S. cerevisiae Ethanol Red mostré una mejor produccién de etanol cuando
se adicion6é (NH4)2SO04 al medio de fermentacién (52 gL?) y cuando el medio no fue
suplementado la produccién de etanol disminuy6 (44 gL?) y el tiempo de fermentacién
fué de 30 horas. Lo anterior confirmé que el comportamiento mostrado por esta
levadura en melazas y miel B fué debido a la falta de nutrientes en el medio de
fermentacion, dando evidencia clara de que S. cerevisiae Ethanol Red es una levadura

con alta demanda nutricional.

Tabla 5.14 Parametros cinéticos y estequiométricos para la produccion de
etanol en jugo de cafa a nivel planta piloto.

Parametros
(NH4)2SO, Yeis[gg™] Qe [gL'h] Eficiencia [%)]
mv.o1  Ethanol - yry.gq  Ethanol - yyygq  Ethanol
Con 0.467 0.435 1.983 2.236 91.47 85.20
Sin 0.416 0.449 2.055 1.478 81.32 87.90

Los valores de Ypis para S. cerevisiae ITV-01(ver Tabla 5.14) alcanzaron su maximo
valor cuando el medio fué suplementado con (NH4)>SO4, teniendo una eficiencia de
fermentacion superior al 90 %, sin embargo los valores de Qp fueron similares.

Mientras que S. cerevisiae Ethanol Red mostro rendimiento similares cuando el medio
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de fermentacion fue suplementado con nutrientes y no cuando no lo fué, pero los
valores de Qp fueron superiores cuando el medio fue enriquecido con (NH4)2S0Oa4,
dejando en claro la necesidad de adicionar nutrientes al medio de fermentacion para

esta levadura.
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6 CONCLUSIONES

Las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red fueron capaces de
crecer en un rango de temperaturas de 30-40 °C mostrando una disminucion del
crecimiento con aumentos en la temperatura, pese a esto las levaduras fueron capaces
de mantener su capacidad fermentativa con Ypss y eficiencias de fermentacidon

similares.

Ambas levaduras fueron capaces de crecer en un rango de concentracion de azlcares
iniciales de 100-200 gL* sin mostrar efectos inhibitorios por la accién del sustrato, asi
mismo la produccion de etanol no fue afectada con aumentos en la concentracion de
azucares iniciales en el medio de fermentacion dejando en evidencia la capacidad de

osmotolerantes de estas levaduras.

S. cerevisiae ITV-01 mostro ser una levadura con una mayor eficiencia en el consumo
y la produccion de etanol en melazas y miel B sin suplementar respecto a S. cerevisiae
Ethanol Red que consumio solo un 50 % de los azlcares iniciales en el medio de

fermentacion, limitando asi la produccién de etanol.

La produccion de etanol en jugo de sorgo dulce para ambas levaduras fue similar
manteniendo valores de Ypss y eficiencia iguales entre si, sin embargo S. cerevisiae
ITV-01 mostro una mayor productividad. Mientras que la produccién de etanol en
hidrolizado de grano de cebada agotada (medio enriquecido) fue similar para ambas
levaduras (Yris) pero en este medio S. cerevisiae Ethanol Red mostro una mayor

valora para Qp respecto a S. cerevisiae ITV-01.
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Las levaduras S. cerevisiae ITV-01 y S. cerevisiae Ethanol Red produjeron etanol a
nivel planta piloto con eficiencias superiores al 90 y 85 % respectivamente cuando el
medio de fermentacion fue suplementado con (NH4)2SO4 y cuando el medio no fue
suplementado las eficiencias fueron de superiores a 85 % para ambas levaduras,
manteniendo la eficiencia de fermentacién en ambos casos por encima del 80 % el

cual es el valor minimo requerido para el escalamiento de un proceso fermentativo.

S. cerevisiae ITV-01 demostré ser una levadura con bajos requerimientos nutricionales
para la produccién de etanol, mientras S. cerevisiae Ethanol Red mostro ser una
levadura que para poder llevar un consumo de sustrato eficiente y adecuada
produccion de etanol necesita la incorporacion de nutrientes como (NH4)2SOa.
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