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RESUMEN

La materia prima y el consumo de energia en la destilacion son los principales factores de costo en la
produccion de bioetanol combustible a partir materiales azucarados. El uso de medios con alta
concentracion de azucares (Very High Gravity en inglés), superior a los 200 g/L, permitiria producir
altas concentraciones de etanol y reducir el costo energético de la destilacion. Sin embargo,
fendmenos de inhibicion causados por estrés osmético, altas concentraciones de etanol, entre otros,
hacen que las fermentaciones sean lentas e incompletas. Es indispensable disponer de levaduras
industriales que fermenten altas concentraciones de azucar, resistentes al etanol y con elevada
eficiencia. En el presente trabajo se aislaron seis levaduras de materiales industriales con el fin de
seleccionar una cepa con las caracteristicas referidas. Se evalud su tolerancia a diferentes
concentraciones de etanol y su desempefio en fermentaciones de medios conteniendo 150 y 250 g/L

de glucosa.

Los resultados muestran que la cepa A obtuvo los mejores resultados dentro de las cepas aisladas.
Presentd tolerancia a medio conteniendo 50 y 100 g/l de etanol y consiguid consumir la totalidad de
la glucosa a las 18-20 h en la fermentacion de un medio con 150 g/L de glucosa, logrando una
produccion de etanol de 66 g/L. Este comportamiento fue muy similar al observado en la levadura de
panificacion comercial Saccharomyces cerevisiae, que también logrd un consumo total de glucosa y

alcanzé una concentracion final de etanol de 67 g/L.

Por otro lado, en la fermentacion de un medio con 250 g/L la cepa A no logré un consumo total de la
glucosa. Y alcanzd una concentracion final de etanol de 79 g/L, valor inferior al obtenido por

Saccharomyces cerevisiae (81 g/L) y por la cepa industrial CAT (108 g/L).

La estrategia de aislamiento utilizada permitié obtener una cepa promisoria para la produccion de

etanol a concentraciones de glucosa habituales en la industria.



INDICE

1. INTRODUCCION ...ttt ettt a s s s et et et et ssststseetseet et esesesesesessanssanasananas 1
1.1 BIOCOMBUSTIBLES.....ccitiitiitittiitttiettteteteteeetettteteteeteeteeeeeeeeetee et et eeree e e eee e e e e eeseeaeesererenenenenenenenennns 2
1.2 2110 = Y N[ ] PP P PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRE 3
1.3 BIOETANOL EN URUGUAY ..ottt sttt sttt et ettt sate st sttt be b e s beesmeesmeeenseenneens 6
1.4 SORGO DULCE ...ttt ettt et sb e st sttt et e bt e s bt e saeesat e sabe st e e b e e neesbeesmeeenneenseereens 8

GENEIAIIAUES ..ttt ettt st e b e bt e b e bttt b e b e saee e eaee 9
1Y o n o] [} ={ - T PRSPPI 11
DLTY: [ o] o X ¢ Te] [}l RO PP 13
1.5 OBTENCION DE BIOETANOL A PARTIR DE SORGO DULCE........cccctttttreieremererererereeererererereneneneeenen 14
(60 1Y=Tol o - [ TSSOV PTOPPTOPPTRURRRTRIO 15
Tratamiento POS-COSECNA......ciiiiiiiee ettt e et e e e et e e e e e bte e e e ebaeeeeebteeeeeseaeesenstanaeanns 16
Lavado y extraccidon de azlcares fermentables ........ccueeeieiiie e 17
ClarIfICACION ..ttt ettt ettt e s bt e e bt e e sab e e s bt e e sabeesabbeesnbeesbaeesabeesanes 18
CONCENEIACION ..ttt et ettt et e s bt e e b et e s bt e e bt e e sabeesabeeesabeesabeeennseesabaeesareesanes 19
FEIMENTACION ..ttt ettt e s e s bt e e s i e e sttt e sab e e sabeesabeeesabeesabtesanbeesabeeenaneenns 20
B LI o] Pl ToT o WV Yot ] 1 Tor=ToiTo ] o PO Ut 21
DEShIArataCion ....co.ue ettt st st b e bbb e b e sheesaee e 22
1.6 FERMENTACIONES VHG ...ttt ettt e e ettt et e e e e st e e e e e s e e snnreneeeeeeesanannne 22
1.7 BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION ......ovuiuirereieeeceeteteieseeeeeeeete st s ses s s sesensansesenes 25
1.8 MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LAS FERMENTACIONES VHG........cccvvvererirerererenererenennne 27

2. OBJETIVOS ..ttt ettt ettt ettt b e bt e s bt e s at e eat e et e e e bt e sheesateeab e e be e be e beeabeesaeeeateeteen 31
2.1 OBEJTIVIO GENERAL: ...ttt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e neree e e e e e e e e nnnreneeeeeans 32
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ...cuuuiuuieriiiiniiiieiseesessessesse ettt ssenns 32

3. MATERIALES Y METODOS.......viuivieiietieeie s sesesae s ssae st s ssse st se s s s s st ssss s s s s sasassesanaesans 33
3.1 AISLAMIENTO DE CEPAS DE MATERIALES INDUSTRIALES......uuu e 34
3.2 ESTUDIO PRIMARIO DE LA RESISTENCIA AL ETANOL ...cevviiiiiiiiiiireeeeeeceereeee e 35
3.3 SELECCION DE LEVADURAS ......eeitieeeiieeeeteeetetete ettt tetesetesesessssesesasasesesssssasssssssssssssssssesesessanns 35
3.4 ENSAYOS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 150 g/L DE GLUCOSA ........cvoveveeeeeeeeeeereeeeereenannn 35

S AV, 1ol Yo ¢ == [ 11 14T 35
3.4.2 Desarrollo del INOCUIO .......ccueiiiiiiieieeeee ettt s s 36
3.4.3 Estudio de la capacidad de produccidn de etanol ........ccceeveeieiiiicieee e 36
3.5 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA A ...ttt ettt s 37



TR AV, ol o Yo == | 111 4T 37

3.5.2 DeSarrollo del INOCUIO .......ooueiiiiiieeee ettt s 37
3.5.3 Determinacion del PESO SECO ....uiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt et e e e e e e sree e e sare e e s saree e s snreeeesnres 37
3.6 ANALISIS DE LA RESISTENCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL .....cceieiiiinnneee 38
R oo Y [ ol doTo] =T a1 o 4T 1T PP PPTPPPTPORPP 38
3.6.2 DeSarrollo del INOCUIO .......ooueiiiiiiieieee ettt st 38
3.6.3 Estudio de la resistencia al €tanol........cccccooeiiiiiiiniiiiie e 39
3.7 ENSAYO DE FERMENTACION DE MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA .......cooveurverererreisieieerennans 40
O A Y [ ol o To] =T a1 o 4T 1T OO PR PPPTP I ORPP 40
3.7.2 Desarrollo del iNOCUIO .......coviiiieieie ettt e 40
3.7.3 Estudio de la capacidad de produccidn de etanol .........cceeeeeeeeiiiiiiieeee e, 41
3.8 METODOS ANALITICOS. .....oiuieitereieiiieeeiete e teets ettt sttt es st b s s s asaese s s s s ssssaesesesanas 41
3.8.1 Determinacion de azucares, alcoholes y productos de degradacidon mediante
Cromatografia QUIL@ .....c.eeeeieiee e e 41
3.8.2 CreCimiento CEIUIAT ....uiiiii ettt ettt st s e st e e s abe e s bee e sabeeeaees 42
3.9 CALCULOS ...ttt s 42
3.10 ANALISIS ESTADISTICO ....oueeivireveiiieecicte ettt ettt s s ae s s s s s s sesnas 43
. RESULTADOS Y DISCUSION.......coeviiieieiicreteitectcte ettt s st bbb aese s es s s s s s s s s asasaesenes 44
4.1. CARACTERIZACION DE CULTIVOS ......vuiuiecueteieteeeecieiesesesessasaese et sses st essasasaesesesessssssesesesanans 45
4.2 ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE ETANOL A CONCENTRACIONES DE 50 g/L ....... 48
4.3 ENSAYOS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 150 g/LDE GLUCOSA .....cveveeeeeeeeee e 49
4.4 DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE A.....oovvvreeeeeeieteveeeseeeeaese e sesenesae e 53
4.5 ANALISIS DE LA RESISTENCIA AL ETANOL DE LA LEVADURA A.. .ottt 54
4.6 ENSAYO DE FERMENTACION EN MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA ........oooveveeirenreeieeieeniens 58
. CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt st st et e bt e s b e sae e st e san e e bt e n e e neesreesmeesmeeenneenneens 63
REFERENCIAS ... .ottt ettt ettt sttt sttt e b e s b e st st st e bt e b e s be e sme e saee et e eneenneesneesanenane 65
ANEXO .ottt et b b bt sttt E e e bt e s bt e s ae e eaneean e e r e e neennees 78

ANALISIS DE RESULTADOS DE VARIANZA PARA DIFERENTES PARAMETROS DE LA FERMENTACION
EN MEDIO CON 150 /L DE GLUCOSA........oiiteeiteieeieeee it eee sttt ste sttt sttt eesae e sbesatebesaeeeesaeeneeeas 79

ANALISIS DE RESULTADOS DE VARIANZA PARA DIFERENTES PARAMETROS DE LA FERMENTACION
EN MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA.....c..cutriiiieiinieiinietrtet sttt sttt 84



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

TABLA 1. PORCENTAJE DE CONSUMO DE FUENTES DE ENERGIA DESDE 2006 AL 2010. (ADAPTADO DE: BALANCE ENERGETICO 2012-

DIRECCION NACIONAL DE ENERGIA= IMIIEIVI)....ceiieiriieeeieee ettt ettt eette e e et e e e eta e e eetaee e eetaeeeeeabaeeeenseeeseaseeeeantseaennns 7
TABLA 2. CARACTERISTICAS RELEVANTES QUE DEBEN POSEER LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LA PRODUCCION DE ETANOL
(ADAPTADO DE DIEN ET AL., 2003). 1eiuutieeteeiurieeteesteaeteesteessseessesaseesssasssessssesassessssesansessssesessessnsesessesessesessesanes 29
TABLA 3. COMPOSICION DE MEDIOS UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE LA RESISTENCIA AL ETANOL. c..uveeeuveerreesrueesreessseessseesnseesnne 39
TABLA 4. DESCRIPCION DE CULTIVOS DE LEVADURAS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS DIFERENTES MATERIALES INDUSTRIALES. ....cvee.nu. 45
TABLA 5. CARACTERISTICAS DE LEVADURAS EN MICROSCOPIO OPTICO (L000X)....ccevreerueerrieeireesireeenieesireessseesreessseessreesnseesnne 47
TABLA 6. RESULTADOS DE CRECIMIENTO EN MEDIO YPD CONTENIENDO 50 G/L DE ETANOL. .vevveeuvereeesreesreenreereenveesvesssesseensens 48
TABLA 7. CONCENTRACIONES DE ETANOL Y GLICEROL OBTENIDAS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 150 G/L DE GLUCOSA. ........... 51
TABLA 8. RESULTADOS DE LA FERMENTACION EN MEDIO CON 150 G/L DE GLUCOSA.....c.veeveereereenresneesreesseenseeseesseessesssesseesses 51
TABLA 9. RESULTADOS DEL ANALISIS A LA RESISTENCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL DE LAS CEPAS AY S. CEREVISIAE.
...................................................................................................................................................................... 57
TABLA 10. CONCENTRACIONES DE ETANOL Y GLICEROL OBTENIDAS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 250 G/L DE GLUCOSA............ 61
TABLA 11. RESULTADOS DE LA FERMENTACION EN MEDIO CON 250 G/L DE GLUCOSA. ..veeveerreeererereseeeseeesseesseessessessesssessesssens 61
TABLA 12. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DEL FACTOR YPS ENTRE A, B, CY S.CEREVISIAE (SAC). ..eeevvveeireeeiireecieeans 79
TABLA 13. TUKEYS ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, B, CY S. CEREVISIAE (SAC) PARA EL FACTOR YPS ..ccouviiviieriieeieesieesieeenns 79
TABLA 14. ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CONSUMO DE GLUCOSA ENTRE A, B, C, S.CEREVISIAE (SAC). wecuvveereeeveeeieeeieeecieeenns 80
TABLA 15. TUKEYS ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, B, CY S.CEREVISIAE (SAC) PARA EL CONSUMO DE GLUCOSA. ..eeevveeveeenveennns 80
TABLA 16. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA EFICIENCIA DE FERMENTACION ENTRE A, B, C Y S.CEREVISIAE (SAC). .. 81
TABLA 17. TUKEY’S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, B, CY Y S.CEREVISIAE (SAC) PARA LA EFICIENCIA DE FERMENTACION. ............ 81
TABLA 18. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA ENTRE A, B, CY S.CEREVISIAE (SAC). 82
TABLA 19. TUKEY’S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, B, CY Y S.CEREVISIAE (SAC) PARA LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA. .......... 82
TABLA 20. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE FORMACION DE PRODUCTO ENTRE A, B, CY
S.CEREVISIAE [SAC). cntteeeeeteee e eeitee e ettt e eett e e e ettt e e e tteeeeeabaeeestbeeaastaseeassaseessseaeastseesansaaeeaasseaeastaeeeansssaesnssenaans 83
TABLA 21. TUKEY'S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, B, CY Y S.CEREVISIAE (SAC) PARA LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE FORMACION DE
[21370] 01U [ o1 e TR PSP O PP P PPPTT PRI 83
TABLA 22. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DEL FACTOR YPS ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT..covvvveeerreeeerreenen. 84
TABLA 23. TUKEY'S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, S. CEREVISIAE (SAC) Y CAT PARA EL FACTOR YPS. ..cccuviiiieiiee e, 84
TABLA 24. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DEL CONSUMO DE GLUCOSA ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT.............. 85
TABLA 25. TUKEY'S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT PARA EL CONSUMO DE GLUCOSA. ....cceuvveeernrreennn. 85
TABLA 26. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA EFICIENCIA DE FERMENTACION ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT.. 86
TABLA 27. TUKEY'S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT PARA LA EFICIENCIA DE FERMENTACION. ............. 86
TABLA 28. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT. 87
TABLA 29. TUKEY'S ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT DE LA PRODUCTIVIDAD VOLUMETRICA ................ 87
TABLA 30. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE VARIANZA DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE FORMACION DE PRODUCTO ENTRE A,
S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT . .ottt ettt e ettt e e ettt e e e e tt e e e e te e e e e tbaeeeeaaeeeebseaeeastaseeansaaeessseeaestseeaansssaesasseaans 88
TABLA 31. TUKEYS ALL PAIR COMPARISON ENTRE A, S.CEREVISIAE (SAC) Y CAT DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE FORMACION DE
[2170] 01U [ o1 e U T T PO RO PP PPPPUPPPPP 88



FIGURA 1. DIAGRAMA DE FLUJO CON LOS PRINCIPALES PASOS Y MATERIALES DEL PROCESO DE OBTENCION DE ETANOL (ADAPTADO DE

MUSSATTO ET AL., 2000). .. uutieeeiiiiieeeiiteeesitee e e sttt e eetaeeestaeeeesataeesassseeessseeaasstaeeeasssseesssseesassseeeassssesssseeesnsseeennnnes 5
FIGURA 2. PORCENTAJE DE ENERGIA IMPORTADA Y DE ORIGEN LOCAL DESDE 1990 A 2010. FUENTE: BALANCE ENERGETICO 2011,
DIRECION NACIONAL DE ENERGIA- MIIEIVLL ...ttt ettt sttt e e et e e st e e e sanneeeesnbeeesnnnne 6
FIGURA 3. CONSUMO ENERGETICO POR FUENTE EN EL ANO 2011 (FUENTE BALANCE ENERGETICO DIRECCION NACIONAL DE ENERGIA-
IVIIEIMI). ettt ettt ettt ettt ettt ettt e sht e e bt e et h e e bt e e sh e e bt e e sb b e e bt e e b te e bt e e aa b e e bt e e sa b e e nab e e sa b e e eabeesabaeeabeesabaenaree s 8
FIGURA 4. CULTIVOS DE SORGO DULCE. FUENTE: WWW. SWEETFUEL-PROJECT.EU). 1euvteerrieireenureesreesreesseessessseessesssessseens 11
FIGURA 5. CORTE TRANSVERSAL DE TALLO DE SORGO DULCE (FUENTE: SWEETETHANOL). «.veeruveerureerireesireesireesreesseesseessseesneess 12
FIGURA 6. ESQUEMA DE PROCESO DE OBTENCION DE ETANOL A PARTIR DE SORGO DULCE. ADAPTADO DE DIAS ET AL., 2012. ......... 15
FIGURA 7. ESQUEMA DE SISTEMA DE TRAPICHES PARA LA EXTRACCION DE JUGO RICO EN AZUCARES FERMENTABLES DEL SORGO DULCE
(ADAPTADO DE GONZALEZ ET AL., 2010). ..teeiutieereeiieeeiteesteeeiteesteeeseessesesessssaesseesssesanseesssessssessnsessssessssssessessnes 18
FIGURA 8. ViA METABOLICA DE OBTENCION DE ETANOL A PARTIR DE GLUCOSA (MODIFICADA DE GLAZER Y NIKAIDO, 2007). .......... 28
FIGURA 9. PLANTA DE PRODUCCION DE COMBUSTIBLE A PARTIR DE SORGO DULCE ALUR, BELLA UNION, ARTIGAS......ccccvverrveernnennn 34
FIGURA 10. FOTOGRAFIAS DE LAS PLACAS DE CULTIVOS DE LEVADURAS AISLADOS DE: A'Y B JUGO MIXTO DE SALIDA DE MOLINOS, CY D
MEZCLA DE JUGOS DE MOLINOS, E FIBRA DE SORGO, F TALLO DE SORGO, G Y H JUGO DE SALIDA DE PRIMER MOLINO. ........ 45

FIGURA 11. FOTOGRAFIA DE LO OBSERVADO EN UN MICROSCOPIO OPTICO (1000X) DE LAS MUESTRAS DE A Y B. JUGO MIXTO DE
SALIDA DE MOLINOS, CY D MEZCLA DE JUGOS DE MOLINOS, E FIBRA DE SORGO, F TALLO DE SORGO, G Y H JUGO DE SALIDA DE

PRIMER IMIOLINO. 1.vveuvteuteeuseeueesseesseasseaseesseassessaesssesssesssassessseassssssssssessesssssssesssssssesssessesssesssesssessesssemssenssenssesseesses 46
FIGURA 12. PERFILES DE GLUCOSA (LLENO) Y ETANOL (VACIO) DURANTE LA FERMENTACION EN UN MEDIO CON 150 G/L DE GLUCOSA

PARA LAS CEPAS A (CUADRADO), B (ROMBO), C (TRIANGULO) Y S. CEREVISIAE (CIRCULO). .uvvveeeeiieeeeiieeeeetieeeeiveeeeeavaeas 50
FIGURA 13. PERFIL DE GLICEROL DURANTE LA FERMENTACION EN UN MEDIO CON 150 G/L DE GLUCOSA PARA LAS CEPAS A

(CUADRADO), B (ROMBO), C (TRIANGULO) Y S. CEREVISIAE (CIRCULO). veuveeiureeereesreeeiueesteeesseesseeesseesseeessessnsnsssseennes 50
FIGURA 14. PERFIL DE CRECIMIENTO DE CEPA A EN UN MEDIO CON GLUCOSA A CONCENTRACIONES DE 20 G/L....cecvverveeieeresennne 54

FIGURA 15. PERFILES DE VIABILIDAD (A), CELULAS TOTALES (B), ETANOL (C) Y GLUCOSA (D) DE LAS LEVADURAS A (LLENO) Y S (VACIO)
EN MEDIOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE ETANOL DE; 100 G/L (ciRcuLo); 150 G/L (TRIANGULO); Y 200

G/L (CUADRADO).....cteeteeuteeteetteeteesteesteeeseeseeaseesseese e beesbeeaseeasesssesasesaeeseenseeaseessaessansaenbaenbeensesasesasesseenseenseenseans 57
FIGURA 16. PERFILES DE PERDIDA DE MASA (PERDIDA DE CO,) DURANTE LA FERMENTACION EN MEDIO CON 250 G/L PARA LA CEPA A
(ROMBO), LA CEPA INDUSTRIAL CAT (CUADRADO) Y LA CEPA S.CEREVISIAE (CIRCULO). veeeuveesureeeveesreeesseesveeesseeenvaeenaneenes 59
FIGURA 17. PERFIL DE GLUCOSA (LLENO) Y ETANOL (VACIO) DE LA CEPA INDUSTRIAL CAT (CUADRADO), LA CEPA COMERCIAL ~ S.
CEREVISIAE (CIRCULO) Y LA CEPA A (ROMBO) PARA LA FERMENTACION EN MEDIO CON 250 G/L DE GLUCOSA. .....eeeveeveenrnns 60
FIGURA 18. PERFIL DE PRODUCCION DE GLICEROL PARA LA CEPA A(ROMBO), S. CEREVISIAE (CIRCULO) Y CAT (CUADRADO) EN
FERMENTACION CON 250 G/L DE GLUCOSA. «.vvvveuverveseereessesseeseessessessessessessessesssensensessessesssssessesnsessessensessessessesssensens 60

Vi


file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653097
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653097
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653098
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653098
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653099
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653100
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653103
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653104
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653107
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653107
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653108
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653108
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653111
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653111
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653112
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653112
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653113
file:///C:/Users/Yo/Dropbox/Vicky/TESIS%20corregida%2015-03.docx%23_Toc382653113

1. INTRODUCCION




1.1 BIOCOMBUSTIBLES

En los ultimos tiempos tanto el uso como los precios del petrdleo, se han visto incrementados.
Sumado a esto, la preocupacion por la falta de fuentes del mismo en los préximos afos asi como por
su impacto en el ambiente ha ido aumentando. Para poder hacer frente a dichos obstaculos y
satisfacer las necesidades energéticas, ha sido necesario replantearse el manejo de recursos
energéticos, empezando a existir cada vez un interés mayor en el uso de biocombustibles (Barbara,

2007).

El petrdéleo se produce a partir de plantas y animales descompuestos que han estado enterrados
bajo tierra por millones de afios, en otras palabras; es un combustible fésil no renovable. A
diferencia de éste, los biocombustibles son combustibles obtenidos de forma renovable a partir de

biomasa (materiales organicos) (Hernandez y Hernandez, 2008).

Los biocombustibles pueden ser sdlidos (biomasa), liquidos (bioetanol, biodiesel) o gaseosos
(biogés). Pueden clasificarse en biocombustibles de primera o segunda generacion dependiendo del
material del que fueron obtenidos asi como de la tecnologia utilizada para su procesamiento. Los de
primera generacién son provenientes principalmente de materias primas que también son
destinadas a la alimentacion, como el maiz, la soja, el sorgo, la cafia de azucar, etc. y son obtenidos
por tecnologias de fermentacién y transesterificacion en el caso del bioetanol y el biodiesel
respectivamente. El riesgo inherente asociado a esta clase de biocombustibles es su competencia
con el uso de la materia prima como alimento. El aumento de la poblacién mundial necesita ir
acompafiado de un aumento en la produccién de granos, el cual no se esta observando dado que un
porcentaje de los mismos estd siendo utilizado como materia prima para la produccién de
biocombustibles. Asimismo, los cultivos utilizados para la produccién de biocombustibles estan
utilizando recursos como ser la energia, agua y tierra, que podrian ser utilizadas para cultivos con

fines alimenticios (FAO, 2008).

Por otro lado, los biocombustibles de segunda generacién son obtenidos de biomasa lignocelulédsica
(como switchgrass), asi como de semillas oleaginosas no comestibles (como la jatrofa). La materia
prima utilizada en este caso no necesita crecer en suelos ricos en nutrientes y por lo tanto no
compiten por un lugar con los cultivos destinados a la alimentacion. Esto permite que todo el cultivo
sea destinado a la producciéon de biocombustibles y por lo tanto la produccién de biomasa por
hectdrea sea mayor. Por lo anteriormente mencionado es que la investigacion y utilizacién de

biocombustibles de segunda generacidn se ve cada vez mas en boga. Sin embargo, se debe tener en
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cuenta que muchos de los cultivos utilizados para la produccién de biocombustibles de segunda
generacidn pueden ser invasivos y por tanto tener un impacto negativo sobre las fuentes de agua, la

agricultura y la biodiversidad (FAO, 2008).

Por ultimo, los biocombustibles buscan disminuir la produccién de gases con efecto invernadero
sobre la atmodsfera. Dentro de estos gases se encuentran el didéxido de carbono (CO,), el metano
(CH,4), el o6xido nitroso (N,0), el mondxido de carbono (CO), el 6xido nitrico (NO) y otros
halocarburos.

Dentro de los contaminantes mencionados, el CO, es uno de mas relevantes.
Su produccién puede verse disminuida por la absorcidon del mismo por las plantas, sin embargo no
llega a ser cancelada por completo debido a que la cantidad de CO, absorbida por las plantas no es
suficiente para consumir la cantidad del mismo producida durante el proceso de obtencién de los

biocombustibles y durante su uso como fuentes de energia.

Por otro lado, otro de los gases con efecto invernadero, el oxido nitroso estd presente en los
fertilizantes utilizados sobre los cultivos y es liberado a la atmésfera, y el mondxido de carbono es
producido durante el uso de los biocombustibles en medio de transporte.

Todos estos gases pueden ser dafiinos tanto para el ambiente como para el ser humano. Sin
embargo, comparados con los combustibles fésiles, los biocombustibles producen cantidades
menores de la mayoria de los contaminantes (a excepcién del NO), lo que los hace de gran interés

(Elbehri et al., 2013).

1.2 BIOETANOL

El bioetanol puede ser obtenido por la fermentacidn de azlcares simples o polisacaridos, como la
celulosa y el almiddn, que pueden ser convertidos en azdcares simples. Las fuentes de carbohidratos

pueden ser clasificadas en tres grupos (Mussatto et al., 2010):

1- Materiales con azucares simples (glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa): cafa de azlcar,

remolacha azucarera, sorgo, suero de leche y melazas.

2- Materiales amilaceos; maiz, trigo y tubérculos como el boniato y la mandioca.

3- Biomasas lignoceluldsicas: materiales lefosos, pajas, residuos agricolas, de cultivos y de

pastos (switchgrass).



Dada la diversidad de materias primas existentes para la produccidén de bioetanol, existen varias
variables a considerar al momento de elegir la mas adecuada. Entre ellas se encuentran (BNDES,

CGEE, FAO y CEPAL, 2008)

- El costo de la materia prima, que generalmente representa entre el 70 % y 80% del costo del

bioetanol.

- Uso de tierra, agua y de agroquimicos que debe otorgarse a los cultivos.

- El que no posean otros usos primordiales, como por ejemplo alimenticios.

- Laexistencia de co-productos y sub-productos que puedan tener valor industrial o energético

para maximizar la viabilidad econdmica.

- El balance energético: relacion entre la energia renovable producida y la energia consumida

no renovable para la produccién del biocombustible.

- El nivel de emisiones de gases de efecto invernadero.

Los azlcares presentes inicialmente en cada una de las materias primas son diferentes. La cafia de
azucar y la remolacha azucarera contienen principalmente sacarosa que puede ser convertida a sus
componentes monoméricos, glucosa y fructosa para ser fermentados. Los materiales amildceos,
como el maiz y el trigo, contienen almidén que puede ser hidrolizado a glucosa mediante el uso de
las enzimas alfa amilasa y amiloglucosidasa, para ser luego fermentado. Los materiales
lignoceluldsicos contienen altas concentraciones de los polisacdridos celulosa y hemicelulosa, lo
que los hace un sustrato interesante para la obtencion de bioetanol. Sin embargo, para obtener
azucares fermentables a partir de ellos es necesario realizar tratamientos mecanicos y enzimaticos, lo

que lo convierte en un proceso mas dificultoso (Mussatto et al., 2010)

A grandes rasgos, la produccién de bioetanol se realiza generalmente en tres pasos (Mussatto et al.,

2010):

1- Obtencidn de solucidn de azucares fermentables

2- Fermentacién de los azlcares a bioetanol



3- Separacién y purificacién del etanol
El paso previo a la fermentacidn, en el cual se obtienen los azlcares fermentables, es lo que

diferencia el proceso de obtencién de etanol de las diferentes fuentes, azlcares simples, almidén y
lignocelulosa (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo con los principales pasos y materiales del proceso de obtencion de etanol (Adaptado
de Mussatto et al., 2010).

Alrededor del 95% del bioetanol producido mundialmente es obtenido a partir de cultivos agricolas.
El 40 % es producido a partir de cafia de azucar y cafia de remolacha, mientras que el 60 % restante
lo hace a partir cultivos amildceos (Biofuels Platform, 2010). Estados Unidos y Brasil son los

principales productores del mismo, utilizando como materias primas el maiz y la cafia de azlcar
respectivamente (Mussatto et al., 2010).



El bioetanol posee tres aplicaciones principales; como solvente y materia prima para otros productos
de la industria; como ingrediente para la elaboracién de bebidas; y como aditivo o sustituto de la

gasolina (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico, 2008).

A pesar de que la energia producida por el bioetanol sea del 68 % de la producida por su cantidad
equivalente en petréleo, su combustidn es mas limpia (posee mayores concentraciones de oxigeno).
Como consecuencia de esto ultimo, la emisién de sustancias tdxicas por su combustion es menor que
la del petréleo, la emisién de CO, se ve disminuida en un 80 % v la liberacidon de éxido de disulfuro

causante de la lluvia acida, eliminada (Krylova et al., 2008).

Actualmente el bioetanol es el principal biocombustible utilizado en el mundo y su uso se esta
expandiendo. Se proyecta que habra una expansién aun mayor de su produccion y consumo en los

proximos afios (Bastos, 2007).

1.3 BIOETANOL EN URUGUAY

En Uruguay la matriz energética posee una alta dependencia de fuentes importadas (Figura 2),
constituidas fundamentalmente por el petréleo y sus derivados. En los ultimos afios entre el 40-50 %
de la energia utilizada corresponde a combustibles fésiles, principalmente el petréleo, seguida por la

electricidad, residuos de biomasa, lefia y carbdn y el gas natural (Tabla 1 y Figura 3).
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Figura 2. Porcentaje de energia importada y de origen local desde 1990 a 2010. Fuente: Balance
Energético 2011, Direccién Nacional de Energia- MIEM.



Tabla 1. Porcentaje de consumo de fuentes de energia desde 2006 al 2010. (Adaptado de: Balance energético 2012-
Direccion Nacional de Energia- MIEM).

Con el fin de de disminuir progresivamente el consumo de petréleo, diversificar la matriz energética,
colaborar con la disminucién de la emisidon de gases con efecto invernadero, utilizar materia prima
nacional, impulsar el desarrollo de las cadenas agroindustriales e impulsar el desarrollo de regiones
deprimidas del pais es que se crea en el 2006 Alcoholes del Uruguay S.A (ALUR), empresa
dependiente en un 90 % de ANCAP y el restante 10% a PDSVA (Venezuela). La misma es encargad

de la produccion de biodiesel (planta en Montevideo), bioetanol (en planta en Bella Unién y futura
planta de Paysandu) y alcoholes potables (en planta en Paysandu).

Con el mismo objetivo es que en el aio 2007 se cred la Ley. 18.195, en la cual se impone que ANCAP
debe incorporar hasta un 5 % de etanol producido en el pais con materias primas nacionales a las
gasolinas de uso automotivo, entre 2008 y 2014, constituyendo este un limite obligatorio de alli en

adelante (ANCAP, 2007).

A partir de estos hechos comienza a figurar desde el afio 2010 una nueva fuente de energia

secundaria en la matriz energética del pais, los biocombustibles (Figura 3).
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Figura 3. Consumo energético por fuente en el afio 2011 (Fuente Balance Energético Direccién

Nacional de Energia- MIEM).

La produccién de bioetanol en Uruguay se realiza actualmente a partir de cultivos de cafa de azucar
y sorgo dulce (en menor proporcién) cultivados en la zona de Bella Unidn, Artigas. En los inicios de
ALUR existian 2.400 has de cafia de azucar destinadas para la produccion de bioetanol. Actualmente
se estdn por alcanzar las 11.500 has de caifa de azucar y las 3.000 has de sorgo dulce (Agroindustria
ALUR Bella Unidn, disponible online) y se estima que para el 2015 la produccidon de biocombustibles
represente un 63 % de lo producido por las plantas, lo que permitira sustituir entre el 12 y 13 % de

los combustibles fosiles (disponible en http://www.alur.com.uy/articulos/2013/p-11-3-13.html).

1.4 SORGO DULCE

La denominacidn sorgo es aplicada a un amplio rango de genotipos pertenecientes a la familia de
gramineas (Poaceae) de la especie Sorghum biocolor (L) Moench. Dentro de ésta se encuentran cinco

variedades (Pin et al., 2011):


http://www.alur.com.uy/articulos/2013/p-11-3-13.html

e Sorgo grano, variedad enana, de 50 a 80 cm de altura que es generalmente utilizado para
grano. El sorgo grano es el cuarto cereal mas importante a nivel mundial a después del trigo,
arroz y maiz.

e Sorgo forrajero, posee alto contenido de fibra y proteinas por lo que es principalmente
utilizado como alimento de ganado.

e Sorgo fibra, variedad con tallos altos, finos y ricos en celulosa y hemicelulosa.

e Sorgo escobero, es una variedad que presenta inflorescencias con ramas largas y eldsticas,
utilizado principalmente para la produccidn de escobas.

e Sorgo dulce, variedad de tallo largo, grueso, con alto contenido de azucares, lo que lo hace

apto para la produccion de bioetanol.

El sorgo dulce es un cultivo que puede desarrollarse en un amplio rango de suelos y climas
(tropicales, subtropicales y templados) y que hace un uso eficiente de agua, diéxido de carbono,
nutrientes y energia solar (Kundiyana, 1996; Serna-Saldivar, 2010). Es considerado un cultivo
resistente a las sequias, lo que lo habilita a crecer en regiones semi-desérticas de Africa y Asia. Esta
resistencia esta dada principalmente por su metabolismo fotosintético tipo C4 que se caracteriza por
permitirle acumular CO, durante la noche para disminuir la tasa de fotorespiracion en la presencia
de luz y asi reducir la pérdida de agua y el desperdicio de carbono (Keeley y Rundel, 2003). A pesar de
su gran adaptabilidad, la mayoria de las variedades necesitan de altas temperaturas para obtener su

mejor crecimiento (Reisi y Almodares, 2008).

El periodo de crecimiento del sorgo dulce puede ir de 3 a 5 meses, siendo el mismo inferior al de la
cafia de azucar, cuyo periodo va de 10 a 12 meses (Serna-Saldivar et al., 2012). Asimismo, la cantidad
de agua requerida para su crecimiento es la tercera parte de la que necesita la cafia de azlcar. En
climas tropicales con correcta irrigacion, el sorgo dulce puede ser cosechado de dos a tres veces al

afo, lo que incrementa su rentabilidad (Almodares y Hadi, 2009).

El sorgo dulce puede crecer en suelos con pH entre 5y 8.5 (Smith y Frederiksen, 2000), que posean

cierto grado de salinidad y alcalinidad (Almodares et al., 2008b).



La semilla debe ser sembrada en una profundidad del suelo tal que le permita obtener la humedad
suficiente para germinar y para que sus raices crezcan correctamente. Le época de siembra debe
iniciarse cuando hay una temperatura del entorno de los 12 °C (Almodares et al., 2008b). Una
siembra tardia puede reducir el periodo de crecimiento, lo que afecta tanto la cantidad como el
rendimiento de carbohidratos obtenido (Almodares et al., 1994). Sumado a lo anterior, la siembra
tardia puede provocar una cosecha tardia, que hace que el cultivo se exponga a pestes y

enfermedades que son dominantes al final de su ciclo (Almodares et al., 2008b).

Una fertilizacién balanceada puede aumentar el rendimiento del cultivo (Rego et al., 2003). Un uso
adecuado de fertilizantes a base de nitrogeno promueve la tasa de crecimiento y el contenido de
sacarosa del sorgo dulce (Tsialtas y Maslaris, 2005). Adicionalmente, la aplicaciéon simultanea de
fertilizante conteniendo potasio promueve aun mas el aumento del rendimiento del cultivo (Pholsen
y Sornsungnoen, 2004; Almodares y Mostafafi, 2006; Almodares et al., 2006; Almodares et al.,
2008a; Fazaeli et al., 2006).

Los rendimientos agricolas reportados para el sorgo dulce varian de 54 a 69 t/ha para el material
fresco, 16 a 18 t/ha en base a biomasa seca (Almodares y Hadi, 2009; Bennett et al., 2009).El
rendimiento de azlcar puede ir desde 6 a 8 toneladas por hectarea y el porcentaje de azucares
fermentables varia segun la especie, oscilando en el rango de 12 a 21 % y (Almodares y Hadi, 2009).
Se estima que el azlcar obtenida del sorgo dulce puede llegar a rendir 8000 litros de etanol por
hectarea (Hunter y Anderson, 1997), esto es, el doble del rendimiento del grano de maiz y 30 % mas

que el promedio de produccién de la cafia de azucar brasilera ( 6000 L/ha) (Luhnow y Samor, 2006).

Por ultimo, otra ventaja que presenta el sorgo es que la totalidad de la planta tiene valor econémico;
el grano puede ser utilizado como alimento tanto para humanos como para animales; las hojas
pueden destinarse a forraje; el tallo para la produccién de combustibles; y la fibra (bagazo obtenido
luego de la extraccién de azucar del tallo) como alimento para animales o para la generacién de

combustibles de segunda generacién (Almodares et al., 2008b; Guigou et al., 2011).
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Morfologia

La estructura general del sorgo dulce consta de un tallo, hojas, flor y grano (Figura 4).

Figura 4. Cultivos de sorgo dulce. Fuente: www. sweetfuel-project.eu).

El sorgo dulce normalmente desarrolla entre 7 y 24 hojas, que se disponen disticamente a lo largo
del tallo. Su tamafio oscila de entre 30 cm a 135 cm de longitud y 1.5 cm a 13 cm de ancho
(Pin et al., 2011). Poseen bordes dentados y una superficie lisa cubierta de una sustancia cerosa que
actla como barrera para la evaporacion. En condiciones secas la hoja se enrolla, lo que reduce el
area expuesta y por lo tanto la pérdida de humedad. Las hojas poseen un alto contenido de proteina

que permite que sean utilizadas como forraje para los animales (Serna- Saldivar et al., 2012).
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Las flores del sorgo dulce se encuentran agrupadas en panojas apicales formadas por varias espigas
rojizas. Una vez que crece la panoja, la misma comienza a florecer inmediatamente. Luego de
florecido y polinizado el sorgo dulce entra en la etapa de desarrollo del grano. Una vez madurado, el

mismo representa un 5.6 a 19.6 % de la biomasa total (Guiying et al., 2004).

El grano del sorgo es rico en lipidos, proteinas y carbohidratos no estructurales, principalmente el
almiddn. Este almidén podria pasar por un proceso de pre-tratamiento e hidrélisis enzimatica para
convertirse en azucares simples que puedan luego ser fermentados. Sin embargo la interaccién
entre las proteinas y el almidén, entre otros factores, hacen que el acceso de las enzimas se vea
restringido, lo que afecta la obtencién de azucares fermentables y por lo tanto disminuye el

rendimiento de la fermentacidn (Serna - Saldivar et al., 2012).

El tallo es la regidn de mayor importancia del sorgo dulce para la produccidon de bioetanol. Es
robusto, similar al de la cafia de azucar, con un didmetro en su base que va desdelos 1.5cma5cm vy
con una altura que oscila entre los 0.5 m a 5 m. Si se realiza un corte transversal del mismo (Figura 5),
se observa una corona externa, denominado fibra, con numerosos haces vasculares densamente
dispuestos. Dentro de esta corona se encuentra una médula blanda rodeada de tejido
parenquimatico. La mayor parte del azucar del tallo se encuentra en la médula (Pin et al., 2011).

La corona externa estd cubierta por un polvo blanco de consistencia cerosa que sirve de proteccion
en condiciones climaticas adversas. En épocas de sequia evita la evaporacion del agua del tallo,
mientras que cuando el tallo se encuentra anegado impide que mas agua ingrese al mismo (Guiying

et al., 2004).

Figura 5. Corte transversal de tallo de sorgo dulce (Fuente: Sweetethanol).
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El tallo madurado posee una humedad de un 73 % y presenta sélidos que se clasifican en

carbohidratos estructurales y no estructurales.

Los carbohidratos no estructurales son la principal fuente de azlcares fermentables y representan
aproximadamente entre el 12 % y el 21 % de los sélidos en el tallo del sorgo. Los mismos estdn
constituidos por los azlcares simples sacarosa, glucosa y fructosa, que se presentan en cantidades
variables segun el cultivo, la época de cosecha, el estado de maduracidn y otros factores (Mamma et
al., 1996; Phowchinda et al., 1997). En la mayoria de las variedades, la sacarosa es el azucar
dominante, y la proporcidon restante son partes iguales de glucosa y fructosa.

En términos generales, la proporcién de azlcares simples en el jugo obtenido del sorgo dulce va de
53-85 % para la sacarosa y de 6-21 % para la fructosa y la glucosa (Gnansounou et al., 2005; Mamma

et al., 1996; Phowchinda et al., 1997; Prasad et al., 2007).

Los carbohidratos estructurales presentes en el tallo son la celulosa, hemicelulosa y lignina, que se
presentan en proporciones, generalmente, de 34 a 44%, 25 a 27% y 18 a 20% respectivamente
(Ballesteros et al., 2003; Kim y Day, 2011; Sipos et al., 2009). Estos carbohidratos pueden pasar por
un proceso de hidrdlisis que les permitira ser utilizados para la produccién de etanol (Sipos et al.,

2009).

El sorgo dulce posee etapas de desarrollo y crecimiento bien diferenciadas, que pueden clasificarse

en cuatro fases (Guiying et al., 2004):

1- Siembra: es la etapa desde la germinacion hasta el nacimiento de los nodos. Durante la
germinacidon es necesario mantener una adecuada humedad, oxigenacién y temperatura
para obtener buenos resultados. El tiempo que tarda la emergencia de la planta depende de
la época del afio; en setiembre demora entre 7 y 10 dias, mientras que en verano puede
ocurrir luego de 2 o 3 dias del sembrado. Luego de la aparicién de 3 a 5 hojas comienza a
crecer el tallo, proceso que puede llegar a demorar alrededor de 30 dias. En ocasiones,
ocurre el crecimiento de mas de un tallo, llegdndose a alcanzar un nimero de siete en

algunas variedades. El crecimiento de tallos en exceso puede causar efectos adversos sobre
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el crecimiento de los mismos, por lo que a veces es recomendable recortar alguno de ellos
para asi obtener tallos mas largos y anchos.

2- Crecimiento: Luego de 47 a 55 dias de la emergencia de la planta, la misma entra en la etapa
de crecimiento en la cual la superficie de las hojas se expande rapidamente y la planta se
elonga. Esta etapa es fundamental para el desarrollo de la planta, por lo que un cuidado y
manejo correcto del cultivo es vital ya que el mismo afectara el rendimiento del tallo y de Ia
semilla. Durante esta fase también comienza la diferenciacion de las semillas jovenes
presentes en las espigas.

3- Floracion: Luego de la apariciéon de la ultima hoja comienza la emergencia de la panoja y
pasados de 2 a 5 dias comienza la floracién. En esta etapa es que el cultivo tiene el mayor
requerimiento de agua.

4- Maduracion: Esta fase puede llegar a durar hasta 30 dias y se divide en tres sub-etapas:
lactal, cerosay madura. En la primera, una parte de los nutrientes es almacenada en el tallo
y otra es transferida al grano, lo que hace que este Ultimo aumente su masa seca y crezca a
un ritmo rapido. En la etapa cerosa, la humedad del grano es reducida, asi como su masa
seca, lo que provoca que el mismo se endurezca. En la tercera y ultima sub-etapa, la
acumulacién de materia seca en el grano llega a su maximo y la semilla se seca y endurece

por completo, mostrando el color y calidad particular segun la variedad correspondiente.

Existe una relacién entre el grado de madurez de la planta y la concentracién de azucares en el tallo.
Esta ultima también depende de la variedad de sorgo dulce utilizada, de la fecha de siembra y las

condiciones de cultivo (Pin et al.,, 2011).

La mayor acumulacidon de azlcares ocurre luego de la aparicion de la panoja y especialmente
después de la floracién. Si el crecimiento del cultivo se lleva a cabo en lugares con temperaturas
bajas, el desarrollo puede detenerse tempranamente y por lo tanto cesar la acumulacién de

azucares, llegando a concentraciones menores de las mismas (Pin et al., 2011).

1.5 OBTENCION DE BIOETANOL A PARTIR DE SORGO DULCE

El proceso mediante el cual se obtiene bioetanol a partir de sorgo dulce consta de varios pasos que

se resumen en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de proceso de obtencidn de etanol a partir de sorgo dulce. Adaptado de Dias et al., 2012.

La cosecha del sorgo dulce debe llevarse a cabo cuando la biomasa y el azicar acumulado alcancen
su concentracion mas elevada. El periodo de tiempo que le lleve alcanzar las mismas dependera de la
variedad utilizada y de las condiciones climaticas. Como los azlcares buscados para la produccion del
bioetanol se concentran en el tallo (o cafia), la mejor manera de realizar la cosecha es cortando los

mismos por la base (Pin et al., 2011).

El principal inconveniente en la cosecha es el alto riesgo de pérdida de azucares fermentables si la
misma no se lleva a cabo en el momento correcto y bajo condiciones climaticas favorables. Estudios

han demostrado que si se demora la cosecha del sorgo dulce entre 3 y 4 semanas luego de



alcanzada la maduracidn, la concentracion de sacarosa se ve disminuida en un 4-6 % con respecto a

cultivos cosechados previos a alcanzar su estado de maduracion fisiolégica (Broadhead, 1969).

La pérdida de azucares fermentables también puede ocurrir por la existencia de condiciones
climaticas adversas. En climas mas frios, las heladas pueden llevar a una pérdida significativa de los
azucares fermentables (Cundiff y Parrish, 1983; Eiland et al., 1983; Eiland y Clayton, 1984; Parrish y
Cundiff, 1985; Worley y Cundiff, 1992).

Se debe intentar que el periodo transcurrido entre la cosecha y el procesamiento de los tallos,
(periodo pos- cosecha) del sorgo sea el menor posible, ya que de no serlo, existe el riesgo de perder

una parte de los azucares fermentables.

Una vez cortados los tallos, los mismos son muy sensibles a la contaminacién dado su alto contenido
de humedad en la biomasa (entre 70 y 80 %) vy su gran concentracidon de azlcares facilmente
fermentables. De ocurrir la contaminacién, puede ocasionar que parte del azlUcar que seria
destinado a la obtencidon de etanol, sea consumida por los microorganismos contaminantes,

causando una disminucién del rendimiento de la fermentacidn (Pin et al., 2011).

Una forma de evitar la pérdida de azucares durante el almacenaje de la materia prima es el control

de la temperatura. El almacenamiento a temperatura ambiente puede causar que los tallos lleguen
a perder hasta el 20 % de sus azucares fermentables en solo 3 dias, mientras que si se los mantiene
en ambientes refrigerados esta pérdida no ocurre (Wu et al., 2010 ).

Otro modo de conservar los azUcares fermentables, es extrayendo el jugo, concentrandolo y luego

almacenarlo como tal para utilizarlo posteriormente en la fermentacién (Bennett y Anex, 2009)
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El proceso de obtencién de bioetanol comienza con el lavado y picado de la caia del sorgo dulce.

Para ello se desfibrila y corta la misma cuidando que no ocurra extraccién del jugo prematuramente.

Luego, generalmente, los pequefios trozos obtenidos pasan luego a un sistema de trapiche formado
por varios molinos de 1.7 m de ancho que ejercen presion sobre la cafia y permiten la extraccién de
los azlcares fermentables presentes (Figura 7).

A pesar de que la cafia se somete a presiones considerables y repetidas, ésta nunca cede la totalidad
de sus jugos, quedando con una cantidad de los mismos y en general con una humedad en el entorno
del 45 % y 50 %. Para poder lograr extraer la mayor cantidad del jugo remanente y mantener la
humedad, la cafia es sometida a un proceso de imbibicién, donde el jugo es sustituido por agua. Para
ello, en el cuarto molino se agrega agua bruta, es decir no tratada, a través de aspersores, para que
retire los restos de los azucares por difusiéon y humedezca el material para el ultimo molino. El jugo
recogido del ultimo molino se dispersa sobre el molino anterior y asi sucesivamente, enriqueciendo
el agua de azlcares hasta el primer molino. Por tanto, el jugo del primer molino serd el mas
concentrado (Gonzalez et al., 2010).

Parte de los jugos obtenidos de los molinos, excepto el del primero, caen en una canaleta y se unen,
formando un mixto de jugos. Asimismo este mixto se une posteriormente con el jugo del primer

molino formando una mezcla de jugos.

Otra forma de extraer los azlcares fermentables de la cafia del sorgo es a través de un proceso de
difusién. El mismo consiste en colocar los trozos de cafia en una cinta transportadora por la cual
circula agua a 70 °C a contracorriente, de forma tal que los azlcares presentes en las células de la

planta pasen al agua (Baquero, 1987).

Alrededor del 90 % de los azucares fermentables presentes en el tallo del sorgo dulce pueden llegar a
ser extraidos durante esta etapa, alcanzando una tasa de extraccién de hasta 0.7 en relacién al peso
inicial de la planta (Almodares y Hadi, 2009). En esta etapa el jugo presenta una concentracion de

azucar del entorno de los 15 ° Brix (Prasad et al., 2007).
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Figura 7. Esquema de sistema de trapiches para la extraccién de jugo rico en azlcares fermentables del sorgo dulce
(Adaptado de Gonzalez et al., 2010).

Como producto secundario de la extraccion de azlcares se obtiene un residuo lignoceluldsico; el
bagazo. Este posee al final del proceso un humedad del 50 %, otorgada por el jugo diluido que se

encuentra en su interior (Pin et al., 2011).

El bagazo es enviado a las calderas para ser utilizado para la generacién de vapor y energia eléctrica
para el funcionamiento propio de la planta o en caso de exceso, se comercializa. Asimismo, el bagazo
puede disponerse para la fabricacidn de papel, para raciones animales, como abono, o como materia

prima para la produccién de combustibles de segunda generacion (Almodares y Hadi, 2009).

En el siguiente paso, el jugo atraviesa un clarificador para deshacerse de sélidos y otras particulas
remanentes. El proceso basicamente consiste en adicionar a los jugos entrantes determinados
compuestos, como cal, para que forme complejos de alto peso molecular con las impurezas,
aumentar la temperatura y dejar decantar en forma mecanica. Los soélidos insolubles quedan
separados por sedimentacion y son enviados a un area de filtracién para recuperar la aquellos

azucares que hayan quedado unidos a ellos. Una vez finalizado el proceso se obtiene jugo clarificado
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y sélidos. A éstos Ultimos se les denomina cachaza y pueden ser posteriormente utilizados como

abono organico (Instituto Azucarero Dominicano).

El jugo clarificado, puede pasar directo a la etapa de fermentacion o puede ser previamente
sometido a un proceso de evaporacion con el fin de concentrar el mismo. La energia necesaria para
esta fase es obtenida del generador alimentado con el bagazo proveniente de la primera etapa del
proceso. El vapor condensado formado puede ser utilizado como fuente de calor para otras unidades

de la planta, o como fuente de agua (Gnansounou et al., 2005).

Este proceso permite preservar los azUcares y poseer materia prima para suplir a la planta en los
meses posteriores a la cosecha del sorgo dulce. Asimismo, provoca un aumento de la presion
osmotica en el jugo que ayuda a evitar el crecimiento de bacterias y levaduras en el mismo. La
concentracidn final de azlcar obtenido puede ir de 16 a 85 °Brix dependiendo del periodo de tiempo

gue vaya a estar almacenado.

El jugo concentrado puede ser destinado directo a la fermentacidn o pasar por dos pasos ulteriores
para la obtencién de azucar; la cristalizacién y la centrifugacion. La cristalizacién se da a partir de la
colocacién del jugo concentrado en tanques al vacio a temperaturas y presiones reducidas. De alli se
obtiene una mezcla de cristales de sacarosa y un licor, que son separados en centrifugas, donde el
azucar es lavado con agua caliente. El azlcar es luego secado y almacenado, mientras que el licor
pasa por una etapa adicional de calentamiento para extraer los azlicares remanentes, principalmente
glucosa y fructosa. El jugo obtenido es aproximadamente 50 % azlcar y es conocido como melazay
puede ser destinado también a la fermentacién (Gnansounou et al., 2005).

Vale la pena destacar que el jugo del sorgo dulce no es cominmente utilizado para la obtencidn de
azucar cristalizada (sacarosa) por la presencia de altas cantidades de azlcares invertidos, la glucosa y

fructosa, que dificultan el proceso de cristalizacién (Turhollow et al., 2010; Woods, 2000).
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EL proceso de fermentacion es realizado por levaduras, en la mayoria de los casos cepas de
Saccharomyces cerevisiae. EI mismo consiste basicamente, en la conversién de azucares en etanol,
diéxido de carbono, biomasa de levaduras y pequeias cantidades de subproductos como glicerol,

aceites, aldehidos y cetonas (Jacques et al., 1999).

Las levaduras utilizadas pueden conservarse liofilizadas, congeladas, en medios sélidos o en medios
liguidos. Para poder utilizarlas para la fermentacién es necesario estabilizarlas y lograr una
concentracién suficiente de levaduras para llevar a cabo el proceso. Para ello se las hace crecer en
un medio con condiciones favorables para su crecimiento. Esto implica que sean soluciones que
contengan fuentes de carbohidratos (como glucosa, fructosa o sacarosa), fuentes de vitaminas,
aminodacidos, nitrogeno y co-factores (como el extracto de malta y la peptona), suplementadas con
algun bactericida (para evitar la contaminacidn) y con oxigeno (Hernandez et al., 2003). Su pH debe
ser ajustado en el entorno de los 4.5 y debe mantenerse la temperatura entre 30 °C y 35 °C (Pin et

al., 2011).

Una vez obtenido la concentracidon buscada de levaduras se inocula el jugo concentrado con la
solucién de las mismas.

Antes de comenzar con el proceso fermentativo, el jugo concentrado debe ser pasteurizado con el fin
de evitar el desarrollo de algun tipo de bacteria que pueda haber contaminado a éste. Asimismo esta
demostrado que la adicién en concentraciones adecuadas de elementos traza como zinc, magnesio y

manganeso mejoran el rendimiento de la fermentacién (Deesuth et al., 2012).

La fermentacién puede realizarse en batch o de forma continua. En la primera, las reacciones de
fermentacion son llevadas a cabo en un sistema cerrado, es decir, se coloca inicialmente el medio en
el fermentador y se lo inocula con la concentracidon de microorganismos adecuada, y el medio no se
vuelve a alterar. La composicién del medio, la concentracién de biomasa y la concentracion de
metabolitos se modifican generalmente como resultado del metabolismo de las células. El proceso
finaliza cuando todo el sustrato es consumido por la biomasa. El rendimiento de este tipo de
fermentacién depende mucho de la tolerancia de los microorganismos al alcohol (Pin et al., 2011,

Biorreactores, disponible online).

A diferencia de la fermentacion en batch, en la fermentacion continua se establece un sistema

abierto: se estd constantemente adicionando medio estéril en el reactor y simultdneamente
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quitando medio utilizado. La ventaja de este método frente al batch es que la inhibicion de las
levaduras por altas concentraciones de etanol es menor, lo que permite tener un mayor rendimiento

(Pin et al., 2011; Biorreactores, disponible online).

Actualmente, cada vez mas industrias estan realizando lo que se denomina fermentacidn a altas
concentraciones de azucar, VHG (del inglés Very High Gravity). El detalle de este proceso sera

descrito en una seccidn posterior.

Las levaduras utilizadas en la fermentacién pueden ser recuperadas mediante centrifugacion y
posteriormente lavadas con acido sulfurico (para evitar la contaminacién bacteriana) para un nuevo
uso. Si las levaduras recuperadas son viables, son reutilizadas en posteriores fermentaciones, de lo

contrario se emplean como fuente de proteinas para la preparacién de racién para animales.

Tedricamente el jugo de sorgo dulce posee un rendimiento de etanol del 85 %, o dicho de otra
forma, rinde 54.4 L de etanol por cada 100 kg de tallo fresco (Almodares y Hadi, 2009). El mismo
puede verse incrementado si se logran condiciones mas favorables para el proceso, cémo ser adicion

de cantidades adecuadas de elementos traza, suplementos nutricionales, la temperatura, etc.

La concentracion de etanol en el medio luego de la fermentacion se encuentra entre un 9 -14 % v/v.
Para alcanzar concentraciones finales de alrededor de 95 % v/v es necesario realizar una destilacion.
El proceso consiste en pasar el medio fermentado por una serie de columnas de destilacién y
rectificacion en las que el agua y el etanol son separadas. La separacién ocurre por las diferencias en

los puntos de ebullicion de ambos liquidos, siendo el etanol mas volatil que el agua (Pin et al., 2011).

21



Para producir ETBE (Etil Ter-Butil Eter) y etanol apto para mezclar directamente con gasolina, es
necesario poseer como materia prima etanol anhidro con concentraciones entre 99.7-99.8 w/w (Pin
et al.,, 2011).

Para obtener el mismo, se pasa la solucién de etanol de 95 % v/v por tamices moleculares que
retienen las moléculas de agua, aumentando de esta forma gradualmente la concentracion de etanol
en la solucion (Kwiatkowski et al., 2006).

El etanol anhidro debe ser almacenado en tanques con atmdsferas controladas, es decir libres de aire
y generalmente con nitrégeno u didxido de carbono, para evitar la solubilizaciéon del vapor de agua

(Pin etal., 2011).

1.6 FERMENTACIONES VHG

El etanol puede ser producido a través de procesos fermentativos de bacterias y levaduras. Estos
microorganismos convierten los azlcares u otros carbohidratos a etanol, didxido de carbono y otros
compuestos secundarios bajo condiciones de anaerobiosis. La concentracidn de azucar inicial en el
medio se relaciona directamente con la cantidad de etanol producida, y concentraciones iniciales

elevadas de la misma implicarian concentraciones finales de etanol altas.

Generalmente, en las fermentaciones las concentraciones iniciales de azlcares van de 150 g/L a 200
g/L. Se define como fermentaciones que parten de altas concentraciones iniciales de aztcares (VHG
del inglés Very High Gravity) a aquellas que son capaces de fermentar por completo mezclas con
concentraciones iniciales de entre 250 g/L a 300 g/L de azucares. La utilizacion de estos procesos
presentan numerosas ventajas que incluyen; aumentar las concentraciones finales de etanol,
disminuir el requerimiento del agua y los costos energéticos y aumentar la productividad de la

planta. El fin del mismo es hacer un proceso cada vez mas rentable (Wang et al., 2007).

A pesar de las numerosas ventajas, las fermentaciones VHG son raramente rapidas y completas a
causa de cambios fisiologicos que le ocurren a los microorganismos durante la misma (Pereira et al.,
2010). Las altas concentraciones de azucares iniciales provocan un incremento de la presién

osmotica del medio que tiene efectos perjudiciales sobre las células de levaduras. Asimismo, las
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concentraciones elevadas de etanol que pueden lograrse en la fermentacidén podrian ser téxicas para

las células y ocasionar una fermentacion lenta y truncada.

Una forma de mejorar el rendimiento de la levadura es suplementar el medio con macro vy
micronutrientes que permitirdn que la misma posea todos los requerimientos nutricionales
necesarios para desempeiiar un correcto crecimiento, sobrellevar los estreses causados por las altas
concentraciones de azlcares y etanol y por lo tanto mejorar el rendimiento de la fermentacién
(Breisha, 2010).

Los medios utilizados para la fermentacién pueden ser tanto naturales como sintéticos. En ambos
casos el principal nutriente necesario es el carbono, que actia como fuente de energia y que puede

obtenerse de varios compuestos organicos, entre ellos los aztcares, como la glucosa.

El nitrégeno, junto con el carbono, es otro de los nutrientes esenciales en un medio para
fermentacién. El mismo es necesario para el crecimiento de la levadura e influye tanto en su
resistencia al etanol como en su rendimiento. Algunos autores han reportado que la falta de
nitrégeno reduce la biomasa del medio, lo que puede derivar en una fermentacidon truncada,
mientras que un exceso del mismo puede ocasionar una baja en la produccion de la enzima
fosfofructoquinasa, enzima reguladora de la glucdlisis. Segun Berthels et al. (2007) la adicién de
nitrégeno en forma de amonio puede contrarrestar el recambio de transportadores de alta afinidad
por azucares y a su vez activar la enzima fosfofructoquinasa. El nitrdgeno también es proporcionado
a través de las peptonas y extracto de levadura que se adicionan en el medio.

Se ha reportado que la cantidad de nitrégeno adicionada al medio deber ser proporcional a la
concentracion de azucar inicial en el mismo, es decir, un aumento en la concentracion inicial de
azucar debe ir seguido de un aumento en los niveles de nitrégeno. Asimismo, como cantidades
elevadas de nitrégeno pueden llevar a efectos no deseados sobre la fermentacién, la concentracion a
adicionar de este nutriente debe ser optimizada. Breisha (2010) reporté que la proporcién de
nitrégeno con la cual se obtienen los mejores resultados en una fermentacion es de 5 mg de sulfato

de amonio por gramo de azlcar inicial en el medio.

Los micronutrientes o elementos traza también influyen en la promocidn del crecimiento de las
levaduras, en su resistencia al etanol y por tanto, en el rendimiento de la fermentacion. Ha sido
demostrado que la adicién de magnesio al medio VHG aumenta considerablemente la concentracién
final de etanol lograda (Pereira et al., 2010). El magnesio interacciona con fosfolipidos de la
membrana plasmatica disminuyendo su permeabilidad ante las condiciones de estrés generadas por

el medio con alto contenido de etanol (Birch y Walker, 2000; Hu et al., 2003), lo que le mejora su
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resistencia al etanol y permite obtener mejores resultados de la fermentacidn. El magnesio puede ser
adicionado en forma de sulfato de magnesio (MgS0,), en donde ademds de aportar el elemento
mencionado se aporta azufre (S), el cual es asimilado para la sintesis de aminoacidos entre otras

Cosas.

La adicién de potasio (K) al medio de fermentacidon también es importante. El mismo puede ser
agregado formando un compuesto con fésforo, el fosfato acido de potasio (K(HPO,), ), donde el
fosforo (P) adicionado tiene un rol en la sintesis de acidos nucléicos.

En cuanto a la funcién del potasio, las levaduras intercambian el mismo por hidrégeno con el fin de
mantener un equilibrio idnico. A su vez se ha demostrado que el potasio acelera la tasa de consumo
de glucosa en la levadura Saccharomyces cerevisieae. EI aumento en el consumo de glucosa es
coincidente con el de potasio agregado, sin embargo aun se desconoce el mecanismo por el cual
logra dicho aumento. Unicamente el potasio adicionado de forma externa tiene este efecto, lo que
sugiere que el blanco de activacién de éste no es un factor citoplasmatico, sino que estd ubicado en

la superficie celular (Masayoshi et al., 1998).

Se ha demostrado a su vez, que la deficiencia de potasio disminuye la viabilidad celular en etapas
tardias de la fermentacion, lo que sugiere que el potasio es requerido como un factor de

supervivencia (Masayoshi et al., 1998).

Otros elementos que permiten mejorar los resultados de la fermentacion son el zinc y el manganeso.
El primero se ha encontrado que aumenta la tolerancia al etanol y por tanto su concentracién final
cuando se lo agrega al medio de fermentacién, mientras que el segundo es importante para el
metabolismo de algunas enzimas reguladoras del proceso fermentativo (Zhao et al., 2009; Stehlik-

Tomas et al., 2004).

La oxigenacion durante el proceso fermentativo es otro de los parametros a controlar. Bajo
condiciones de anaerobiosis, las levaduras generalmente necesitan la adicion de pequefas
cantidades de oxigeno para sintetizar lipidos esenciales (esteroles y acidos grasos insaturados) para
la integridad de la membrana plasmatica. Asimismo bajo estas condiciones, las levaduras acumulan
fitoesteroles que pueden promover el crecimiento celular y la actividad fermentativa inicial ya que
actuan como sustitutos del ergoesterol en la membrana. Sin embargo, si no ocurre adiciéon de
oxigeno, estos esteroles perturban la composicion de la membrana al convertirse en los esteroles
predominantes, lo que puede llevan a una fermentacion truncada (Luparia et al., 2004). Se ha

demostrado que el oxigeno adicionado es consumido en las primeras horas de la fermentacidn, en
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las cuales las hexosas son catabolizadas a acido pirdvico mediante el proceso de glicélisis (o via de
Embdene-Meyerhofe-Parnas). Para la conversién de acido pirdvico en etanol, es necesaria la
ausencia total de oxigeno. Por tanto, la adicién de oxigeno es solo necesaria durante las horas

iniciales de la fermentacidn, en las cuales ocurre la formacion de acido piruvico (Breisha, 2010).

Por ultimo, otro factor a tener en cuenta al momento de la fermentacién es la temperatura. Se ha
reportado como influyente en la tasa de crecimiento de las levaduras, su viabilidad, el rendimiento
de la fermentacion, la actividad enzimatica y el funcionamiento de la membrana (Sener et al., 2007).
Olivério et al. (2010) reportaron que la temperatura éptima para llevar a cabo la fermentacién es

30 °C.

1.7 BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION

Una variedad de microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) pueden fermentar carbohidratos a
etanol segun la siguiente reaccion:

CH,,0, — > 2CH,CH,OH + 2CO,

Glucosa Etanol Dioxido de carbono

El rendimiento tedrico maximo de dicha reaccién es de 0.511 kg de etanol y 0.489 kg de didxido de

carbono por kg de glucosa.

La ruta bioquimica por la cual se lleva a cabo la reaccién se describe en la Figura 8. La misma
comienza con la oxidacion de glucosa a acido piravico, proceso al cual se denomina glucélisis. Para
ello, la glucosa es fosforilada a glucosa 6-fosfato (glucosa 6-P) por la enzima hexoquinasa, con el
consumo de una molécula de adenosin trifosfato (ATP) y la formacion de una molécula de adenosin
difosfato (ADP). Posteriormente, la glucosa 6-P es isomerizada a fructosa 6-fosfato (fructosa 6-P) por

la accion de la enzima glucosa 6-P isomerasa. La fructosa 6-P es luego fosforilada en su carbono uno
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por la enzima fosfofrucotquinasa 1, con el consumo de una molécula de ATP y la formacidn de una
molécula de ADP convirtiéndose en fructosa 1,6 — bifosfato (fructosa 1,6 biP). Esta reaccién es
irreversible y es el punto de control de la glucdlisis. Existen otros sustratos aparte de la glucosa que
pueden ingresar en esta via metabdlica, por ello es que el punto de control se encuentra en este
paso y no al comienzo. La fosfofructoquinasa posee centros alostéricos sensibles a las
concentraciones de intermediarios que hacen que se presente en su forma activa o inactiva, y por lo

tanto determina si la ruta metabdlica continle avanzando o no.

Continuando con la via, la fructosa 1,6 biP es hidrolizada a dos moléculas de tres carbonos; la
dihidroxiacetona fosfato (dihidroxiacetona-P) y el gliceraldehido-3-fosfato, por la enzima aldolasa.
Puesto que solo el gliceraldehido-3-fosfato puede seguir los pasos siguientes de la glucdlisis, la
dihidroxiacetona-P debe ser isomerizada a gliceraldehido-3-fosfato. Esta reaccién es llevada a cabo
por la triosa fosfato ismoerasa.

Paso siguiente, el gliceraldehido-3-fosfato es oxidado y fosforilado para convertirse en 1,3-
bifosfoglicerato. La reaccién es realizada por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa que utiliza
como cofactor al de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD') que actia como aceptor de un

hidrogenién (Nelson y Cox, 2001).

A continuacién, la enzima fosfoglicerato quinasa transfiere el grupo fosfato de 1,3-bisfosfoglicerato a
una molécula de ADP, formandose la molécula de 3-fosfoglicerato y una molécula de ATP. EL 3-
fosfoglicerato es luego isomerado a 2-fosfoglicerato por la enzima fosfoglicerato mutasa. La enolasa
proporciona posteriormente, un doble enlace al 2-fosfoglicerato, convirtiéndolo en
fosfoenolpiruvato. El paso final de la glucdlisis es la desfosforilacion del fosfoenolpiruvato a piruvato,
por la accién de la enzima piruvato quinasa. El fosfato del fosfoenolpiruvato es transferido a una

molécula de ADP formando ATP.

La reaccion global de la glucdlisis es la siguiente:

Glucosa + NAD" + 2 ADP + Pi &> 2Piruvato + 2NADH + 2ATP + 2H" + 2 H,0

Como puede observarse aparte de necesitarse un azucar de seis carbonos para poder llevar a cabo el

proceso, también es necesaria la presencia de compuestos como el nucledtido y la amida NAD".
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El ATP generado es utilizado en diferentes procesos de biosintesis, regenerando el ADP, que puede
ser reutilizado.

EI NAD" también debe ser regenerado. Una forma de hacerlo es mediante la fermentacién alcohdlica.
Bajo condiciones de anaerobiosis algunos microorganismos, entre ellos bacterias y levaduras, pueden
transformar el piruvato a etanol y didxido de carbono mediante un proceso de dos pasos
denominado fermentacion alcohdlica (ver Figura 8). En el primer paso, el piruvato se descarboxila en
un reaccion irreversible catalizada por la piruvato descarboxilasa, convirtiéndose en acetaldehido y
liberando una molécula de didxido de carbono. En el segundo paso, el acetaldehido se reduce a
etanol, por la accién de la enzima alcohol deshidrogenasa. En este paso, el NADH, generado en la
glucdlisis, es utilizado como dador del hidrégeno para la formacién del compuesto final,

regenerandose el NAD" (Nelson y Cox, 2001).

En una fermentacion bien lograda, la mayor parte del azlcar es consumida y convertida en etanol y
una pequefia parte es convertida a otros subproductos como ser acidos orgdnicos, compuestos que
otorgan sabor y glicerol. Este ultimo es producido por la reduccién de dihidroxiacetona fosfato,
regenerando el NAD *. Este proceso solo ocurre en la fermentacidon cuando la concentracién de
acetaldehido es inadecuada. Una pequefia cantidad de glicerol es producida en todas las
fermentaciones, sin embargo su produccién se puede ver incrementada por el crecimiento de las
levaduras en medios alcalinos, en condiciones de estrés osmatico y en la presencia de compuestos
gue reaccionen con el acetaldehido, como ser el bisulfito. En las fermentaciones industriales, la
produccién de glicerol es controlada y llevada al minimo, ya que la misma representaria el consumo
de sustrato para un producto no buscado, y por lo tanto un menor rendimiento del proceso (Lea y

Piggot, 2003).

1.8 MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LAS FERMENTACIONES VHG

Actualmente las fermentaciones VHG son muy prometedoras y atractivas dado que permiten
mejoras significativas en la globalidad del proceso de fermentacién, llevando a una reduccion de
gasto energético y por lo tanto minimizando los costos de produccion.

Las levaduras, en particular las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae son las mas utilizadas
para las fermentaciones a escala industrial. Esto se da por su capacidad de fermentar una variedad

de azucares y de desarrollar mecanismos adecuados para enfrentar condiciones adversas que se
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Figura 8. Via metabdlica de obtencidn de etanol a partir de glucosa (modificada de Glazery
Nikaido, 2007).

encuentran en este tipo de fermentaciones como ser las altas concentraciones de etanol, las altas
presiones osmoticas y la presencia de inhibidores (formados durante los pre-tratamientos de la
materia prima o durante la fermentacidn). Asimismo, estas levaduras pueden crecer rapidamente en

ausencia de oxigeno, situacidn en la que se encuentran en fermentaciones a grandes escalas (Pereira

et al., 2010 y Mussatto et al., 2010).
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Sin embargo, la busqueda e investigacion de nuevos microorganismos para desempefar las
fermentaciones VHG se esta realizando cada vez mads. Las caracteristicas buscadas en estos se
describen en la Tabla 2. A modo de resumen; deben ser capaces de metabolizar una amplia variedad
de azucares, poseer requerimientos nutricionales minimos para simplificar el proceso y reducir los
costos de produccion. Ademds, deben tener altas productividades y rendimientos de etanol, asi
como reducir la formacion de subproductos indeseables, tolerar la presencia de inhibidores que
puedan formarse durante el proceso, tener una alta tolerancia al etanol y al estrés osmético

ocasionado por la elevada concentracidon de azucares fermentables (Pereira et al., 2011).

Tabla 2. Caracteristicas relevantes que deben poseer los microorganismos utilizados para la produccion de etanol
(Adaptado de Dien et al., 2003).

Caracteristicas Requerimiento \
Rendimiento de etanol >90% del tedrico
Tolerancia a concentraciones de etanol >40g/L
Productividad de etanol >1glLlth?!
Crecimiento robusto y requerimientos Formulacion de medio barato
nutricionales simples
Capacidad de crecer en hidrolizados sin diluir Resistencia a inhibidores
Las condiciones del medio retardan los pH acido o altas temperaturas
contaminantes

La microflora presente en los entornos de las plantas donde se realizan las fermentaciones
tradicionales e industriales pueden constituir una buena fuente de aislados microbianos que
contengan las caracteristicas buscadas. Especies de levaduras tolerantes al estrés pueden ser
encontradas en procesos de fermentacion alcohdlica, donde la levadura es sometida al estrés
osmotico y a altas concentraciones de etanol (Basso et al., 2008). Estos candidatos, pueden ser
posteriormente sometidos a procesos de mejoramiento, como ingenieria genética y metabdlica,

para obtener un mejor rendimiento por parte de los mismos (Nevoigt, 2008; Nielsen, 2001).

Basso et al. (2008) han demostrado que los cultivos iniciadores utilizados en las fermentaciones
industriales en Brasil (que utilizan cafia de azticar como materia prima), que estan formados

principalmente  por especies seleccionadas de  Saccharomyces cerevisiae, son sustituidos
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completamente por otras cepas presentes en la maquinaria utilizada en cuestidon de semanas. Estas
cepas son altamente productivas y predominan en el fermentador durante el periodo de produccién,
alcanzando fermentaciones eficientes y estables. Algunas de ellas, como ser CAT-1y PE-2, se estdn
disponibles a la venta en el mercado desde los anos 90 y al dia de hoy se encuentran presentes en

mas de la mitad de las destilerias de Brasil, utilizdndose solas o en mezclas.
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBEJTIVO GENERAL:

Seleccionar una cepa de levadura aislada de materiales industriales que fermente altas
concentraciones de azucar, superior a los 200 g/L, con buena eficiencia y productividad (alto

rendimiento y alta velocidad de fermentacidn) y resistente al etanol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aislamiento de cepas de levaduras de materiales industriales y seleccidon de al menos tres de
ellas en base a su crecimiento en medio liquido conteniendo etanol en concentraciones de

50 g/L.

e Evaluacion de los resultados de la fermentacién de las tres cepas seleccionadas y seleccidn
de una de ellas en base a su rendimiento de etanol y su productividad comparadas con la
levadura de panificacidn comercial Saccharomyces cerevisiae, en un medio con 150 g/L de

glucosa.

e Evaluacion de la fermentacidn de altas concentraciones iniciales de azucar (condiciones VHG)
de la cepa seleccionada y de su resistencia a altas concentraciones de etanol. Comparacion
de los resultados con una cepa de panificacidon (Saccharomyces cerevisiae) y una cepa

industrial.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 AISLAMIENTO DE CEPAS DE MATERIALES INDUSTRIALES

Se tomaron muestras de diferentes materiales industriales pertenecientes a diferentes fases del
proceso de produccion de bioetanol combustible a partir de sorgo dulce de la planta Alur en Bella
Unidn, Artigas (Figura 9). Los materiales seleccionados fueron: jugo de salida del primer molino, jugo

mixto de salida de los molinos, mezcla de jugos, fibra de sorgo, tallo del sorgo vy el jugo del

exprimido del tallo de sorgo.

Figura 9. Planta de produccion de combustible a partir de sorgo dulce Alur, Bella Unidn, Artigas.

Los jugos utilizados se pasaron a placas conteniendo un medio YPD agar conteniendo en g/L:
glucosa 20, peptona 20, extracto de levadura 10, y agar 15 junto con cloranfenicol al 0.05 % para

inhibir el crecimiento bacteriano.

La fibra y el tallo se colocaron en frascos con medio liquido YPD (glucosa 20 g/L, peptona 20 g/Ly
extracto de levadura 10 g/L) durante 72 horas. Luego de transcurrido este tiempo se traspaso un

volumen del medio a a placas con YPD agar y clorafenicol al 0.05%.

Se realizaron los aislamientos necesarios para obtener cultivos de levaduras puros. Posteriormente
se caracterizé a cada uno de los cultivos segun sus caracteristicas morfoldgicas: forma, elevacién,
borde, color y textura. Luego se realizd un frotis de cada una de las muestras y se hizo una tincién de

Gram, que las tifié de color violeta. Cabe destacar que esta tincidn es especifica para caracterizar
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bacterias, pero se utilizé en este caso con el fin de observar con mayor claridad las colonias bajo

microscopio dptico. Se describid la forma de las levaduras bajo microscopio dptico (aumento 1000x).

3.2 ESTUDIO PRIMARIO DE LA RESISTENCIA AL ETANOL

Para analizar la resistencia al etanol se preparé un medio liquido YPD, al cual se esterilizd y se le
adiciond en condiciones asépticas etanol en concentracion de 50 g/L. Se colocé el medio en tubos
tapados de 10 mL vy se lo dejé 24 horas para observar la carencia de contaminacién. Luego de
transcurrido este tiempo se inoculd cada tubo con una ansada de cada uno de los cultivos y se

observé su crecimiento luego de 48 horas. Se realizaron duplicados de todas las muestras.

Para corroborar que no hubo contaminacién en los tubos se repicé su contenido con un ansa en YPD

agar, se dejé durante 48 horas a temperatura ambiente y se observo presencia o no de crecimiento.

3.3 SELECCION DE LEVADURAS

En base a las caracteristicas morfoldgicas y a su crecimiento en presencia de etanol se seleccionaron

tres levaduras a las que se les denomind A, By C.

3.4 ENSAYOS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 150 g/L DE GLUCOSA

3.4.1 Microorganismos

Los microorganismos que se utilizaron en este trabajo fueron las levaduras A, B, Cy la levadura seca

de panificacion comercial Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann). Las primeras tres se mantuvieron
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mediante repique en tubos inclinados con medio YPD agar. Estos tubos se conservaron en camara a

4 °C.

Se cultivaron por duplicado las levaduras A, B y C en tubos inclinados de agar YPD estériles a
temperatura ambiente durante 2 dias. Se traspasé su contenido, en un ambiente estéril y con un
ansa, a matraces Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL de medio liquido

YPD.

En el caso de la levadura de panificacién Saccharomyces cerevisiae, se pesaron 1.5 g y se colocaron
en matraces Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL del mismo medio
mencionado anteriormente.

Los matraces se cultivaron en un agitador orbital a 150 rpm y 30 °C durante 16 horas. Se calculd el
volumen de la toma a realizarse para obtener una concentracion inicial de 1x10 & células/mL en el
matraz de fermentacién. Ese volumen se centrifugd en tubos de 50 mL a 5000 rpm y 4 °C por 8
minutos. El sobrenadante se descartd y la biomasa se lavé con 5 mL de agua destilada estéril. Se
volvié a resuspender su contenido en un agitador de tubo tipo vortex y se centrifugd en las mismas
condiciones. Por ultimo, se agregd 5 mL del medio de fermentacion a la biomasa, se agitd mediante

agitador de tubo tipo vortex y esta suspension se utilizé como inéculo de fermentacion.

Se estudid la capacidad de produccidon de etanol de las diferentes levaduras a partir de medios

sintéticos conformados por: glucosa 150 g/L, peptona 20 g/L, y extracto de levadura 10 g/L.

Se emplearon matraces de tapa rosca de 250 mL, con 150 mL de medio pasteurizado (100 °C,
30 min) El pH se ajustd a 4.5 con H,SO, 10 M o NaOH (1 M) La fermentacidn se realizé en agitador
orbital a una temperatura de 30 °C, una velocidad de agitacion de 100 rpm y una concentracién

inicial de 1x10® células/mL.
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Se monitoreé la fermentacion durante 24 horas, tomando 5 mL de muestra a las 0, 16 y 24 horas. Las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm y 4 °C por 8 minutos y se conservo el sobrenadante en tubos
de 10 mL con tapa, en un freezer a -18 °C. En todos los casos se determind glucosa, etanol y glicerol y

se realizo recuento celular.

3.5 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA A

El microorganismo utilizado fue la levadura A. La misma se mantuvo mediante repique en tubos

inclinados en medio YPD agar que se conservaron en camara a 4 °C.

Se cultivd por duplicado la levadura A en tubos inclinados de YPD agar estériles a temperatura
ambiente por 2 dias. Se traspasd su contenido, en un ambiente estéril y con un ansa, a matraces

Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL de medio liquido YPD.

Los matraces se cultivaron en un agitador orbital a 150 rpm y 30 °C durante 24 horas.

Se monitored el crecimiento del indculo durante 24 horas, tomando 1 mL de muestraalas O, 5, 8, 12,
16 y 24 horas. Se colocé dicho volumen de cada una de las tomas en tubos separados de tapa rosca
de 10 mL y se lo centrifugd durante 8 minutos a 5000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se
conservé la biomasa. Se colocaron los tubos en una estufa a 60 °C hasta peso constante

(diferencia no mayor a 0.5 mg en medidas consecutivas).
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3.6 ANALISIS DE LA RESISTENCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
ETANOL

Los microorganismos utilizados en este experimento fueron las levaduras A, y la levadura seca de
panificacion comercial Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann). La primera se mantuvo mediante

repique en tubos inclinados con medio YPD agar. Estos tubos se conservaron en cdmara a 4 °C.

Se cultivé por duplicado la levadura A en tubos inclinados de YPD agar estériles a temperatura
ambiente por 2 dias. Se traspasd su contenido, en un ambiente estéril y con un ansa, a matraces

Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL de medio liquido YPD.

En el caso de la levadura de panificacién Saccharomyces cerevisiae, se pesaron 1.5 g y se colocaron

en matraces Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algodén conteniendo 100 mL del mismo medio.

Los matraces se cultivaron en un agitador orbital a 150 rpm y 30 °C durante 16 horas. Se calculd el
volumen de la toma a realizarse para obtener una concentracién inicial de 1x10® células/mL en el
matraz de fermentacién. Este volumen se centrifugd en tubos de 50 mL a 5000 rpm y 4 °C por 8
minutos. El sobrenadante se descartd y la biomasa se lavé con 5 mL de agua destilada estéril. Se
volvié a resuspender su contenido en un agitador de tubo de tipo vortex y se centrifugd en las
mismas condiciones. Por ultimo, se agregd 5 mL del medio de fermentacidn a la biomasa, se agité
nuevamente mediante agitador de tubo tipo vortex y esta suspensién se utilizd como inéculo de

fermentacion.
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3.6.3 Estudio de la resistencia al etanol

Se estudid la capacidad de produccidon de etanol de las dos levaduras en medios sintéticos
suplementados con diferentes concentraciones de etanol. Para ello se trabajé con los tres medios

mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién de medios utilizados para el estudio de la resistencia al etanol.

Glucosa Peptona Extracto de Etanol

(g/L) (g/L) Levadura (g/L) (g/L)

*El 10 indica que el medio de fermentacion contenia una concentracion inicial del 10% ( 100 g/L) de etanol.
** E| 15 indica que el medio de fermentacidn contenia una concentracion inicial del 15% ( 150 g/L) de etanol
***E| 20 indica que el medio de fermentacidn contenia una concentracion inicial del 20% ( 200 g/L) de etanol.

Se emplearon matraces de tapa rosca de 250 mL, conteniendo 150 mL de medio pasteurizado
(100 °C, 30 min). El pH se ajusté a 4.5 con H,S0, 10 M o NaOH (1 M). La fermentacidn se realizd en
agitador orbital a una temperatura de 30 °C, con una velocidad de agitacién de 100 rpm y una

concentracién inicial de 1x10% células/ mL.

Se monitored la fermentacion durante 24 horas, tomando 5 mL de muestra a las 0, 16 y 24 horas.
Cada muestra se centrifugd a 5000 rpm y 4 °C por 8 minutos y se conservé el sobrenadante en tubos
de 10 mL con tapa en freezer a -18 °C. En todos los casos se determind glucosa, etanol y glicerol y se

realizé recuento celular.
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3.7 ENSAYO DE FERMENTACION DE MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA

Los microorganismos utilizados en este ensayo fueron la cepa de levadura A, la levadura industrial
CAT (suministrada por ALUR) y la levadura seca de panificacion comercial Saccharomyces cerevisiae
(Fleischmann). La primera se mantuvo en las mismas condiciones que fueron descritas en las

secciones anteriores.

Se cultivd por duplicado la levadura A en tubos inclinados de agar YPD estériles a temperatura
ambiente por 2 dias. Se traspasd su contenido, en un ambiente estéril y con un ansa, a matraces
Erlenmeyer de 500 mL con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL de medio liquido YPD. En el caso
de Saccharomyces cerevisiae se pesaron 1.5 g y se colocaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL con
tapén de algoddn y 100 mL del mismo medio YPD.

Para la levadura industrial CAT, se pesaron 1.5 g y se colocaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL
con tapdn de algoddn conteniendo 100 mL de medio formado por glucosa 50 g/L, peptona 20 g/L,
extracto de levadura 10 g/L y antibidtico Kamoran® concentraciones de 3 ppm. El Kamoran® es un
biocida utilizado en la industria para controlar la contaminacién bacteriana durante la fermentacion

alcohdlica (Perissatto et al., 2008).

Los matraces se cultivaron en un agitador orbital a 150 rpom y 30 °C durante 16 horas. Se calculd el
volumen de la toma a realizarse para obtener una concentracion inicial de 1x10° células/mL en el
matraz de fermentacion. Este volumen se centrifugd en tubos de 50 mL a 5000 rpm y 4 °C por 8
minutos. El sobrenadante se descartdé y la biomasa se lavé con 5 mL de agua destilada estéril. Se
volvié a resuspender su contenido en un agitador de tubo tipo vortex y se centrifugd en las mismas
condiciones. Por ultimo, se agregaron 5 mL del medio de fermentacién a la biomasa, se agité
nuevamente mediante agitador de tubo tipo vortex y esta suspension se utilizd como indculo de

fermentacion.
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Se estudid la capacidad de produccion de etanol de las diferentes levaduras a partir de medios
sintéticos conformados por; glucosa 250 g/L, peptona 6 g/L, extracto de levadura 5 g/L, MgS0,.7H,0
1.5 g/L, K;HPO, 1.5 g/L, y (NH4)SO, 5 mg/ g de glucosa (Breisha, 2010). En los matraces

correspondientes a CAT se le adiciond antibiético Kamoran® a 3ppm.

Se emplearon matraces de tapa rosca de 250 mL con 150 mL de medio pasteurizado (100 °C,
30 min). El pH se ajusté a 4.5 mediante el uso de H,SO, 10 M o NaOH (1 M). La fermentacién se
realizd en agitador orbital a una temperatura de 30 °C, una velocidad de agitacion de 100 rpm y una

concentracién inicial de 1x108 células/ mL.

Se monitored la fermentacidon durante 72 horas, tomando 5 mL de muestra a las 0, 24, 33, 48 y 72
horas. Cada muestra se centrifugd a 5000 rpm y 4 °C por 8 minutos y se conservé el sobrenadante en
tubos de 10 mL con tapa, en un freezer a -18 °C. En todos los casos se determind glucosa, etanol y
glicerol.

Asimismo se realizé seguimiento de la fermentacion por pérdida de CO,, determinado mediante la
pérdida de la masa. La misma se monitored por pesadas durante las 72 horas. Se utilizé como control

un matraz conteniendo Unicamente medio.

3.8 METODOS ANALITICOS

La determinacidon de glucosa, glicerol y etanol se realizd6 por cromatografia liquida en un HPLC
Shimadzu CLASS-VP 5.04 con detector de indice de refraccién. Se empled una precolumna Shodex
Sugar KS-G o una columna Shodex Sugar KS-801. Las condiciones instrumentales fueron: flujo

0,7 mL/miny temperatura 55 °C. Se utilizé agua Mili Q como fase mavil.

Previo el andlisis se agregd 10 pL de acido sulfosalicilico al 20 % cada 5 mL de muestra para precipitar

proteinas y luego se centrifugd. Las muestras no presentaron precipitado.
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En todos los casos las muestras a analizar se filtraron con filtros Millipore de 0.22 um. De tener que
realizarse diluciones se utilizé agua Mili Q. Se realizaron curvas de calibracién utilizando estandares

para cada analito en cada grupo de muestras analizada.

Previo y durante la fermentacidon se determind la concentracidn celular y la fraccién de células
viables mediante recuento directo en camara de Neubauer utilizando azul de metileno como

colorante vital (Lee et al., 1981).

3.9 CALCULOS

Se calcularon los siguientes pardmetros para la evaluacién de la fermentacion:

- Rendimiento de etanol basado en el consumo de glucosa (Yp;s): cantidad de etanol

producido por cantidad de glucosa consumida (getanol / Eelucosa)-

- Eficiencia de Fermentacidon: gramos de etanol producido por gramos de etanol que

tedricamente debiera haberse producido segun el consumo de glucosa*:

Eficiencia de fermentacion = Yp;s/ 0.511

- Consumo de glucosa: Porcentaje de glucosa inicial consumida:

Consumo de glucosa = 100 x (concentracion inicial de glucosa — concentracién final de

glucosa)/ (concentracién inicial de glucosa).
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- Productividad volumétrica (Qp): cantidad de etanol producida por volumen de medio por

tiempo (en este estudio se calculd a las 24 horas de fermentacidn).

- Velocidad especifica de formacion de producto (q,): cantidad de etanol producidos por

cantidad de biomasa por tiempo (Zetanol/ Epiomasa-N)-

Velocidad especifica de formacion de producto = Qp / concentracidon de células vivas a las 24

horas de fermentacion.

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis de ANOVA de los datos experimentales para comprobar si las diferencias
encontradas entre ellos eran estadisticamente significativas (p < 0.05) utilizando el programa

KaleidaGraph®, Synergy Software.

*Célculo basado en el rendimiento estequiométrico: 1 g de glucosa produce 0.511 g de etanol.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. CARACTERIZACION DE CULTIVOS

En la Figura 10 se presentan las fotografias de las placas con cultivos de levaduras puros aislados del
jugo mixto de salida de molinos (A y B), de la mezcla de jugos de molino ( Cy D), de la fibra del sorgo
( E), del tallo del mismo (F) y del jugo mixto de salida de molinos (G y H). En la Tabla 4 se resumen las

caracteristicas morfoldgicas de cada uno de ellos.

Figura 10. Fotografias de las placas de cultivos de levaduras aislados de: Ay B Jugo mixto de salida de molinos, Cy D
Mezcla de jugos de molinos, E Fibra de sorgo, F Tallo de sorgo, Gy HJugo de salida de primer molino.

Tabla 4. Descripcion de cultivos de levaduras obtenidos a partir de los diferentes materiales industriales.

Forma Elevacion Borde Color Textura

Redonda Alta Entero Blanca Cremosa

Redonda Baja Entero c/halo Blanco Cremosa
transparente

Redonda Baja Ondulado Blanco Rugosa

Redonda Baja Entero Blanco Cremosa

Redonda Baja Entero c/halo Blanco Cremosa
transparente

Redonda Baja Entero Blanca Cremosa

Redonda Baja Ondulado Blanco Rugosa

Redonda Alta Entero Blanco Cremosa
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Se aprecia tanto en las fotografias (Figura 10) como en la Tabla 4 que todas las levaduras eran de
forma redondeada. Sin embargo las mismas se diferenciaron en elevacion, borde, color y textura. Se

distinguieron en total lo que en un principio se creyeron ser cuatro tipos diferentes de levaduras:

1- redondeadas, altas, de borde entero, color blanco y textura cremosa
2- redondeadas, bajas, de borde ondulado, color blanco y textura rugosa
3- redondeadas, bajas, de borde entero, color blanco y textura cremosa

4- redondeadas, bajas, de borde entero con halo transparente, color blanco y textura cremosa.

Vale la pena destacar que a partir del jugo de salida del primer molino, el jugo mixto de salida de los
molinos y la mezcla de jugos se lograron aislar lo que en un principio parecieron dos tipos de
levaduras diferentes. En el caso de las dos primeras la diferencia se encontraba en textura, borde y

elevacidn, mientras que entre las terceras la diferencia estuvo entre la elevacion y el borde.

La Figura 11 muestra la morfologia de las células de las cepas aisladas en microscopio dptico con
aumento 1000x con aceite de inmersién y tincion de Gram. La Tabla 5 resume lo observado en las

mismas, distinguiendo las levaduras obtenidas de un mismo material por su textura.

Figura 11. Fotografia de lo observado en un microscopio 6ptico (1000x) de las muestras de A y B. Jugo mixto de salida de
molinos, Cy D Mezcla de jugos de molinos, E Fibra de sorgo, F Tallo de sorgo, G y H Jugo de salida de primer molino.
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Tabla 5. Caracteristicas de levaduras en microscopio 6ptico (1000x).

Ovaladas
Avellanadas
Alargadas
Ovaladas
Avellanadas
Avellanadas
Alargadas

Ovaladas

IOmTMmOUOOD®m®DP>

Se encontraron tres formas diferentes entre las levaduras aisladas: ovalada, alargada y avellanada.
Esta distincién establecié que habia un tipo menos de levadura que el previsto por la caracterizacién
morfoldgica. Se considerd entonces que las levaduras descriptas como redondeadas, altas, de borde
entero, color blanco y textura cremosa eran las mismas que las descriptas como redondeadas, altas,
de borde entero, color blanco y textura cremosa, dado que en lo Unico que se diferenciaron fue en la

elevacién, pardmetro que posee un alto margen de error.

Tomando en cuenta lo observado tanto en las placas como en el microscopio éptico, en un principio
se estimd la existencia de tres cepas diferentes; una cremosa, borde entero sin halo y forma ovalada
al microscopio dptico; otra cremosa, borde entero con halo y forma avellanada al microscopio
optico; y por ultimo, una rugosa, con borde ondulado, con forma alargada y dispuestas en forma de
fila bajo el microscopio dptico. Sin embargo, se notd luego que en algunas fotografias de las
levaduras con forma ovalada al microscopio, coexistian levaduras con forma avellanada. Dado que
las levaduras a medida que envejecen pueden alterar su forma, tamafio y hasta su apariencia en la
superficie (Jazwinski, 1990 y Mortimer y Johnston, 1959) se determiné que las levaduras cremosas
con halo y forma ovalada al microscopio dptico y cremosas sin halo con forma avellanada, eran la

misma levadura pero en diferentes etapas de crecimiento.
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4.2 ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE ETANOL A
CONCENTRACIONES DE 50 g/L

El conocer si las levaduras aisladas pueden crecer en medios conteniendo concentraciones de etanol
de 50 g/L, permitié tener un primer indicio de si las mismas pueden llevar a cabo una fermentacion

en presencia de altas concentraciones de éste, como ocurre en fermentaciones industriales.

La presencia de crecimiento de las diferentes levaduras y el lugar donde ocurrié el mismo dentro de
los tubos con medio YPD y etanol se presentan en la Tabla 6. Como se observa en la misma, todos
los tubos presentaron crecimiento en el fondo. Esto implicé que todas las levaduras aisladas
resistieron al etanol, aunque tal vez no a concentraciones de 50 g/L ya que una parte del mismo
pudo haberse evaporado durante el periodo que las levaduras estuvieron creciendo. Para conocer la
concentracion de etanol en los tubos se podria haber realizado una determinacién de la misma por
cromatografia liquida. Al tratarse de un estudio primario, se decidié descartarlo, dejandolo para una

etapa posterior.

Tabla 6. Resultados de crecimiento en medio YPD conteniendo 50 g/L de etanol.

Crecimiento en tubos con etanol

Crecimiento en el fondo
Crecimiento en el fondo
Crecimiento en el fondo y superficie
Crecimiento en el fondo
Crecimiento en el fondo
Crecimiento en el fondo
Crecimiento en fondo y superficie
Crecimiento en el fondo

Aguellas levaduras que se observaron como rugosas a simple vista, también presentaron crecimiento

en la superficie de los tubos. La razdn por ello se desconocié y se decidié no profundizar en la misma.

Luego de realizado el estudio, se plaqued el contenido de los tubos en YPD agar para determinar la
presencia de contaminacion. En el caso de las levaduras que presentaron crecimiento tanto en el
fondo del tubo como en la superficie, se tomd muestra de ambas. El crecimiento en placa de estas
ultimas mostré en ambos casos levaduras de superficie rugosa, por lo que a simple vista se trataria

del mismo tipo. Se especuld que inicialmente estas levaduras crecen en el fondo como el resto, vy
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que luego al finalizar su ciclo de vida mueren y quedan en la superficie. Para comprobar esta

hipétesis se podria haber realizado un analisis de viabilidad de las mismas.

Por ultimo, no se observd crecimiento de microorganismos contaminantes en ninguna de las placas.

4.3 ENSAYOS DE FERMENTACION EN MEDIO CON 150 g/L DE GLUCOSA

Para realizar los estudios iniciales de fermentacién con 150 g/L de glucosa, se decidié seleccionar tres
cepas de las aisladas inicialmente, que presentaran diferencias en las células observadas bajo
microscopio Optico y que fueran colonias morfolégicamente distintas. Se seleccionaron las
levaduras de textura cremosas sin y con halo aisladas del jugo mixto de salida de molinos vy la
levadura de textura rugosa obtenida de la mezcla de jugos (A, B y C). A pesar que en un principio se
considerd que las cepas salidas del primer molino cremosas sin halo y con halo eran la misma
levadura en diferentes estados de crecimiento, se decidié igualmente utilizar ambas para el ensayo y

asi comprobar si efectivamente esto era asi o no.

Mediante la evaluacién de los resultados obtenidos en los ensayos de fermentacion en medios
sintéticos con 150 g/L de glucosa se escogio la levadura, entre las tres seleccionadas, que obtuviese
los mejores resultados de consumo total de glucosa, altas concentraciones finales de etanol, bajas
concentraciones finales de glicerol, alto rendimiento, elevada productividad total y elevada
velocidad de especifica de formacion de producto. Se usé la levadura de panificacién, Saccharomyces

cerevisiae como referencia.

En la Figura 12 y 13, y en la Tabla y 8 se muestran los resultados obtenidos de la fermentacidn

utilizando un medio sintético con concentraciones iniciales de glucosa de 150 g/L.
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Figura 12. Perfiles de glucosa (lleno) y etanol (vacio) durante la fermentacién en un medio con 150 g/L de glucosa para las
cepas A (cuadrado), B (rombo), C (tridngulo) y S. cerevisiae (circulo).
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Figura 13. Perfil de glicerol durante la fermentacién en un medio con 150 g/L de glucosa para las cepas A

(cuadrado), B (rombo), C (tridangulo) y S. cerevisiae (circulo).
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Tabla 7. Concentraciones de etanol y glicerol obtenidas de fermentacién en medio con 150 g/L de glucosa.

Muestra  Concentracidn de etanol (g/L) Glicerol (g/L)

S.cerevisiae

Tabla 8. Resultados de la fermentacion en medio con 150 g/L de glucosa.

Eficiencia
de fermentacion

Muestra Consumo de Y p/s
glucosa (%) (getanol/gglucosa)

Qo
(g/L.h)

12

p
(g/cél.h).10

100 0.45 £ 0.02 0.88 £ 0.05 28+0.1 22+2

7112 0.41+0.01 0.80+£0.03 1.7+0.1 9+1

43 +3 0.47 £0.02 0.92£0.04 1.0 £0.1 7+1

S.cerevisiae 100 0.50+0.01 0.98 + 0.02 2.8+0.1 313

La levadura A consumié totalmente la glucosa entre las 18-20 horas (Figura 12) de iniciada la
fermentacién y produjo una concentracidn final de etanol de 66.2 g/Ly 8.2 g/L de glicerol (Tabla 7y
8 y Figura 12). Su eficiencia de fermentacién fue de 0.88, su productividad total (Q,) de 2.8 g/L.hy su
velocidad especifica de formacion de producto (q,) de 22 x 10 12 g/cél.h (Tabla 8). Estos resultados
son similares a los obtenidos por la levadura comercial de referencia S. cerevisiae (no existio
diferencia significativa en ninguno de los pardmetros evaluados entre estas levaduras) (Figura 12y 13
y Tabla 7 y 8) con la Unica salvedad de que la levadura A realizé la fermentacién con una eficiencia
levemente menor que la S. cerevisiae (0.88 para A y 0.98 para la levadura comercial) y con a una
velocidad especifica de formacion de producto un poco mds baja. La similitud de comportamientos
entre ambas levaduras permitié afirmar que la levadura A, aislada de la mezcla de jugos, podria ser
una buena candidata para realizar fermentaciones con concentraciones iniciales de azicar mayores
(VHG).

Por otro lado, tanto la levadura B como la C no lograron un consumo total de glucosa durante la
fermentacidn. La primera consumid el 71 % de su glucosa inicial (Tabla 8) y obtuvo concentraciones

finales de etanol y glicerol de 41 g/L y 6.3 g/L respectivamente (Tabla 7 y Figura 13). Tanto su
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eficiencia, como su productividad total y su velocidad especifica de formaciéon de producto fueron
inferiores a las alcanzadas por la levaduras Ay S. cerevisiae, siendo las mismas de 0.80, 1.7 g/L.h y 9
x 10" g/cél.h respectivamente. La levadura C tuvo un consumo de glucosa del 43 % (Tabla 8) y
produjo concentraciones finales de etanol y glicerol de 25 g/L y 3.1 g/L respectivamente (Tabla 7 y
Figura 13). A pesar del bajo consumo de glucosa y baja produccion de etanol, la eficiencia de
fermentacién de esta cepa fue de 0.92, valor muy cercano al de S. cerevisiae. El elevado valor de este
parametro se debidé a que la mayor parte de la glucosa consumida por la levadura (aunque el
consumo haya sido bajo) fue utilizada para la produccion de etanol. Sin embargo dado que su
velocidad especifica de formacidn de producto fue la mas baja de las cepas en estudio
(7x10™ g/cél.h) no alcanzé altas concentraciones finales de etanol. Por ultimo, la cepa C fue la de

menor productividad total, alcanzando Unicamente un valor de 1.0 g/L.h.

El andlisis estadistico mostré la existencia de una diferencia significativa (p < 0.05) en el consumo de
glucosa, productividad volumétrica y velocidad especifica de formacion de producto de By Ccon Ay
S. cerevisiae. Asimismo, B y C presentaron diferencias significativas entre ellas (p < 0.05) en los
pardmetros productividad volumétrica y consumo de glucosa (ver Tablas 14, 15, 18, 19, 20y 21 en

Anexo).

La Figura 12 muestra las curvas de consumo de glucosa y produccion de etanol de las levaduras B y
C. En la misma se puede observar que la velocidad de consumo de glucosa y de produccién de etanol
fue menor que para la cepa A. Esto pudo haberse debido a una fermentacién incompleta, causada
por un tiempo de fermentacién insuficiente.

Esta teoria se vio apoyada por el hecho de que su curva de etanol no parecié estabilizarse sino que
tendidé a seguir creciendo. Asimismo, ambas levaduras poseyeron un alto rendimiento de etanol
basado en el consumo de glucosa (Y,;), un elevado rendimiento de fermentacién y una baja
productividad total. Esto se traduce en que la mayor parte del azlicar que ambas cepas consumieron,
aunque el consumo no fuera total, fue convertida a etanol, pero que el tiempo en que se desarrollé
la fermentacién no les fue suficiente para obtener su maxima productividad. Como este trabajo se
enfocd en seleccionar una cepa que pudiera fermentar azucares de forma rapida y similar a la de las
cepas industriales, no se considerd necesario repetir el experimento con las cepas anteriormente

mencionadas permitiéndoles fermentar por una mayor cantidad de horas.

Por otra parte, dadas las diferencias que se obtuvieron en los resultados der las levaduras Ay B, se
rechazé la hipétesis de que podrian tratarse de una misma levadura pero en diferentes estados de

crecimiento, es decir se trataba de dos levaduras diferentes.

52



Dado que la levadura A logré fermentar en menos de 24 horas la totalidad del azucar, obtuvo una
concentracién final de etanol elevada y una alta eficiencia de fermentacion, se selecciond a la misma,

entre las tres levaduras aisladas, para continuar con experimentos posteriores.

4.4 DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE A

La curva de crecimiento de la levadura A en un medio con 20 g/L de glucosa se observa en la Figura
14,

En Figura 14 se puede distinguir que existieron tres fases diferentes. La primera de ellas durd hasta
las 8-9 horas, y se caracterizd por no presentar un crecimiento pronunciado de la levadura, dado que
la misma se encontraba adaptdndose al medio. Esta fase fue seguida por una etapa de crecimiento
acelerado (fase exponencial), cuyo maximo se presento a las 17 horas.

Luego de la fase de crecimiento acelerado y hasta las 24 horas se observé un leve crecimiento en el
numero de levaduras, pero no tan pronunciado como en la fase anterior. Por lo tanto, podria decirse
gue se estaba alcanzando la fase estacionaria, en la cual las levaduras dejaron de crecer por falta de

nutrientes en el medio y en algunos casos por la presencia de sustancias téxicas.

La toma de levadura para realizar el inoculo e iniciar la fermentacién debe realizarse en la fase de
crecimiento acelerado. Dentro de la misma, es recomendable hacerlo en un punto que no se esté
muy cercano a la fase estacionaria, donde las levaduras no obtendrian su mejor rendimiento. En el
caso de la levadura A, el tiempo ideal para realizar la toma para el inéculo seria entre las 12 hy 16 h,

tal como se realizé en este trabajo.
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Figura 14. Perfil de crecimiento de cepa A en un medio con glucosa a concentraciones de 20 g/L.

4.5 ANALISIS DE LA RESISTENCIA AL ETANOL DE LA LEVADURA A

El estrés ocasionado por las altas concentraciones de etanol, puede llevar a fermentaciones
incompletas y de bajo rendimiento, algo que se intenta evitar a escala industrial. Por lo tanto, fue de
suma importancia, conocer si la levadura A aislada de la planta industrial era capaz de tolerar al
etanol a determinadas concentraciones y por tanto llevar a cabo fermentaciones en presencia del

mismo.

En la Figura 15a se presentan las fracciones viables de las cepas Ay S. cerevisiae a las 0, 16 y 24
horas de la fermentacion en medios con 100 g/L (representado como 10), 150 g/L (representado
como 15) y 200 g/L (representado como 20). La Figura 15b muestra a su vez el perfil de células
totales de las levaduras.

Para la cepa A se observé que a medida que aumentd la concentracion de etanol en el medio, tanto

la concentracion de células totales, como la fraccién viable de la levadura disminuyeron.
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En cuanto a la concentracidon de células totales, en la figura 15b se observa que la misma fue
superior, hasta las 16 horas, en el medio con 100 g/L de etanol, que en los medios conteniendo 150
g/Ly 200 g/L del mismo. Luego de las 16 horas, la concentracion de células totales en el medio de
100 g/L disminuyd hasta las concentraciones de los otros dos medios mencionados. Por otro lado, la
fraccién viable de células en un medio con concentraciones de etanol de 100 g/L (Figura 15a)
disminuyd hasta las 16 horas y se mantuvo estable hasta las 24 horas.

En los medios con concentraciones de 150 g/Ly 200 g/L de etanol, la concentracidn de células totales
se mantuvo constante durante todo el periodo de la fermentacion, mientras que la fraccién viable
de células disminuyé abruptamente de las 0 a 16 horas, alcanzando a ser cero en ambas
concentraciones de etanol. Es decir que luego de las 16 horas todas las células que quedaban

remanentes en el medio estaban muertas.

Por lo tanto, puede decirse que la levadura A toleré6 moderadamente, por 24 horas, concentraciones

de 100 g/L de etanol, pero no asi concentraciones mayores de etanol.

El comportamiento de S. cerevisiae fue similar al de la levadura A aunque con algunas variaciones. La
concentracién de células totales presentd un comportamiento diferente al de la cepa A, dado que se
mantuvo casi constante durante toda la fermentacién. Este comportamiento era mas de esperar en
una fermentacién que el obtenido por A. Por otro lado, a diferencia de la levadura A, a
concentraciones de etanol de 100 g/L la fraccién de células viables de S. cerevisiae (Figura 15a) se
mantuvo casi constante, indicando mayor tolerancia a dichas concentraciones.

Esta tolerancia no fue observada a concentraciones de 150 g/L y 200 g/L de etanol, donde al igual
que A, a las 16 horas la viabilidad se hizo nula. La diferencia mas significativa entre las levaduras Ay
S. cerevisiae se presentd en la viabilidad inicial a concentraciones de 150 g/L y 200 g/L, donde la
viabilidad de la primera fue mucho menor a la de la segunda. Esta discrepancia entre ambas cepas
fue dificil de explicar, la misma podria deberse a que la cepa A fuera mas sensible a concentraciones
elevadas de etanol, siendo afectada por las mismas desde el inicio.

Con respecto a la concentracion de células totales en el medio conteniendo 150 g/L etanol (Figura
15b), el comportamiento fue diferente al observado en la cepa A. La concentracién de células decayé
significativamente de las 0 a las 16 horas y luego se mantuvo constante hasta las 24 horas. Por otro
lado, en medios con 200 g/L de etanol, la concentracion de células se mantuvo constante,
comportamiento similar al presentado por la cepa A, pero con valores superiores a los de A.

Los resultados obtenidos por lo tanto indican que tanto la cepa comercial S. cerevisiae, como la

levadura A presentaron tolerancia a medios con concentraciones de etanol de 100 g/L, siendo la de
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ésta ultima un poco menor. Sin embargo, ninguna de las dos cepas presentd tolerancia a

concentraciones de 150y 200 g/L.

En la Tabla 9 y en la Figura 15c¢ y 15d se presentan los resultados de la fermentacién en los medios
YPD suplementados con 100 g/L, 150 g/L y 200 g/L de etanol. En las mismas se observa que el
consumo de glucosa fue minimo para ambas levaduras en estudio a las tres concentraciones de

etanol.

La produccién de etanol se calculd como la concentracion final de etanol menos la concentracion
inicial del mismo (Tabla 9). En el medio con 100 g/L de etanol, la produccién de etanol fue baja
tanto para A como para S. cerevisiae, en comparacion con los resultados que se obtuvieron en
fermentaciones en medios con la misma concentracion de azlcares pero libres de etanol. A pesar de
ello, la produccién de etanol de S. cerevisiae fue levemente superior que en A. Parte de esta
diferencia pudo haber sido causada por la evaporacién del etanol en el medio de fermentacién de S.
cerevisiae al inicio de la fermentacién, que ocasiond que la misma se encontrara menos inhibida. Sin
embargo era de esperar que la tolerancia de S. cerevisiae fuera un poco mayor a la de la levadura A
bajo estas condiciones dados sus mejores resultados de viabilidad celular a dichas concentraciones

de etanol.
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Figura 15. Perfiles de viabilidad (a), células totales (b), etanol (c) y glucosa (d) de las levaduras A (lleno) y S (vacio) en

medios con diferentes concentraciones iniciales de etanol de; 100 g/L (circulo); 150 g/L (triangulo); y 200 g/L (cuadrado).

Tabla 9. Resultados del analisis a la resistencia a diferentes concentraciones de etanol de las cepas Ay S. cerevisiae.

Muestra

A10
S10
A15

S15
A20
S20

Consumo de
Glucosa (%)

32
73
81
3%1
11+1
18+8

Etanol

1012
86+1
168 +3
141+ 4
172 7
198+ 8

Inicial (g/L)

Etanol

116 +3
117 +8
109 +£18
144 £ 2
208 + 12
187 +11

Final (g/L)

Produccién de
etanol (g/L)
14+6
31+1

3%3
36t4
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En los medios con 150 g/L de etanol ninguna de las dos levaduras produjo cantidades significativas
de etanol, mas aun la concentracion final de etanol de la levadura A fue menor a la inicial. Este
hecho se debid a la evaporacion del etanol del medio y a la no produccién del mismo por la levadura.
Por ultimo, a concentraciones de 200 g/L de etanol, la cepa comercial de panificacion S. cerevisiae
no produjo etanol, mientras que la levadura A tuvo una pequena produccién. Esta dltima fue
inconsistente con el resultado de la viabilidad y no pudo justificarse por la evaporacién del etanol, ya
qgue de haberse producido esta ultima, la concentracién inicial de etanol tendria que haber
disminuido considerablemente (llegando por lo menos a 100 g/L) lo cual no hizo. Por lo tanto, se dijo
gue este resultado fue incoherente, ya que era de esperar que no ocurriera produccion de etanol en

este medio.

Uniendo los resultados obtenidos de la viabilidad de las levaduras con los de |la fermentacién, tanto
la levadura A como la cepa comercial S. cerevisiae presentaron tolerancia a concentraciones de
etanol de 100 g/L y produjeron en dicho medio concentraciones inferiores de etanol de la que
tuvieron en un medio libre del mismo. Por lo tanto, se concluyé que la viabilidad de ambas cepas de
levaduras fue poco afectada por dicha concentracion de etanol, mientras que la misma tuvo un
efecto inhibitorio mas notorio sobre la produccidn de etanol.

A concentraciones de 150 g/L y 200 g/L de etanol, tanto la viabilidad como la fermentacién de
ambas cepas fueron inhibidas (descartando los resultados obtenidos para A20).

La resistencia al etanol se podria mejorar con la adicidn de fuentes de nitrégeno y vitaminas en los

medios (Breisha, 2010).

4.6 ENSAYO DE FERMENTACION EN MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA

En la Figura 16 se muestra los perfiles de produccidon de CO, (pérdida de masa) de las levaduras
analizadas durante 72 horas de la fermentacidn. Estos perfiles fueron utilizados para evaluar la
evolucidn de la fermentacion ya que bajo las condiciones de oxigeno limitante en que se realizé la
misma (lograda mediante el uso de Erlenmeyers con tapa rosca), la pérdida de CO, y la produccion de
etanol se encuentran relacionados dado que la mayor parte del CO, proviene de la fermentacién

(Pereira et al., 2010).
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Pérdida de masa ( g / g inicial de medio)

Los resultados de la fermentacién asi como los perfiles de glucosa, etanol y glicerol se muestran en la

Tabla 10 y 11y en las figuras 17 y 18 respectivamente.
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Figura 16. Perfiles de pérdida de masa (pérdida de CO,) durante la fermentacién en medio con 250 g/L para la
cepa A (rombo), la cepa industrial CAT (cuadrado) y la cepa S.cerevisiae (circulo).
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Figura 17. Perfil de glucosa (lleno) y etanol (vacio) de la cepa industrial CAT (cuadrado), la cepa comercial

S. cerevisiae (circulo) y la cepa A (rombo) para la fermentacién en medio con 250 g/L de glucosa.
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Figura 18. Perfil de produccién de glicerol para la cepa A(rombo), S. cerevisiae (circulo) y CAT (cuadrado)

en fermentacion con 250 g/L de glucosa.
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Tabla 10. Concentraciones de etanol y glicerol obtenidas de fermentacién en medio con 250 g/L de glucosa.

Muestra Concentracion de etanol (g/L) Glicerol (g/L)

A
S.cerevisiae

CAT

Tabla 11. Resultados de la fermentacién en medio con 250 g/L de glucosa.

Muestra Consumo de Y p/s Eficiencia Q, 5
glucosa (%) (8etanol/8elucosay ~ fermentacion (g/L.h) (g/cél.h).10™
A 761 0.45+0.03 0.68 £ 0.08 2.8+0.1 29+8

S.cerevisiae 99+1 0.35+0.03 0.87+0.07 25101 39+1
CAT 99+1 0.49+0.02 0.96 + 0.04 3.5+0.1 39+3

Entre las levaduras analizadas, la cepa industrial CAT fue la que obtuvo mejor desempefio,
presentando un consumo casi total de sustrato a las 72 horas (consumié un 99 % de la glucosa inicial)
(Figura 17 y Tabla 11), una concentracion final de etanol de 108 g/L y una baja produccion de glicerol
(8 g/L a las 72 horas) (Figura 17 y 18 y Tabla 10). Asimismo, CAT presentd la mayor productividad
volumétrica (3.45 g/L.h), el mejor rendimiento de fermentacion (0.49 etanol/8alucosa) €Ntre las
levaduras (Tabla 11) y una velocidad de formacién especifica de producto elevada (39 x 10™ g/cél.h).
En el analisis estadistico CAT presenté diferencias significativas (p < 0.05) en el consumo de glucosa

con A y en la productividad volumétrica con Ay S. cerevisiae (Tablas 24, 25, 28 y 29 del Anexo).

La levadura de panificacion comercial S. cerevisiae presenté un perfil de pérdida de masa (produccion
de CO,) similar al de la cepa industrial CAT. Obtuvo un consumo de glucosa del 99% luego de las 72
horas (Figura 17 y Tabla 11), una concentracion final de etanol de 81 g/L y una concentracion final de
glicerol de 10 g/L (Figura 17 y 18 y Tabla 10). S. cerevisiae presentd diferencias significativas (p <
0.05) unicamente con A en el consumo de glucosa (Tablas 24 y 25 del Anexo).

En cuanto a su productividad volumétrica, S. cerevisiae mostré la menor entre las levaduras (2.49
g/L.h) (Tabla 11), incluso inferior a la obtenida en la fermentacion en medios con 150 g/L de glucosa
(2.81 g/L.h). Sin embargo, su velocidad de formacion especifica de producto se vio levemente

incrementada con respecto a su valor en la fermentacion en medio de 150 g/L de glucosa.
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Algo mas a destacar es que, presentando perfiles de pérdida de masa y consumos de glucosa
similares, la cepa industrial y la de panificacién no presentaron concentraciones finales de etanol
similares. Esto pudo haber sido ocasionado, en parte, por el mayor uso de glucosa de la cepa
comercial para la produccion de glicerol, ya que sus concentraciones finales de glicerol fueron
superiores a las de CAT. Sin embargo observando la diferencia entre las concentraciones finales de
glicerol entre ambas cepas, la misma no fue suficiente para explicar la diferencia total en la
concentracién de etanol. Lo remanente de la diferencia pudo haberse debido a evaporacién de una

parte del etanol en el medio conteniendo a la levadura de panificacion S. cerevisiae.

La levadura en estudio A logré fermentar el medio con alta concentracion de glucosa, pero su
desempeno fue inferior a lo observado en las otras dos cepas; su consumo de glucosa no fue total,
alcanzé el 76 %, estancandose a las 26-28 horas (Figura 17 y Tabla 11); su concentracién final de
etanol fue de 79 g/L y la de glicerol de 12 g/L (Figura 17 y 18 y Tabla 10). Esta Gltima concentracion
fue superior al encontrado en las cepas CAT y S. cerevisiae.

El aumento en la concentracidon inicial de glucosa del medio resulté en una disminucién de la
eficiencia de la fermentacién de la levadura A si se la compara con la obtenida en el medio con 150
g/L de glucosa inicial; pasé de 0.88 en la fermentacion con 150 g/L de glucosa a 0.68 en la
fermentacién con 250 g/L de glucosa (Tabla 11). A pesar de la baja en este parametros ni su
productividad volumétrica, ni su velocidad especifica de formacién se vieron modificadas, las mismas
se mantuvieron en 2.8 g/L.h y 29 x 10"* g/cél.h respectivamente (Tabla 11). Una explicacién posible
para esto, fue que la levadura se comenzara a inhibir por la concentracién de etanol que ella misma
produjo a las 24 horas (tiempo al cual se midieron Q, y q, ). En experimentos posteriores podria
ensayarse la modificacién de ciertas condiciones de la fermentacién, como ser las vitaminas
adicionadas, el pH del medio, la concentracién de nitrégeno asi como la inyeccion de oxigeno, para
comprobar si con ellos se obtienen mejores resultados de la fermentacion para la levadura A, cémo

se ha probado que ocurre con otras cepas (Breisha, 2010).
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5. CONCLUSIONES
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Se aislaron seis cepas de levaduras a partir de fibras, tallos y jugos de sorgo dulce recolectados en
Alur Bella Unidn. De las seis cepas aisladas se seleccionaron tres (denominadas A, By C) en base a su

crecimiento en medio sélido YPD y en medio liquido conteniendo 50 g/L de etanol.

Se evalud el desempefio de las cepas A, B y C en una fermentacion con medios con 150 g/L de
glucosa. La cepa A obtuvo un consumo de glucosa del 100 % y una concentracién final de etanol de
66 g/L, mientras que la cepa B obtuvo un consumo de glucosa de 71% y una concentracion de etanol
de 40 g/L La levadura C por su parte, consumio el 43 % de la glucosa y produjo 25 g/L de etanol.
Dados estos resultados y que los resultados de la levadura A fueron los mds similares a S. cerevisiae

se decidiod seleccionar a la misma para estudios posteriores.

El estudio de la resistencia al etanol de las levaduras Ay S. cerevisiae en medios YPD conteniendo
100 g/L, 150 g/L y 200 g/L de etanol, permitié determinar que tanto la levadura A como S. cerevisiae
toleraron concentraciones de etanol de 100 g/L y fueron capaces de realizar fermentaciones bajo
dichas condiciones aunque obteniendo resultados inferiores a los obtenidos en medios libres de
etanol. Ninguna de las dos levaduras toleré concentraciones de 150 g/L y 200 g/L de etanol, viéndose

inhibida tanto su viabilidad como su produccidon de etanol.

En la fermentacion de un medio con 250 g/L de glucosa, la levadura A logré fermentar, pero su
desempeno fue inferior al observado por la levadura industrial CAT y la levadura comercial
S. cerevisiae. No logré un consumo total de glucosa, llegando el mismo a un 76 %, su concentracion

final de etanol fue de 79 g/L y su eficiencia de fermentaciéon de 0.67.

La estrategia de aislamiento utilizada permitié obtener una cepa promisoria para la produccién de
etanol a concentraciones de glucosa habituales en la industria. Para concentraciones mayores se
deberian evaluar otras condiciones operativas y extender el aislamiento a otros materiales

industriales con el fin de encontrar mas cepas con caracteristicas similares o mejores.
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7. ANEXO
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ANALISIS DE RESULTADOS DE VARIANZA PARA DIFERENTES PARAMETROS

DE LA FERMENTACION EN MEDIO CON 150 g/L DE GLUCOSA

FACTOR YPS
4 GRUPOS

A, B, C, SAC

Tabla 12. Andlisis de los resultados de varianza del factor YPS entre A, B, Cy S.cerevisiae (SAC).

Source DF SS MS F P
Total 7 0,1133790500 | 0,0016097007
YPS 3 0,0083162639 | 0,0277208800 | 3,669646 | 0,126068
Error 4 0,0030216407 | 0,0007554102
Tabla 13. Tukey’s all pair comparison entre A, B, Cy S. cerevisiae (SAC) para el factor YPS
Mean
H ()
Comparison difference la | P 95 % Cl
SACvs B 0,089095 4,5843 0,1001 0,022791 - 0,20098
SACvs A 0,047235 2,4305 0,4206 - 0,064651 - 0,15912
SACvs C 0,026765 1,5315 0,7172 -0,082121 - 0,14165
CvsB 0,05933 3,0528 0,2762 -0,052556 - 0,17122
CvsA 0,01747 0,8989 0,9154 - 0,094416 - 0,12936
AvsB 0,04186 2,1539 0,5028 - 0,070026 - 0,15375
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FACTOR Consumo de glucosa

4 GRUPOS

A, B, C, SAC

Tabla 14. Andlisis de varianza para el consumo de glucosa entre A, B, C, S.cerevisiae (SAC).

Source DF SS MS F P
Total 7 4533,1097 647,58711
Consumo de glucosa 3 4505,2061 150,73540 ‘215,27457 | <0,001
Error 4 27,9036 6,97591

Tabla 15. Tukey’s all pair comparison entre A, B, Cy S.cerevisiae (SAC) para el consumo de glucosa.

Comparison difl;l?::ce la | P 95 % Cl
SACvs B 28,662000 15,3469 0,0014 17,91-39,414
SACvs A 0 0 1 -10,752 - 10, 752
SACvs C 57,232500 30,6448 0,0001 46,481 - 67,984

CvsB 28,5705 15,2979 0,0014 17,819 - 39,322
CvsA 57,2325 30,6448 0,0001 46,481- 67,984
AvsB 28,662 15,3469 0,0014 17,91 -39, 414
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FACTOR Eficiencia de fermentacion
4 GRUPOS

A, B, C, SAC

Tabla 16. Analisis de los resultados de varianza de la eficiencia de fermentacion entre A, B, Cy S.cerevisiae
(SAC).

Source DF SS MS F P
Total 7 0,043382357 0,006197480
Eficiencia de
L, 3 0,031801388 0,010600463 | 3,6613386 | 0,12106
fermentacién
Error 4 0,011580969 0,002895242

Tabla 17. Tukey’s all pair comparison entre A, B, Cy y S.cerevisiae (SAC) para la eficiencia de fermentacion.

Comparison difl:‘/:;::ce lg | P 95 % Cl
SACvs B 0,174220 4,579 0,1005 - 0,044822 - 0,39326
SACvs A 0,092404 2,4286 0,4211 -0,12664 - 0,31145
SACvs C 0,058200 1,5297 0,7179 -0,16084 - 0,27724

CvsB 28,5705 3,0493 0,2769 -0,10302 - 0,33506
CvsA 57,2325 0,899 0,9153 -0,18484 - 0,25325
AvsB 28,662 2,1504 0,5039 -13723 -0,30086




FACTOR Q,
4 GRUPOS

A, B, C, SAC

Tabla 18. Analisis de los resultados de varianza de la productividad volumétrica entre A, B, Cy S.cerevisiae (SAC).

Source DF SS MS F P
Total 7 4,541967700 0,648852530
Qp 3 4,477369700 1,492456600 | 92,415054 | 0,00038
Error 4 0,064597986 0,016149496

Tabla 19. Tukey’s all pair comparison entre A, B, Cy y S.cerevisiae (SAC) para la productividad volumétrica.

Comparison difl;l?::ce la | P 95 % Cl
SACvs B 1,763140 12,8306 0,0028 0,63562 - 1,6703
SACvs A 0,051700 0,5753 0,9744 -0,46563 - 0,56903
SACvs C 1,763140 19,6211 0,0005 1,2458 - 2,2805

CvsB 0,61019 6,7905 0,029 0,092863 - 1,1275
CvsA 1,71144 19,0457 0,0006 1,1941-2,2288
AvsB 1,10125 12,2552 0,0034 0,58392 -1,6186
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FACTOR q,
4 GRUPOS

A, B, C, SAC

Tabla 20. Analisis de los resultados de varianza de la velocidad especifica de formacién de producto entre A, B, C

y S.cerevisiae (SAC).
Source DF SS MS F P
Total 7 7,7882374E-22 1'1122620 >3k
Jp 3 7,5395800E-22 2'513212940[5_ 40,428541 | 0,00189
Error 4 2,4865542E-23 6’216235565

Tabla 21. Tukey’s all pair comparison entre A, B, Cy y S.cerevisiae (SAC) para la velocidad especifica de formacion de

producto.
SACvs B 2,20270E-11 12,5181 0,0031 1,192E-11 - 3,2219E-11
SACvs A 9,11300E-12 5,169 0,0701 -1,0367E-12 - 1,9263E-11
SACvs C 2,36095E-11 13,3916 0,0024 1,346E-11 - 3,3759E-11
CvsB 6,10190E-01 0,8735 0,9213 - 8,6097E-12 - 1,169E-11
CvsA 1,54000E-12 8,2226 0,0148 4,3468E-12 - 2,4646E-11
AvsB 1,29566E-11 7,3491 0,0221 2,8068E-12 - 2,3106 E-11
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ANALISIS DE RESULTADOS DE VARIANZA PARA DIFERENTES PARAMETROS

DE LA FERMENTACION EN MEDIO CON 250 g/L DE GLUCOSA

FACTOR YPS
3 GRUPOS

A, SAC, CAT

Tabla 22. Andlisis de los resultados de varianza del factor YPS entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT.

Total 5 0,026836031 | 0,005367206
YPS 2 0,21069541 0,01053477 5,4806839 | 0,09961
Error 3 0,057664904 | 0,001922164
Tabla 23. Tukey’s all pair comparison entre A, S. cerevisiae (SAC) y CAT para el factor YPS.
. Mean .
Comparison difference lq | P 95 % Cl
CAT vs SAC 0,1411 4,5514 0,09957 -0,042107 - 0,32431
CATvs A 0,04105 1,3241 0,6583 -0,14216 - 0,22426
SACvs A 0,1005 3,2273 0,2022 -0,083157-0,2826
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FACTOR Consumo de glucosa
3 GRUPOS

A, SAC, CAT

Tabla 24. Analisis de los resultados de varianza del consumo de glucosa entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT.

Total 5 774,1299 154,82598
Consumo de glucosa 2 762,20208 381,10104 95,851884 | 0,00191
Error 3 11,9278711 3,9759369

Tabla 25. Tukey’s all pair comparison entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT para el consumo de glucosa.

. Mean o
Comparison difference lq | P 95 % Cl
CAT vs SAC 0,414001 0,2936 0,9767 -7,9183 - 8,7464
CATvs A 23,6995 16,8087 0,0026 15,367- 32,032
SACvs A 24,1135 17,2024 0,0025 15,781 - 32,446




FACTOR Eficiencia de fermentacion

3 GRUPOS

A, SAC, CAT

Tabla 26. Analisis de los resultados de varianza de la eficiencia de fermentacion entre A, S.cerevisiae (SAC) y

CAT.
Total 5 0,10259558 | 0,020519116
Eficiencia fermentacién 2 0,08054384 0,04027192
Error 3 0,022051739 | 0,00735058

5,4787408

0,09965

Tabla 27. Tukey’s all pair comparison entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT para la eficiencia de fermentacion.

Mean

H 0,
Comparison difference lq | P 95 % Cl
CAT vs SAC 0,27585 4,5502 0,0958 -0,082418 - 0,63412
CATvs A 0,08015 1,3221 0,659 -0,27812-0,43842
SACvs A 0,1957 3,2281 0,2021 -0,16257 - 0,55397
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FACTOR Qp
3 GRUPOS

A, SAC, CAT

Tabla 28. Analisis de los resultados de varianza de la productividad volumétrica entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT.

33,292534

Total 5 0,98651124 0,19730225
Qp 2 0,94398008 0,47199004
Error 3 0,042531161 | 0,014177054

0,00895

Tabla 29. Tukey’s all pair comparison entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT de la productividad volumétrica

. Mean .
Comparison difference lq | P 95 % Cl
CAT vs SAC 0,9546 11,3382 0,0083 0,45705- 1,4522
CATvs A 0,63395 7,5297 0,0262 0,1364-1,1315
SACvs A 0,32065 3,8085 0,1435 -0,1769-0,8182
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FACTOR q,
3 GRUPOS

A, SAC, CAT

Tabla 30. Analisis de los resultados de varianza de la velocidad especifica de formacién de producto entre A,

S.cerevisiae (SAC) y CAT.

Source DF SS MS F P
Total 5 7,4131759E- | 1,4826356E-
22 22
1,8292260E- | 9,1461799E-
9 2 29 23 0,49138315 | 0,65374
Error 3 5,5839399E- | 1,8613133E-
22 22

Tabla 31. Tukey’s all pair comparison entre A, S.cerevisiae (SAC) y CAT de la velocidad especifica de formacion de

producto.
. Mean o
Comparison difference lq | P 95 % Cl
CAT vs SAC 2,4905E-12 0,3048 0,9749 - 5,47E-11 -5,9951E-11
CATvs A 9,9625E-12 1,0327 0,7649 -4,7048E-11 - 6,6973E-11
SACvs A 1,2903E-11 1,3375 0,6534 -4,4108E-11 - 6,9914E-11
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