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INTRODUCCION

En la Republica Argentina, la sancion de la Ley 26.093 (“Régimen de Regulacién y Promocién
para la Producciéon y Uso Sustentable de Biocombustibles) fue el paso fundacional en el
empleo de combustibles de origen biolégico o “biocombustibles”. Estos combustibles pueden
sustituir parcialmente el consumo de combustibles fésiles tradicionales (petréleo y carbon),
constituyen una fuente de energia renovable y tienen bajo impacto ambiental. Uno de los
biocombustibles més importantes es el BIOETANOL, el cual puede emplearse en motores de
combustién interna tipo Otto, generalmente en mezclas con naftas, aunque determinados
motores pueden emplearlo como unico combustible (Wheals y col., 1999). En nuestro pais, el
corte de las naftas (12% establecido por Ley 27640) es posible gracias a la capacidad de
produccion de etanol a partir de cafia de azucar y, principalmente, de maiz.

Por el contexto energético, surge la necesidad de detectar fuentes alternativas y de bajo costo
para la produccion sustentable de bioetanol. Los residuos agroindustriales de base celulosica
representan una fuente abundante y renovable, no compiten con los alimentos ni con la
utilizacién de tierras para uso agricola y son considerados la fuente mas importante a nivel
mundial para abastecer la demanda de bioetanol (Jonsson y col., 2013; Zhao y col., 2012;
Edwards y col., 2012).

Los azucares mas abundantes en la biomasa lignocelulésica son la D-glucosa, presente tanto
en la celulosa como en la hemicelulosa, y la D-xilosa, presente sélo en la hemicelulosa.

En el proceso de fermentacion se pueden utilizar diferentes microorganismos, dependiendo
del sustrato empleado. Las levaduras del género Saccharomyces se han utilizado
tradicionalmente en la industria de fermentacién del etanol, ya sea para el proceso de primera
0 segunda generacion, cuando las hexosas son la fuente de carbono. Sin embargo, estas
levaduras no son capaces de metabolizar pentosas a menos que sean modificadas
genéticamente para expresar las rutas de asimilacidén de este azucar (Kimy col., 2013; Fuijii y
col., 2011). En este contexto, Spathaspora passalidarum, una levadura capaz de fermentar
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azucares pentosa, es una plataforma potencial para aplicaciones industriales destinadas a
producir etanol de segunda generacion a partir de biomasa lignocelulésica.

Spathaspora passalidarum se aislé de los intestinos de los escarabajos que taladran la
madera en 2006 y puede consumir y fermentar xilosa de forma natural (Nguyen y col., 2006).
El enfoque en este trabajo de investigacion es evaluar la capacidad fermentativa de dicha
levadura en diferentes medios y condiciones.

OBJETIVOS

o Evaluar el desempefio fermentativo de Spathaspora passalidarum en sustratos con
xilosa (desempefio ante diferentes condiciones de temperaturas, pH, concentraciones
iniciales de biomasa).

¢ Evaluar el desemperio fermentativo de Spathaspora passalidarum en sustratos mixtos
con glucosa/xilosa. Analizar si el transporte de la xilosa se encuentra competitivamente
inhibido por glucosa.

METODOLOGIA

Desempeiio fermentativo de Spathaspora passalidarum en medios con diferentes
condiciones iniciales de xilosa, biomasa y temperaturas.

Los ensayos de fermentacion con seguimiento en el tiempo se realizaron en fermentadores
con xilosa (10, 25 y 50 g/L) como unica fuente de carbono suplementados con extracto de
levadura como fuente de nitrogeno.

Las fermentaciones se realizaron en modo batch, con agitacion constante y temperaturas
controladas de 30 y 37 °C.

Se inocularon concentraciones iniciales de biomasa de 0,25y 0,5 g/L.

Las muestras se tomaron a tiempo inicial de 0 horas hasta un tiempo final de 28, 40 y 60 horas
dependiendo de las concentraciones iniciales de sustrato.

Desempeno fermentativo de Spathaspora passalidarum en medios con diferentes
valores de pH iniciales.

Los ensayos de fermentacion con seguimiento en el tiempo se realizaron en fermentadores
con xilosa (25 g/L) suplementados con extracto de levadura como fuente de nitrégeno.
Posteriormente, cada fermentador fue regulado hasta la obtencion de diferentes valores de
pH iniciales (3, 4, 5y 6).

Las mediciones de pH iniciales y finales se realizaron con un peachimetro digital.

Las fermentaciones se realizaron en modo batch, con agitacidbn constante, temperatura
controlada de 30 °C y una concentracion inicial de biomasa de 0,5 g/L.

Las muestras se tomaron a tiempo inicial de 0 horas hasta un tiempo final de 40 horas.

Desempeio fermentativo de Spathaspora passalidarum en medios con glucosa y
xilosa.

Los ensayos de fermentacion con seguimiento en el tiempo se realizaron en fermentadores
con glucosa (25 g/L) o xilosa (25 g/L), como unicas fuentes de carbono, y sustratos mixtos
con glucosa y xilosa (20:5; 12,5:12,5; 5:20 respectivamente) suplementados con extracto de
levadura como fuente de nitrogeno.

Las fermentaciones se realizaron en modo batch, con agitacidon constante, temperatura
controlada de 30 °C y una concentracion inicial de biomasa de 0,5 g/L.
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Las muestras se tomaron a tiempo inicial de 0 horas hasta un tiempo final de 40 horas.
Determinaciones analiticas y parametros

El seguimiento de biomasa se realiz6 por turbidimetria, siguiendo la evoluciéon de la misma
mediante lecturas a 600 nm en espectrofotometro (HACH DR/2010), contra blanco de agua
destilada. La correlacién entre la sefal provista por el espectrofotémetro y la concentracion
de Spathaspora passalidarum en la muestra se determin6é mediante la construccion de una
curva patron. Para ello, muestras preparadas con diferentes concentraciones de la levadura
(expresadas en g/L) se midieron en espectrofotometro y luego se aproximé la concentracién
de biomasa por la determinacién de Sélidos Suspendidos Volatiles (Greenberg y col., 1992).
Los valores de concentracién de sustratos en los sobrenadantes de cultivos se midieron
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) construyendo previamente una
curva de calibrado que relaciona la sefnal (area), provista por el equipo, con diferentes
concentraciones de cada sustrato (g/L). Esto se realiz6 en un equipo UltiMate 3000 HPLC
(Termo Fisher Scientific), equipado con una columna Shodex SH-1011 y un detector de indice
de refraccidn (RID). Ademas, esta técnica fue utilizada para la identificacion de subproductos
de fermentacion como xilitol y glicerol.

La determinacion de etanol, producido por la fermentacién alcohdlica de azucares, se realiz6é
utilizando el cromatégrafo gaseoso GC-2014 Shimadzu (GC).

Para la evaluacion y comparacion del desempefio fermentativo de Spathaspora passalidarum
en los diferentes ensayos realizados se consideraron los siguientes parametros
estequeomeétricos: crecimiento de biomasa (AX: delta de biomasa: biomasa final - biomasa
inicial); consumo neto de sustrato (AS: delta de consumo de azucar: azucar inicial - azucar
final) y rendimiento de etanol (Yp/s: etanol maximo/AS).

CONCLUSIONES

Tabla 1: Parametros obtenidos frente a D-xilosa.

TIEMPO BIOMASA | BIOMASA XILOSA | XILOSA

FERMENTACION | INICIAL FINAL AX | INICIAL | FINAL | AS | ETANOL | YPsS
FERMENTADOR | T° (h) (g/L) (g/L) (g/L) | (g/L) gn) | (%) g/L (g/2)
R1 28 0,503 2,845 2,34 9,733 0,303 96,9 3,37 0,357
R2 28 0,267 2,103 1,84 9,651 0,241 97,5 3,33 0,353
R3 o 40 0,495 3,981 3,48 24,539 0,076 99,7 9,89 0,404
R4 « 40 0,270 3,182 2,91 25,567 0,076 99,7 9,24 0,362
RS 60 0,486 4,814 4,33 56,479 19,605 | 65,3 10,84 0,294
R6 60 0,258 3,869 3,61 55,246 19,194 | 65,2 9,85 0,273
R’1 28 0,638 3,036 2,40 9,733 0,241 97,5 2,73 0,287
R2 28 0,348 2,019 1,67 9,610 0,611 93,6 2,54 0,282
R’3 = 40 0,666 3,79 3,12 24,642 0,097 99,6 9,39 0,382
R4 @ 40 0,346 3,014 2,67 24,436 0,118 99,5 8,35 0,343
RS 60 0,604 4,33 3,73 50,723 16,418 | 67,6 9,47 0,276
R’6 60 0,320 3,25 2,93 51,134 16,315 | 68,1 9,25 0,265

A partir de la tabla 1 podemos observar que los ensayos realizados a 30°C presentan un
consumo elevado de xilosa para los fermentadores R1 a R4, sin embargo, en R5 y R6 los AS
disminuyen un 35 %. Estos consumos se ven reflejados en los rendimientos de etanol.
Ademas, todos los AX son menores cuando inoculamos con la mitad de biomasa inicial (R2,
R4 y R6).

Como primeras conclusiones podriamos informar que las relaciones biomasa/sustrato inicial
son necesarias para 6ptimos rendimientos de etanol, en nuestro caso, la obtuvimos en el
fermentador R3 con un consumo total del azicar y un Yp/s de 0,404.
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Las relaciones biomasa/sustrato en los fermentadores R5 y R6, con mayores concentraciones
de xilosa, podrian no ser suficientes provocando un efecto de inhibicion por producto que
afectaria el proceso de fermentacién.

Los mismos ensayos se llevaron a cabo a 37 °C mostrando resultados similares a los
obtenidos para 30 °C. En este rango de temperaturas no veriamos cambios significativos.
Respecto a los ensayos realizados a diferentes valores de pH podemos concluir que, dentro
del rango de pH 4 a 6, el desempenio fermentativo se mantiene igual (no observamos grandes
variaciones en los parametros calculados) mientras que un pH de 3 altera negativamente
dicho desempefio provocando una disminucién en el consumo de azucares y rendimientos
esperados.

Respecto a los fermentadores con sustratos mixtos glucosa — xilosa se observé que presentan
el mismo comportamiento didauxico (utilizacién secuencial de glucosa y xilosa separadas por
una fase “lag”) confirmando la preferencia de Spathaspora passalidarum por la hexosa sobre
la pentosa.

Se podria concluir en primera medida que hay represion en el transporte de la xilosa por la
glucosa en todas condiciones ensayadas.

El andlisis de los cromatogramas confirma la presencia de etanol, como principal producto de
fermentacién, y la ausencia de glicerol — xilitol.

Por altimo, los consumos presentan diferencias en sus vias metabdlicas y productos finales.
Por un lado, la glucosa favoreceria el crecimiento de biomasa celular ya que los fermentadores
con mayores concentraciones de este sustrato presentan los valores AX mas elevados y los
Yp/s mas bajos. Cuando la fuente de carbono mayoritaria era la xilosa el comportamiento fue
contrario, menores valores de AX y mayores de Yp/s evidenciando que este ultimo sustrato
presenta un metabolismo més fermentativo (favorecido por la produccién de etanol como
metabolito principal).
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