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Resumen

La bioconversion de biomasa lignoceluldsica, a combustibles y otros productos
de alto valor agregado, esta ganando importancia a nivel mundial. Los
materiales lignoceluldsicos forestales son considerados una materia prima muy
promisoria por su rapido crecimiento en suelos relativamente pobres y alto
contenido en celulosa y hemicelulosa. El hidrolizado de hemicelulosa, contiene
como azucar mayoritario xilosa, que puede ser fermentada por levaduras para

producir bioetanol y/o xilitol.

Los objetivos de este trabajo fueron seleccionar y evaluar levaduras
fermentadoras de xilosa para la produccién de xilanasas, etanol y xilitol a partir
de materiales lignoceluldsicos. Se evalud la actividad xilanasa, el crecimiento
en medios semi-sintéticos conteniendo xilosa como fuente principal de carbono
y la capacidad de producir etanol y/o xilitol de 13 cepas de levaduras del
cepario del Laboratorio de Micologia y del Departamento de Bioingenieria. Las
cepas estudiadas pertenecian a las especies Sporobolomyces pararoseus,
Trichosporon pullulans, Cryptococuss magnus, Cryptococcus laurentii (2
cepas), Cryptococcus podzolicus (3 cepas), Candida fermentati (2 cepas), y
Candida guilliermondii; dos de las cepas no tenian identificacion. También se
estudio la cepa Scheffersomyce stipitis NBRC 10063 como cepa de referencia.
Todas las levaduras estudiadas crecieron en medios con xilosa como principal
fuente de carbono. Ademas, la cepa Trichosporom pullulans mostré actividad
xilanasa. Se seleccionaron cinco cepas (Sporobolomyces pararoseus L-6,
Trichosporon pullulans 80-2, Candida guilliermondii L-784, Candida fermentati
L-980, y Cryptococcus podzolicus L-279) en base a su velocidad especifica de
crecimiento y su capacidad de produccién de etanol, para continuar con los

ensayos de fermentacion.

Posteriormente, se evalud la capacidad de produccion de etanol y/o xilitol de
las cepas seleccionadas en un medio semi-sintético con xilosa y un hidrolizado

de madera de eucalipto.

En la fermentacién del medio sintético con xilosa, la cepa que mostré mejor
desempeino con respecto a la produccién de etanol fue Sporobolomyces

pararoseus L-6 que produjo 16 g/L etanol, con un rendimiento (Yp;s) de 0,32 g



etanol/g xilosa correspondiente a una eficiencia del 63% del valor tedrico, y un
consumo del 99% de la xilosa en 144 horas. En la produccién de xilitol, se
destaco la cepa Candida fermentati L-784 con una concentracion final de 26
g/L de xilitol con una eficiencia de produccion de 58% vy utilizando un 98% de la

xilosa.

Durante la fermentacion del medio de hidrolizado de eucalipto se detecto la
presencia de acido formico y acético lo que pudo inhibir a las cepas ensayadas,
ya que no presentaron un alto consumo de xilosa y obtuvieron baja produccién
de etanol y/o xilitol. Los rendimientos resultaron menores que los alcanzados
en la fermentacion del medio semi-sintético. Las cepas Trichosporon pullulans
80-2 y Candida fermentati L-980 resultaron prometedoras para fermentar los
hidrolizados hemicelulésicos y producir etanol y/o xilitol, debiéndose optimizar
las condiciones experimentales para maximizar los rendimientos de
fermentacién de uno de estos productos. Ademas, la cepa Trichosporon
pullulans 80-2 tiene la capacidad de degradar xilanos, y por lo tanto, presenta

potencial para su uso en el proceso de hidrdlisis de la hemicelulosa.
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1- Introduccion




1.1 Biorrefineria

La principal fuente de energia usada para el transporte es el petrdleo. Se prevé
que su demanda aumente en un 38% para el 2030 siendo el sector del
transporte el responsable del 60% de este aumento. Para reducir la
dependencia del petroleo y mitigar los dafios ambientales debidos su uso, se
estdn buscando nuevas tecnologias para la produccion y el desarrollo de
fuentes de energia alternativas a los combustibles fésiles. La biomasa
lignoceluldsica representa una materia prima promisoria para la produccion de
biocombustibles liquidos como el etanol, asi como también para la produccién
de otros materiales y quimicos producidos actualmente a partir del petroleo
(Cherubini, 2010).

Segun la Agencia Internacional de Energia (IEA), biorrefineria se define como
el procesamiento sostenible de biomasa (materia organica) para obtener un
amplio espectro de productos comercializables y energia. Este concepto
abarca un amplio rango de tecnologias que permitan separar la biomasa en sus
componentes estructurales, como carbohidratos, proteinas, triglicéridos, entre
otros, los cuales pueden ser convertidos a productos con valor agregado, como

biocombustibles y otros productos quimicos (Cherubini, 2010).

La produccion sostenible de biomasa es un tema crucial, ya que esta
especialmente relacionada a una posible competencia por tierras fértiles
usadas para la produccion de alimentos. Las biorrefinerias de primera
generacion utilizan cultivos ricos en almidon o lipidos, como la cafia de azucar
o el girasol, los cuales compiten con la industria de alimentos (Scoma et al.,
2016). Las biorrefinerias de segunda generacién utilizan materias primas que
no compiten con productos alimenticios, ni por las tierras usadas para
producirlos. Las materias primas lignocelulésicas, pueden provenir de variadas
fuentes, por ejemplo, residuos agricolas, residuos forestales, cultivos forrajeros
perennes, cultivos energéticos lefiosos, lo que asegura una fuente renovable,

abundante y de precios reducidos (Carriquiry et al., 2011).




1.2 Materias primas lignocelulésicas

Las materias primas lignocelulésicas son muy apropiadas para su
bioconversion a otros productos debido a su composicion. EI componente
mayoritario es la celulosa (entre un 35 y 50%), un polisacarido compuesto
exclusivamente por cadenas de glucosa unidas por un enlace glicosidico -
(1,4) unidas entre ellas mediante enlaces de hidrégeno para formar las fibras

de celulosa. Esto lo hace una estructura dificil de degradar (Mood et al., 2013).

El segundo componente en abundancia de la biomasa lignocelulésica es la
hemicelulosa (entre un 20 y 35%), la cual es un polimero ramificado y
heterogéneo compuesto por: pentosas como xilosa y arabinosa, hexosas como
manosa, glucosa y galactosa y/o acidos urénicos como a-D-glucurénico, a-D-4-
O-methylgalacturénico y acidosa-D-galacturénicos (Mood et al., 2013). Las
hemicelulosas mas abundantes son los xilanos, cuya composicion varia
dependiendo del tipo de planta, pero en la gran mayoria de los casos su

componente mas abundante es la xilosa (Saha, 2003).

El tercer elemento principal es la lignina (entre un 15 y 20 %), el cual se trata
de un heteropolimero amorfo insoluble en agua, compuesto por unidades de
fenilpropanos unidos por enlaces no hidrolizables que se entrelazan entre la
celulosa y la hemicelulosa brindando a la planta soporte estructural y
proteccion frente al ataque de los microorganismos y a la degradacion

enzimatica (Sanchez, 2009).

A pesar de los beneficios anteriormente mencionados de las materias primas
lignoceluldsicas para su uso en las biorrefinerias, éstas aun no son totalmente
rentables para la produccién de biocombustibles de segunda generacion a
escala industrial y se estan realizando muchas investigaciones para poder

llevar esto a cabo.

1.2.1 Eucalipto

Las distintas especies de eucalipto (mas de 700) son nativas de Australia. En la
actualidad se encuentran distribuidas en diferentes regiones del mundo. Son

cultivos forestales de corta rotacion, siendo el cultivo de madera dura mas




valioso y extensamente plantado en el mundo. Estos han tenido gran éxito a
pesar de ser especies exoéticas debido a su rapido crecimiento y a varios
mecanismos de adaptacion efectivos, como lo son: la capacidad de rebrote,
resistencia a insectos y sequias, tolerancia a la acidez del suelo y a una baja
fertilidad, entre otros. EI 80% de los cultivos en todo el mundo, pertenecen a
cuatro especies: Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus

camaldulensis y Eucalyptus globulus (Rockwood et al., 2008).

La madera de eucalipto tiene la siguiente composicién (en base seca):
glucanos 49,0%, xilanos 15,0%, arabinanos < 1%, lignina 28,0%, grupos
acetilos 3,8%, extractivos (en acetona y agua) 2,36% y cenizas 0,37% (Guigou
et al., 2017), pudiendo variar estos valores segun la especie. Esta composicion
hace del eucalipto una materia prima promisoria para ser empleada en

biorrefinerias de segunda generacion.

En Uruguay la actividad forestal ha tenido una gran expansién a partir de la
aprobacion de la Ley forestal N° 15.939, siendo el eucalipto la especie mas
plantada, con 726.323 hectareas plantadas al 2012 segun la Direccion General

Forestal (http://www.mgap.qgub.uy/unidad-organizativa/direccion-general-

forestal/informacion-tecnica/estadisticas-y-mercados/recurso-forestal). Hoy en

dia la pasta de celulosa esta dentro de los principales productos de exportacion
del Uruguay y se estima que lidere el ranking de exportaciones en los préximos
afios, lo que llevaria a una necesidad de aumentar el area de plantaciones de
eucalipto. Por lo tanto, podria ser una interesante materia prima para producir

bioproductos en nuestro pais.

1.3 Pretratamientos de las materias primas

Debido a su estructura compleja, los materiales lignocelulésicos necesitan de
tratamientos que permitan romper su estructura para liberar los diferentes
componentes con minima degradacién y dejando los carbohidratos accesibles
a los microorganismos encargados de llevar a cabo la bioconversion en

productos de interés (Figura 1) (Brodeur et al., 2011; Galbe y Zacchi, 2012).

El pretratamiento utilizado tiene que lograr ciertos objetivos (Galbe y Zacchi,

2012):



- Alcanzar un alto nivel de recuperacion de todos los carbohidratos.

- Lograr una alta digestibilidad de la celulosa en la hidrdlisis enzimatica,

aumentando el area accesible y el tamafo de los poros, y disminuyendo la

cristalinidad y el grado de polimerizacion de la celulosa.

- No tiene que producir, o producir en muy bajas cantidades, productos de

degradacion de azucares vy lignina.

- Tiene que resultar en una alta concentracion de sélidos.

- Requerir baja demanda energética, o ser llevado a cabo de una manera que

la energia pueda ser reutilizada en otras etapas.

- Requerir bajo capital y bajo costo operacional para que sea rentable.

Lignina

Celulosa

Pretratamiento

Hemicelulosa

Figura 1. Efecto del pretratamiento en la biomasa lignocelulésica (Mosier et al., 2005).

Existen distintos tipos de pretratamientos los cuales se clasifican en:

pretratamientos fisicos, quimicos, fisicoquimicos, y biolégicos (Brodeur et al.,

2011).




1.3.1 Pretratamientos fisicos

Entre estos se encuentran los pretratamientos mecanicos, como por ejemplo la
molienda para reducir el tamano de particula. Se pueden utilizar molinos de
bolas, molinos de rodillos, molinos de martillo, y molinos vibro-energéticos.
Estos métodos suelen usarse como un paso previo al uso de otros

pretratamientos.

También existen los pretratamientos térmicos, los cuales se emplean
exitosamente tanto a nivel de laboratorio como a escala industrial. El principal
efecto de estos es la desintegracion de las membranas celulares de la biomasa
lo que lleva a la solubilizacion de los compuestos organicos, principalmente de
la hemicelulosa y la lignina. Se usan distintos mecanismos para aumentar la
temperatura de la biomasa como vapor y microondas (Harmsen, et al., 2010;
Taherzadeh y Karimi, 2008).

1.3.2 Pretratamientos quimicos

Estos tienen como objetivo romper la estructura de las materias primas

lignoceluldsicas mediante reacciones quimicas. Entre estos se destacan:

Hidrdlisis alcalina: se basa en la aplicacion de soluciones alcalinas como
NaOH, Ca(OH), o amoniaco para la remociéon de la lignina y parte de la
hemicelulosa e incrementar la accesibilidad de enzimas a la celulosa. La
ventaja de este método es que no necesita de altas temperaturas, aunque si
necesita tiempos de reaccion largos. La desventaja es que los componentes
quimicos que se usan forman sales que pueden incorporarse a la biomasa y

necesitan ser removidas (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et al., 2008).

Hidrdlisis acida: Este método puede operarse tanto a baja temperatura (40°C) y
empleando acidos concentrados (30-70%) o a alta temperatura (130-190°C) y
baja concentracion de acido (0,1-1%).El tratamiento con acido diluido es el
pretratamiento mas utilizado, ya que para la utilizacion de acidos concentrados
se necesitan equipos mas costosos, recuperar el acido, lo que es un proceso
demandante de energia y se utilizan grandes cantidades de cal para la

neutralizacion. El acido mas utilizado es el sulfurico, pero también es posible




utilizar acido clorhidrico o nitrico. La hidrdlisis acida es muy eficiente en la
remocion de la hemicelulosa (llegando casi al 100%) y en la obtencion de sus
azucares en solucion, pero no es en nada eficiente en la remocion de la lignina.
Las desventajas son la formacién de inhibidores de la fermentacién microbiana
debido a la degradacion de azucares (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et al.,
2008).

Ozonodlisis: Este pretratamiento se lleva a cabo tratando la biomasa con ozono.
Es muy efectivo en la degradacion de la lignina y parte de la hemicelulosa. A
pesar de ser un método caro ya que necesita muchas cantidades de ozono,
podria ser bastante atractivo ya que es realizado a temperatura ambiente y no

genera compuestos téxicos (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et al., 2008).

Oxidaciéon humeda: En este proceso, los materiales son tratados con agua y
aire u oxigeno a altas temperaturas (entre 120 y 200°C) y presion. Es un
método efectivo separando la fraccion celuldsica de la lignina y la hemicelulosa.
En este proceso se da un balance entre la degradacion y la solubilizacién de la
hemicelulosa, por o que se generan subproductos. También suelen agregarse
agentes oxidantes como peréxido de hidrogeno lo que lleva a un aumento en la
susceptibilidad a la hidrdlisis enzimatica (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et
al., 2008).

1.3.3 Pretratamientos fisicoquimicos

Estos pretratamientos combinan los métodos fisicos y quimicos. A continuacion

se detallan algunos de ellos.

Explosion por vapor: Es otro de los pretratamientos mas utilizados debido a su
bajo uso de quimicos, un consumo de energia moderado y satisface todos los
requerimientos de un pretratamiento. Este se realiza inyectando vapor saturado
a alta presion donde la temperatura puede alcanzar entre 160 y 260°C y luego
de un breve lapso de tiempo que suele ser de entre 30 segundos y 30 minutos
la presion es reducida rapidamente lo que lleva a una descompresion explosiva
de los materiales. Este tratamiento genera una fase solida y una fase liquida

que pueden ser separadas (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et al., 2008).




Explosién de fibra por amoniaco (AFEX): Es uno de los tratamientos
fisicoquimicos alcalinos, en el cual la biomasa es expuesta a amoniaco liquido
(entre 1y 2 kg por kilo de biomasa seca) a relativamente altas temperaturas
(entre 90 y 100°C) durante un periodo de tiempo (alrededor de 30 minutos)
seguido de una rapida disminucion de la presion. Este lleva a una eficaz
remocion de la lignina y una remocién parcial de la celulosa y la hemicelulosa.
A diferencia de otros pretratamientos como la explosion por vapor, este
produce un material sélido pretratado unicamente, que no puede ser separado
en una fase liquida y una sélida. Otro punto a tener en cuenta en este
pretratamiento es que debe recuperarse luego del tratamiento para hacer mas
rentable y menos contaminante al mismo (Harmsen et al., 2010; Taherzadeh et
al., 2008).

Explosién por CO,: Es un método similar al de explosion por vapor o el de
explosion por amoniaco, pero lo que se inyecta es CO, a alta presion, la cual se
libera generando una descompresion explosiva. EI CO, reacciona y se forma
acido carbénico el cual incrementa la tasa de hidrdlisis, aunque este método no
ha mostrado obtener mejores resultados que los otros métodos por explosién
(por vapor y AFEX). Una alternativa al CO, es el CO, supercritico, el cual es
muy usado como un solvente de extraccion y ha demostrado que mejora el
rendimiento del pretratamiento, pero su alto costo no lo hace apto para el uso

industrial.

1.3.4 Autohidrédlisis

El método de pretratamiento de autohidrdlisis o también conocido como
proceso de extraccibn con agua caliente, consiste en someter el material
humedo a alta presion y temperatura durante periodos de tiempo que van
desde minutos a horas. Este método logra extraer parcialmente los oligobmeros
de hemicelulosa, principalmente oligomeros de xilosa, dejando los otros
componentes de la biomasa intactos (celulosa y lignina). Estos azucares de la
hemicelulosa, principalmente xilosa, quedan disueltos en la fraccion liquida y
pueden ser fermentados por diferentes tipos de microorganismos. La fraccion
solida que queda tras este pretratamiento puede ser quemado para producir

vapor o electricidad o alternativamente puede ser usado como materia prima



para la produccién de pulpa y papel, productos de madera o incluso producir
etanol a partir de la celulosa.

Durante el proceso de extraccion con agua caliente son producidos acidos por
la hidrdlisis de la hemicelulosa. Estos acidos causan que el pH del “licor”

disminuya auto-catalizando eficazmente el proceso (Pu et al., 2011).

1.4 Bioetanol

El etanol es el biocombustible alcohélico mas popular disponible actualmente
en el mercado mundial. El 68% del etanol producido mundialmente es utilizado
como combustible, ya sea como aditivo de la gasolina o como combustible por
si mismo; el 21% tiene uso industrial y el restante 11% se utiliza para consumo
humano (Vohra et al., 2014).

Existen varias razones para que sea utilizado como un combustible alternativo

a los combustibles fosiles:

- Puede ser producido a partir de muchas fuentes renovables, hoy en dia
se utilizan cultivos dedicados especialmente para su produccion, como
maiz y cafia de azucar, pero se esta investigando para poder producirlo
a escala industrial a partir de materias primas lignocelulésicas.

- Es menos téxico que cualquier otro combustible alcohdlico.

- Los subproductos producidos por su oxidacién incompleta resultan ser
menos toxicos que los de otros combustibles alcohdlicos (Vohra et al.,
2014).

1.4.1 Produccion de bioetanol

Hay tres grandes grupos de materias primas que se usan para producir
bioetanol: las materias primas azucaradas (cafia de azucar, remolacha
azucarera y sorgo dulce son los mas utilizados), las materias primas amilaceas
(maiz, trigo y cebada son las mas utilizadas) y por ultimo las materias primas

lignoceluldsicas, las cuales ya se describieron anteriormente en este capitulo.




El proceso general de produccion de bioetanol consta principalmente de 3
grandes pasos. El primero es obtener una solucién que contenga azucares
fermentables disueltos, el segundo paso es la fermentacién de estos azucares
para convertirlos en etanol y el Ultimo paso es la separacion y la purificacion del
etanol, generalmente por rectificacion, destilacion o deshidratacion (Figura 2).
Pero a estos pasos se le pueden agregar otros procesos intermedios

dependiendo de la materia prima de la cual se vaya a producir el bioetanol.

Obtencion de una solucién de azucares fermentables Fermentacion de azucares Separacion y purificacion del etanol
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Figura 2: Proceso de produccion de bioetanol a partir de diferentes tipos de materias

primas. Imagen adaptada de Mussatto et al., 2010.




El procesamiento de las materias primas azucaradas es el mas sencillo, ya que
contienen una alta concentracion de azucar en forma de monosacaridos ya
disponibles para fermentar. Por lo tanto, el unico procesamiento que necesitan
es la molienda para la extraccion de dichos azucares, generalmente en “jugos

azucarados” facilmente fermentables.

Para las materias primas amilaceas el proceso es mas complejo, ya que la
mayoria de sus azucares se encuentran formando parte del almidén, que es un
polimero de glucosa. Por lo tanto, luego de la molienda, se debe hidrolizar el
almidon (en forma enzimatica o quimica), y luego el proceso continua con la

fermentacion.

Las materias primas lignoceluldsicas usadas para la produccién de bioetanol
son mucho mas complejas de procesar como se menciono anteriormente,
haciendo que sean dificiles de utilizar para aplicaciones comerciales en la
actualidad (Vohra et al., 2014).

En la Figura 3 se pueden apreciar los mondmeros de azucares producidos a

partir de estos tres tipos de materias primas.
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Figura 3. Azucares fermentables a partir de las distintas materias primas utilizadas en la
produccion de bioetanol. Las flechas representan hidrdlisis (solo los monémeros generados
por hidrdlisis representados por flechas negras pueden ser fermentados). G: glucosa, Gal:
Galactosa, F: fructosa, Man: Manosa, X: xilosa, Ara: Arabinosa, Otros: L-ramnosa, L-fucosa,

acidos uronicos (Adaptado de Zaldivar et al., 2001).

1.5 Xilitol

El xilitol (CsH1205) es un polialcohol poco comun (se produce en muy pequefias
cantidades en la naturaleza), y es el primero en llegar al mercado global.
Actualmente la produccién de xilitol tiene una gran demanda, de mas de
125.000 toneladas al afio a un costo relativamente alto (entre US$ 5-7 por kilo
en la industria y aproximadamente US$ 20 en supermercados) moviendo mas
de 340 millones de ddlares al afno y aumentando afo a afno (de Albuquerque et
al., 2014).

El xilitol es utilizado principalmente en la industria alimenticia, en la
odontoldgica y en la farmacéutica (su uso esta aprobado en mas de 50 paises)

brindando grandes beneficios a cada una de ellas, pero limitando su uso a




causa de su alto costo. Las aplicaciones del xilitol en la industria se deben a
sus principales caracteristicas: tiene una dulzura relativa muy similar a la de la
glucosa, pero conteniendo un 40% menos de calorias. Otra muy importante es
que su metabolismo es independiente de insulina, haciéndolo un endulzante
adecuado para pacientes con diabetes y también tiene como propiedad que es
anticariogénico, ya que se ha visto que disminuye la formacion de caries
dentales en hasta un 100%. Ademas, este polialcohol es quimicamente inerte
ya que no es fermentable, no sufre las reacciones de Maillard y no reacciona
con excipientes o compuestos activos de productos farmacéuticos.

Debido a esto el xilitol tiene un amplio uso, que va desde endulzante en la
preparacion de alimentos para diabéticos o personas con problemas de
sobrepeso sin alterar el sabor en comparacion con productos convencionales
endulzados con sacarosa, es usado como componente de productos
odontoldgicos como pastas de dientes y enjuagues bucales gracias a que no es
metabolizable por las bacterias que causan las caries, y también tiene un
amplio uso en la industria farmacéutica como endulzante o también debido a
propiedades como la prevencién de la otitis (de Albuquerque et al., 2014;
Rafiqul y Sakinah, 2013; Ur- Rehman et al., 2015).

1.5.1 Produccion de xilitol

El xilitol puede producirse como un producto intermediario en el metabolismo
de carbohidratos en humanos (entre 5 y 15 gramos producidos por dia en
adultos), y animales. También se encuentra en la naturaleza en pequenas
cantidades en algunas frutas y vegetales, como bananas, uvas, frutillas,
ciruelas amarillas, frambuesas, lechuga, zanahoria, coliflor, cebolla. El xilitol
podria extraerse de estas materias primas mediante una extraccién
solido/liquido pero este proceso no es factible debido al alto costo de estos

productos y de la baja concentracion de xilitol en ellos (Rafiqul et al., 2013).

Debido a esto muchas investigaciones se han llevado a cabo en busqueda de
meétodos alternativos de produccién de xilitol. Hoy en dia industrialmente el
xilitol se produce mediante un proceso quimico, que consiste en la

hidrogenacion de xilosa pura en una reaccién catalizada por niquel.




El proceso quimico consta de 4 etapas: hidrdlisis de biomasa lignocelulésica
mediante acido inorganico, purificacion y separacion del hidrolizado para
obtener xilosa pura en solucion o en forma cristalina, reduccion catalitica de la
xilosa para obtener xilitol y finalmente la cristalizacion y separacion del xilitol
(Rafiqul et al., 2013).

Este proceso es muy costoso y trae varios problemas ambientales en distintas
etapas de su proceso como se puede apreciar en la Figura 4. El paso de
purificacion de la xilosa a partir del hidrolizado de la materia prima
lignoceluldsica es muy costoso ya que demanda varios pasos de purificacion
mediante cromatografia y tiene una demanda energética elevada. Una vez
obtenida la xilosa pura es necesario reducirla para obtener xilitol, este proceso
necesita de condiciones muy especiales, ya que se realiza a altas
temperaturas, entre 80 y 140°C y a una presion de 50 atmadsferas en presencia
del catalizador niquel Raney. Este paso demanda altas cantidades de energia y
equipamiento especializado y muy costoso. Por ultimo, en la etapa final del
proceso son nuevamente necesarios varios procesos de purificaciéon mediante
cromatografia. Ademas de los elevados costos de produccion, es un proceso
muy ineficiente ya que el rendimiento se encuentra entre el 50 y 60% de la
fraccion de xilano o representa un 8-15% de la materia prima inicial (Rafiqul et
al., 2013).
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Figura 4. Procesos de produccion de xilitol. Adaptado de Rafiqul et al. (2013).

Debido al alto costo del método de produccidén de xilitol actual, se buscan
métodos de produccion a escala industrial alternativos. Uno de los mas
investigados y prometedores es la biosintesis de xilitol, mediante Ia
fermentacion de xilosa. Este método consiste de 4 etapas. La primera etapa es
la misma que en el método quimico ya que se debe obtener un hidrolizado rico
en xilosa a partir de materias primas lignoceluldsicas. Los pasos posteriores ya
difieren del otro método y es donde se podrian obtener una reduccion en los

costos de produccion del xilitol.

El hidrolizado obtenidose debe detoxificar ya que puede contener compuestos

téxicos o inhibitorios de los procesos posteriores de fermentacion(Figura 5),




como derivados de furanos, &acidos alifaticos y compuestos fendlicos
producidos por la degradaciéon de hexosas y pentosas (Mohamad et al., 2015).
En este método no es necesario purificar la xilosa, evitando asi los costos

relacionados a la purificacion por cromatografia.
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Figura 5. Produccion de inhibidores. Principales rutas de formacién de inhibidores a partir de

biomasa lignocelulésica. Adaptado de Jonsson et al., 2013.

La eficiencia del método de detoxificacion depende de varios factores, como el
tipo de biomasa utilizada (distinta composicién produce diferentes inhibidores),
el método de hidrdlisis (las distintas condiciones favorecen la formacién de
diferentes compuestos toxicos) y los microorganismos a utilizar (no todos los
microorganismos son sensibles a los mismos inhibidores ni a las mismas

concentraciones).

Los métodos de detoxificacion utilizados pueden ser fisicos 0 quimicos. Entre
los métodos fisicos se encuentra la evaporacion en vacio el cual reduce
algunos compuestos volatles como el acido acético, furfural,
hidroxymetilfurfural (HMF) y vainillina, que estan presentes normalmente en los
hidrolizados. Sin embargo, este método reduce el volumen total del mismo e
incrementa la concentracién de otros compuestos volatiles (Mohamad et al.,
2015).




Por otro lado, estan los métodos quimicos como la extraccion con solventes
organicos, tratamiento con resinas de intercambio idnico, adsorciéon con carbén
activado y detoxificacién por ajuste de pH. Este ultimo es muy efectivo en
términos de costos y en eficiencia en la detoxificacion en comparacién con
otros métodos y esta comprobada la efectiva remocion de compuestos
fendlicos, cetonas, furfurales e hidroximetilfurfurales de los hidrolizados. Se
lleva a cabo aumentando el pH de la solucion con una base fuerte, que
generalmente suele ser hidroxido de calcio (Ca(OH),) o hidroxido de sodio,
hasta pH 10-11 y luego se ajusta el pH al éptimo para la fermentacion. El
mecanismo de este método no esta completamente elucidado. Se asume que
parte del efecto de detoxificacion se da por la precipitacién de las sustancias
téxicas (principalmente cuando se usa hidroxido de calcio ya que cuando se
usa hidroxido de sodio no hay precipitado) y por modificaciones quimicas de

dichos elementos (Jonsson et al., 2013; Mohamad et al., 2015).

Se debe tener en cuenta, que los métodos de detoxificaciéon pueden remover

parte de los azucares fermentables.

1.6 El proceso de fermentacion

El proceso de fermentacion de xilosa puede ser llevado a cabo por una gran
variedad de microorganismos, como hongos, bacterias y levaduras. En este
trabajo el enfoque principal se da en la fermentacién de xilosa a etanol vy xilitol,

utilizando levaduras como microorganismo fermentador.

La fermentacién de xilosa en las levaduras se lleva a cabo siguiendo las rutas
metabdlicas que se describen en la Figura 6. El xilitol es un producto
intermediario en la produccion de etanol. A partir de las ecuaciones (1) y (2) se
puede obtener el rendimiento tedrico de produccion de etanol y xilitol
respectivamente, a partir de xilosa, siendo 0,51 g de etanol producido por
gramo de xilosa inicial; y 0,91 gramos de xilitol producido por gramo de xilosa
inicial (Hamelinck et al., 2005; Vajzovic, 2013;).
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Figura 6. Rutas metabodlicas y de regeneracion de cofactores del metabolismo de la D-
Xilosa en levaduras. La produccion de etanol y glicerol regeneran el NAD para la oxidacion
del xilitol por la XDH, en cuanto que la produccién de acetato regenera NADPH para la
reduccion de xilosa por la XR. XR: xilosa reductasa, XDH: xilitol deshidrogenasa, XK:

xiluloquinasa. Imagen adaptada de Granstrom et al. (2007).

3 CsH4¢05 —» 5C,HsOH +5CO, (1)

60 CsH1qO5 + 24 H,0 + 30, ——» 54 CsH,05+ 30 CO, (2)

Dentro de las levaduras mas utilizadas para la produccion de etanol a partir de
xilosa se encuentra Scheffersomyces stipitis con baja formacion de sub-
productos, la cual requiere condiciones microaerobias para la produccion de
etanol (Agbogbo y Coward-Kelly, 2008). La disponibilidad de oxigeno juega un

rol crucial en el metabolismo (Jeffries y Jin, 2000). Se ha reportado que




concentraciones de etanol mayores de 30 g/L inhiben la fermentacion (1989).
Sin embargo, se han alcanzado concentraciones de etanol de 41 g/L con
rendimientos de 0,48 g de etanol por g de xilosa, y consumos de sustrato
cercanos al 100% con tiempos de fermentacién cercanos a 100 h con

materiales lignoceluldsicos (Agbogbo y Coward-Kelly, 2008).

Por otro lado, dentro de las levaduras mas estudiadas para la produccion de
xilitol se destaca Candida guilliermondii. Se reporta como una de las mas
eficientes llegando a obtener valores de 66 g/L de concentracion final de xilitol y
un rendimiento de 0,84 g de xilitol / gramos de azucar utilizando paja de arroz
como materia prima en biorreactores. Utilizando bagazo de cafia de azucar y
fermentando en matraces se llegé a obtener 50,5 g/L de xilitol final y un
rendimiento de 0,81 g de xilitol / gramo de azucar (Albuquerque et al., 2014).
Sin embargo, los rendimientos dependen del tipo de microorganismo empleado
y condiciones de fermentacion (nutrientes, oxigeno, pH y temperatura)

utilizados durante la conversion de azucares a xilitol (Vajzovic, 2013).

En los ultimos afios se ha intensificado la busqueda de microorganismos
naturales o modificados genéticamente, para trabajar a escala comercial,
capaces de producir altas concentraciones y con alto rendimiento del producto
deseado, ser tolerante a los inhibidores presentes en los hidrolizados de
materias primas lignocelulésicas, tolerar altas concentraciones del producto
deseado (por ejemplo etanol), ser tolerantes al estrés osmético producido por
las altas concentraciones de azucares en el hidrolizado, y no tener demasiados

requerimientos nutricionales (Dien et al., 2003; Ghindea et al., 2010).

1.7 Enzima Xilanasa

Como ya se menciond, la descomposicién de la biomasa lignoceluldsica en los
azucares que la componen (pretratamiento) es el primer paso en todos los
procesos llevados a cabo en las biorrefinerias y es el que consume la mayor
parte de la energia utilizada en el proceso. Durante este pretratamiento se
pueden producir inhibidores de procesos posteriores de hidrélisis enzimatica y

fermentacion.




Una posibilidad para mejorar la obtencion de monosacaridos fermentables en
solucién es la hidrélisis enzimatica de la hemicelulosa. Las enzimas capaces de
hidrolizar los xilanos (componente principal) son las xilanasas. Las xilanasas
son glucosidasas, que catalizan la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos (3-1,4
del xilano. Estas son producidas por diversos microorganismos como bacterias
hongos filamentosos y levaduras que incluyen una amplia variedad de enzimas
que normalmente actuan en conjunto. Este sistema de enzimas xilanoliticas
incluye a la B-1,4-endoxilanasa, la cual cliva los enlaces glicosidicos internos
de la cadena principal del xilano; la a- arabinofurosidasa, que hidroliza cadenas
laterales de arabinosa; la a- glucuronidasa, que remueve el acido glucurénico
de las cadenas laterales de las unidades del xilano; la xilano esterasa la cual
libera grupos acetatos y por ultimo la B-xilosidasa la cual hidroliza xilobiosa a
xilosa. Estas actuan en sinergia, ya que muchas xilanasas no pueden romper
enlaces glicosidicos entre las unidades del xilano si estas estan sustituidas, por
lo tanto, deben ser clivadas antes que la cadena principal pueda ser hidrolizada
(Collins et al., 2005; Motta et al., 2013; Sharma y Kumar, 2013).




2- Objetivos




2.1 Objetivo General

El objetivo de este trabajé fue seleccionar y evaluar diferentes levaduras
fermentadoras de xilosa para la produccién de xilanasas, etanol y xilitol a partir

de materiales lignoceluldsicos.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar si las cepas estudiadas presentan la capacidad de producir
enzimas extracelulares capaces de degradar polimeros de xilosa (actividad

xilanasa).

- Seleccionar por lo menos 3 cepas que crezcan utilizando xilosa como fuente

de carbono.

- Evaluar la capacidad de producir bioetanol y/o xilitol a partir de un medio
sintético con xilosa como fuente de carbono, de por lo menos 3 cepas

preseleccionadas.

- Evaluar la capacidad de obtencién de bioetanol y/o xilitol a partir de un

hidrolizado hemiceluldsico de eucalipto con una cepa seleccionada.




3- Materiales y métodos




3.1 Levaduras

Las levaduras que se utilizaron en este trabajo son parte de la coleccion del
cepario del Laboratorio de Micologia, Facultad de Ciencias y del Departamento
de Bioingenieria, Facultad de Ingenieria, UdelaR. Se eligieron estas cepas ya
que estudios previos indicaron que podian tener actividad xilanasa y por su
origen (se aislaron de muestras de vinaza de una planta de produccién de

etanol a partir de sorgo dulce).

La Tabla 1 muestra las cepas utilizadas y su lugar de recoleccion. Dos cepas
no han sido identificadas a nivel de género ni especie todavia; once cepas
fueron identificadas como: Sporobolomyces pararoseus, Trichosporon
pullulans,  Cryptococuss magnus, Cryptococcus laurentii (2 cepas),
Cryptococcus podzolicus (3 cepas), Candida fermentati (2 cepas), y Candida
guilliermondii. También se estudid la cepa S. stipitis NBRC 10063 del cepario
Japonés Biological Resource Center, NITE (NBRC).

Se les realizé tincion de Gram y se observé morfologia de las colonias. Las
cepas se conservaron por repiques en placas con medio YPD en heladera.

También se conservaron en freezer a -20°C y -80°C.




Tabla 1. Cepas de levaduras usadas en este estudio con sus respectivos origenes

Caddigo

Levadura

Origen

Vista al microscopio

(aumento 100x)

Scheffersomyces stipitis
NBRC 10063

Cepario del
Departamento de

Bioingenieria

3.1

Desconocida

Levadura que crecioé en
medio rico en xilosa del
cepario del
Departamento

Bioingenieria

Desconocida

Levadura que creci6é en
una placa de medio rico

en xilano

L-168

Cryptococcus podzolicus

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local

L-980

Candida fermentati

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local




L-279

Cryptococcus podzolicus

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local

L-784

Candida guilliermondii

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local

L-104

Cryptococcus laurentii

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol
local

L-510

Candida fermentati

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local

L-237

Cryptococcus podzolicus

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local

L-6

Sporobolomyces

pararoseus

Suelos regados con
vinaza de una planta de
produccion de etanol

local




Suelos regados con

vinaza de una planta de

L-979 Cryptococcus laurentii .
produccion de etanol
local

T-14 Cryptococuss magnus | Agua de mar, Antartida
Agua de caiada,

80-2 Trichosporon pullulans

Antartida

3.2 Actividad xilanasa

La actividad xilanasa se determiné utilizando una tincion con rojo congo de las

placas de crecimiento (Teather y Wood, 1982). Los ensayos de actividad

xilanasa se llevaron a cabo a tres temperaturas 15, 20 y 24 °C. Se realizaron

en placas Petri con medio compuesto por: xilano 10 g/L, extracto de levadura
1 g/L, extracto de malta 1 g/L, (NH4)>:SO4 1 g/L, KH,PO4 1 g/L, MgS0O,4.7H,0

0,2 g/L, agar 10 g/L. Las placas se inocularon por triplicado y se revelaron

utilizando una solucion de rojo congo 0,25% en buffer tris 0,1 N pH 8 durante

30 minutos y luego se lavaron con solucion de NaCl 0,5 N en buffer tris 0,1 N

pH 8 para develar la presencia de halos de actividad.




3.3 Curva de crecimiento en medio semi-sintético con xilosa

La curva de crecimiento de cada cepa se estudid en tubos de 50 mL
conteniendo 10 mL de medio YPX (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de
peptona, 10 g/L de extracto de malta y 20 g/L de xilosa) a 30°C y 150 rpm en
agitador orbital los cuales se inocularon con dos ansadas de cada cepa
previamente cultivadas en placas con medio YPX. A distintos tiempos se
tomaron muestras para la determinacién de biomasa por medidas de densidad
Optica a 600 nm. Se determind el peso seco de cada muestra, a tiempo final,
centrifugando 1,5 mL de muestra en tubos Eppendorf a 13000 g durante 8
minutos. En el sobrenadante se determind la concentracion de etanol, acido
acético, xilosa y xilitol y el Eppendorf se secoé en estufa a 105°C hasta peso

constante para determinar concentracién de biomasa.

3.4 Ensayos de fermentaciéon

Se determinaron los parametros de fermentacion utilizando dos medios de
cultivo distintos, uno semi-sintético y uno producido a partir de un hidrolizado

de chips de madera de eucalipto.

Para estos ensayos se seleccionaron las cepas con mejor actividad xilanasa y
mayor crecimiento en medio YPX. En ambos ensayos de fermentacion se tomo
como microorganismo de referencia a la levadura Scheffersomyces stipitis

NBRC 10063 para la produccion de etanol.

3.4.1 Desarrollo de inéculo

Para la preparacion del inéculo se sembraron dos placas de Petri con medio
YPX y se incubaron a 24°C durante 48 horas, con cada una de las cepas
seleccionadas. Una vez que se realizo la tincion de Gram para corroborar que
en las placas las levaduras estuvieran puras, y que no hubiera ninguna
contaminacion, toda la biomasa de estas placas se pasdé a matraces
Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 200 mL de medio YPX liquido. Para esto
se agregaron 10 mL de agua estéril a las placas para suspender el contenido

de éstas y luego la suspension se vertié en los matraces. Estos matraces se




incubaron en un agitador orbital a 30°C y 150 rpm durante 48 horas. Este
cultivo se utilizd para inocular los matraces de fermentacién. Se centrifugé el
volumen de este cultivo necesario para obtener una concentracion de 1x108
células/mL en los matraces de fermentacion, a 4000 rpm y 4°C durante 10
minutos, en tubos de 50 mL. Se descartd el sobrenadante y el pellet se re-
suspendié en 10 mL de agua destilada estéril. Se centrifugd en las mismas
condiciones, y se realizdé un segundo lavado re-suspendiendo el pellet con 10
mL de agua destilada estéril. Finalmente, se descart6 el agua de lavado y se
inocularon lo matraces de fermentacion re-suspendiendo la biomasa con el

propio medio de fermentacion.

3.4.2 Fermentacion de medio semi-sintético

La fermentacion del medio semi-sintético se llevd a cabo en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio compuesto por: xilosa 50 g/L,
extracto de malta 3 g/L, extracto de levadura 3 g/L, (NH4)>SO4 0,2 g/L vy
MgS04.7H,O 0,4 g/L. Se ajustd el pH en 6. Los matraces se taparon con
tapones de polifén y el medio se autoclavé a 121°C durante 15 minutos. Se
inocularon y se incubaron en un agitador orbital a 30°C y 100 rpm. A distintos
tiempos se retiraron 5 mL de muestra para la determinacion de biomasa por
recuento en camara de Neubauer y de etanol, xilitol, acidos organicos y

azlicares mediante HPLC.
3.4.3 Fermentacion del medio hidrolizado

Preparacion del medio de hidrolizado

Para la preparacién del medio de hidrolizado se utilizaron chips de madera de
eucalipto los cuales fueron provistos por la empresa UPM, Fray Bentos,
Uruguay. El pretratamiento utilizado en la preparacion del hidrolizado de chips
de eucalipto fue autohidrdlisis. Se usd6 una relacion sélido:liquido de 1:6, que en
este caso correspondidé a 45 gramos de aserrin en 245 mL de agua. Los soélidos
fueron tratados en un reactor con 6 capsulas de 300 mL que rotaban en un

bafo de aceite a 160°C durante 2,5 horas. El material pretratado se centrifugd




en bolsas de tela, durante 10 min, para separar el liquido, que se utiliz6 como

medio de cultivo.

Para llegar a la concentracion deseada de xilosa en el medio, el hidrolizado se
concentré usando un rotavapor a vacio (Buchi). Para la preparacién final del
medio, el hidrolizado se detoxificd llevandolo a pH 10 con Ca(OH), y se
centrifugd a 3600 rpm durante 10 minutos. Se ajusté el pH a 6 con NaOH, y se
suplement6é con 3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de extracto de malta,
(NH4)2S04 0,2 g/L y MgS04.7H20 0,4 g/L. El medio se esteriliz6 en autoclave a

121°C durante 15 minutos.

Fermentacion del medio hidrolizado

La fermentacion del medio hidrolizado se llevé a cabo en un agitador orbital en
matraces de 250 mL tapados con tapones de polifén, conteniendo 100 mL del
medio hidrolizado, a 30 °C y 100 rpm. En cada toma se sacaron 5 mL de
muestra para la determinaciéon de etanol, xilitol, acidos organicos, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) y azucares mediante HPLC y se siguid la

fermentacion por recuento en camara de Neubauer.

3.5 Métodos analiticos

La determinacién de la concentracién de azucares (xilosa, glucosa, celobiosa),
etanol, xilitol, acidos organicos (acido acético y foérmico), furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) utilizando un equipo Shimadzu CLASS-VP 5.04 (Kyoto, Japan)
con un detector RI (indice derefraccion). Se utilizaron las siguientes columnas:
(i) Aminex HPX-87H a 45°C para determinar glucosa, arabinosa, etanol, xilitol,
acido acético, glicerol, acido férmico HMF y furfural, y (ii) Shodex Sugar
SP0810 a 80°C para determinar xilosa, galactosa, manosa y celobiosa, eluidos
con acido sulfurico 0.005 M con un flujo de 0,3-0,6 mL/min y agua desionizada

con un flujo de 0,6 mL/min, respectivamente.

Se hizo seguimiento de células viables y totales mediante la técnica de
recuento en camara de Neubauer utilizando una tincidn selectiva con azul de

Metileno y observacion al microscopio 6ptico 1000x.




3.6 Calculos

Ypis: Rendimiento de producto expresado en gramos de producto

producido/gramos de xilosa consumida (sustrato).

Yris (gproducto /Qsustrato) = (P¢— Po) / (S - S¢)

donde Py y Sy son las concentraciones de producto y de xilosa iniciales, y Ps y S; son

las concentraciones de producto y xilosa finales, respectivamente.

Eficiencia de fermentacién: gramos de producto producido por gramos de
producto que se debieron producir tedricamente segun el consumo de

azucares.

Eficiencia = (Yp;s/ Yp) x 100

Yp €5 0,511 Qetanol/xilosa Para etanol y 0,917 Quiitol/xilosa Para xilitol.
Productividad (Qp): concentracion de producto producido (g/L) por hora.
Qp (g/Lh) = (Ps— Py) / (tiempo final de fermentacion (h)).

Conversion de sustrato (xs): cantidad de sustrato convertido en producto.

Xs = (So-S¢) / So

3.7 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza ANOVA de los datos experimentales para
comprobar si las diferencias encontradas entre ellos eran estadisticamente
significativas (p < 0.05) utilizando el programa InfoStat/Estudiantil version 2018
(Di Rienzo et al., 2010).




4- Resultados y discusion




4.1 Actividad xilanasa

Se realiz6 el ensayo de actividad xilanasa a las 14 cepas de levaduras
detalladas en la Tabla 1, en un medio de cultivo con xilano como principal
fuente de carbono a 15, 20 y 24°C. Se ensayaron estas temperaturas ya que
algunas de las cepas eran de origen antartico y la mayoria de las levaduras

crecian mejor a 24°C (estudios previos del Departamento de Bioingenieria).

La unica cepa que presentd halos de actividad xilanasa fue la cepa
Trichosporom pullulans 80-2 (como se muestra en la Figura 7), en todas las
temperaturas ensayadas. Stevens et al. (1977) también observaron actividad
xilanasa en una cepa de Trichosporom pullulans. Por otro lado, se ha reportado
que Trichosporom pullulans ha presentado actividad celulasa, lignolitica, y la
secrecidon de enzimas peroxidasas, a-amilasas y glucoamilasas (Stevens et al.,
1977; Mot et al., 1986; Slavikova et al., 2002). Las otras cepas generaron halos

menores a 1 mm en todas las placas cultivadas.

En cuanto a los resultados de las otras cepas en comparaciéon con datos
bibliograficos, se encuentran varios reportes de actividad xilanasa de la
levadura Scheffersomyces stipitis. Sin embargo, para la cepa utilizada en este
trabajo (NBRC 10063) se ha reportado baja actividad, teniendo la mayor
actividad a 30°C, temperatura no ensayada en este trabajo (Lee et al., 1986;
Ozcan, et al., 1991).




Figura 7. Placa de actividad xilanasa de la cepa, Trichosporom pullulans 80-2 a 24°C.

4.2 Curva de crecimiento en medio semi-sintético con xilosa

Se estudid el crecimiento de las cepas detalladas en la Tabla 1 en un medio
YPX que tiene xilosa como principal fuente de carbono. La concentracion inicial
de xilosa fue 23 g/L. La Tabla 2 muestra los valores obtenidos de la velocidad
especifica de crecimiento (Umax), concentracion de biomasa, conversion de
xilosa (xs) y concentracion final de etanol obtenidos para las distintas cepas
estudiadas.




Tabla 2. Parametros obtenidos en medio YPX.

Biomasa Mmax
Cepa Levadura . ! Etanol (g/L Xs (%
3.1 Desconocida 3,1+0,5 0,08 £ 0,05 0,5+0,5 47 + 20
F Desconocida 6,5+04 0,11+ 0,04 0,2+0,1 48 + 20
g | SpoRbcbess 53+18 | 010£0,04 | 12+04 | 4613
pararoseus

80-2 | Trichosporon pullulans 55+1,5 | 0,07 £0,01 1,4+0,1 31+10

T-14 | Cryptococuss maghus 6,1+2,1 | 0,06 0,01 1,0+ 0,1 532

L-979 | Cryptococcus laurentii 6,9+05 | 0,06 0,01 0,9+0,3 72 +1

L-104 | Cryptococcus laurentii 57105 | 0,04 £0,01 1,0+ 0,6 565

L-168 | Cryptococcus 54+14 | 0,04+0,01 | 09+05 42 +1
podzolicus

L-237 | Cryplococcus 51+28 | 0084004 | 05+05 | 57+19
podzolicus

L-279 | Cryptococcus 52+0,8 | 0,11+0,01 | 1,3+0,1 47 £ 6
podzolicus

L-510 | Candida fermentati 6,5+1,8 | 0,12+ 0,02 0,7+0,7 769

L-980 | Candida fermentati 9.4+15 0,14 £ 0,03 1,0+ 0,8 83+ 18

L-784 | Candida guilliermondii 6,2+13 | 0,13+0,02 | 2,1+0,1 55 +1

NBRC
10063

Scheffersomyces stipitis | 4,3+2,0 | 0,12+ 0,01 1,7+ 0,1 56 +3

* Biomasa expresada como peso seco, calculada a tiempo final. Los tiempos finales

variaron entre 60 y 68 horas.

En el analisis de ANAVA se encontraron diferencias significativas entre las
cepas estudiadas respecto a la velocidad especifica de crecimiento

considerando un p<0.05 (Anexo 4).

Los resultados de velocidad especifica de crecimiento (umax) variaron entre 0.04
y 0,14 h™'. Las cepas de Candida fermentati (L-510 y L-980) y Candida

guilliermondii (L-784) alcanzaron valores iguales o superiores a los de la cepa




de referencia, Scheffersomyces stipitis NBRC 10063, que tuvo un pmax de
0,12 h™.

En cuanto a la conversion de xilosa del medio, los valores obtenidos estuvieron
entre un 31 y 83% de la xilosa inicial donde se encontraron diferencias
significativas al realizar el test de ANAVA considerando un p<0,05. Las cepas
de Candida fermentati (L-510 y L-980) y Cryptococcus laurentii L-979
presentaron los mayores valores, siendo superiores a los de la cepa de

referencia.

No se observo una diferencia significativa (p<0,05) en el valor de biomasa para
las distintas cepas estudiadas, con valores en el rango 3,1 — 9,4 g/L. El mayor

valor se obtuvo para Candida fermentati L-980.

Con respecto a la produccion de etanol si se encontraron diferencias
significativas ya que se obtuvo un p-valor de 0,019 en el estudio de ANAVA vy
excepto Candida gquilliermondii L-784 que fue la que obtuvo la mayor
concentracion y las cepas 3.1 y F que obtuvieron concentraciones muy bajas,
todas las cepas tuvieron un comportamiento similar y produjeron una
concentraciéon de etanol cercana a 1 g/L, similar a la de la cepa de referencia.
Se debe tener en cuenta que los ensayos no se llevaron a cabo en las

condiciones 6ptimas para la produccion de etanol.

Analizando los resultados obtenidos se seleccioné las cepas Sporobolomyces
pararoseus L-6, Trichosporon pullulans 80-2, Candida guilliermondii L-784, de
las Candida fermentati se seleccion6 la cepa L-980, y de las Cryptococcus
podzolicus se selecciond la cepa L-279. La Figura 8 muestra las curvas de
crecimiento de cada una de las cepas seleccionadas. Se puede observar que
las cepas de Candida fermentati L-980 y de Candida guilliermondii L-784
llegaron a la fase estacionaria de crecimiento en tiempos similares al de la cepa
de referencia S. stipitis NBRC 10063 (a las 40-44 h y 40 h, respectivamente).

Se selecciond la cepa de Candida fermentati L-980, ya que presentd la mas
alta velocidad de crecimiento (U max = 0,14 h™), ademas de haber tenido la

mayor conversion de xilosa (Xs = 83%).




La segunda cepa elegida fue la levadura Candida guilliermondii L-784 que
también presentd un valor de velocidad especifica de crecimiento alto (U max =

0,13 h™") y obtuvo la concentracion final de etanol mas elevada (2,1 g/L).

La levadura Cryptococcus podzolicus L-279 se selecciond por tener una de las
velocidades de crecimiento altas (Umax = 0,11 h™") y una produccién de etanol

de 1,3 g/L y su conversion de xilosa fue de 47%.

Otra de las cepas seleccionadas fue Sporobolomyces pararoseus L-6, la cual
produjo una concentracién de etanol de 1.2 g/L y una velocidad de crecimiento

de 0,10 h™, a pesar de que su consumo de xilosa no fue de los mas altos.

Por ultimo, se seleccion6 la cepa Trichosporon pullulans 80-2, que si bien
presentd un bajo valor de pmax ¥ de consumo de xilosa, produjo una alta
concentracion de etanol (1,4 g/L) y fue la Unica cepa que presentd actividad

xilanasa.
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Figura 8. Curva de crecimiento de las cepas seleccionadas para continuar con los ensayos de

fermentacion.




4.3 Ensayos de fermentacién

4.3.1 Fermentacion de medio semi-sintético

Se evalu6 la fermentacién de las 5 cepas seleccionadas, Sporobolomyces
pararoseus L-6, Trichosporon pullulans 80-2, Candida guilliermondii L-784,
Candida fermentati L-980 y Cryptococcus podzolicus L-279, y de la cepa de
referencia S. stipitis NBRC 10063, en un medio semi-sintético con xilosa como
principal fuente de carbono. Las cepas Sporobolomyces pararoseus L-6,
Trichosporon pullulans 80-2 y S. stipitis NBRC 10063 produjeron etanol y las
cepas Candida guilliermondii L-784, Candida fermentati L-980 y Cryptococcus
podzolicus L-279 produjeron xilitol, como se aprecia en las Tabla 3 y en las
Figuras 9 y 10.

El seguimiento de la biomasa durante la fermentacién se puede ver en la

Figura 13 del Anexo 2.




Tabla 3. Parametros de fermentacion obtenidos en el medio semi-sintético con 50 g/L de xilosa iniciales.

Yps etanol

Eficiencia

Yp/s xilitol

Eficiencia

Conversion

Qp Etanol * - " Qp Xilitol * ; Tiempo
Levadura (g etanol/g de etanol (g xilitol/g de xilitol o de xilosa 3

xilosa) (%) (g etanol /Lh) (g/L) xilosa) (%) (g xilitol /Lh) (g/L) (%) final (h)
Sporobolomyces 0,32 + 0,04 63+7 0,11 £ 0,01 16+1 | 0,046+0,001 | 89+0,3 | 0,016+0,001 | 2,3+0,1 99 + 1 144
pararoseus L-6
;g_czhosf’o"’” pullulans | 0314002 | 6145 | 011£001 | 15&1 | 0012£0001 | 23t01 | 0,004£0001 | 06+01 | 91+1 132
gcggd’da fermentatiL=| 057+ 0014 | 62+1,5 | 00160005 | 2806 | 053+0,03 58 + 3 015£002 | 26%1 98 + 1 181
Canaida gulliermondi | 0,039 0,003 | 42+03 | 0010£0001 | 1801 | 052£008 | 569 | 013£002 | 23£2 | 894 180
Crpptiaeseens 0,032 0,008 | 35+0,9 | 0,007+0,001 | 1,502 0,43 + 0,04 46 + 4 0,09 + 0,01 20 + 1 92+8 239
podzolicus L-279
S. stipitis NBRC 10063 | 0,42 + 0,02 82+4 0,25 + 0,06 20 £ 1 0,005+0,01 | 11401 | 0,003+0,001 | 0,3+0,1 9 +2 84

* Calculado a tiempo final.




Con respecto a la produccion de etanol, las levaduras Trichosporom pullulans
80-2, Sporobolomyces pararoseus L-6 y Scheffersomyces stipitis NBRC 10063
fueron las que produjeron mayores concentraciones de etanol en las
condiciones estudiadas. No se observé una diferencia significativa (p<0,05) en
los valores de Yp/s y eficiencia. Trichosporom pullulans 80-2 y Sporobolomyces
pararoseus L-6 alcanzaron concentraciones finales de etanol de 15 y 16 g/L,
eficiencia del 61 y 63% del valor tedrico (Yp;s de 0,31 y 0,32 g etanol/g xilosa) y
un consumo del 91 y 99% de xilosa en 144 y 132 horas de fermentacion
respectivamente. Estos resultados estuvieron por debajo de los alcanzados por
la levadura de referencia Scheffersomyces stipitis NBRC 10063 (20 g/L finales
de etanol y consumo de la xilosa de 96% en 84 h). La productividad alcanzada
fue mayor con S. stipistis NBRC 10063 ya que se produjo mas etanol en menos
tiempo. Los parametros de fermentacién obtenidos para S. stipitis NBRC 10063
concuerdan con los de datos obtenidos por du Perez et al. (1986), quienes
observaron que la mayor eficiencia de etanol se obtuvo a una concentracion de

xilosa inicial de 50 g/L con un Yp;s de 0,43 g etanol/g xilosa.

No se encontraron datos bibliograficos de produccion de etanol a partir de la
fermentacion de xilosa para cepas de Trichosporom pullulans 'y

Sporobolomyces pararoseus.

En la Figura 9 se muestran los perfiles de consumo de azucares y produccion
de etanol y xilitol para las cepas S. stipitis NBRC 10063, T. pullulans 80-2 y S.

pararoseus L-6.
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Figura 9. Perfiles de concentracion de xilosa, xilitol y etanol durante la fermentacion del medio

semi-sintético de las cepas productoras de etanol.

Por otro lado, las otras cepas seleccionadas, Candida fermentati L-980,
Candida guilliermondii L-784 y Cryptococcus podzolicus L-279, produjeron
mayoritariamente xilitol, cuyos parametros de fermentacion se encuentran en la
Tabla 3.

Las cepas presentaron valores similares en algunos parametros de
fermentacion, donde no se encontraron diferencias significativas al hacer un
estudio estadistico de ANAVA considerando un p<0.05, con rendimientos que

variaron entre 0,43 y 0,53 g xilitol/g xilosa, eficiencias de fermentacion de 46 y




58%, productividades entre 0,09 y 0,15 g xilitol /Lh y consumo de xilosa entre
89y 98%

En las concentraciones finales de xilitol fue donde se encontraron diferencias
significativas al realizar un ANAVA considerando un p<0.05, donde la cepa
Candida fermentati L-980 fue la que obtuvo la mayor concentracion final (26
g/L) en 181 horas seguido por Candida guilliermondii L-784 que produjo 23 g/L
en 180 horas y Cryptococcus podzolicus L-279 que fue la que mostré menor

produccion con 20 g/L en mayor tiempo de fermentacion (236 horas)

Estos resultados concuerdan con los datos reportados en bibliografia donde se
informa que dentro del género Candida estan las especies mas eficientes en la
produccion natural de xilitol en especial Candida guilliermondii (Prakasham et
al., 2009). También se reportaron valores de Yp;s de 0,82 g xilitol/g xilosa con
una eficiencia del 89.8% (Felipe et al, 1995) para dicha levadura con una
concentracion inicial de xilosa de 60 g/L. En cuanto a Cryptococcus podzolicus,
no hay reportes para la produccion de xilitol a partir de xilosa por lo que no se
sabe si las condiciones ensayadas son las mas propicias para este

microorganismo.
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Figura 10. Perfil de concentracion de xilosa, xilitol y etanol durante la fermentacion del medio

semi-sintético de las cepas productoras de xilitol.

A partir de estos resultados, se seleccionaron las cepas Trichosporom pullulans

80-2 y Candida fermentati L-980 para realizar los ensayos de fermentacion de

un medio hidrolizado de eucalipto. Las cepas Trichosporom pullulans 80-2 y

Sporobolomyces pararoseus L-6 presentaron resultados muy similares en la

fermentacién. Se selecciond la primera porque ademas presentd actividad

xilanasa lo que podria ser beneficioso a la hora de fermentar un medio obtenido

a partir de un hidrolizado de una materia prima lignocelulosica.




4.3.2 Fermentacion de hidrolizado de eucalipto

Se evalué la fermentacién de un medio compuesto por un hidrolizado de
eucalipto con una concentracion inicial de xilosa de 30 g/L con las cepas
Trichosporom pullulans 80-2 y Candida fermentati L-980, y la cepa de
referencia Scheffersomyces stipitis NBRC 10063. Se observd que las cepas
analizadas produjeron tanto etanol como xilitol en las condiciones ensayadas.
La Tabla 4 presenta los valores de los parametros de fermentacion obtenidos.

Los perfiles de fermentacion se muestran en la Figura 11.

Para todos los parametros de esta fermentacion excepto para la concentracion
final de etanol no se encontraron diferencias significativas al realizar un estudio
estadistico de ANAVA considerando un p<0,05. Con respecto a la produccion
de etanol se encontré una diferencia significativa siendo Trichosporom

pullulans 80-2 la que obtuvo la mayor produccion (6 g/L)

En las condiciones ensayadas, la cepa Scheffersomyces stipitis NBRC 10063
presentd un rendimiento de etanol y concentracion final de etanol similares a
los de la cepa Candida fermentati L-980, pero el tiempo de fermentacién fue
mayor (144 horas y 120 horas respectivamente) y el consumo de xilosa fue

menor (70 y 81% respectivamente).




Tabla 4. Parametros de fermentacién obtenidos en el medio con hidrolizado de eucalipto con una concentracion inicial de xilosa de 30 g/L.

Yp/s etanol Eficiencia Q Etanol Ypss xilitol Eficiencia Q Xilitol Conversion Tiempo
Levadura (g etanol/g de etanol ( etangl /Lh) (/L) * (g xilitol/g de xilitol ( initch hy | (g/L)* de xilosa final (F;])
xilosa) (%) 9 9 xilosa) (%) 9 9 (%)
S. stipitis NBRC 10063 | 0.23 + 0,03 4415 0.04+001 | 52+01 | 028+008 | 31+9 | 0,04+001 | 61 70 + 1 144
qocnosporon pulllans | 024001 | 48%2 | 005001 | 62402 | 021£004 | 23:4 | 004%001 | 51 81+ 1 120
gg’é’d’da fermentati L- 0224005 | 44+9 | 0054001 | 53403 | 0202002 | 24+1 | 004+001 | 5%1 8146 120
ggg‘fida st 0,21+ 0,03 41+5 0,04+001 | 42+02 | 022+005| 24+5 | 0,04+001 | 50+0.3 80+8 96

* Calculado a tiempo final.

** Resultados de ensayos en matraces de 500 mL.




La cepa Candida fermentati L-980 se fermenté en dos condiciones diferentes,
con el fin de evaluar el efecto de la aireacion sobre la fermentacién. Se
aumento el volumen del matraz, manteniendo fijo el volumen de medio. De esta
forma se aumenta la velocidad de intercambio de oxigeno. Se ha reportado que
la aireacion es importante en algunas cepas de Candida para obtener buenas
velocidades de produccion y rendimientos de etanol (Jeffries, 1985). Sin
embargo, al fermentar esta cepa en condiciones de mayor aireacion, el valor de
los parametros de fermentacién de xilitol fue menor, con una concentracion de
etanol final de 4,2 g/L de etanol y una eficiencia del 41%. El consumo de xilosa

fue similar en las dos condiciones (Tabla 4).

Al comparar estos datos con los obtenidos por las cepas productoras de etanol
al fermentar el medio sintético, se observo que los resultados obtenidos fueron
inferiores con el hidrolizado de eucalipto. Por otro lado, el microorganismo de
referencia (S. stipitis NBRC 10063) empleado no fue el que obtuvo mejores
parametros de fermentacion ya que solo el 70% de la xilosa fue convertida. Las

demas cepas presentaron una conversion de xilosa del 81%.

Los resultados obtenidos con el hidrolizado de eucalipto en este trabajo fueron
menores que los reportados por Ferrari et al. (1992), quienes encontraron 12
g/L de etanol con un rendimiento de 0,35 g etanol/g xilosa al fermentar un
hidrolizado de Eucalyptus globulus con la levadura Scheffersomyces stipitis en
condiciones similares a las empleadas en este trabajo (32°C, 150 rpm,
concentracién inicial de xilosa de 30 g/L). Sin embargo, el hidrolizado de
eucalipto se obtuvo en distintas condiciones experimentales, y por lo tanto, la
cantidad de compuestos inhibidores de la fermentaciéon pudo ser diferente al

del hidrolizado usado en este trabajo.

En la Tabla 4 se presentan los parametros de fermentacién de la produccién de
xilitol de las cepas seleccionadas Trichosporom pullulans 80-2 y Candida
fermentati L.-980, y de la cepa de referencia Scheffersomyces stipitis NBRC
10063. Las cepas, en la produccion de xilitol también se vieron inhibidas por el
medio hidrolizado de eucalipto ya que en la fermentacion del medio semi-

sintético se consiguieron valores superiores de concentracion de xilitol final.




Candida fermentati L-980 produjo 5 g/L de xilitol con el hidrolizado y 26 g/L en

el medio semi-sintético.

La cepa Scheffersomyces stipitis NBRC 10063 produjo 6 g/L de xilitol con un
rendimiento de 0,28 g xilitol/g xilosa y una eficiencia de 31%, y tuvo un menor

consumo de xilosa que las otras cepas estudiadas.

Se ha reportado que algunas cepas de Candida producen xilitol en condiciones
microaerofilas (Tamburini et al., 2015). El aumento en la aireacién de la cepa
Candida fermentati L-980 no mejor6 los resultados de produccion de xilitol
como puede verse en la Tabla 4. En las dos condiciones de aireacion
ensayadas tuvo resultados muy similares, con un rendimiento de 0,22 g xilitol/g
xilosa y una concentracion final de xilitol de 5,3 g/L y 5,0 g/L en la fermentacién
de matraces de 250 y 500 mL, respectivamente y una productividad del 24% en

ambos casos.

La levadura Trichosporom pullulans 80-2 también tuvo resultados similares a
los de la Candida fermentati L-980, con un rendimiento de 0,21 g xilitol/g xilosa
para producir 5 g/L finales de xilitol con una eficiencia del 23% y consumiendo

un 80,7% de la xilosa.

A pesar de que el hidrolizado fue detoxificado con hidroxido de calcio, se
encontro la presencia de acido acético y formico en altas concentraciones (8 y
7 g/L respectivamente) en el medio fermentado. A estos componentes pueden
atribuirse los bajos rendimientos obtenidos. A pesar de que el acido acético
puede mejorar los parametros de fermentacién a una concentracién de 1 g/L
(Felipe et al., 1995) estos acidos organicos estan reportados como inhibidores
de la fermentacion de la xilosa cuando se encuentran en concentraciones
mayores. La inhibiciéon se ve reflejada en una disminuciéon del consumo de
xilosa y de la produccion de etanol y xilitol, ambos efectos observados en la
fermentacion del medio hidrolizado. Los reportes también indican que la
susceptibilidad a estos inhibidores varia en las distintas levaduras aunque a
altas concentraciones siempre produce los efectos mencionados (Zhang et al.,
2012; Hasunuma et al., 2011; Delgenes et al., 1996; Felipe et al., 1995).
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Figura 11. Perfil de concentracion de xilosa, xilitol y etanol durante la fermentacion del medio

hidrolizado de eucalipto.




5- Conclusiones




De las 13 cepas estudiadas, la Unica que demostré tener la capacidad de

degradar el xilano fue Trichosporon pullulans 80-2

Se seleccionaron cinco cepas que crecieron en medio con xilosa como principal
fuente de carbono: Sporobolomyces pararoseus L-6, Trichosporon pullulans 80-
2, Candida guilliermondii L-784, Candida fermentati L-980 y Cryptococcus
podzolicus L-279.

En la fermentacion del medio semi-sintético con xilosa, 3 levaduras produjeron
xilitol (C. fermentati L-980, C. guilliermondii L-784, C. podzolicus L-279) y dos
de ellas etanol (S. pararoseus L-6, T. pullulans 80-2). La mas eficiente en las
productoras de etanol fue la cepa Sporobolomyces pararoseus L-6 que produjo
16 g/L de etanol y un consumo del 98% de la xilosa. La cepa mas eficiente
produciendo xilitol fue Candida fermentati L-980 que produjo 26 g/L con un
consumo del 98% de la xilosa en un medio semi-sintético con xilosa como

fuente de carbono.

Las cepas Trichosporon pullulans 80-2 y Candida fermentati L-980, asi como
también la cepa S. stipitis NBRC 10063 fueron capaces de crecer y fermentar
el hidrolizado hemiceluldsico de eucalipto, y producir tanto etanol como xilitol
en las condiciones ensayadas. No se encontraron diferencias significativas en

los parametros de fermentacion excepto en la concentracion de etanol.

Las cepas Trichosporon pullulans 80-2 y Candida fermentati L-980resultaron
prometedoras para fermentar los hidrolizados hemiceluldsicos y producir etanol
y/o xilitol, debiéndose optimizar las condiciones experimentales para maximizar
los rendimientos de fermentacién de uno de estos productos. Ademas, la cepa
Trichosporon pullulans 80-2 tiene la capacidad de degradar xilanos, y por lo
tanto, presenta potencial para su uso en el proceso de hidrdlisis de la

hemicelulosa.
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Anexo

En la Figura 13 se muestran las curvas de crecimiento de las cepas que no se

1

seleccionaron para continuar con los ensayos de fermentacion.

Figura 12. Curvas de crecimiento de las cepas que no se continuaron estudiando.
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Anexo 2

La Figura 13 muestra los perfiles de recuento de las levaduras viables y totales

obtenidos para las fermentaciones del medio semi-sintético.

Trichosporom puliulans Sporobolomyces pararoseus
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Figura 13. Perfiles de de los recuentos llevados a cabo durante la fermentacion del medio
semi-sintético.




Anexo 3

La Figura 14 muestra los perfiles de recuento de las levaduras viables y totales

obtenidos en las fermentaciones de hidrolizado de eucalipto.

Scheffersomyces stipitis Trichosporom pullulans
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Figura 14. Perfiles de los recuentos obtenidos en la fermentacion del hidrolizado de eucaliptus.




Anexo 4
Analisis de resultados de varianza para diferentes parametros en la evaluacién

de las cepas creciendo en un medio con xilosa como principal fuente de

carbono.

FACTOR BIOMASA

14 GRUPOS

3.1, F, L-6, 80-2, T14, L-979, L-104, L-168, L-237, L-279, L-510, L-980, L-784,
S. stipitis

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 51,29 13 3,95 2,26 00,0717
Cepa 51,29 13 3,95 2,26 00,0717
Error 24,46 14 1,75
Total 75,75 277

FACTOR VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

14 GRUPOS

3.1, F, L-6, 80-2, T14, L-979, L-104, L-168, L-237, L-279, L-510, L-980, L-784,
S. Stipitis

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,03 13 2,1E-03 3,07 0,0231
Cepa 0,03 13 2,1E-03 3,07 0,0231
Error 0,01 14 6, 9E-04
Total 0,04 27




FACTOR CONCENTRACION FINAL DE ETANOL

14 GRUPOS
3.1, F, L-6, 80-2, T14, L-979, L-104, L-168, L-237, L-279, L-510, L-980, L-784,
S. Stipitis
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6,47 13 0,50 5,33 10,0019
Cepa 6,47 13 0,50 5,33 10,0019
Error 1,31 14 0,09
Total 7,78 27

FACTOR CONVERSION DE SUSTRATO

14 GRUPOS
3.1, F, L-6, 80-2, T14, L-979, L-104, L-168, L-237, L-279, L-510, L-980, L-784,
S. Stipitis
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5046, 86 13 388,22 2,94 0,0274
Cepa 5046, 86 13 388,22 2,94 0,0274
Error 1847,00 14 131,93
Total 6893, 86 27




Anexo 5

Analisis de resultados de varianza para diferentes parametros en la evaluacion

de las cepas al fermentar un medio semi-sintético.
Cepas productoras de etanol:

FACTOR Yys

3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,01 2 0,01 6,61 00,0796
Cepa 0,01 2 0,01 6,61 00,0796
Error 3,1E-03 3 1,0E-03
Total 0,02 5

FACTOR EFICIENCIA

3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 537,33 2 268,67 9,37 0,0512
Cepa 537,33 2 268,67 9,37 0,0512
Error 86,00 3 28,67
Total 623,33 5
FACTOR PRODUCTIVIDAD
3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 2 0,01 11,05 0,0413
Cepa 0,02 2 0,01 11,05 0,0413
Error 3,3E-03 3 1,1E-03
Total 0,03 5




FACTOR CONVERSION DE SUSTRATO

3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 76,33 2 38,17 22,90 0,0152
Cepa 76,33 2 38,17 22,90 0,0152
Error 5,00 3 1,67
Total 81,33 5

FACTOR CONCENTRACION FINAL ETANOL

3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32,33 2 16,17 16,17 0,0247
Cepa 32,33 2 16,17 16,17 0,0247
Error 3,00 3 1,00
Total 35,33 5

Cepas productoras de xilitol:
FACTOR Ygs

3 GRUPOS
L-980, L-784, L-279
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,01 2 0,01 2,02 0,2785
Cepa 0,01 2 0,01 2,02 0,2785
Error 0,01 3 2,9E-03
Total 0,02 5




FACTOR EFICIENCIA

3 GRUPOS

L-980, L-784, L-279

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 148,00 2 74,00 1,96 0,2859
Cepa 148,00 2 74,00 1,96 10,2859
Error 113,50 3 37,83
Total 261,50 5
FACTOR PRODUCTIVIDAD
3 GRUPOS

L-980, L-784, L-279
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3,4E-03 2 1,7E-03 5,72 0,0947
Cepa 3,4E-03 2 1,7E-03 5,72 0,0947
Error 9, 0E-04 3 3,0E-04
Total 4,3E-03 5

FACTOR CONVERSION DE SUSTRATO

3 GRUPOS

L-980, L-784, L-279

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 76,33 2 38,17 1,45 10,3627
Cepa 76,33 2 38,17 1,45 10,3627
Error 79,00 3 26,33
Total 155,33 5

FACTOR CONCENTRACION FINAL XILITOL

3 GRUPOS

80-2, L-6, S.stipitis

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 42,33 2 21,17 12,70 0,0343
Cepa 42,33 2 21,17 12,70 0,0343
Error 5,00 3 1,67
Total 47,33 5




Anexo 6

Analisis de resultados de varianza para diferentes parametros en la evaluacion

de las cepas al fermentar un medio hidrolizado de eucalipto.

Produccién de etanol:

FACTOR Yys

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,3E-03 3 4,3E-04 0,39 10,7704
Cepa 1,3E-03 3 4,3E-04 0,39 0,7704
Error 4,5E-03 4 1,1E-03
Total 0,01 7

FACTOR EFICIENCIA

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21,33 2 10,67 0,29 0,7699
Cepa 21,33 2 10,67 0,29 0,7699
Error 112,00 3 37,33
Total 133,33 5
FACTOR PRODUCTIVIDAD
4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3,6E-04 2 1,8E-04 4,69 0,1192
Cepa 3,6E-04 2 1,8E-04 4,69 00,1192
Error 1,1E-04 3 3,8E-05
Total 4, 7TE-04 5




FACTOR CONVERSION DE SUSTRATO

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 141,50 3 47,17 1,78 0,2900
Cepa 141,50 3 47,17 1,78 0,2900
Error 106,00 4 26,50
Total 247,50 7

FACTOR CONCENTRACION FINAL ETANOL

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,38 3 1,46 11,67 0,0190
Cepa 4,38 3 1,46 11,67 0,0190
Error 0,50 4 0,13
Total 4,88 7

Produccion de xilitol:

FACTOR Yps
4 GRUPOS
S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,01 2 3,6E-03 1,25 00,4019

Cepa 0,01 2 3,6E-03 1,25 10,4019
Error 0,01 3 2,9E-03
Total 0,02 5

FACTOR EFICIENCIA

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 66,33 2 33,17 0,95 10,4784
Cepa 66,33 2 33,17 0,95 10,4784
Error 104,50 3 34,83
Total 170,83 5




FACTOR PRODUCTIVIDAD

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7,2E-05 2 3,6E-05 1,08 0,4434
Cepa 7,2E-05 2 3,06E-05 1,08 10,4434
Error 1,0E-04 3 3,4E-05
Total 1,7E-04 5

FACTOR CONCENTRACION FINAL XILITOL

4 GRUPOS

S.stipitis, 80-2, 980

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,33 2 1,17 3,50 0,1643
Cepa 2,33 2 1,17 3,50 0,1643
Error 1,00 3 0,33
Total 3,33 5




