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INTRODUCCION

Los combustibles fosiles representan un recurso no renovable cuya demanda actual los
posiciona en una situacién critica, generando la necesidad de producir combustibles
alternativos como lo es el bioetanol. Este combustible de origen biolégico o “biocombustible”
representa una alternativa renovable, sustentable y econémicamente competitiva, producida
a partir de la degradacién de biomasa lignocelulésica.

Segun Bocchetto R. y col., (2019) Argentina ha alcanzado un rol destacado en estos afnos
como proveedor nacional e internacional de biocombustibles. Sin embargo, para continuar en
este camino se requiere incrementar los esfuerzos en investigacion y desarrollo. En el Norte
argentino, el bioetanol proveniente la cana de azucar, “etanol de primera generacion”, es
producido con una capacidad de aproximadamente 550.000 m¥afio, representando la mitad
de la produccion argentina de ese biocombustible.

Sin embargo, la produccion de biocombustibles a partir de biomasas que forman parte de la
cadena alimenticia genera incertidumbre debido a la posible competencia con los alimentos.
En este sentido el uso de biomasas lignoceluldsicas para la obtencion de bioenergia mediante
tecnologia de segunda generacion resulta esencial (Grasso, D. 2019). Ademas, el
aprovechamiento de los residuos de la produccion agricola, pecuaria y de plantas
procesadoras para obtencion de productos con valor agregado como el bioetanol abre una
importante contribucion para el desarrollo de la economia circular.

Los procesos normalmente involucran un pre-tratamiento de los residuos, el cual puede
realizarse por métodos fisicos, quimicos o biolégicos con el fin de mejorar la digestibilidad de
la biomasa y hacer mas eficiente la etapa posterior, seguido de una hidrélisis enzimatica de
los polisacéridos para liberar la glucosa a partir de la celulosa (Zhao y col., 2011), y este
liquido azucarado luego es fermentado para obtener etanol.

Existen todavia varios desafios para la conversién de la biomasa lignocelulésica en etanol,
debido particularmente a que las pentosas contenidas en la hemicelulosa que son liberadas
durante el pre tratamiento, no pueden ser fermentadas a etanol y CO> tan eficientemente, a
una tasa y rendimientos aceptables desde el punto de vista industrial, como la glucosa por
especies etanologénicas principalmente Saccharomyces cerevisiae.
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La temperatura de fermentacion resulta un parametro critico a nivel industrial, siendo 28-30°C
la temperatura ampliamente aceptada como 6ptima para la produccién de etanol cuando se
emplean cepas de S. cerevisiae. Sin embargo, la temperatura 6ptima de hidrélisis enzimatica
usada en los procesos de SSF “Fermentaciéon y Sacarificacién simultanea” de obtencién de
bioetanol es de 45-50°C (Zhang, 2011). Por lo tanto, el estudio de fermentacion de la glucosa
a altas temperaturas resulta critico.

El propésito de esta investigacion es la evaluacién de distintas cepas de levaduras con
potenciales aplicaciones en la produccion de bioetanol, analizando su metabolismo frente a
distintas condiciones y fuentes de carbono, de manera tal de seleccionar aquellas que podrian
ser empleadas como plataforma productiva.

OBJETIVOS

Estudiar el metabolismo de diferentes cepas de levaduras para la produccion de
biocombustibles de segunda generacion (2G).

Evaluar y comparar el desemperio fermentativo de dichas cepas utilizando xilosa como fuente
de carbono.

Seleccionar levaduras con capacidad de desarrollo a altas temperaturas.

METODOLOGIA
Screening de capacidades metabdlicas de levaduras

El screening se realiz6 utilizando 6 cepas de levaduras para evaluar la cinética de produccién
de biomasa y de consumo de pentosa, con xilosa como fuente de carbono, y 5 cepas de
levaduras para estudiar el desempefo a altas temperaturas, con glucosa como fuente de
carbono. En base a ello, se determind la produccién de bioetanol en las distintas condiciones.
Para el estudio cinético se realizaron ensayos bajo condiciones de microaerobiosis, con un
caudal de aire de 50 ml/min, a 37°C, con xilosa como Unica fuente de carbono. Para cada
cepa se utilizaron dos reactores de 100 ml de capacidad unidos a un sistema de aireacién
controlada, compuesto por mangueras de silicona unidas a un caudalimetro, conectado a un
aireador de pecera. El caudal deseado se regul6 mediante una pequena valvula.

El inéculo inicial de cada cepa se obtuvo a partir de un cultivo en medio YPX, con agitacién
constante durante 48 hs a 37°C, posterior a un cultivo en medio YPG con agitacién constante
durante 24 hs a 30°C. La biomasa se separd6 mediante centrifugacion, estimando su
concentracion por espectrofotometria para determinar el volumen de indculo a sembrar en
cada reactor, de forma tal que su concentracion final en el mismo resulte de 1 g/L. Cada
reactor consistia de 30 ml de medio, con una concentracion de 10 g/L de xilosa, 5 g/L de
extracto de levadura.

Para realizar determinaciones analiticas, se tom6 1 ml de muestra directamente del reactor,
cosechando las células por centrifugacion y estimando la concentracion de biomasa mediante
espectrofotometria a 600 nm, utilizando una curva de calibrado de Soélidos Suspendidos
Volatiles. A cada sobrenadante se le determiné: azlcares reductores (xilosa) por método
colorimétrico empleando el reactivo DNS (Miller G., 1959), a partir de una curva de calibrado
construida con diferentes concentraciones del azucar, y concentracion de bioetanol, mediante
cromatografia gaseosa (GC).

Se realiz6 la toma de muestra cada 2 hs, durante 12 hs. Finalizado este tiempo, se inocularon
nuevamente los reactores, dejandolos crecer en estufa a 37°C durante 12 hs, representando
las 12 hs iniciales.

Luego se continud con la toma de muestra cada 2 hs, de manera tal de completar las 24 hs.
En cuanto a los ensayos a alta temperatura, se realizaron a 45°C en condiciones de
anaerobiosis, con glucosa como fuente de carbono. Para cada cepa se utilizaron dos
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reactores de 10 ml de capacidad, uno para contar con un control a 30°C, y otro para el ensayo
en si.

El in6culo de cada cepa se obtuvo de un cultivo en medio YPG, con agitacion constante
durante 24-48 hs, segun la cepa, a 30°C. Se procedi6 de igual manera que en la primera linea
para la determinacién del volumen de inéculo a sembrar en cada reactor, debiendo alcanzar
en este caso una concentracion inicial de 0.5 g/L. Cada reactor consistia de 25 g/L de glucosa
y 1 g/L de extracto de levadura.

Para las determinaciones analiticas se tomaron 0.5 mL de muestra directamente del reactor
para el tiempo cero y a tiempo 24 hs, y 1 mL pasadas las 48 hs. La biomasa se separé del
sobrenadante por centrifugacién, de manera tal de estimar su concentraciéon siguiendo el
mismo procedimiento mencionado anteriormente. Luego, la determinacion de la
concentracion de azucares y bioetanol se realizé a través de los métodos ya mencionados.
Los datos obtenidos a partir de las fermentaciones se procesaron en planillas de calculos.

RESULTADOS

Para los ensayos de cinética de crecimiento de biomasa y de consumo de xilosa, se
obtuvieron los parametros cinéticos representativos del desempefo fermentativo de las
cepas, como lo son la velocidad especifica de consumo de azucares, rs, y la velocidad
especifica de crecimiento de biomasa, r,. Se obtuvieron también los valores correspondientes
al consumo neto de sustrato (xilosa), AS, y el aumento en la concentracion de biomasa, Ax.
Finalmente, se determin6 mediante cromatografia gaseosa (GC) la concentracién de etanol
en los sobrenadantes, para finalmente obtener el rendimiento de etanol Ye [g etanol/g
sustrato]. En la Tabla 1 se adjuntan los valores correspondientes a cada parametro, para cada
cepa.

Tabla 1 — Parametros cinéticos obtenidos para las 6 cepas levaduras ensayadas

Cepa ro[g/L.h] | rs[g/L.h] | AS [%] | AEtanol [g/L] | Y. [gE/gS]
Meyerozyma guilliermondii 0.57 0,74 94.2 - -
Kluyveromyces marxianus 0.52 0.38 88.2 0.08 -

Candida sp. 0.48 0.44 97.5 0.075 -
Spathaspora passalidarum 1.30 1.40 99 213 0.25

Oagateae siamensis 0.88 0.83 98 - -

Yamadazyma sp. 0.69 0.71 95.5 0.04 -

En cuanto a las cepas Meyerozyma guilliermondii, Kluvyeromyces marxianus 'y Candida sp,
se observd que la produccion de etanol fue muy baja, hasta nula, por lo que no fue posible
llegar a un rendimiento de etanol.

En lo que respecta al crecimiento de biomasa, Spathaspora passalidarum obtuvo la mayor
velocidad de aumento de biomasa, seguida de la cepa O. siamensis y, finalmente, de
Yamadazyma sp. En cuanto al sustrato, S. passalidarum consumié rapidamente el azucar,
con la mayor tasa, mientras que Yamadazyma sp, y O. siamensis demostraron un desempefio
similar. Finalmente, solamente fue posible obtener un rendimiento de etanol para la levadura
Spathaspora, siendo éste de 0.25 g etanol/g sustrato. Considerando que el rendimiento
maximo de etanol esta determinado en 0.5 g etanol/g sustrato, esta levadura alcanzé la mitad
de dicho rendimiento.

Para el estudio del desempefio metabdlico de las cepas a alta temperatura, se obtuvieron los
siguientes parametros: crecimiento de biomasa Ax [g biomasa/L], consumo de sustrato AS [%
sustrato] y produccién de etanol AE [g etanol/L]. Considerando la produccién de etanol y el
consumo de sustrato, se calculd el rendimiento de etanol Y. [g etanol/ g glucosa]. Los valores
correspondientes se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2 — Parametros de desempefio a alta temperatura para las 5 cepas ensayadas

o Y. [g etanol/g
Cepa T[°C] | Ax[g/L] | AS[g/L] | AE [g/L] glucosa]
Saccharomycgs cerevisiae 30 169 100% 8.62 05
var. Windsor
Saccharomycgs cerevisiae 45 0.97 48% 3.90 03
var. Windsor
Saccharomyces Bayanus 30 1.94 100% 8.32 04
Saccharomyces Bayanus 45 1.03 100% 4.90 0.2
Lachancea thermotolerans 30 1.49 100% 16.97 0.5
Lachancea thermotolerans 45 0.31 2.2% 0.33 -
Ogataea siamensis 30 0.67 33.75% 1.86 0.3
Ogataea siamensis 45 0.79 51.2% 1.80 0.2
Kluyveromyces marxianus 30 2.30 100% 11.70 0.5
Kluyveromyces marxianus 45 2.38 100% 12.42 0.5

Se puede observar que las primeras tres cepas disminuyen su crecimiento a 45°C, siendo la
cepa L. Thermotolerans la que mas bajo crecimiento demostré. En cuanto a la levadura O.
siamensis, presento un leve aumento en el crecimiento a 45°C. Finalmente, la cepa
K.marxianus arroj6 una produccién de biomasa levemente mayor a 45°C, demostrando ser
tolerante a esta temperatura.

En lo que respecta al consumo de glucosa, se observa que las cepas S. bayanus y
K.marxianus consumieron la totalidad del aztcar a la mayor temperatura, mientras que las
cepas S. cerevisiae var. Windsor, O. siamensis y L. thermotolerans sélo consumieron un
porcentaje. Particularmente, el consumo de glucosa de ésta Ultima cepa fue muy bajo, de un
2.2%.

Finalmente, en lo que respecta a la produccion de bioetanol, la misma disminuy6 en todos los
casos para una temperatura de 45°C, lo que verifica lo expresado en otros estudios. Sin
embargo, cabe destacar que la cepa K.marxianus arrojé un rendimiento de etanol de 0.5 g
etanol/g glucosa, siendo el mismo el rendimiento maximo teérico de etanol que pueden
alcanzar las levaduras en medios con glucosa como sustrato. Esto permite afirmar, con mas
certeza, que esta cepa resulta ser tolerante a la temperatura de 45°C.

CONCLUSIONES

A modo de conclusién, se estudio el consumo de xilosa y produccién de etanol a partir de la
pentosa en condicidn de microaerobiosis, por parte de levaduras que asimilan dicho sustrato.
Se determind que la cepa K.marxianus tolera altas temperaturas, produciendo etanol.
Ensayos futuros se enfocaran en el desempefio metabdlico de las presentes cepas frente a
distintas condiciones y fuentes de carbono.
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