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Resumen:

Durante la elaboracion del tequila, obtenido de la fermentacion de jugo de agave,
se generan aguas residuales conocidas como vinazas, las cuales contienen
elevada carga organica, pH acido, fenoles, furfurales y otros compuestos que en
conjunto dificultan su tratamiento y elevan los costos del proceso de produccion.
Ante esto, la economia circular, funge como una alternativa para la reutilizacion de
las vinazas como materia prima para la produccion de etanol por medio de
levaduras. Sin embargo, las vinazas contienen compuestos inhibitorios del
crecimiento levaduriforme, por lo cual, resulta necesario utilizar levaduras mejor
adecuadas a estas condiciones. Debido a esto, la propuesta del presente trabajo
consiste en el aislamiento de una levadura presente en vinazas tequileras y
determinar su cinética de crecimiento con el fin de evaluar su uso posterior en una
biorrefineria para la produccién de etanol a partir de vinazas. Las levaduras se
aislaron por el método de diluciones seriadas en medio solido Agar dextrosa
Sabouraud (SDA). Posteriormente, el crecimiento celular fue evaluado en un caldo
Yeast-extract Peptone Dextrose (YPD) a tres concentraciones de glucosa, 10, 60 y
90 g/L y se determiné el rendimiento de sustrato en masa (Yx/s) y la tasa especifica
de crecimiento (u). La velocidad especifica de crecimiento fue similar, = 0.2 h™', para
las concentraciones de glucosa evaluadas. El mayor valor en rendimiento Yx/s fue
de 0.140 % 0.025 gviomasa/gglucosa @ 10 g/L y el mayor porcentaje de remocion de
sustrato fue alcanzado a 90 g/L (99.79 £ 0.03%). Dada la gran capacidad de la
levadura para metabolizar el sustrato y convertirlo rapidamente a biomasa resulta
ser una levadura apta para su uso en fermentacion alcohdlica con la proyeccion a
Su uso en economia circular de residuos tequileros.

Palabras clave: fermentacion alcohdlica, vinazas tequileras, valorizacion de
residuos, economia circular, levaduras.

4 Material base de proyecto de tesis de maestria con enfoque en “Economia circular de vinazas tequileras”.
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Abstract:

During the production of tequila, obtained from the fermentation of agave juice,
wastewater known as vinasse is generated, which contains a high organic load, acid
pH, phenols, furfural and other compounds that together hinder the treatment of the
wastewaters and increase the production cost. In view of this, the circular economy,
is an alternative for the reuse of vinasses as a raw material for ethanol production
by means of yeasts. However, stillage contains compounds that inhibit yeast growth,
so it is necessary to use yeasts that are better suited to these conditions. Therefore,
the proposal of the present work consists of isolating a yeast present in tequila
vinasses and determining its growth kinetics in order to evaluate its subsequent use
in a biorefinery for the production of ethanol from vinasses. Yeasts were isolated by
the method of serial dilutions in solid Sabouraud dextrose agar (SDA) medium.
Subsequently, cell growth was evaluated in Yeast-extract Peptone Dextrose (YPD)
broth at three glucose concentrations, 10, 60 and 90 g/L and the mass substrate
yield (Yx/s) and specific growth rate (u) were determined. The specific growth rate
was similar, = 0.2 h”'for the glucose concentrations evaluated. The highest value in
Yx/s yield was 0.140 = 0.025 gviomass/Qglucose at 10 g/L and the highest percentage of
substrate removal was achieved at 90 g/L (99.79 £ 0.03%). Due to the high capacity
of the yeast to metabolize the substrate and quickly convert it into biomass it is a
yeast suitable for use in alcoholic fermentation with the projection of its use in the
circular economy of tequila residues.

Keywords: alcoholic fermentation, tequila vinasses, waste valuation, circular
economy, yeasts.

INTRODUCCION

En la actualidad la produccién de tequila en México se ha elevado drasticamente
por una alta demanda en el mercado nacional e internacional (Alcazar-Valle et al.,
2019; CRT, 2019). Sin embargo, durante su produccion, se obtienen aguas
residuales conocidas como vinazas tequileras, las cuales presentan alto contenido
de materia organica, pH acido, compuestos organicos recalcitrantes y compuestos
como fenoles y furfurales que actuan como inhibidores del crecimiento celular de
bacterias y levaduras (Dos Reis et al., 2018; Sanchez et al., 2019; Rodriguez-
Romero et al.,, 2020). Ademas, se ha visto que las vinazas son altamente
contaminantes en efluentes acuaticos y en suelos cuando se desechan sin control
alguno (Moran-Salazar et al., 2016; Sousa et al., 2019; Martinez-Orozco et al., 2020;
Diaz-Vazquez et al., 2022).

No obstante, la mayor parte de los estudios sobre vinazas que se han desarrollado
a la fecha presentan una tendencia mayormente limitada a procesos de tratamiento
y remediacion. Debido a esto, es necesario un abordaje en términos de economia

circular para reutilizar estas aguas residuales y obtener otros productos de valor
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agregado utilizando levaduras en sistemas conocidos como biorrefinerias,
mencionando también una posible disminucién del impacto ambiental generado por
estos residuos (Aleman-Nava et al., 2017; Cabafias et al., 2019; Sanchez et al.,
2019; Rodriguez-Romero et al. 2020; Tsegaye et al., 2020).

Las levaduras son organismos eucariotas unicelulares pertenecientes al filo
Ascomicetos, del orden de los Saccharomycetales del cual, el género
Saccharomyces ha resultado de vital importancia desde tiempos remotos (Suh et
al., 2006) y en la actualidad son la base de una amplia gama de aplicaciones
biotecnoldgicas e industriales (Suarez-Machin et al., 2016; Parapouli et al., 2020).
En la actualidad, Saccharomyces cerevisae se ha definido como el principal modelo
de estudio eucariota por su genoma de menor tamano y baja cantidad génica
(Parapouli et al., 2020) y ha sido comunmente utilizado en la industria alimenticia
como levadura para la panificacion (Chiva et al., 2020) o en la produccién de
bebidas (Suh et al., 2006; Parapouli et al., 2020). Por otro lado, se ha diversificado
su uso para produccién de vitaminas (Perli et al., 2020), produccion de moléculas
proteinas con fines nutrimentales (Diaz-Vazquez et al., 2022) o lipidos para
produccién de biocombustibles (Hoarau et al., 2018; Abeln y Chuck, 2021) y la
produccion de bioetanol (Basso et al., 2008; Jansen et al., 2017; da Silva Fernandes
et al., 2022) entre los mas destacados.

Recientemente se han desarrollado diversos procesos de revalorizacidon de residuos
por levaduras, dando especial importancia a levaduras silvestres, las cuales se
encuentran adecuadas a las condiciones estresantes propias de la naturaleza y
ademas presentan un gran potencial para la conversion de residuos que por su
composicion compleja resultan dificil de tratar por métodos de tratamiento
convencionales. Bajo el mismo tenor, es importante destacar que dependiendo la
complejidad de los residuos generados, generalmente se deben utilizar métodos
combinados de tratamiento que a su vez encarecen los costos totales del proceso
previo a su desecho (Cabanas et al., 2019; Alcazar-Valle et al., 2018).

A pesar de que las levaduras como Saccharomyces cerevisiae presentan
caracteristicas favorables para su uso en general como una alta capacidad para
soportar concentraciones elevadas de etanol, altas temperaturas, en algunos casos
altas concentraciones de azucares o niveles de pH acidos (Favaro et al., 2019;
Prado et al., 2020; da Silva Fernandes et al., 2022); constantemente se han aislado
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cepas silvestres con caracteristicas fisiologicas similares e incluso superiores a lo
observado en levaduras comerciales de uso comun. Como menciona Parapouli
(2020), el estudio de levaduras silvestres brinda mas informacion acerca de los
mecanismos de supervivencia y conductuales que se ponen en funcionamiento bajo
las distintas condiciones ambientales presentes en la naturaleza, que las levaduras
crecidas en laboratorio bajo condiciones ambientales controladas las cuales a nivel
industrial generalmente presentan grandes diferencias respecto a levaduras
silvestres (Favaro et al., 2019; da Silva Fernandes et al., 2022).

En este sentido, y con la finalidad de desarrollar un proceso de economia circular
como alternativa a los procesos de tratamiento costosos y lentos, el propdsito del
presente trabajo consiste en el aislamiento de levaduras presentes en vinazas
tequileras y la evaluacion de su crecimiento en un medio de cultivo estandar
mediante la determinacion de su tasa de crecimiento y la tendencia en el consumo
de sustrato que permitan ademas, proyectar su uso en biorrefinerias para

produccion de etanol utilizando vinazas tequileras como medio de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Vinazas tequileras

Las levaduras utilizadas en este trabajo se aislaron de una muestra simple de
vinazas colectada en un tanque de decantacién de una destiladora tequilera ubicada
en Atotonilco el Alto, Jalisco, México.

Las levaduras aisladas fueron caracterizadas macroscopica y microscopicamente y
se expresaron como morfologia colonial y celular respectivamente. Ademas, la
vinaza utilizada se caracterizé fisicoquimicamente determinando pH, azucares
reductores residuales, fenoles y furfurales totales, sdélidos suspendidos totales
(SST) y volatiles (SSV) y la demanda quimica de oxigeno (DQO).

Aislamiento y propagacion de microorganismos

Para el aislamiento de las levaduras se utilizo6 medio solido agar dextrosa sabouraud
(MCD Lab, Méx.).

Para la propagacion se utilizo caldo de cultivo YEPD Yeast-extract peptone dextrose
(BD Bioxon, Méx.).

Aislamiento de levaduras nativas de vinazas tequileras 21



Para la evaluacién de las cinéticas de crecimiento levaduriforme se utilizé caldo de
cultivo YEPD Yeast-extract peptone dextrose enriquecido con dextrosa al 1%, 6% y
9% (BD Bioxon, Méx.).

El aislamiento se inici6 partiendo de 1 ml de vinaza y llevado a 5 diluciones seriadas
1/10 inoculando en nuevas placas de medio sélido SDA, e incubando a 30 °C,
durante 48 h. Las sucesivas resiembras en medio solido SDA se resembraron con
un asa metalica por el método de agotamiento de in6culo a 30 °C cada siete dias.
Para la propagacion, se emple6é medio de cultivo liquido YPD, en 100 mL se inoculo
una colonia de levadura de una placa de medio SDA, se incubé a 30 °C con
agitacion a 0.7267 g (100 rpm) por 48 h, similar a lo realizado por Hemansi et al.
(2022) con algunas modificaciones. Este fue el medio inicial de propagacion. Para
continuar con la propagacién, nuevo medio liquido YPD fue inoculado al 10 % v/v
con medio inicial de propagacién bajo las mismas condiciones de crecimiento. Este
medio sirvid a su vez como inéculo para nuevo medio liquido YPD y de manera

similar se desarrollaron las sucesivas resiembras en medio de propagacion.

Caracterizacion macroscopica y microscopica

De una placa con medio SDA, correspondiente a resiembra de la segunda
generacion de crecimiento, se tomo una colonia y se realizé un frotis fijado con calor
y tefiido con azul de lactofenol. Se determiné el tamafo celular aproximado
mediante el Software libre Zeiss Zen3.4 Blue edition (Zeiss Microscopy, Ger).
Asimismo se observo la morfologia macroscopica colonial en estereoscopio para la

descripcion de tamanio, forma, margenes, propiedades opticas y elevacion.

Monitoreo de las cinéticas de crecimiento

En matraces con caldo YDP (300 mL) con concentracion de dextrosa de 10, 60 o
90 g/L se inocularon al 10% w/v con una concentracion celular en etapa exponencial
(24 h) de 25 x 10° células/mL (conteo en Camara de Neubauer), a 30 °C, con
agitacion a 0.7267 g, por 30 h similar a lo desarrollado por Arrizon y Gschaedler
(2006). Se tomaron muestreos de 3 mL para medicion de etanol, azucares
reductores y biomasa cada 2 h durante las primeras 12 h de fermentacién,
posteriormente se tomaron muestreos a las 24, 30 y 36 h.
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El crecimiento celular inicial y final se determin6 por recuento directo en camara
Neubauer. La tasa especifica de crecimiento se calculd con la linealizacién por
logaritmo natural de la ecuacion de crecimiento exponencial (Ec. 1) ajustada al
modelo de Monod tomando el valor de la pendiente de la ecuacién de la recta como
el valor para p-velocidad especifica de crecimiento (Ec. 2), el porcentaje de sustrato
consumido (Ec. 3) y el rendimiento en masa Yx/s (Ec. 4), calculados mediante las

siguientes ecuaciones:

X = Xpeht (1)

In(X) = In(X,) + ut (2)

% Consumo de sustrato = (Sl;—sf) * 100 (3)
— X=X

Yx/s = s 4)

Donde X es la concentracion de biomasa, Xo es la concentracion inicial de biomasa,
M es la velocidad especifica de crecimiento y t, el tiempo final que delimita la fase
exponencial. X; y Xy corresponden a la concentracion inicial y final de biomasa en
peso seco mientras tanto S; y Sy son la concentracion de sustrato inicial y final.

Los azucares se determinaron por el método DNS (reaccién azucar-acido 3,5-
dinitrosalicilico) efectuandose en tubos con 0.5 mL de muestra 'y 0.5 mL de solucion
DNS, incubandose a 100 °C durante 5 minutos, enfriando en agua fria por 5 minutos,
agregando 4 mL de agua y midiendo absorbancia a 540 nm (Miller, 1959) y se
determiné la concentracion con una curva de calibracion con dextrosa como
estandar. El peso seco se determind acorde a la norma mexicana NMX-034-SCFI-
2015 con algunas modificaciones. En tubos eppendorf previamente secados a 105
+ 5 °C y pesados (Po), se colocaron 2 mL de muestra y se llevaron a centrifugacion
(1118 g, 10 min). El sobrenadante se retird y almacend a -20 °C hasta su uso para
determinacion de etanol y consumo de sustrato y el pellet celular se lavé en dos
ocasiones con solucion salina llevandose a incubacion a 105 £ 5 °C, 24 h.

Una vez registrado el peso seco del tubo mas la muestra (P;) y el peso seco del

tubo (P,) se determind el peso seco de la muestra (Ec. 5).
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Peso seco (105°C) = P, — P, (5)

Donde P; es el peso del tubo con la muestra después de la deshidratacién y P, es

el peso del tubo después de la deshidratacion.

Técnicas analiticas

El pH se determin6 con un potencidmetro Hanna HI2020 acorde a las indicaciones
del fabricante (Hanna Instruments Inc. ) y la demanda quimica de oxigeno mediante
un kit Hach 8000 (COD, Hach Company). Los compuestos fendlicos totales se
determinaron por el método Folin-Ciocalteu (Ruiz-Nieto, comunicacién personal) en
tubos con 187 pL de muestra mezclados con 1406 pL de reactivo Folin-Ciocalteu
(10% volumen/volumen) dejandose en reposo por 5 min. Pasado este tiempo se
agregaron 1406 pL de carbonato de sodio (20% peso/volumen) dejandose en
reposo a temperatura ambiente durante 1 h. Pasado el tiempo se midié absorbancia
a 750 nm y se determind la concentracion con una curva de calibracion con acido
galico como estandar. La concentracion de sdlidos suspendidos totales y volatiles
se determind acorde a los métodos establecidos en la norma mexicana NMX-034-
SCFI1-2015, y los furfurales se determinaron conforme a lo establecido en la norma
mexicana NMX-V-004-NORMEX-2013.

Analisis estadistico

Se realizé un Disefio Completo al Azar variando la concentracion de sustrato en 10,
60y 90 g/L con la velocidad especifica de crecimiento (u), rendimiento en masa Yx/s
(g/g) y el consumo de sustrato (%) como variables de respuesta. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado. Se realiz6 la prueba Shapiro-Wilks para comprobar la
normalidad de los datos, y se realizé un ANOVA y la prueba de Tukey para la
Comparacion multiple de medias mediante la herramienta Excel (Office 365,
Microsoft, US).

Aislamiento de levaduras nativas de vinazas tequileras 24



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica de la vinaza

Para tener conocimiento de las caracteristicas quimicas de las vinazas tequileras
se procedid a la cuantificacion de los componentes mencionados en la seccion

“‘Materiales y métodos”.

Cuadro 1. Caracterizacion fisicoquimica de las vinazas utilizada.

Table 1. Physicochemical characterization of vinasses used.

Parametro Valor®

pH 3.97 £ 0.02
Azucares reductores residuales (g/L) 4.99 £ 0.65
Fenoles totales (mg/L)? 606 + 15.89
Furfurales (mg/L)P 11.08 £ 0.31
DQO (g/L) 32.70+0.28
SST (g/L) 0.49+0.02
SSV (g/L) ~ 0.49 + 0.01

aExpresado como mg de acido galico
bExpresado como mg de furfural

®Valores muestran la media y la desviacion estandar de tres réplicas

Las concentraciones observadas de azucares reductores, pH, demanda quimica de
oxigeno y solidos suspendidos, son acordes a lo reportado en la literatura (Lopez-
Lépez et al., 2010; Moran-Salazar et al., 2016; Martinez-Orozco et al., 2020;
Rodriguez-Romero et al., 2020; Jorge et al., 2021; Diaz-Vazquez et al., 2022). De
manera similar, las concentraciones de fenol (606 mg/L) y furfural (11 mg/L),
compuestos de interés por su efecto inhibitorio del crecimiento, se encontraron
dentro del rango reportado en otros trabajos (Garcia-Becerra et al., 2019;
Rodriguez-Romero et al., 2020; Jorge et al., 2021) con un valor maximo de fenoles
totales reportado para vinazas tequileras de 900 mg/L (Garcia-Becerra et al., 2019)
y de furfurales, 285.83 mg/L (Rodriguez-Romero et al., 2020) (Cuadro1).
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Con los datos observados, se deduce que el origen de las vinazas tequileras influye
en su composicidon ya que las diferencias en los procesos de produccion de tequila
causan la generacion de vinazas tequileras con una composicidn quimica

especifica.

Aislamiento y caracterizacion morfolégica de la levadura

Las vinazas tequileras presentan diversidad microbiana, tal como detalla Aldrete-
Tapia et al. (2020). En este trabajo se observé una gran cantidad de colonias
microbianas en una muestra de vinaza cruda (Figura 1a), posiblemente como
resultado de las condiciones naturales no estériles de las vinazas y de la zona
donde se colectan las mismas (Cabafias et al., 2019) incluso, no se descarta que
durante la fermentacion del mosto estén involucrados consorcios bacteria-levadura
(Aldrete-Tapia et al., 2020).

Asimismo, dentro de las diversas colonias crecidas en el medio de cultivo sélido
destacaron dos cepas levaduriformes (Figura 1b), con distinta morfologia como se

muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las levaduras
observadas en vinaza tequilera.

Table 2. Microscopic and macroscopic characteristics of yeast observed in tequila

vinasses.
Cepa1 Cepa 2
) Forma Ovalada Circular
Morfologia alargada ovalada
microscopica®
Tamaio 1-2 ym 2-3 ym
Borde Irregular Liso
Morfologia Textura Cremosa Cremosa
macroscopica® Elevacion Plano Con elevacion
Color Blanco opaco  Blanco opaco
Forma Ondulada Circular

aVisualizacion al microscopio con aumento de 40x.

bVisualizacion al estereoscopio con aumento 8x en medio sélido SDA.

La cepa 2 mostré mayor similitud a las caracteristicas reportadas para levaduras

Saccharomyces (Figura 1d) reportada en un estudido (Suh et al., 2006) donde se
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analizé filogenéticamente la relacion entre diversas levaduras y observando las
similitudes morfolégicas entre Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras muy
relacionadas entre si, proponiéndose como caracteristica morfolégica primordial la
division por gemacién y la no formacién de ascosporas. Ante esto, y al haber
observado la division por gemacion en la cepa 2 se procedidé con su aislamiento,
obteniéndose de la siembra por estria de la dilucion 1/10000 donde se observé una
concentracion de 6 + 1.41 (x 10°) UFC/mL, mientras tanto, las resiembras
subsecuentes para purificacion del cultivo se realizaron mediante siembra por estria

en medio sélido SDA (Figura 1c).
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Figura 1. Diversidad microbiana de las vinazas. a) Medio SDA con colonias bacterianas y
levaduriformes, b) Morfologias levaduriformes observadas, c) Morfologia macroscopica y

d) morfologia microscopica de la levadura aislada.

Figure 1. Microbial diversity of vinasses. a) SDA medium with bacterial and yeast colonies.
b) Observed yeast morphologies, ¢) Macroscopic and d) microscopic morphology of the
isolated yeast.

Con el fin de encontrar cepas de levadura con caracteristicas de importancia,
Lépez-Alvarez et al. (2012) aislaron diversas levaduras y bacterias de bagazo de

Agave tequilana webber y mosto residual de la destilacion observando mayor
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osmotolerancia (a 160 y 200 g/L de dextrosa) que levaduras Saccharomyces
cerevisiae de panaderia. Adicional a este trabajo, Suranska et al. (2016) analizaron
distintos mostos de uva y encontraron la presencia de gran cantidad de levaduras
del género Saccharomyces evaluando ademas su capacidad de tolerancia al
etanol, actividad enzimatica y osmotolerancia (a 200 y 400 g/L de dextrosa). En
contraste, en este trabajo s6lo se evalud la osmotolerancia a un rango maximo de
90 g/L de dextrosa.

En un trabajo reciente, Chiva et al. (2020) evaluaron masas madre para panificacion
y lograron aislar levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces evaluando
ademas su actividad enzimatica y la capacidad de produccion de CO,. Por otro lado
Cabanas et al. (2019) aislaron diversas levaduras de melazas de cafia de azucar
con capacidad de crecer en las vinazas obtenidas durante la produccién de azucar
de cana y Prado et al. (2020) por su parte, pudieron aislar dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae termotolerantes de tanques de fermentacién de
melazas de cafia de azucar observando ademas su capacidad para crecer y
fermentar en presencia de condiciones inhibidoras de crecimiento (furfurales y
acidos organicos). Analogamente Hemansi et al. (2022) analizaron muestras de
suelo, bagazo de cana de azucar asi como muestras de frutas y aislaron diversas

levaduras y observaron capacidad termotolerante (42 °C) en algunas cepas.

Cinética de crecimiento levaduriforme

La levadura mostré tendencia similar en el crecimiento celular a 90 y 60 g/L
alcanzando 700 millones células/mL a las 12 h, periodo que limit6 la fase de
crecimiento exponencial, y a 10 g/L el crecimiento maximo llegé a 400 millones
células/mL (datos no mostrados). Tendencia similar se observo en la produccion de
biomasa alcanzando 6 g/L de biomasa celular a las 12 h en el tratamiento a 60 g/L
de dextrosa (Figura 2a). Respecto al consumo de sustrato a 10 g/L de dextrosa se
observo que a las 6 h la levadura consumioé mas del 90% del sustrato mientras que
a las concentraciones de 60 y 90 g/L un consumo similar se obtuvo hasta las 24 h
(Figura 2b).

Esto concuerda con lo observado por Cagnin et al. (2021) quienes usaron
concentracion de 92 g/L de dextrosa en un medio YNB bajo condiciones similares

de crecimiento y observaron un consumo de sustrato por una cepa silvestre
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Saccharomyces cerevisiae casi en su totalidad a las 24 h. De manera similar, Prado
et al., (2020) evaluaron el crecimiento de una levadura S. cerevisiae en un medio
YPD enriquecido a 80 g/L de dextrosa y observaron que hasta las 8 h hubo un
consumo de sustrato del 62%, por el contrario, en este trabajo se observd un

consumo del 52% a las 8h, a una concentracién de 90 g/L.
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Figura 2. Cinética de crecimiento. Biomasa por peso seco (a) y consumo de sustrato (b)
bajo las concentraciones de 10 (@), 60 (m) y 90 g/L (¥ ) de dextrosa. Las barras verticales

indican las desviaciones estandar de la media de las réplicas.

Figure 2. Growth kinetics. Biomass by dry weight (a) and substrate consumption (b) under
the concentrations of 10 (@), 60 () and 90 g/L (€) dextrose. Vertical bars indicate
standard deviations from the mean of the replicates.

El hecho de que la levadura haya consumido casi la totalidad del sustrato del medio
(Cuadro 3) representa un indicativo de robustez metabdlica lo que permitié un
crecimiento acelerado de la levadura. Por otro lado, es importante mencionar que
no se determind produccién de etanol, sin embargo, se observd generacion de
espuma (datos no mostrados), lo que sugiere que hay formacién de CO, lo que a
su vez se relaciona estequiométricamente con la produccién de etanol.

Los datos de la velocidad de crecimiento de la levadura aislada mostraron valores
similares entre las tres concentraciones de sustrato evaluadas sin observarse
diferencias significativas (Cuadro 3) aunque a 60 g/L la velocidad de crecimiento fue
ligeramente mayor. Por lo tanto, los datos proveen la suficiente informacion para
considerar el uso de concentraciones de sustrato de 60 a 90 g/L en futuros ensayos

fermentativos sin observar cambios drasticos en el crecimiento.
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Cuadro 3. Comparativa de los parametros cinéticos p-velocidad especifica de

crecimiento, consumo de sustrato-%, y rendimiento en masa-Yx/s.

Table 3. Comparison of kinetic parameters p-specific growth rate, substrate

consumption-%, and mass yield-Yx/s.

Glucosa g/L Yx/s (9/9) p(h) Consumo S (%)
10 0.140 + 0.025% 0.223 £ 0.014° 93.310 +£ 0.170°
60 0.052 + 0.003% 0.238 £ 0.011° 98.381 + 0.031°
90 0.053 + 0.0012 0.220 + 0.022° 99.799 + 0.003°

Los valores se presentan como media + desviacion estandar de tres réplicas. Superindices en

mayuscula dentro de la misma columna indican diferencias significativas (Tukey p<0.05).

Cabafias et al. (2019) en un estudio reciente, encontraron valores de la tasa de
crecimiento entre 0.09 y 0.24 h™! en diversas cepas de levadura tanto
Saccharomyces como no-Saccharomyces aisladas de mostos de cafa de azucar.
Por otro lado, Field et al. (2015) evaluaron una cepa Saccharomyces cerevisiae con
alta tolerancia al etanol en un medio YNB con condiciones de crecimiento similares
a los presentados en este trabajo y observaron un valor de tasa de crecimiento de
0.135 h~1.

Referente al rendimiento en masa Y, s a la concentracion de 10 g/L se obtuvo el
mayor rendimiento (0.144,,,) y a las concentraciones de 60 y 90 g/L los
rendimientos fueron muy similares (Cuadro 2). Esto podria deberse al hecho que a
concentraciones bajas de sustrato, la levadura tiende a metabolizarlo para su
crecimiento y mantenimiento celular, caso contrario ocurre a concentraciones mas
altas, donde la levadura ya no solo utiliza el sustrato para su metabolismo vital sino
que redirige el metabolismo del sustrato a otras rutas metabdlicas para produccion
de metabolitos secundarios. Los datos presentan relacion a lo observado en otros
trabajos que reportaron rendimientos en masa de 0.38 ;,, (Cabarias et al., 2019),
0.15 - 0.56,,, (Rodriguez-Romero et al., 2020) y 0.11,,, (Prado et al., 2020).
CONCLUSION

Las vinazas utilizadas contienen fenoles, furfurales y pH acido que en conjunto

producen efectos ambientales negativos. Ademas, los datos observados durante la
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caracterizacion morfolégica sugieren que la levadura aislada se asemeja a
levaduras del género Saccharomyces, sin embargo, resulta necesario llevar a cabo
la caracterizacion e identificacion genética de la cepa para corroborar que
efectivamente corresponde a una levadura Saccharomyces.

Por otro lado, la levadura mostré ser una cepa robusta en cuanto al consumo de
sustrato ya que consumié mas del 98% del sustrato a concentraciones de sustrato
elevadas lo cual la llevé a un mayor crecimiento en un tiempo corto. Si bien, esta
claro que la levadura debe someterse a nuevos ensayos para determinacion de
rendimientos fermentativos y produccion etandlica, por la rapidez observada en su
crecimiento resulta ser una levadura altamente viable para su uso a futuro en otros
procesos fermentativos y/o en la fermentacién de las mismas vinazas tequileras

para la obtencion de etanol, biomasa o diversos compuestos de interés econdmico.
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