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Resumen

Los componentes de mayor contenido en el material lignocelulésico,
glucosa y xilosa, son la materia prima utilizada para la obtencion de etanol
por via fermentativa. En este trabajo se realiza un disefio de experimentos
dirigido a estudiar la capacidad fermentativa de la levadura Pachysolen
tannophilus, basado en la revision de literatura especializada acerca de
la obtencidn del etanol a partir de glucosa, xilosa, y mezclas de ambas.
Se estudian las cepas de microorganismos y condiciones operacionales
mas comunes para ello. La fermentacion se lleva acabo empleando la
levadura en su forma natural la cual es capaz de fermentar los azucares
de 5 atomos de carbono como la xilosa, durante un tiempo de estudio de
24 horas. Para el andlisis de las mezclas de azucares se utilizan
diferentes relaciones, tales como: 25% xilosa/75%glucosa, 50% xilosa/
50% glucosa y 75% xilosa/25% glucosa, con una concentracion inicial de
20 g/L de azucar, velocidad de agitacion de 150 rpm y temperatura 30
UC. El tiempo de muestreo fue de 48 horas. Para el andlisis de las
muestras se emplea Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).
Obteniéndose una concentracion de 4.5 g/L para mezclas de 50% xilosa/
50% glucosa a las 48 horas de muestreo.
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Abstract

Glucose and xylose, the highest components of the lignocellulosic mate-
rial, are the raw material used for the production of ethanol by means of
fermentation. This paper carries out a design of experiments aimed at
studying the fermentative capacity of the Pachysolen tannophilus yeast,
based on the specialized literature review about obtaining ethanol from
glucose, xylose, and mixtures of both. Strains of microorganisms and
common operating conditions are studied for this purpose. The fermenta-
tion is carried out using the yeast in its natural form which is capable of
fermenting sugars from 5 carbon atoms such as the xylose, during a 24-
hour study period. Several relationships are used for the analysis of mix-
tures of sugars such as: 25% xylose /75% glucose, 50% xylose / 50%
glucose and 75% xylose/25% glucose, with an initial concentration of 20 g
/ | sugar, a 150 rpm rate of stirring and a 30 U C temperature. The sam-
pling time lasted 48 hours. High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) was used for the analysis of samples. At 48 hours from starting
the test it was obtained a concentration of 4.5 g/L for 50% xylose / 50%

glucose mixtures of sugars.

Keywords: ethanol, fermentation, xylose, Pachysolen tannophilus.

1.Introduccion

Desde comienzosde siglo d usodesmedidodelos
combustiblesfdsileshasido unaproblematicaare-
solver tanto para paises desarrollados como
subdesarrollados. Debido asu agotamiento sehan
buscado aternativas que puedan suplirlos en
determinados campos de aplicacion. Ocupando un
lugar importante encontramaoslaobtencion deetanol
por viasfermentativas, avanzando por laprimera
generacion apartir delos derivadosde amidén, e
ingresando enlasegunda: fermentacidndelabiomasa
lignocdulésica

Lamateriaprimaparaeste proceso |o constituye el
materid lignocd ul és co, disponibledemaneracomin
en el ambiente, yaseaenresiduosdelaindustria
maderera, industriaazucareracomo &l bagazo de
cafa de azucar, residuos de la agricultura y
desperdiciosurbanos[1] y[2], disminuyendo con
ello e costo deproduccion. El componente princi-
pal delamaterialignocelulésicalo constituyela
celulosay hemicelulosa, pudiendo ser hidrolizados
a azlicares y estos fermentados a etanol. Los
azUcares que Se encuentran en mayor proporcion
sonlaglucosay laxilosa. Laobtencion de etanol se
hadesarrollado generd menteutilizando laglucosa,
por ser el componente principa de la materia
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lignocdulésica

Paralafermentacion delosazlcaresseutilizan
diferentes microorganismos, que pueden variar
desdelevaduras hastabacterias. Son utilizadosen
suformanatural, salvo en algunos casosque no
puedan fermentar lamezclade azlcares entonces
sehacenecesariorecurrir a empleo de
microorganismos modificados genéticamente.
Ejemplo deello son | asbacteriasrecombinantes
como Escherichia coli, Klebsiella oxytocay
Zymomonas mobilisolevadurascomo S
cerevisiae, seguin Mesal ., [3].

Laglucosa, esfermentadanhi stéricamente por el
microorgani smo SaccharomycesCerevisiae,
obteniendo atosnivelesderendimiento. Otro
componente que seencuentraen lamateria
lignocelulésicaeslaxilosa, no sendo fermentada
por & microorganismo antes mencionado en su
cepanatura, sino modificado genéticamente.
Existen otrosmicroorganismosquefermentanala
glucosay alaxilosaindistintamente, entrelosmés
destacados en laliteraturaespecializadapodemos
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encontrar a& Zymomonas Mobilis, Pachysolen
tannophilus, Pichia stipitis, y Candida
Shehatae, [4], [5], [6].
Losmicroorganismosmastutilizadosen la
fermentacion delaxilosa, debidoasu

cong derable capacidad fermentativa, son:
Pachysolen tannophilus, P. stipitis, y Candida
Shehatae. Estos microorganismosfermentan|a
xilosabgj o determinadas condicionesdel medioy
deoperacion.

Por lo expuesto anteriormente nos proponemos
como objetivo delainvestigacion avanzar enel
estudio delacapacidad fermentativade

Pachysol en tannophilus utilizando un disefio
experimenta deazlcaressimplesy demezclasde
ambos.

2.Materialesy méodos

Sedesarrollaun estudio experimentd dela
obtencion de etanol apartir delafermentacion de
glucosa, xilosa, y mezclade ambas. Parael
estudio delafermentacion delosazlicares se
aplicaun disefio de experimentosfactoria de tipo
22dondelavariableindependienteseré la
temperatura (30UC como nivel inferiory 35 UC
como nivel superior), y € tipo deazlcar como
variableindependiente cuditativa(glucosacomo
nivel superiory xilosanive inferior), obteniendo
untotal de 4 experimentoscon 1 réplicapor cada
uno. Seescoge este rango detemperaturasegun
losresultadosa canzados por Ke-Ke

Cheng[7] y S. Sanchez [§].
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Figura 1. Diagrama de bloques del proceso
fermentativo deglucosa, xilosay mezcladeambas
2.1.Matriz experimenta

Losparametrosavariar end disefio deexperimentos
fueron:

Temperatura: 30- 35 UC (X1)

‘Tipo de azucar: xilosa— glucosa (X2)

Obteniendo lasiguiente matriz experimental, ver
Tablal:

Tabla 1. Matriz experimental

Ademés sedeterminan lasrelaciones Experimento X1 X2
porcentualesdelosazlcares contenidos 1 + -
en el caso delasmezclasparauna 2 + +
concentracioninicial de20 g/L paracada i +

una.

Seredizaun diagramadebloquesdonde
sedefinelasecuenciadeactividadesaredlizar
parael logro delos objetivostrazados,

ver Figural
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2.1.  FermentacionessimplesdeazUicares
Paralaredlizacion delasfermentacionesdeazucares
simples, senecesitanunmedio afinalalevaduray
gue contengal os nutrientes necesarios paraqueesta
puedallevar acabo lafermentacion.

Los compuestos que conforman el medio
fermentativo son compuestosdetipo nitrogenados,
hidrogenadosy mineral es, los cuales contribuyen a
desarrollo metabdlico delalevadura Pachysolen
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tannophilus. El medio es comUn para todos |os
experimentos. Este contiene: 5 g/L deKH_PO,, 2
g/L de(NH,),SO,, 0.2¢g/L deMgSO,*7H,0, 19/
L depeptona, 5 g/L deextracto delevaduray xilosa
0 glucosaen concentracion de20 g/L, ver [7]. Se
redlizan endicuotasde25ml.

Lafermentacion sellevaacabo aproximadamente
por 24 horas con unavel ocidad de agitacion de 150
rpmy temperaturasegun laindicadaen d disefio de
experimentos.

2.2.Fermentaciones de mezclas de azlicares
Loscomponentesdel medio seranlosmismosy en
igual concentracion que paralafermentacion de
azucares simples, incluyendo laconcentracion de
estos. Lasrelaciones delasmezclas se efectuaran
demaneraporcentual, segin Frank Agbogbo [4] y
Miranda, J.C.S [9], como se establece a
continuacion: 25% xilosal 75% glucosa, 50% xilosal
50% glucosay 75% xil 0sal25% glucosa, también
enalicuotasdevolumenigua a25 ml y 150 rpm.
El tiempo de muestreo paralasmezclas serade 48
horasy latemperaturade 30°C por ser alacual se
alcanzaron los mejores resultados en los
experimentosdefermentacionessmples.
2.3.1Calculos de composicién delas mezclas de
azucares

Parael calculo delacomposicién de azicaresen
lasmezd asdebemostener en cuentalaconcentracion
de trabajo de ambas, € volumen a preparar y €l
valor porcentual a que se conformara el medio
fermentativo. Setrabgjacon unaconcentracioninicia
deazlcar igual a20 g/L, tanto paralaxilosacomo
laglucosa. El volumen apreparar por mezclaesde
50ml, 25 ml parael experimentoy losotros25 ml
paralaréplica, y d vaor porcentud variadeacuerdo
alamezclaen cuestion.

Ejemplo decal culo paralamezcla de 25% xilosa/
75% glucosa:

Paraunaconcentracion deazlcaresde20 g/L, la

cantidad querepresentalaxilosaesde:

20-100%  concentracionde5g/L, llevadosa
unvolumende50 ml:
X — 25% c=m/

7
m=0.25gdexilosa

m = 0.75 g deglucosa

El clculoparalasdemésmezdasseredizadeforma
and oga, mediantebal ance dematerides.
2.3.Tecnologiaempleada

La tecnologia empleada para € andlisis de los
experimentosredizadoseslacromatografialiquida
dedtaresolucién (HPLC). Estatécnicaseparacon
gran eficacia, identifical os compuestos separados
por lacolumnay ademés|os cuantificapor su dtura
0 &reade picos en el cromatograma. Permitiendo
determinar lapresenciadel etanol enlasmuestras
delasfermentaci ones efectuadas.

Enlasolucion de este disefio experimental seutilizd
un equipo HPLC Y L9100, equipado con un detec-
tor de indicede Refraccion (IR) y columnade tipo
CARBOSep CHO-682. La fase movil de la co-
lumnaes aguaultra-pura, con unflujode 0.4 ml/
min, presion detrabgjo de 350 psi, temperaturadel
horno de 80 °Cy tiempo de corridadelas muestras
azucaradas de 30 minutos.

2.Resultadosy andlisis

End andisisdelosresultadosdd estudioredizado
apartir deazlcares, xilosay glucosa, y mezclade
ambas, en la obtencién de etanol por via
fermentativa, seutilizatecnologiade cromatografia
liquida (HPLC). Obteniendo un conjunto de
cromatogramas indicadores de los tiempos de
€lucién de cadacomponente o sustancia presente
enlosanalitos en cuestion, en este caso prestando
especial atencidén al etanol, siendo € producto de
interésdelainvestigacion.

3.1Resultados de las fermentaciones simples de
azucares

Tabla 2. Concentracién de etanol aplicando el disefio 22

Experimento X1 {Tenflperaiura: Xz l{Tipu de azicar, Concentracion de
“C) xilosa o glucosa) etanol (gL)
1 33 glucosa 1=0.001
2 35 xilosa -
3 30 glucosa 5=0.003
4 30 xilosa -
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Segun d disefio de experimentosfactorial
22, donde sevarialatemperaturay tipo de
azucar contenido end mediofermentativo,
utilizando el microorganismo Pachysolen
tannophilus, nos reporta los siguientes
nivel es de concentraci on de etanol paraun
tiempo de muestreo de 24 horas,

ver Tabla2. Aterperua %

Como seohserva, en € caso qued azlicar

es laxilosa no se obtiene etanol. En los

casos 1y 3 queel azlcar eslaglucosase
obtiene mayor concentracion de etanol a la
temperaturade 30°C. Parael caso del experimento
3, el rendimiento de etanol fue el 49 % del
rendimiento potencia tedrico paralaobtencion de
etanol apartir deazlcaresy parael experimento 1
fue del 10%. Estos resultados son bajos en
comparacion con lafermentacion realizadapor la
Saccharomyces cereviceae, pero
debido a la imposibilidad de esta
levaduradefermentar losazlicaresde
5 &omos de carbono en su forma
natura, esquesetienelanecesidad de experimentar
con otras cepas de levadura, como e Pachysolen
tannophilus.

Se realiza un analisis de varianza para la
concentracion de etanol, utilizando el software
STATGRAPHICv.4.0 observando quelasdosvari-
ablesindependientesasi como lainteraccion entre
ellasresultaron significativas. Ver Tabla3.

Baara

Figura2. Gréfico de Pareto paralaconcentracion
deetanal, g/L

Larepresentacion mateméticadd andisisestadistico
guerelacionalas variables temperaturay tipo de
azucar quedaexpresadamediantelaEcuacion 1.

Concentracion de etanol (%] =1.5-X1+15X2-X1Xx2

Ecuacion 1.

Se puede observar enlaEcuacion 1, que el signo
del coeficientedelavariable X 1 (temperatura) es
negativo, viéndose favorecidalaconcentracion de
etanol al emplear latemperaturaa 30°C, lo cud
coincideconlosreportesdelaliteratura, ver [7].
3.2  Reaultadosdelasmezclasdefermentaciones
Cond empleo delasmezclasdeazlcares glucosay
xilosa, lalevaduraPachysol en tannophilusescepaz
defermentar laxilosa. El mejor resultado

Tabla 3. ANOWVA para la concentracion de etanol, 2. obtenidoencuanto autilizacion delaxilosa

Variables F-ratio | p-value

como sustrato es la mezcla de 50% de

Xi: Temperatura 436.36 0.0002

xilosa/'50% de glucosa, consumiendo €

X:: Tipo de aziicar || 98182 | 0.0001

microorganismo todalaxilosapresenteen

X1X: 436.36 | 0.0002

el medio, luego determinarselaglucosa

R2.,% 99.71

también. Ver Tabla4.

También se observaquelavariableindependiente
demayor significacion eslacorrespondientea
tipo de azlcar. Con este estudio seobtienequela
levadura Pachysol en tannophilus, en un periodo
de 24 horasno puedefermentar aetanol laxilosa
contenidaen e medio. Ver Figura2.
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Tabla 4. Resultado de las fermentaciones de la mezela de amicares

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

Ivlezclas | azmicares, gL a Zh de etanol, g. a || amicares ;gL a 48h | de etanol .gL a
Glucosa | Xilosa 2h Glucosa | Xilosa 45h
25x/75g 13 i 0.3 0 2.61 46
30x/30g 8 7.4 1.3 0 0 4.5
1ax/25g 1 8 0.73 0 7.3 2.8

Alcanzando unaconcentracion de4.5 g/L deetanol
alas 48 de muestreo. No quedando trazas en las
muestras analizadas de ninguna azlcar utilizado
como sustrato.
Conclusiones

Deacuerdo alosresultados obtenidosen lapréctica
experimentd podemosconduir qued utilizer laxilosa
como Unica fuente de azUcares la levadura
Pachysolen tannophilus no escapaz defermentarla
aetanol, paralas condiciones ensayadas. Mientras
gue en mezclas de glucosay xilosade diferentes
proporciones, luego de consumir la glucosa la
levaduracomienzaautilizar laxilosacomo fuente
de carbono para su metabolismo, logrando
concentraciones de 4.5 g/L a las 48 horas de
muestreo, en especid enlamezclade50% dexilosa/
50% deglucosa
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