%

Tomado de: https://pixabay.com/es/de—fondo—biomasa—de—cultivos—corte—709'7’/

¥

Evaluacion de levaduras nativas productoras
de etanol presentes en el bagazo de cana de

dZlcCar

Evaluation of producing ethanol native yeasts present in sugar cane

bagasse

Adrian Gonzalez-Leos

José Alfredo Del Angel-Del Angel
José Luis Gonzalez-Castillo
Nadia Rodriguez-Duran
Guadalupe Bustos-Vazquez*

Universidad Auténoma de
Tamaulipas, Unidad Académica
Multidisciplinaria Mante,

Blvd. Enrique Cardenas Gonzalez
nuim. 1201, col. Jardin,

Ciudad Mante, Tamaulipas, México,
C.P. 89840.

*Autor para correspondencia:
ghustos@uat.edu.mx

Fecha de recepcion:
13 de enero de 2016

Fecha de aceptacion:
17 de octubre de 2016

CienciaUAT | 80

RESUMEN

La hidrdlisis quimica o enzi-
matica del bagazo de cafia de
azucar permite la obtencion de
azucares fermentables, utili-
zados en la produccidén bio-
tecnoldgica de etanol, median-
te el empleo de levaduras co-
merciales o autdctonas obte-
nidas de diferentes materiales
lignoceluldsicos. El objetivo de
este trabajo fue valorar la ca-
pacidad de produccién de e-
tanol de cepas de levaduras na-
tivas, aisladas en medio YPD e
hidrolizado de bagazo de caria
de azucar, concentrado hasta
un 75 %. Utilizando como varia-
bles de estudio el tipo de cepa
y el tiempo de proceso, se rea-
lizd un analisis multifactorial
(ANOVA) para su evaluacion.
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Los resultados obtenidos con
la cepa seleccionada UAT-3,
fueron para Yrp/s de 0441 7 g/g
y Qp de 0.076 7 g/I-h alas 120 h.
Las condiciones de proceso u-
tilizadas en el presente estu-
dio permitieron aislar y selec-
cionar cepas nativas de Sacha-
romyces cereviseae, con carac-
teristicas adecuadas para ser
utilizadas en procesos biotec-
nologicos industriales de pro-
duccién de etanol, utilizando
como sustrato residuos o sub-
productos derivados de la in-
dustria azucarera como el ba-
gazo de cafia de azucar.

PALABRAS CLAVE: levaduras na-
tivas, etanol, bagazo de cafia de
azucar, hidrolizado hemicelulo-
sico.



ABSTRACT

The chemical or enzymatic hydrolysis of sugar
cane bagasse, allows the obtaining of fermen-
table sugars used in the biotechnological pro-
duction of ethanol by using commercial or na-
tive yeasts obtained from different lignoce-
llulosic materials. The purpose of this study
was to assess the production capacity of etha-
nol from a native yeast strain isolated in YPD
and hydrolyzed sugar cane bagasse concen-
trated up to 75 %. Using as study variables the
type of strain and processing time, a multiva-
riate analysis (ANOVA) was performed for its
evaluation. The results achieved with the se-
lected strain UAT-3, were 0.441 7 g/g for Ypss
and 0.076 7 g/1:h to 120 h for Qp. The process
conditions used in the present study allowed
to isolate and select native strains of Sacha-
romyces cereviseae, with characteristics suita-
ble to be used in industrial biotechnological
proceses of ethanol production, using as subs-
trate residues or by-products derived from the
sugar industry such as bagasse of sugar.

KEYWORDS: native yeasts, ethanol, sugar cane
bagasse, hemicelulosic hydrolyzate.

INTRODUCCION

El desarrollo econdmico demanda un elevado
consumo de los diferentes recursos energéti-
cos, por lo que se pronostica un aumento en su
costo y su probable escasez en el mediano pla-
zo. Un problema adicional es que los combus-
tibles fosiles han sido asociados con los pro-
blemas de contaminacion actuales (Carredn-
Rodriguez y col., 2009; Saha y col.,, 2014). An-
te esto, se hace necesario encontrar soluciones
a la demanda de combustible con reducido im-
pacto ambiental, por ejemplo, energia mareomo-
triz, hidroeléctrica, geotérmica, solar, edlica
y biocombustibles, como el bioetanol obtenido
a partir de materiales celuldsicos (Suleiman,
2010; Sahay col., 2014).

Existe gran interés en aprovechar los mate-
riales lignoceluldsicos que se descartan en los
procesos agricolas y forestales, para transfor-
marlos, a través de hidrdélisis quimica o enzi-
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matica, en azucares fermentables que puedan
ser convertidos por diversos microorganismos
en metabolitos de interés comercial (Field y
col,, 2015). La hidrdlisis quimica o enzimatica
del material lignoceluldsico proveniente de re-
siduos de cosecha, como bagazos, sobrantes fo-
restales, pajas o cascarillas, permite su con-
version en etanol, que se utiliza como combus-
tible, pero también puede aprovecharse en la
obtencion de diversos productos quimicos (A-
guilar-Rivera, 2007; 2011; 2013). El bagazo de
cafa de azucar (Saccharum officinarum) es un
material lignoceluldsico ampliamente utiliza-
do para la produccién de etanol en diferentes
paises, como Cuba, Brasil y Estados Unidos, en-
tre otros, sin afectar la produccién de alimen-
tos (Fernandezy col., 2009).

El etanol fue empleado inicialmente solo para
la produccion de bebidas alcohodlicas, vinagres
y conservas, pero actualmente es aplicado a
la industria de farmacos, perfumes y cosmé-
ticos; en la fabricacion de colorantes, mate-
riales explosivos, seda artificial y materiales
plasticos (Brooks, 2008). Sin embargo, debi-
do a que el etanol es una fuente neta de ener-
gia, facilmente almacenable, con alto conteni-
do de oxigeno (35 %) y combustion limpia, se le
considera de gran aplicacion potencial como
combustible (Agiiero-Rodriguez y col., 2015),
siendo utilizado como alternativa para la oxi-
genacion y aumento de octanaje de la gasolina
o como aditivo de la misma y como insumo pa-
ra la produccion de biodiésel (Carredon-Rodri-
guezy col., 2009).

La produccion de etanol empleando diferentes
levaduras y utilizando bagazo de cafa de azu-
car como sustrato, se considera una excelen-
te opcion industrial por la amplia disponibi-
lidad de esta materia prima. Las levaduras
mas ampliamente utilizadas desde hace siglos,
pertenecen al género Saccharomyces sp., por su
capacidad de convertir rapidamente los azuca-
res a etanol, ademas de presentar una amplia
aceptacion en los procesos industriales (In-
gram y Buttke, 1985). Se han realizado inves-
tigaciones para obtener microorganismos ca-
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paces de producir etanol eficientemente, a par-
tir de diferentes hexosas y pentosas provenien-
tes de la hidrolisis quimica o enzimatica de los
materiales lignoceluldsicos (Huerta-Beristain
y col., 2008; Chandel y col., 2011).

En el proceso de produccion artesanal de eta-
nol, a partir de cafia de azucar, participan mi-
croorganismos nativos de la cafia, entre los
que destacan levaduras de Saccharomyces sp.,
Torula sp. vy Pichia sp. Sin embargo, en el pro-
ceso industrial de obtencidon de etanol, parti-
cularmente para fines carburantes, no es de-
seable tener la permanencia de linajes diferen-
tes a Saccharomyces sp., debido a los requeri-
mientos de alto rendimiento necesarios para
alcanzar la rentabilidad econdmica (Pataro y
col,, 2000; Schwan y col., 2001). En estos pro-
cesos se utilizan indculos de cepas puras de
Saccharomyces cerevisiae, para sustituir las le-
vaduras nativas de la cafla y tener un mejor
control de la fermentacion (Carredén-Rodriguez
y col.,, 2009). Es por ello, que regularmente se
aislan levaduras de diversas fuentes natura-
les, para evaluar su capacidad fermentativa,
tolerancia al alcohol y la presién osmoatica, ha-
bilidad para usar la maltosa o el almidén co-
mo sustrato (Yeon-Ju y col.,, 2011). Los baga-
zos de cafia de azucar, melazas, mostos para
pulques, mezcales, tequilas y otras destilerias
pueden ser empleadas como fuentes para la
busqueda, seleccién y evaluacidén de cepas de
interés en la produccion biotecnoldgica de e-
tanol (Lappe-Oliveras y col., 2008). La acti-
vidad killer, que es la capacidad de liberar
toxinas que matan a otros microorganismos
presente en el medio, es una caracteristica de-
seable para algunos autores, ya que da una
ventaja durante la produccion de etanol (Ma-
gliani y col., 1997; Marquina y col., 2002; Nally
y col., 2005).

Ceccato-Antonini y col. (2004) y Ortiz-Zamo-
ray col. (2009), evaluaron la resistencia de di-
ferentes levaduras a altas concentraciones de
sustratos y productos. Actualmente se estu-
dian algunas bacterias, como Zymomonas mo-
bilis sp., debido a que son capaces de trans-
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formar la glucosa en etanol, con rendimientos
del 5 % al 10 %, los cuales son mas altos que
los rendimientos obtenidos por la mayoria de
las levaduras (Garcia, 1998; Mielenz, 2001), aun-
que presentan algunas desventajas, como su ba-
ja tolerancia al alcohol y su tamaio pequefio, lo
cual hace dificil su separacion, al momento de
recuperar el etanol (Ingram y Buttke, 1985).
También existe la posibilidad de buscar nue-
vos microorganismos productores de etanol en
ambientes extremos (Oliart-Ros y col., 2016).

El objetivo del presente estudio fue determi-
nar la capacidad de produccién de etanol de
diferentes cepas de levadura nativas aisladas
en medio YPD e hidrolizado de bagazo de ca-
fia concentrado hasta un 75 %.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

El bagazo de cafla de azucar fue proporciona-
do por el Ingenio Aarén Sdenz Garza de Ciudad
Mante, Tamaulipas, México, el cual fue some-
tido a un proceso de secado, molienda y tami-
zado; posteriormente, fue almacenado en reci-

pientes cerrados para evitar fluctuaciones de
humedad.

Analisis del bagazo

Una alicuota de bagazo de cafia fue sometida
a secado en estufa (FELISA Mod. FE-291, Ja-
lisco, México) a 105 °C, para determinar la hu-
medad, y en mufla (Thermo Lyne 600, Mode-
lo F6018, EUA) durante 2 ciclos de 3 h cada
uno, a 550 °C para calcular el % de cenizas. La
muestra seca se sometio a una hidrdlisis acida
cuantitativa en dos etapas de tratamiento Aaci-
do para calcular su composicion quimica. La
primera etapa se realizd con dcido sulfurico
al 72 % a 30 °C por 1 h; la segunda etapa con-
sistié en diluir el medio hasta alcanzar 3 % de
concentracion de acido sulfurico y se calentd
a 121 °C por 1 h. El residuo sdlido después de
la hidrdlisis fue considerado como lignina de
Klason. Se analizaron el jarabe obtenido en la
hidrolisis y el concentrado. Se realizé un ana-
lisis cromatografico (Cromatografo marca Wa-
ters Mod. 2695, Milford, EUA), para cuanti-
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ficar azucares simples, filtrando las muestras
con una membrana de 0.45um y usando un
flujo de 0.5 mL/min?, columna ion-exclusion
50um a 7 um, 7.8 mm x 300 mm, 37 °C, detec-
tor de IR (indice de refraccién) a 40 °C, fase
movil H,SO, al 0.01 N para conocer la con-
centracion de azucares (glucosa, xilosa, arabi-
nosa y acido acético). Posteriormente, se hizo
un analisis espetrofotométrico para medir la
concentracion de inhibidores como el furfu-
ral y 5-hidroximetilfurfural, usando un espec-
trofotometro UV-Vis (Perkin Elmer Mod. Lamb-
da 35 Shelton, EUA), midiendo la absorbancia
en longitudes de onda de 230 nm y 260 nm pa-
ra su cuantificacion.

Obtencion de hidrolizados

El bagazo de cafa fue tratado con acido sulfu-
rico al 2 % a 122 °C, y un tiempo de reaccién
de 60 min, en una relacién 1:8, siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Aguilar y col. (2002).
El hidrolizado hemiceluldsico obtenido fue se-
parado del material fibroso por filtracion y
concentrado al vacio a 50 °C, con un rotoeva-
porador (Rotary evaporator Mod. H5-2001NS,
Nae-dong, Korea del Sur), para aumentar la
concentracion de azucares fermentables, prin-
cipalmente la glucosa. El hidrolizado se redu-
jo hasta un 75 % de su volumen inicial, ajus-
tando el pH inicial de 0.76 hasta 5.3 con la
adicion de CaCO,.

Seleccion y mantenimiento de células

Se aislaron 15 cepas de levadura nativas, pro-
ductoras de etanol, presentes en bagazo de ca-
na de azucar y se realizaron fermentaciones,
como principal prueba fisioldgica utilizada en
la identificacidn de levaduras productoras de e-
tanol, de acuerdo a Orbera (2004). Las cepas
seleccionadas (UAT-3, UAT-5, UAT-6, UAT-7,
UAT-8,UAT-9, UAT-10, UAT-11, UAT-20,UAT-23
y UAT-24), por su capacidad productora de e-
tanol, fueron mantenidas en glicerol (criopro-
tector) a una temperatura de - 18 °C.

Las cepas se reactivaron utilizando la técni-
ca de estrias en tubo inclinado, en medio nu-
tritivo sintético YPD (glucosa 20 g/L, peptona
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20 g/L y extracto de levadura 10 g/L, agar
20 g/L). Después de las 48 h de incubacion,
se etiquetaron y conservaron en refrigeracion
(4 °C + 1). La productividad de las cepas se
evalué usando un medio de cultivo YPD que
contenia 20 g/L de glucosa, 20 g/L de peptona
y 10 g/L de extracto de levadura, en matraces
de 250 mL estériles, con un volumen total de
120 mL de medio, incubados a 29 °C + 1, a
una velocidad de agitacion de 100 revolucio-
nes por minuto (rpm) por 48 h. Se tomaron
muestras cada 12 h, determinando en cada
una: 1) Biomasa producida, determinada por pe-
so seco celular; 2) Recuento directo de célu-
las totales utilizando una camara de Neubaue-
r en microscopio dptico (Modelo Revelation III,
marca LW Scientific, Law-renceville, Georgia,
EUA); 3) Consumo de sustrato, por determina-
cién de grados Brix; 4) Consumo de sustrato
(glucosa) y formacion de productos (etanol y
acido acético), por Cromatografia Liquida de
Alta eficacia (CLAE), usando una Columna de
Intercambio ionico ION-300 (Fase movil con
H,SO, al 0.01M; flujo de 0.4 mL/min™; IR y de-
teccion UV).

Evaluacion de la cepa nativa seleccionada en
medios con hidrolizado

La cepa de levadura seleccionada como la me-
jor productora de etanol (UAT-3), se evalud
en medios formulados con concentrado del
hidrolizado de bagazo de cafia de azucar, con-
teniendo 65.42 g/L de xilosa, 20.40 g/L de
glucosa y 7.83 g/L de arabinosa. El contenido
de compuestos inhibidores en el medio fue de
3.47 g/L de acido acético, 1.71 g/L de furfu-
ral y 1.24 g/L de 5-hidroximetilfurfural. Se
comparo la produccién de esta levadura en
un medio de cultivo YPD que contenia 20 g/L
de glucosa, 20 g/L de peptona y 10 g/L de ex-
tracto de levadura. Se realizd una cinética de
produccion durante 216 h. Se tomd muestra
cada 24 h y se realizaron analisis de consu-
mo de sustrato, formacion de productos y bio-
masa producida; determinando la productivi-
dad volumétrica (Qp) (g/L-h), rendimiento en
producto (Yess) (g/g), v rendimiento en bio-

masa (Yx/s) (g/g).
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Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando los
programas de Microsoft Excel 2007 y Statgra-
phics, version 5.1. Para conocer el efecto de la
composicidon del medio en los rendimientos de
Yess, Qp, Yx/s v del tiempo de la cinética de fer-
mentacion para cada una de las cepas, se rea-
liz6 un ANOVA multifactorial con un nivel de
confiabilidad del 95 %, evaluando los parame-
tros de rendimiento durante la fermentacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion quimica permitio estable-
cer que el bagazo de cafia de azucar contenia
8.94 + 0.07 % de humedad y 3.03 + 0.1 % de ce-
nizas. Pandey y col. (2000), mencionaron que
el bajo contenido de cenizas del bagazo de ca-
fia le permite ser un mejor sustrato durante
la fermentacion, comparado con otros residuos
lignoceluldsicos como la paja de arroz o trigo.

La composicion estructural del bagazo, obte-
nida mediante una hidrdlisis 4cida cuantita-
tiva, para establecer el contenido de glucano,
xilano, arabano y lignina, se muestra en la Ta-
bla 1. Los valores obtenidos son cercanos a
los valores tedricos reportados en la literatu-
ra por diferentes autores para cafla de azucar
(Pandey y col., 2000; Ferrer y col., 2002; Bous-
sarsar y col., 2009; Zumalacarregui-De-Carde-
nas y col., 2015).

La hidrdlisis acida permite degradar el baga-
7o, obteniendo glucosa, que puede ser utilizada
en procesos de fermentacion etandlica con al-
to rendimiento (Guarnizo-Franco y col., 2009).
En hidrolizados lignoceluldsicos, la concen-
tracion de azucares depende de las condiciones
de hidrdlisis utilizadas (Larsson y col., 1999;
Palmqvist y Hahn-Héagerdal, 2000a). En este
sentido, Chandler y col. (2012), mencionaron
que se pueden obtener altas concentraciones
de azucares si se realiza hidrdlisis en dos eta-
pas, aplicando inicialmente temperaturas en-
tre 100 °C y 140 °C, seguido de un calentamien-
to entre 160 °C a 180 °C. Sin embargo, si en
la primera etapa se utilizan rangos de 140 °C
a 160 °C cambia el comportamiento, dismi-
nuyendo la cantidad de azucares producidos.
En el presente estudio, se obtuvo un alto con-
tenido de carbohidratos con las condiciones
de hidrdélisis quimica empleadas, lo que pue-
de ser aprovechado para transformar el baga-
zo de cafna de azucar en un medio fermenta-
ble, que puede ser convertido por fermenta-
cion microbiana en productos con alto va-
lor agregado, como el etanol (Chandler y col.,,
2012).

La concentracién del hidrolizado utilizada en
este trabajo permitié incrementar el conteni-
do de los azucares fermentables: xilosa, gluco-
sa y arabinosa (Tabla 2). Sin embargo, se con-

M Tabla 1. Composicion quimica del bagazo de cafia de azucar.
Table 1. Chemical composition of sugar cane bagasse.

Componentes % Materia seca*
Glucano 42.94+0.41
Xilano 23.54 +0.22
Arabano 1.98+0.11
Lignina 24.97 £ 0.61
Otros componentes 9.194 + 0.91

*Valor promedio de tres andlisis y su desviacion estandar.
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M Tabla 2. Concentracidn de los componentes del hidrolizado de bagazo de caiia de azucar.
Table 2. Concentration of components of hydrolyzate sugar cane bagasse.

Hidrolizado*
Componentes
Sin concentrar Concentrado
Azucares (g/L) Xilosa 2479+0.12 65.42 +0.38
Glucosa 6.65+0.40 20.40 + 0.66
Arabinosa 2.50 + 0.03 7.83+0.48
Acido acético 3.47 +0.04 10.21 + 0.09
Compuestos

inhibidores (g/L) Furfural 171+ 0.01 4.88+0.26
Hidroximetilfurfural 1.24 + 0.09 2.27+0.20

*Valor promedio de tres analisis y su desviacion estandar.

centraron también el acido acético, el furfu-
ral y el hidroximetilfurfural, compuestos deri-
vados del furano y que pueden actuar como
inhibidores en el proceso de fermentacién, a-
fectando el crecimiento de las levaduras y el
rendimiento en la produccién de etanol (Oliva,
2003). En la Tabla 2 se observa que el acido
acético alcanzo valores de 10.21 g/L, concen-
tracion muy superior a los 3 g/L que ha sido re-
portada como suficiente para afectar el proce-
so de fermentacion (Felipe y col., 1995). Zyl y
col. (1991), utilizaron Pichia stipitis para pro-
ducir etanol a partir de hidrolizado hemicelu-
l6sico de bagazo de cafia, y descubrieron que
el grado de inhibicién causado por el acido a-
cético no sélo dependia de su concentracion,
sino también de la concentracion de oxigeno y
pH del medio.

El furfural e hidroximetilfurfural alcanzaron
concentraciones de 4.88 g/L y 2.27 g/L res-
pectivamente. Estos compuestos fendlicos de
bajo peso molecular son tdéxicos y afectan el
crecimiento celular (Purwadi y col., 2004). Se
ha reportado que concentraciones de 0.25 g/L
a 0.5 g/L de furfural no afectaron el crecimien-
to de S. stipitis; aunque concentraciones mas

altas (1.5 g/L. a 2 g/L) afectaron el crecimiento
de la levadura y disminuyeron el rendimiento
de etanol y la productividad (Nigam, 2001).
Palmqvist y Hahn-Hégerdal (2000b), demos-
traron que el efecto inhibitorio de hidroxime-
tilfurfural es similar al de furfural, causan-
do de igual forma un retraso tardio en el cre-
cimiento celular, sin embargo se considera me-
nos toxico al hidroximetilfurfural.

Por otra parte, es posible reducir el efecto que
pudiera causar la presencia de compuestos in-
hibidores en el hidrolizado, aplicando un mé-
todo de detoxificacion que permita reducir su
concentracion a niveles mas bajos de los reque-
ridos para afectar el metabolismo de los mi-
croorganismos fermentadores de interés (Yong-
Jiny col, 2011; Field y col., 2015).

Seleccion de la cepa nativa mayor productora
de etanol

La capacidad productora de etanol de las leva-
duras varia entre géneros, especies e incluso en-
tre cepas dentro de una misma especie. S. ce-
revisae es la levadura mas utilizada para la ob-
tencion de etanol, sin embargo, se ha reporta-
do que las diferentes cepas varian en su ren-
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dimiento de etanol, dependiendo de las condi-
ciones de proceso (Tuite y Oliver, 1991; Car-
ballo, 2000). Entre los criterios de seleccion de
las cepas destacan, su capacidad fermentativa,
medida como produccion de etanol, la toleran-
cia a la acidez, el consumo de azucares y la
buena productividad volumétrica de etanol. La
capacidad fermentativa se ve influenciada por
diferentes factores, como la temperatura, la con-
centracion de azucares, el pH, y algunas otras
variables que influyen en el crecimiento de los
microorganismos (Caridi, 2003).

En este estudio, las cepas de levadura nativas,
aisladas previamente, fueron evaluadas en su
capacidad productiva de etanol usando me-
dio comercial YPD (Figura 1), determinando el
rendimiento en producto (Ypss), el rendimiento
de biomasa (Yx/s) y la productividad volumé-
trica (Qp) (Tabla 3). Las principales cepas pro-
ductoras identificadas fueron UAT-3, UAT-5,
UAT-9 y UAT-10 con 9.28 g/L, 8.4 g/L, 8.31 g/L
y 8.37 g/L de etanol respectivamente (Figu-
ra 1). La cepa nativa UAT-3 fue seleccionada
como la mejor productora de etanol, por pre-
sentar el valor mas alto de rendimiento (Yp/s)
con 0.504 6 g/g, muy cercano al rendimiento
tedrico (0.51 g/g); v la mayor productividad vo-

12 -

10 4

g/L etanol
[=)]
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lumétrica (Qp) de 0.386 g/L-h (Tabla 3). Los re-
sultados de esta cepa fueron mayores a los
obtenidos en fermentaciones en fedbatch de hi-
drolizados enzimadaticos no deslignificados de
bagazos realizados por Albuquerque-Wander-
ley vy col. (2013), lo que indica que es una ce-
pa con buena capacidad de produccién de eta-
nol. Gémez-Ruiz y col. (2007), aislaron cepas
de levaduras S. cerevisiae de la regiéon produc-
tora de mezcal, reportando resultados de Yess
de 0.068 0 g/g, biomasa (cel/mL) de 1.37E +
08 y una Qp de 0.136 5 g/Lrh, valores inferiores
a los presentados por la cepa UAT-3 de este
estudio.

La cepa UAT-24 tuvo la menor productividad
de etanol (1.34 g/L) (Figura 1) y los menores
valores de rendimiento y productividad volu-
métrica (Tabla 3), pero presentd la mayor pro-
duccion de biomasa (Tabla 3). Estos resulta-
dos indicaron que esta levadura destind el con-
sumo de azucares al crecimiento celular, te-
niendo baja eficiencia fermentativa.

Las cepas productoras de etanol pueden ser
aisladas de fuentes diversas a las exploradas
en el presente estudio. Oviedo-Zumaqué y col.
(2009), utilizaron excedentes de platano para

]

UAT-3 UAT-5 UAT-6 UAT-7

UAT-8

UAT-9 UAT-10 UAT-11 UAT-20 UAT-23 UAT-24

CEPAS

M Figura 1. Produccion de etanol de cada cepa nativa en medios YPD.
Figure 1. Production of ethanol in each native strain in YPD media.
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® Tabla 3. Parametros cinéticos y estequiométricos de produccién de etanol en medios YPD utilizando

levaduras nativas.

Table 3. Kinetic and stoichiometric parameters of ethanol production in YPD media using native

yeasts.
CEPA Ye/s (8/8)* Yx/s (g/8)* Qr (g/Lh)*
UAT-3 0.505 + 0.002 0.125 £ 0.005 0.387 +0.019
UAT-5 0.499 + 0.052 0.022 £ 0.026 0.324 £ 0.076
UAT-6 0.429 +0.020 0.137 £ 0.055 0.336 +£0.018
UAT-7 0.399 £ 0.020 0.214 + 0.053 0.340 + 0.028
UAT-8 0.455 + 0.020 0.029 + 0.004 0.363 £ 0.008
UAT-9 0.048 + 0.016 0.130 +£ 0.008 0.372 £0.003
UAT-10 0.451 £ 0.002 0.096 +0.013 0.369 + 0.004
UAT-11 0.435 +0.023 0.060 + 0.013 0.351+0.031
UAT-20 0.432 £ 0.000 0.038 £ 0.007 0.348 + 0.004
UAT-23 0.443 + 0.005 0.051 £0.023 0.350 £ 0.003
UAT-24 0.165 + 0.046 0.644 + 0.640 0.015+0.014

*Valor promedio de tres analisis y su desviacion estdndar.
Yp/s, rendimiento g de etanol por g de glucosa; Yx/s, rendimiento de biomasa; Qp, productividad volumétrica.

darle un valor agregado a los residuos poscose-
cha, logrando una evaluacion de cepas nativas
con potencial en la produccion de etanol. Joshi
y col. (2005) y Mohanty y col. (2006), alcanza-
ron altas concentraciones usando células de
S. cerevisiae en pulpa de pifia, durazno y ma-
rafon, adicionando sales minerales. Por otra
parte, se puede mejorar la productividad de las
levaduras mediante su inmovilizacién, proce-
SO que permite un mayor aprovechamiento del
sustrato. Matiz y col. (2002), ensayaron con di-
ferentes cepas nativas inmovilizadas a partir
de Z. mobilis sp. utilizando el medio de fermen-
tacion sintético modificado en condiciones de
microaerofilia, obteniendo mejores resultados
que al utilizar células libres.

Cinética de fermentacion utilizando la cepa
seleccionada en hidrolizado de bagazo de cafa
de azucar

En la Figura 2 se observa la cinética de cre-
cimiento celular de la cepa nativa seleccio-
nada UAT-3, tanto en el medio de cultivo YPD
caldo (control), como en hidrolizado de cafa
de azucar concentrado, enriquecido con 10 g/L
de extracto de levadura y 20 g/L. de Peptona,
para determinar la produccion de etanol y su
capacidad de adaptacion al medio con diver-
sos inhibidores presentes en el hidrolizado, rea-
lizando una cinética de fermentacion de 216 h
y tomando muestra cada 24 h. El medio control
presentd una concentracion inicial de 20 g/L
de glucosa. En tanto que la concentracion ini-
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= Figura 2. Cinética de crecimiento de la cepa nativa UAT-3, en hidrolizado de bagazo de cafia de

azucary su control (Medio YPD).

Figure 2. Cell concentration of the native strain UAT-3, in hydrolyzate sugar cane bagasse and

control (YPD media).

cial de glucosa en el hidrolizado de bagazo de
cafia de azucar fue de 20.40 g/L.

El crecimiento celular de la cepa nativa UAT-3
en el medio control fue mayor y alcanzé una
concentracion celular superior a 1.10E + 08 a
las 96 horas (Figura 2), en tanto que su creci-
miento mostrd una fuerte inhibicion en el hi-
drolizado de bagazo de cafa de azucar durante
las primeras 48 horas, provocado por una len-
ta adaptacion al medio, lo que causo que se
presentase una fase exponencial prolongada,
obteniéndose una concentraciéon celular maxi-
ma de 4.50E + 07 a las 144 horas, debido a la
presencia de sustancias inhibidoras liberadas
tras el tratamiento acido que se realizd en el ba-
gazo de cafia de azucar. Aunque el crecimiento
celular de la cepa UAT-3 fue afectado negati-
vamente, Ortiz-Zamora y col. (2009), obtuvieron
valores muy por de bajo de los obtenidos en
este ensayo, en un tiempo de fermentacion de
144 h, con cepas de levadura aisladas de fuen-
tes naturales (melaza de cafia de azucar, jugo
de uva, miel de cafa, jugo de cafla y pifa), que
fueron inhibidas por la concentracién de azu-
cares en el medio. La inhibiciéon de sustrato se
hace muy significativa en rangos de 5 % p/v a
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25 % p/v de azucar, con una inhibicién com-
pleta del crecimiento de 25 % p/v a 40 % p/v de
glucosa, dependiendo de la cepa (Jones y col.,
1981; Attfield y Ketsas, 2000; Malacrino y col.,
2005).

En la Figura 3 se muestra la cinética de pro-
duccion de etanol y consumo de azucares de la
cepa nativa UAT-3, en medio obtenido a par-
tir del hidrolizado de cafia. El incremento en
la produccion de etanol estuvo directamente
asociado con la disminucion en el contenido de
glucosa, alcanzandose el valor maximo de pro-
duccion etandlica y el agotamiento del carbo-
hidrato a las 72 horas. Aunque existen cepas
de levaduras capaces de producir etanol hemi-
celulodsico, al metabolizar la xilosa, ademas de
glucosa (Antunes y col, 2014), la cepa selec-
cionada, no fue capaz de hidrolizar la D-xilosa
presente en el medio, ni la L-arabinosa (datos
no mostrados), ambos denominados azucares
residuales. Algunos investigadores han demos-
trado que los suplementos de urea pueden au-
mentar la produccién de etanol, ya que la urea
es un componente esencial en el crecimien-
to de la levadura (Lopes y Sola-Penna, 2001;
Choi y col., 2009).
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Figure 3. Kinetics of ethanol production and substrate consumption by the native strain UAT-3 in

hydrolyzate sugar cane bagasse.

En la Tabla 4 se muestran los parametros ci-
néticos de etanol obtenidos por la cepa nati-
va UAT-3, utilizando el hidrolizado de bagazo
de cafia de azucar. A los 120 dias se alcanzo el
valor mas alto de rendimiento de etanol (Yess),
que fue de 0.442 g de etanol/g de glucosa, que
representa el 86 % del maximo rendimiento
tedrico (0.511 g/g); asi como el maximo valor
de productividad (Qp), siendo de 0.077 (g/Lh).
Los valores de productividad obtenidos por la
cepa UAT-3 fueron superiores a los publica-
dos por Fernandez y col. (2009), quienes repor-
taron una productividad de 0.12 g/g y rendi-
miento de 0.19 g/I-h, empleando una cepa de
S. cerevisiae nativa en hidrolizados acidos de ba-
gazo con una concentracion inicial de 12.1 g/L
de glucosa, 2.0 g/L de acido acético, 0.8 g/L de
furfural y 2.0 g/L de hidroximetilfurfural. Al
utilizar dos cepas industriales en el mismo me-
dio, la productividad maxima alcanzada fue de
0.06 g/g, 0.43 g/g, y el rendimiento maximo de
0.06 g/L+h, 046 g/L'h respectivamente. Tam-
bién existen estudios en los que se han ais-
lado cepas de levaduras con capacidad de fer-
mentacidon en ambientes severos, establecien-
do las caracteristicas de crecimiento en varios
monosacaridos y evaluando su capacidad para
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fermentar etanol a partir de glucosa, manosa,
galactosa, fructosa y xilosa (Kodama y col,
2013). En este estudio se observo que la inhi-
bicion del rendimiento de etanol fue mayor a
la productividad volumétrica, debido probable-
mente a que los inhibidores presentes en el hi-
drolizado impidieron una produccion rapida de
etanol durante las primeras horas, pero luego
ocurrié un proceso de adaptacion de la cepa
UAT-3, lo que permitio incrementar el rendi-
miento de etanol.

CONCLUSIONES

Las condiciones utilizadas en el presente es-
tudio, para la hidrolisis quimica del bagazo de
cafia de azucar, permitieron obtener un mosto
fermentable, compuesto principalmente por a-
zucares hemiceluldsicos, en el que pudieron cre-
cer las cepas de levaduras seleccionadas y pro-
ducir etanol. El proceso de acondicionamien-
to para las cepas de levaduras aisladas, permi-
tid su adaptacion y crecimiento en el mosto ob-
tenido por hidrdlisis quimica, alcanzando la
maxima productividad de etanol a los 120 di-
as, siendo del 86 % del maximo rendimiento
teorico. Es conveniente mantener la busque-
da de nuevas cepas productoras de etanol, con
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W Tabla 4. Parametros cinéticos de produccion de etanol utilizando la cepa de levadura nativa UAT-3 en

hidrolizado de bagazo de caiia concentrado.

Table 4. Kinetic parameters of ethanol production using native yeast strain UAT-3 hydrolyzate

sugar cane bagasse concentrate.

Parametros de la fermentacion

Tiempo (h) Yr/s (g/g)* Qe (g/L-h)*
120 0.4417 + 0.024 0.076 7 + 0.002
216 0.2889 + 0.04 0.027 8 + 0.003

*Yp/s, rendimiento de etanol por g de glucosa + desviacion estandar y Qp, productividad volumétrica de etanol +

Desviacion estandar.

mayor capacidad de fermentacion, preferente-
mente capaces de consumir y transformar en
etanol arabinosa y xilosa.
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