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La integracion de la hidrdlisis enzimatica y la fermentacion en una etapa se conoce
como proceso de Sacarificacion y Fermentacion Simultdneas (SSF). Un serio
inconveniente del proceso SSF usando Saccharomyces cerevisiae es que las
temperaturas 6ptimas de las enzimas y de la levadura son diferentes. Por esta razén
es necesario utilizar organismos con alta tolerancia térmica, lo que permitiria realizar
la SSF a temperaturas mas cercanas a las optimas de las enzimas, con lo que mejoraria
la conversion y, por ende, los rendimientos en etanol. Como se conoce que la cepa
SuperStart, aislada de procesos de obtencion de etanol a partir de maiz, posee alta
tolerancia a inhibidores, para complementarla como organismo eficiente para la
fermentacion de hidrolizados celuldsicos, es necesario incrementar su tolerancia
térmica para que pueda ser usada en procesos de SSF. Se investigd entonces su
adaptacion por incubacién a temperaturas de hasta 40 °C y se evalu6 su
comportamiento en procesos de SSF. Se realizaron experimentos de SSF paralelos a
30°Cy 38°C, con las cepas progenitora y adaptada. En la SSF a 38 °C con la cepa
adaptada se observé una mayor formacion de etanol que en el experimento a 30 °C.
La conversion de la celulosa fue superior en aproximadamente 4 % a la obtenida en la
SSF a 30 °C.

Palabras clave: Bagazo de cafia de azlcar, cepas termotolerantes, Etanol, fermentacion
simultaneas y sacarificacion.

ISOLATION AND EVALUATION OF THERMOTOLERANT YEAST
STRAINS IN SIMULTANEOUS SACCHARIFICATION AND FERMEN-
TATION OF SUGARCANE BAGASSE

The integration of enzymatic hydrolysis and fermentation in one step is known as simul-
taneous saccharification and fermentation (SSF). A drawback associated with SSF
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using Saccharomyces cerevisiae is the different optimum temperatures for sacchari-
fication and fermentation. The use of organisms with tolerance to high temperatures
has to become a necessity. It enables to carry out the SSF at temperatures closed to
optimum enzyme temperatures and leads to better conversion of the cellulose and high
ethanol yields. As it is known SuperStart yeast, used for ethanol production from corn,
has high tolerance to inhibitors. Increasing of thermotolerance is important in order to
complete its efficiency for fermentation of cellulosic hydrolyzates to be used in SSF
processes. Adaptation by incubation at temperatures up to 40 °C was investigated.
Isolated yeast was evaluated in SSF processes. The experiments were carried out at
30 and 38 °C with adapted and non-adapted strains. A high ethanol formation was
observed at 38 °C and cellulose conversion was higher in around 4%.

Key words: Ethanol, simultaneous saccharification and fermentation, sugarcane ba-
gasse, thermotolerant yeasts.

INTRODUCCION

El espectacular incremento del consumo de etanol
durante el altimo lustro ha sido motivado por la
necesidad de sustituir los combustibles derivados
del petrdleo, cuyos precios, a pesar del repliegue
ocurrido durante los ultimos meses, tienen una
tendencia continua al alza. Debido al crecimiento
de lademanda de energia en la transportaciony al
previsible repunte de los precios del petréleo, es
l6gico esperar que el incremento del consumo de
etanol continte en el futuro inmediato.

Para Cuba, un pais con excelentes condiciones
climéticas y larga experiencia en la agroindustria de
la cafia de azUcar, el etanol representa una gran
oportunidad de crear empleos, mejorar la balanza
comercial y disminuir la dependencia de fuentes
externas de suministro de recursos energéticos, lo
que tiene una gran importancia social, econdmicay
estratégica.

Los materiales lignocelulésicos (MLC) representan
materias primas abundantes y baratas con gran
potencial para producir la mayor parte del etanol
que demandard el mercado en un futuro proximo.”?’
Estos materiales contienen azlcares polimerizados
en forma de celulosa y hemicelulosas, los que pue-
den ser liberados por hidrdlisis y fermentados a
etanol por microorganismos.’

En Cuba existen grandes cantidades de residuos
lignoceluldsicos, de los cuales el bagazo y la paja
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de cafia de azlicar se encuentran entre los mas
abundantes.

La celulosay las hemicelulosas pueden ser hidroli-
zadas a azucares simples, muchos de los cuales
pueden ser fermentados a etanol por diferentes
microorganismos. Sin embargo, producir azicares
con altos rendimientos y a bajo costo a partir de los
MLC es mas dificil que producirlos a partir de
materiales azucarados o amilaceos. Por eso, a pesar
de que el costo de la biomasa lignocelulosica es
mucho mas bajo que el de otras materias primas, el
costo de obtener azUcares a partir de lignocelulosa
ha sido historicamente demasiado alto como para
atraer el interés por su uso industrial.2* Por esta razon
es necesaria la busqueda de variantes tecnologicas
econdmicamente sustentables.?® La hidrolisis
enzimatica es un método selectivo, con un rendi-
miento cercano al 100 %. Ademas, el consumo de
energia es bajo y durante este proceso no ocurre la
formacion de inhibidores.?

Las principales limitaciones de la hidrdlisis enzimética
son el alto costo de las enzimas,” el requerimiento
de grandes reactores debido a la lentitud de la
reaccion y la inhibicién de la reaccion por los
azucares liberados.1%*2

Pararesolver las limitaciones de la hidrolisis enzimé-
tica se han desarrollado los procesos de sacarifica-
ciony fermentacion simultaneas (SSF), los cuales
integran la hidrolisis enzimatica y la fermentacion
alcohdlica en una etapa.'>* Los azlcares liberados
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por la hidrolisis son consumidos inmediatamente por
los microorganismos presentes. Esto minimiza la
inhibicién de las enzimas por la celobiosa y la
glucosa, lo que representa una gran ventaja sobre
los procesos de sacarificacion y fermentacion por
separado (SHF). La integracion lograda en la SSF
permite una mayor compactacion de los procesos
con la consecuente disminucion de costos. Otras
ventajas de la SSF son los rendimientos superiores
de etanol, menores cantidades de enzimas y
disminucion del riesgo de contaminacion. 15162122

Un serio inconveniente del proceso SSF usando
Saccharomyces cerevisiae es que las temperaturas
Optimas de las enzimas y de la levadura son
diferentes, por lo que hay que usar una temperatura
de compromiso, lo que resulta en una inferior
actividad enzimatica con una limitada conversion de
la celulosa. Para disminuir el desbalance de
temperaturas Optimas en este proceso es necesario
utilizar organismos con alta tolerancia térmica, lo que
permitiria realizar la SSF a temperaturas mas
cercanas a las 6ptimas de las enzimas, con lo que
mejoraria la conversién.?

Existen diversos métodos de obtencion de organis-
mos termotolerantes, entre los que se encuentran la
seleccidn de cepas,’ fusion de protoplastos,*® muta-
génesis,>®y adaptacion a temperaturas crecientes. 2

Como se conoce que la cepa SuperStart, aislada
de procesos de obtencion de etanol a partir de maiz,
posee alta tolerancia a inhibidores, para comple-
mentarla como organismo eficiente para la fermen-
tacion de hidrolizados celulosicos, es necesario
incrementar su tolerancia térmica para que pueda
ser usada en procesos de SSF. En este trabajo se

@epa original

investigo entonces en el presente trabajo su adapta-
cién por incubacion a temperaturas de hasta 40 °C
y se evalud su comportamiento en procesos de SSF.

MATERIALES Y METODOS
Pretratamiento

El bagazo de cafia de azUcar fue pretratado por
prehidrolisis acida en dos etapas utilizando H,SO,
al 4 % en unarelacion liquido solido de 20:7. La
duracion de cada una de las etapas fue de L hy la
temperatura en ambas fue de 121 °C.

Adaptacion de la cepa SuperStart a tempera-
turas elevadas

La adaptacion de la cepa tuvo lugar en un prehidro-
lizado obtenido por prehidrélisis &cida de bagazo
de cafa de azlcar a 12 °C durante 1 h. Inmediata-
mente antes de las fermentaciones, el prehidrolizado
fue esterilizado por filtracién y suple-mentado con
extracto de levadura (10 g. L), pep-tona (20 g. L
Yy glucosa (20 g. L). La adaptacion se realizo en
varias etapas (Fig. 1). Se partié de cultivos en medio
solido (YPD-agar) de la cepa industrial SuperStart.
Inicialmente, una porcion de cultivo fue transferida
aun matraz Erlenmeyer de 125 mL que contenia 50
mL de prehidrolizado. El matraz con el medio fue
incubado a 30 °C y 300 rpm durante 24 h.
Posteriormente, 5 mL del cultivo obtenido fueron
inoculados en 45 mL del prehidro-lizado, y lamezcla
fue incubada a 32 °C y 300 rpm durante 24 h. Al
finalizar esta etapa se realiz6 una segunda inoculacion
en medio fresco a esa misma temperatura. Se repitid
el procedimiento a 34, 36, 38 y 40 °C.

’_?3':"3 32ec 34C 380 K 40°c
v v ¥ v ¥
3ec 34C 3eC 3800 40°c
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Figura 1. Esquema seguido para la adaptacion de la cepa SuperStart a altas temperaturas
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Los cultivos fueron seguidos por variacion de la
densidad dptica. Las concentraciones iniciales y fi-
nales de glucosa fueron determinadas utilizando un
Kit enzimatico de glucosa oxidasa. Al final de la
incubacion a cada temperatura se hicieron diluciones
de los cultivos y siembras en un medio sélido
formado por YPD-agar suplementado con prehidro-
lizado de bagazo. Una de las colonias resultantes
luego de ladilucién 1000 Xy siembra del cultivo
obtenido a 40 °C fue resembrada en medio solido,
y fue utilizada posteriormente para preparar los
cultivos con los que se inocularon los medios de
SSF. Se realizaron dos réplicas de todos los
experimentos.

Para el proceso de adaptacion de la cepa nos
basamos en experiencias previas de aislamiento de
cepas termotolerantes de S. cerevisiae® y de adap-
tacion de una cepaa inhibidores de la fermentacién,*
asi como en reportes de la literatura sobre seleccion
de cepas termotolerantes.®

Para verificar la capacidad de la cepa adaptada para
fermentar medios lignoceluldsicos a temperaturas
elevadas, se realizaron fermentaciones de prehidro-
lizados &cidos de bagazo a 38 °C con la cepa adap-
tada y la cepa progenitora. Los prehidrolizados
fueron suplementados con 25 g. L* de glucosa para
suplir la deficiencia de ese aziicar. Ademas, fueron
enriquecidos con extracto de levadura (2.5¢. L)y
peptona (5g.L?), y el pH se ajustd a5.0.

Microorganismo

La levadura fue propagada en un prehidrolizado
acido enriquecido con los componentes del medio
YPD. El medio fue incubado a 30 °C y 300 rpm
durante 16 h. El crecimiento fue monitoreado por la
variacion de la densidad optica. El cultivo obtenido
fue centrifugado a4 500 rpm y 4°C durante 10 min.
Se decanto el sobrenadante y las células fueron
resuspendidas en agua estéril en una proporcion
adecuada para que al ser afiadido 1 mL de la
suspensién al medio de SSF resultara una
concentracion de célulasde 1 g.L™.

SSF con la cepa adaptada

El bagazo pretratado fue mezclado con unasolucion
de tampdn de citratos (pH 5,0) dando la
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concentracién de solidos requerida para el
experimento (8 %). Se utiliz6 la preparacion
enzimatica GC 220 (Genencor, EE.UU.) auna carga
de 25 FPU por gramo de bagazo. EI medio fue
enriquecido con extracto de levadura (2,5g. L)y
peptona (5 g. L?). Se inocul6 el cultivo de levaduras
previamente elaborado, y la mezcla de reaccién se
incub6a30°Cya38°Cy 150 rpm durante 120 h.
Se realizaron dos réplicas de todos los experimentos.

Analisis

Laglucosa se determind con un analizador YSI (Yel-
low Springs, EE.UU.) basado en la oxidacion con
glucosa oxidasa. El etanol fue determinado por
cromatografia de gases (GC-6850, Algilent,
EE.UU.) utilizando un detector de ionizacion de
llama. Se utiliz6 helio como gas portador y butanol
como estandar interno.

Célculos

Para calcular la convertibilidad enzimatica de la
celulosa (%) se calcul6 la masa de glucosa
multiplicando su concentracion por el volumen del
hidrolizado. Posteriormente, se dividio la masa del
azucar por la masa seca de la muestra de bagazo de
la cual fue obtenido el hidrolizado y se multiplico
por 100. El rendimiento de etanol a partir de glucosa
(9. g*) fue calculado como la cantidad de etanol
formada (g) dividida por la cantidad inicial de
glucosa (g). La productividad volumétrica maxima
(9. L*h*) se basd en la cantidad de etanol producida
por litro de medio por hora durante las primeras 6-
8 horas de fermentacion. El procesamiento
estadistico se realizé utilizando herramientas de
STATGRAPHICS PLUS 5.0.

RESULTADOS

La cepa SuperStart sobrevivié el proceso de
adaptacion hasta los 40 °C. Porciones de los cultivos
de esacepaa 36 °C, 38 °C y 40 °C fueron diluidas
y sembradas en medio sélido donde tuvieron buen
crecimiento. Segun algunos investigadores,>** las
levaduras termotolerantes son aquellas capaces de
crecer a temperaturas superiores a 40 °C. En otros
reportes se consideran termotolerantes a las levadu-
ras con crecimiento en el rango de 33-35 °C,* mien-
tras que las capaces de crecer a temperaturas supe-
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riores a 48 °C se consideran termdfilas.* Teniendo
en cuenta los criterios anteriores, la cepa adaptada
en este trabajo, la cual fue capaz de crecer a 38-40
°C, puede ser considerada como termotolerante.

El aumento de latolerancia a altas temperaturas esta
relacionado con lainduccion de la sintesis de un grupo

de proteinas conocidas como “heat shock proteins”,
las cuales incrementan la resistencia al estrés térmico.®
Algunos autores también plantean la posibilidad de
que durante el proceso de adap-tacion a las
temperaturas elevadas se generen otros factores de
resistencia que favorezcan el com-portamiento
fermentativo ulterior de las cepas adaptadas.?
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Figura 2. Consumo de glucosa (cuadrados) y formacién de etanol (rombos) durante la
fermentacion de prehidrolizados acidos de bagazo a 38 °C con la cepa SuperStart no adaptada
(simbolos rellenos) y con la cepa SuperStart termotolerante (simbolos vacios).

En la fermentacion con la cepa adaptada se
observd un rapido consumo de glucosa, y la
produccién de etanol fue mas rapida que con la
cepa progenitora (Figura 2). Con la cepa adaptada,
desde las 4 h de fermentacion se alcanzaron con-
centraciones de etanol superioresa 11 g.L*, mien-
tras que con la cepa no adaptada se requirieron 9
h para alcanzar esos valores. La productividad
volumétrica de etanol con la cepa adaptada fue
aproximadamente en un 40 % superior a la
alcanzada con la cepa no adaptada (Tabla 1).

Se comprobd que las diferencias de los resultados
experimentales fueron estadisticamente signi-
ficativas para un valor de probabilidad de 0,05.
Estos resultados indican que el proceso de

adaptacion fue efectivo y que se logré mejorar la
tolerancia de la cepa SuperStart a temperaturas
elevadas.

Para confirmar el efecto de la temperatura sobre la
conversion de la celulosa en los procesos SSF de
bagazo pretratado por prehidrolisis acida se
realizaron experimentos paralelos a 30 °Cy 38 °C,
con las dos cepas. La concentracion de sélidos en
el experimento fue de 8 %, y la cantidad de levadura
inoculada correspondié a 1 g de biomasa celular
por litro de medio.

En la SSF a 38 °C con la cepa adaptada se observo
unamayor formacion de etanol que en el experimento
a30°C (Figura3).

Tabla 1. Rendimiento y productividad volumétrica de etanol obtenidos en la evaluacion de la
termotolerancia de la cepa adaptada en fermentacién a 38 °C.

Cepa Fendimiento de etanal, Productividad volumétrica
CER, de etanol (3. L' k")

Adaptada 046 280

Mo adaptada 042 167
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Figura 3. Formacién de etanol durante la SSF de bagazo a 30 °C (simbolos rellenos) y a 38 °C
(simbolos vacios) con la cepa adaptada (cuadrados) y la cepa no adaptada (rombos)

La conversion de la celulosa fue superior en
aproximadamente 4 % a la obtenida en la SSF a 30
°C (Tabla 2).

Por otra parte, en el experimento a 38 °C con la
cepa no adaptada durante las primeras 24 h la

fermentacion siguié un comportamiento similar al
observado en la fermentacion separada (Figura 3),
pero a continuacion la formacién de etanol se hizo
mas lenta y luego cesé completamente como
consecuencia de la inactivacion térmica de la
levadura.

Tabla 2. Concentracién de etanol y conversion de celulosa durante la SSF de bagazo a 30 °C y a
38 °C con la cepa adaptada

Temperatura, Concentracion de etanaol, Conversidn de celulosa,
o g. L? %
30 a8 371
g 98 413

Lamayor formacion de etanol en la SSF a 38 °C con

nversion de g, e84l agaofatea SPRHRa’flie esa tempera-tura, al
imadamente 4 %4 la{XeRigA£A 13 §5tinda3k las celulasas, es mas

abla 2).

favorable para la hidrdlisis enzimatica de la celulosa.®
Ademaés, como la cepa adaptada tolera bien esa
temperatura, el deshalance entre las tem-peraturas
Optimas de laenzimay de la levadura es menor que
cuando la SSF se realizaa 30 °C ¢ 32 °C.*>1819 Estos
resultados concuerdan con los obtenidos con otras
cepas termotolerantes en SSF de distintas fuentes de
biomasa lignocelulosica presentados en una revision
reciente, en la que se compendian resultados de
experimentos de SSF de varios materiales a tempera-
turas entre 37 °Cy 43 °C.%®

CONCLUSIONES

Se logré adaptar la cepa SuperStart a condiciones
de estrés térmico y se verifico su capacidad para
fermentar medios lignoceluldsicos a temperaturas
elevadas en procesos SSF.
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