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Resumen 1

El trabajo que se describe en esta Memoria forma parte de la linea de
investigacion aplicada del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de
Granada sobre aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos. La hidrodlisis de estos
residuos conduce a disoluciones en que los hidratos de carbono mayoritarios son
pentosas y hexosas, fundamentalmente xilosa y glucosa respectivamente, por lo que para
obtener el maximo rendimiento en etanol de dichas disoluciones es necesario emplear
microorganis:mgs capaces de fermentar tanto xilosa como glucosa.

En la presente investigacion se ha estudiado la fermentacion de disoluciones de
xilosa por cuatro levaduras: Hansenula polymorpha, Pachysolen tannophilus, Candida
shehatae y Pichia stipitis. Asimismo, se ha investigado la influencia sobre este proceso
del nivel de aireacién del medio de cultivo y del pH inicial del mismo. Los resultados
obtenidos ponen de manifiesto que H. polymorpha no es un microorganismo capaz de
convertir xilosa en etanol con elevados rendimientos, si bien presenta prometedoras
ventajas en la produccion de xilitol. El estudio se completa con la fermentacion por las
tres levaduras restantes, de disoluciones en las que se ha modificado la proporcion

inicial de xilosa y glucosa.

En un trabajo anterior, Castro Vico (1987), se estudié la fermentacion
discontinua de disoluciones de glucosa con P. tannophilus, seleccionandose como
condiciones de operacion mas favorables las de pH inicial entre 1,5 y 3,5, temperatura
préoxima a 30°C y aireacion exclusiva por el vértice de agitacién. También se determiné
la influencia de las concentraciones de glucosa y extracto de levadura; este componente
presenté una accion positiva tanto en los rendimientos en biomasa y etanol como en la
velocidad especifica de produccion de etanol. Por otra parte, en otro trabajo, Castro
(1989) se inicid el estudio de la fermentacion discontinua de disoluciones de xilosa con
P. tannophilus, analizidndose el efecto del pH inicial del medio de cultivo y de la
composiciéon del mismo, con respecto a las concentraciones de xilosa y de extracto de
levadura.

En todos los experimentos se ha mantenido una temperatura de 30°C
habiéndose determinado a lo largo del tiempo las concentraciones de biomasa, xilosa
y glucosa residuales y etanol y xilitol producidos. A partir de estos valores se han



Resumen

determinado los rendimientos en biomasa, etanol y xilitol y las velocidades especificas
de consumo de sustrato y de produccion de etanol.

Inicialmente se realizaron dos series experimentales para las cuatro levaduras;
en la primera, con concentraciones iniciales de xilosa de s,=25 Kg-m™ se ha
modificado el nivel de aireacion del medio de cultivo entre los valores Q=0,0 y Q=0,3
v/v/min. Los resultados obtenidos muestran que las mejores condiciones de
fermentacién, en cuanto a la formacion de bioproductos, se encuentran en el
experimento de aireacidn exclusiva por el vortice de agitacion. La segunda serie
experimental se ha llevado a cabo, por tanto, sin aporte externo de aire (excepto el

provocado por la agitacion), con 1gual concentracion 1nicial de xilosa y se ha

modificado el pH inicial del medio de cultivo, dependiendo del microorganismo, entre
los valores extremos 1,5 y 6,5.

Finalmente, en una tercera serie de experimentos, realizada con Pachysolen,
Candida y Pichia se ha estudiado la influencia de la composicion del medio de cultivo

en cuanto a las proporciones iniciales de los dos azucares mayoritarios, xilosa vy

glucosa. La concentracién total de sustrato ha sido en todos los casos 25 Kg-m™, a .

>

excepcion de los experimentos, uno por levadura, realizados en ausencia tanto de xilosa
como de glucosa. En esta serie s6lo se ha incorporado el aire debido a la agitacion,

mientras que el pH inicial de los cultivos ha sido, para cada microorganismo, el mas
favorable deducido en la segunda serie de experimentos.

De la discusion de los resultados obtenidos se ha deducido fundamentalmente
que, de las cuatro levaduras ensayadas, Pichia stipitis presenta 10s mayores valores de
las velocidades especificas mdximas de crecimiento (u,=0,67 h™') para el médximo
caudal de aire empleado (Q=0,3 v/v/min). Los rendimientos en biomasa menores se
han obtenido en Candida shehatae, en las condiciones mds favorables para esta levadura
(Q=0,0 v/v/min y pH.=4,5), Y$¢,,=0,04 (Kg biomasa)-(Kg sustrato)!. Los mayores
rendimientos en biomasa se obtienen en Hansenula polymorpha, alcanzandose un valor
de Y$,,=0,44 Kg-Kg™! en el experimento de pH; mds elevado.

Posterior a la fase exponencial de crecimiento, en las cuatro levaduras se
observa un periodo de crecimiento lineal en la biomasa, de duracidon variable
dependiendo del microorganismo, del sustrato y de las condiciones de operacién. Se ha

_— . ¢ —
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observado que este perfodo de tiempo es muy amplio en Hansenula y muy reducido en
Pichia. Este comportamiento de la biomasa durante un cierto tiempo de la fermentacion
puede ser atribuible a una limitacién del proceso por la transferencia de oxigeno en la

suspension de cé€lulas.

Candida y Pichia presentan las mayores velocidades especificas de consumo de
sustrato y de formacién de etanol asi como los mayores rendimientos en este
bioproducto, con valores de este ultimo parametro de Y§, igual a 0,41 y 0,37
(Kg etanol)-(Kg xilosa)?, respectivamente, y en las condiciones de operacion mas
favorables para ambas levaduras, un caudal de aire de 0,0 v/v/min y un pH; de 4,5.

De las cuatro levaduras ensayadas, Hansenula presenta una minima respuesta
a la formacién de etanol; sin embargo, la producciéon de xilitol es muy elevada,
alcanzdndose valores de Yy, =0,64 (Kg xilitol)-(Kg xilosa)' en las condiciones mds
favorables (Q=0,0 v/v/min y pH.=5,5). De las restantes levaduras, es Pichia la que

presenta los minimos rendimientos en xilitol.

Finalmente, cuando se han utilizado disoluciones con mezcla de xilosa y glucosa
en distintas proporciones, se ha observado que las médximas velocidades especificas de
formacién de etanol se alcanzan en Candida, con valores de qz=2,2 Kg-Kg*'-h™
cuando la proporcién inicial en concentracion xilosa/glucosa era 15/10. Sin embargo,
los mayores rendimientos en etanol, del orden de 0,42 a 0,47 Kg-Kg™' se obtienen en

Pichia cuando la concentracion de glucosa en la mezcla es elevada.




2. INTRODUCCION




e I

-

LI
¢

e
1. n

-

_ B

© " =

Introduccion 5

2.1 APROVECHAMIENTO DE LA BIOMASA RESIDUAL

Tras las sucesivas crisis del petréleo de los afios setenta, los paises desarrollados
iniciaron una politica destinada al aprovechamiento racional de la energia y al desarrollo
de nuevas fuentes energéticas, entre las cuales la biomasa presenta un gran interés por

su caracter renovable.

El término biomasa se aplica a cualquier tipo de materia organica que haya
tenido su origen como consecuencia de un proceso biolégico, Ferndndez (1980).

2.1.1 Fuentes de biomasa

Generalmente se distingue entre los tipos de biomasa que se indican en la
Figura 2.1. La biomasa primaria es la producida por la conversion directa de la energia
solar en energia quimica. La biomasa secundaria incluye los residuos de origen
agricola, forestal y animal; por udltimo, la biomasa terciaria corresponde a los residuos
urbanos o industriales. Las biomasas secundaria y terciaria se agrupan comunmente bajo
el nombre de residual y constituyen actualmente un objetivo de gran interés, como

materia prima, para la industria de la fermentacion.

2.1.2 Aprovechamiento de la biomasa residual

Sobre la biomasa residual conviene hacer las siguientes consideraciones:

- La disponibilidad real de este tipo de biomasa limita su aprovechamiento,
estando condicionada por la dispersion, dificultad de acceso y transporte, etc,
lo que influye sobre los costes de recogida y transporte.

- Su produccioén no suele ser regular a lo largo del tiempo.

- La utilizacién energética de la biomasa no debe provocar un detrimento de la
producciéon de alimentos. El coste de la energia producida no debe ser
competitivo, Puerta (1986).
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Introduccion 7

- Existen otros usos alternativos actuales de este tipo de biomasa que hay que
tener en cuenta. Por ejemplo, algunos residuos son necesarios en la

agricultura como aporte de nutrientes, tanto orgdnicos como INOrganicos,
Montes (1985).

A pesar de estas limitaciones, la aportacién de la biomasa al balance energético
nacional ascendia a finales de 1988 a un 3% de la energfa primaria, representando un
83% del total de las energias renovables, como se muestra en la Tabla 2.1.

ﬁ
TABILA 2.1

CONTRIBUCION DE LAS ENERGIAS RENOVABLES AL
BALANCE ENERGETICO ESPANOL EN 1988

Biomasa 2.130.711 tep
Minihidrdulica 389.043 tep
Solar 37.105 tep
Geotérmica 3.000 tep
Edlica 1.906 tep

h

Las vias de transformacién de los distintos tipos de biomasa son muy variadas
y la opcion por un procedimiento u otro estd condicionada por varios factores, como

la naturaleza de la materia prima, el producto a obtener y el grado de desarrollo de la
tecnologia de que se dispone, Soler y col. (1981).

En general, dependiendo del contenido en humedad del residuo, estas vias se
suelen clasificar en dos grupos:

a) Termoquimicas, para residuos secos
b) Bioquimicas, para residuos himedos.
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En la Tabla 2.2 aparecen los procesos de transformacién m4s recomendados para
cada tipo de biomasa, asi como los bioproductos correspondientes obtenidos.

2.1.2.1 Aprovechamiento termoquimico

Los procesos termoquimicos de aprovechamiento se suelen dividir frecuente-
mente en combustion, pirdlisis, gasificacién, carbonizacién vy tarificacién, nombres que
indican, excepto en el caso de pir6lisis, los productos obtenidos.

Dependiendo de las condiciones empleadas (fundamentalmente la temperatura,
la relacion oxigeno a fuel y el tiempo de residencia), la biomasa puede alterarse
ligeramente o ser cambiada por completo. Estas tres variables definen las condiciones

para pirolisis, gasificaciéon y combustién, aunque a menudo existe poca distincién entre
€StOoS procesos.

Tradicionalmente, la pirdlisis se ha identificado con la carbonizacidn,
obteniéndose como producto principal un carbén. Actualmente, el término pirolisis se

usa para designar en general cualquier proceso en el que los productos de interés son
aceites liquidos, Soltes (1988).

2.1.2.2 Aprovechamiento bioquimico

Entre los métodos bioquimicos de aprovechamiento de la biomasa residual son
de especial interés los que conducen a la obtencién de bioetanol y a la produccion de

biomasa rica en proteinas (SCP), Camacho y col. (1986). En estos procesos cabe
destacar las siguientes ventajas:

- Se reduce el consumo energético y se incrementa la seguridad, debido a que

generalmente se opera en condiciones de presion y temperatura proximas a las
ambientales.

- Disminuye el riesgo de contaminacion, a la vez que se utilizan residuos que,
por su naturaleza, son necesarios eliminar.

o
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- Se aumenta la productividad y el aprovechamiento de la materia prima, si se
comparan los tiempos de duplicacién de los microorganismos con los de las
plantas y animales superiores, y la selectividad de una reaccién enzimética
con la de una reaccién quimica no bioldgica.
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Tabla 2.2.- Procesos de transformacion mas adecuados para distintos tipos de biomasas

Tipos de biomasa Procesos termoquimicos Productos obtenidos

Cultivos energéticos Biometanacién . Metano, metanol - Chapman (1980)
acudticos y terrestres l

- Combustién - Calor, combustibles - Jiménez y col. (1987); Litzen y
Residuos agricolas y | col. (1990) |
forestales; especies lenosas - Pirélisis | - Carbén, aceites - Bridwater (1980); Rodriguezy ||
y semilenosas | col. (1987)
- Gasificacién - Metanol y gases | - Corella y col. (1990); Elértegui
. y col. (1985)
- Licuefaccién - Combustibles liquidos |
& Levy-Lambert (1980); Chaparro
(1981)
Residwosamimales | | Biometmcien pasy col 1950 ,
| - Combusti6n | - Hewstock (1978)
|
- Gasificacién |
| Residuos sélidos urbanos |
- Licuefaccién
| - Helt y Agrawal (1988); Lago y
- Pirélisis col.(1987); Chaparro (1989) |

|
| Especies herbéceas Hidrélisis y fermentacién - Fanta y col. (1984)
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2.2 PROCESOS DE FERMENTACION

Los procesos de fermentacién con diferentes propdsitos han sido empleados
desde hace miles de afios, si bien su desarrollo industrial ha tenido lugar en el primer
tercio de este siglo. La produccién masiva de productos quimicos a partir de derivados
del petréleo relegé la industria fermentativa hacia la fabricacién de productos
farmacéuticos y, finalmente, la crisis energética de los afios setenta provocé un nuevo

desarrollo de los procesos de fermentacion con vistas a la obtencién fundamentalmente
de productos energéticos, Nifiez y Lema (1987).

En la actualidad se denomina fermentacién a la transformacién de un compuesto
organico o inorgdnico (sustrato) por la accién de enzimas, bien se encuentren éstas en

las células (in vivo), o aisladas de las células que las produjeron (in vitro), Camacho
y col. (1986).

Para el primer tipo de fermentacién, los microorganismos requieren un medio
de cultivo adecuado, en el cual crecen, se reproducen, consumen los sustratos del medio
y producen, como consecuencia de su metabolismo, otros productos bioquimicos.

Es conveniente indicar que el término fermentacién, estrictamente hablando, es
un tipo de catabolismo especifico, que se refiere con frecuencia a la degradacion de la
glucosa para dar etanol y 4cido ldctico. Sin embargo, ha adquirido la consideracién de
un término aceptado, de forma que la fermentacién "etandlica" se refiere a la
produccion de etanol. Similarmente, el término "fermentador" se usa frecuentemente
para significar un tanque en el que se cultivan los microorganismos, mientras que los
"productos de fermentacion" se refieren a los materiales acumulados en 10s cultivos,
tales como alcoholes, 4cidos, antibiéticos y enzimas, Wiseman (1986).

La mayoria de las fermentaciones tienen como finalidad la obtencién de
biomoléculas especificas, aunque también puede dirigirse el proceso hacia la obtencion
de biomasa o hacia la eliminacién de un sustrato determinado. Ejemplos de estos dos

tipos de procesos son la obtencién de levaduras de panaderia y el tratamiento de aguas
residuales, respectivamente.
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2.2.1 Sustratos utilizados

Entre los sustratos mds utilizados y apropiados para la obtencién de productos
quimicos, empleando como una de las etapas finales un proceso de fermentacién se
encuentran los distintos tipos de biomasas indicados anteriormente, Figura 2.1.

Estos tipos de biomasas (residuos lignoceluldsicos principalmente) necesitardn
previamente un pretratamiento y un posterior proceso de hidrélisis, bien dcida o bien
enzimatica, cuyos resultados serdn los sustratos a emplear en la fermentacion.

En la hidrélisis se tratard de conseguir degradar las moléculas de celulosa,

hemicelulosa y lignina, principales componentes de los residuos lignoceluldsicos, a
monosacaridos, Figura 2.2 y Tabla 2.3.

“
TABLA 2.3

COMPOSICION DE ALGUNOS RESIDUOS
CELULOSICOS, (%), Mc Ginnis y col. (1983)

Fuente Celulosa Hemicelulosa Lignina
Basuras Urbanas” 61 2 9

Maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Maderas duras 40-55 24-40 18-25

Forrajeras, paja
de cereales, cafa
de azucar, ... 25-40 25-50 10-30

* Despué€s de eliminar pldsticos y metales

— — =
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BIOMASA
LIGNOCELULOSICA
COMPOSICION

CELULOSA
(Polimero homo-
géneo lineal)

15~35%
5-25%

HEMICELULOSA
(Heteropolimero,
cadenas cortas
y ramificadas)

— » Glucosa

- » X1losa
PENTOSAS —

» Arabilnosa

LIGNINA
(Polimero tridi-
mensional de
fenlilpropano)

Fig. 2.2

» Glucosa
{ HEXOSAS » Galactosa

» Manosa

DETERMINADOS
AZUCARES

ACIDOS

| _aunl B
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Desde un punto de vista quimico la celulosa es un polimero homogéneo lineal
de cadenas largas, de la glucosa en forma piranosa unidas por enlace -1,4-glucosidico;
la hemicelulosa es un heteropolimero, de cadenas cortas y ramificadas, formado por
pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (glucosa, galactosa y manosa) y cierto nimero
de azicares 4cidos; y la lignina es un polimero tridimensional de fenilpropano con
grupos fendlicos. Por tanto, serd necesario romper los enlaces 8-1,4-glucosidicos para
asi liberar las moléculas de monosacdridos que luego seran fermentadas.

LLas mayores dificultades del proceso de hidroélisis residen en la facilidad que
presente el sustrato para que el agente catalitico, un acido o una enzima, alcance los
lugares de reaccion, ya que la celulosa estd protegida por una barrera fisica formada por
la lignina y su propia estructura cristalina lo que dificulta el acceso a los enlaces (§-1,4-
glucosidicos. Se comprende que lo primero a realizar seria un pretratamiento capaz de

eliminar la barrera de lignina y reducir la cristalinidad de la celulosa, ademas de
aumentar el drea supertficial.

La hidrdlisis dcida suele realizarse mediante acidos fuertes, en concentraciones
adecuadas, normalmente dcido sulfirico, dcido clorhidrico, 4cido fluorhidrico y acido
trifluoracético, entre otros. Sin embargo, puede haber problemas de corrosion en el
reactor y se pueden obtener productos de degradacion tales como furfural y
hidroximetilfurfural (HMF), que en principio no son deseables. El furfural procede de
la degradacion de la xilosa y el HMF de la glucosa. Estos productos inhiben la posterior
fermentacidon del hidrolizado con levaduras, Nelson y col. (1988).

Otro problema adicional de la hidrdlisis dcida es la separacion del acido del
hidrolizado obtenido para que éste pueda ser fermentado de forma adecuada por el
microorganismo seleccionado. La neutralizacion del hidrolizado suele hacerse con
distintos compuestos, entre los que cabe destacar NaOH, KOH, CaO y NH,OH. Otra

posibilidad seria realizar la hidrélisis con bajas concentraciones de dcido y presiones
elevadas. '

La hidrdlisis enzimatica de residuos celulésicos se suele llevar a cabo mediante
celulasas, un complejo enzimdtico formado principalmente por endo-(3-1,4-glucanasas,
exo-3-1,4-glucanasas y 3-1,4-glucosidasas.
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Dada la naturaleza insoluble del sustrato, la hidrélisis es una reaccion
heterogénea en donde las enzimas (glucanasas) habrdn de desplazarse desde el seno de
la fase acuosa hasta la superficie del sustrato, en donde se adsorben y reaccionan. En

consecuencia habrd que considerar los siguientes factores:

- La naturaleza y produccion de las celulasas.

- LLa naturaleza del sustrato.
- Las interacciones enzima-sustrato.

Una vez realizada la hidrdlisis, los sustratos mayoritarios son glucosa y xilosa,
en la fraccién celuldésica y hemiceluldsica respectivamente. Cabe destacar que la
composicién total en xilosa es muy importante y en su aprovechamiento radica el interés
de este tipo de procesos; como ejemplo, la xilosa en el hidrolizado de paja de trigo

representa el 31%.

Asf pues, como conclusién se puede decir que independientemente del tipo de
hidrélisis, la composicién del hidrolizado va a depender en cierta medida de la
naturaleza de la biomasa y de las condiciones del proceso. Como ejemplo, en la
hidrélisis 4cida de la paja de trigo en condiciones muy parecidas y variando
exclusivamente la naturaleza del dcido, los rendimientos en monosacaridos son los
siguientes: usando 4cido clorhidrico 1N, 21% de xilosa, 3% de arabinosa y 3% de
glucosa; usando 4cido trifluoracético 1N, 23% de xilosa, 3% de arabinosa y 1% de

glucosa.

2.2.2 Microorganismos empleados

Primeramente hay que indicar que bastantes reacciones hidroliticas y muchas
reacciones redox enzimdticas pueden llevarse a cabo con ayuda de preparados
enzimaticos libres de células. Sin embargo, las reacciones enzimdticas complejas que
llevan hasta el producto quimico deseado necesitan en la mayoria de los casos el empleo

de microorganismos V1VoOs.

LLos microorganismos de mayor importancia técnica se encuentran distribuidos
entre bacterias, hongos, levaduras (hongos unicelulares) y microalgas. La mayor parte
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de los organismos utilizados actualmente son meséfilos (crecen en un rango de
temperatura entre 25 y 40°C) y se han aislado de ambientes gastrointestinales o
sedimentos; su metabolismo completo suele ser desconocido, Vega y col. (1983).

En general, son anaerobios no estrictos, muy sensibles al oxigeno, aunque esta
propiedad no presenta problemas en las fermentaciones industriales, ya que el oxigeno

se elimina ficilmente y es poco soluble, especialmente a las temperaturas usuales de la
fermentacion.

De los diez o6rdenes de bacterias admitidos, (clasificacion Bergey, Collins
(1969)), los de mayor interés industrial se encuentran en los seis ordenes indicados en
la Tabla 2.4, siendo los Eubacteriales, Pseudomonales y Actinomycetales los mads
importantes en cuanto a su aplicacidon a procesos fermentativos.

La gran variedad de hongos y levaduras de interés industrial hace dificil realizar
una clasificacion. Entre las existentes cabe destacar la realizada por Simon y Meunier

(1970). Esta clasificacion, ampliada y actualizada con los criterios taxonomicos de
Alexopoulos y Mims (1979), se muestra en la Tabla 2.5.

G
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BACTERIAS

ORDEN

Actinomycetales

Beggiatoales
(sulfurosas)

Eurobacteriales

Micoplasmatales
(o Mollientes)

Pesudomonales

Spirochaetales

GENERO

Actinomycetes

Streptomyces

Thiobacillus

Acetobacter
Bacillus

Clostridium

"
n
L
"
"
n
LY

Corynebacterium

Escherichia
Gluconobacter

Klebsiella
Lactobacillus
Leuconostoc
Serratia
Streptococus

Arthrobacter

Hydrogenomonas
Methanomonas

Pseudomonas

"

n

Zymomonas

Spirochaeta

ESPECIE

sp.
aureofaciens
thioxidans

oxidans

aceti
stearothermophilus
subtilis

acetobutylicum
butyricum

indolis

sordelli

sphenoides

sporogenes
thermocellum
thermohydrosulfuricum
thermosaccharolyticum

glutamicum
coli
oxidans

aerogenes

(10 especies)
mesenteroides
marcescens
lactis

sp.

sp.
sp.
fluorescens

ovalis

pyocyanea
mobilis

aurantia
litoralis
stenostrepa

Tabla 2.4.- Bacterias de interés industrial en procesos de fermentacion
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HONGOS

DIVISION

Gymnomycota

Mastigomycota

Amastigomycota
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SUBDIVISION
Acrasiogymnomycotina

Plasmodiogymnomycota

Haplomastigomycotina

Diplomastigomycotina

Zygomycotina

Ascomycotina

Basidiomycotina

Deuteromycetina

CLASE

Acrasiomycetes
Protosteliomycetes
Myxomycetes

Chytridiomycetes
Hyphochytridiomycetes
Plasmodiophoromycetes

Oomycetes

Zygomycetes

Trichomycetes

Ascomycetes

Basidiomycetes

Deuteromycetes
(Fungiimperfecti)

FAMILIA

Saccharomycetae

Eurotiaceae l

F

GENERO

Absidia
Choanesphora
Cunninghamela
Mucor

Rhizopusoryzae

Zygorhynchus

Saccharomyces
Schizosacchar.
Hansenula
Kluyveromyces
Pichia
Pachysolen
Candida

Aspergillus

Penicillium
"

LL

Alternaria
Botrytis
Cladosporium
Curvulana
Fusarium
Geotrichum
Neurospora
Trichoderma
Trichothecium

Tabla 2.5.- Hongos de interés industrial en procesos de fermentacion

ESPECIE

cerevisiae
pombe
polymorpha
marxianus
stipitis
tannophilus
shehatae

niger

terrens

flavus
oryzae
chrysogenum
notatum
griseoflulvum

SP

viride
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2.2.3 Bioproductos quimicos obtenidos

Las industrias de procesos bioquimicos estdn principalmente interesadas en la
explotacién controlada de la bioquimica de materiales biologicos (microorganismos,
plantas y tejidos animales, fracciones microbianas y enzimas libres de células). Los
procesos actuales desarrollados estin relacionados fundamentalmente con micro-

organismos y enzimas libres de células, Atkinson (1986).

Los principales productos bioquimicos obtenidos por un proceso de fermentacion

industrial son:

- Acidos orgénicos y alcoholes
- Antibiodticos

- Enzimas

- Vitaminas y aminoacidos

- Esteroides

Las principales aplicaciones de los productos quimicos obtenidos por

fermentacién industrial se muestran en la Tabla 2.6 y en la Figura 2.3.

Entre los 4cidos organicos m4s importantes obtenidos por fermentacion industrial
cabe destacar los dcidos acético, citrico, glucénico, glutdmico, fumdrico, isoascorbico
y lactico; entre los alcoholes, etanol, butanol, butanodiol, glicerol y determinados

alcoholes superiores.

Conviene indicar brevemente que las enzimas pueden ser recuperadas de los
microorganismos, consiguiendo mediante un estimulo quimico apropiado que dejen la
célula y entren en el medio nutriente; o bien recuperarlas directamente del material
celular por una combinacién de procedimientos quimicos y mecdnicos. Entre las
enzimas de mayor importancia industrial se encuentran: proteasa, L-amilasa,

glucosa-isomerasa, lactasa, glucosa-oxidasa y celulasa.

En cuanto a las vitaminas, B, (riboflavina) y B;, se obtienen directamente por
fermentacién. Todos los aminodcidos, excepto metionina, pueden ser producidos por

procesos fermentativos (lipsina y triptéfano son obtenidos en gran cantidad).
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« Antibiéticos
« Vacunas
Aplicacién en + Hormonas
sanidad humana ,
« Esteroides

BIOPRODUCTOS
OBTENIDOS EN
PROCESOS DE
FERMENTACION
INDUSTRIAL

Aplicacién en
sanidad animal

Aplicacién en la elaboracién de
alimentos y bebidas

Agroquimicos

Productos especiales

Productos farma-

céuticos especiales

Antibiéticos
Vacunas

Hormonas

Alcoholes
Acidos orgénicos

Biomasa rica en

proteinas (SCP)

Pesticidas

Fungicidas

« Herbicidas

Vitaminas
Aminodcidos

Enzimas

Tabla 2.6.- Aplicaciones de productos obtenidos por fermentacién industrial

Por ultimo, la masa microbiana producida simultineamente con los productos

bioquimicos es con frecuencia un producto residual, pero a veces puede ser empleado
como suplemento en piensos, dado su alto contenido en proteinas. En ocasiones la
produccion de biomasa puede ser objetivo primordial, como ocurre con la levadura para

panificacion.
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Biopolimeros como
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Potenciadores del
sabor. Cultivos
iniciales
Bioproteina
Aromas
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Levaduras para
panificacidon
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Herbicidas biosintéticos
Fijadores de nitrégeno
Proteinas alimentarias

detergentes
Biténsidos

Aminodacidos
Silédgeno

Productos cosméticos
Acidos orgdnicos. Biopolim
para la extracciéon terciaria de

(Tensoactivos biolégicos)

Biogas h
Alcohol como
eros combustible
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Fig. 2.3.- Aplicaciones de los principales bioproductos obtenidos por fermentacién industrial
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2.3 FERMENTACION CON LEVADURAS

2.3.1 Caracteristicas generales de las levaduras

Con el término "levadura" se suele incluir a las verdaderas levaduras

esporégenas (Ascomycetes), las levaduras asporégenas (hongos imperfectos) y algunos
hongos dimérficos que adoptan forma de levadura bajo ciertas condiciones, Collins

(1969).

Desde el punto de vista industrial existen varios géneros de bastante interé€s; el
amplio campo de Saccharomyces y el mds reducido de las levaduras Candida o
Toruplosis. Dentro de estas existen varias especies conteniendo a su vez distintas cepas.
La seleccién de cepas a lo largo de décadas, principalmente en determinados lugares
industriales ha conducido a un gran nimero de ellas, andlogas en sus caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas, pero cada una con condiciones Optimas para determinada
aplicacién. Se ha llegado, incluso, a clasificar a las levaduras industriales en sels
grupos: levaduras de cerveza ordinaria, "lager", de panificacion, del vino, de alimentos

y piensos y de destilacion, Webb (1966).

Las levaduras de cerveza ordinaria son distintas variantes de S. cerevisiae,
conocidas también como levaduras de "fermentacién alta" para indicar su

comportamiento durante una operacion tipica.

Las levaduras "lager" se emplean en el proceso tradicional de produccion de
cerveza "lager" que se realiza a una temperatura mucho mds baja que el de la cerveza
ordinaria y durante un periodo de tiempo mds largo; por ello las levaduras deben
resistir estas condiciones y asimismo sedimentarse en el fondo del fermentador al final
del proceso. En esta aplicacién se emplea la levadura S. carisbergensis (S. uvarum).

Actualmente las "levaduras de panificacion" son cepas cuidadosamente
seleccionadas de S. cerevisiae. En décadas anteriores la levadura para esponjar el pan
era sencillamente el exceso producido en la fermentacion de la cerveza.
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Las "levaduras que fermentan los vinos" son, en gran parte, propias de una
determinada region y han sido conservadas de un ano a otro, posiblemente durante

siglos sin intervencion alguna. Por lo general, son cepas mixtas que se clasifican como
S. ellipsoideces.

Como es conocido, buena parte de la "levadura de alimentos y piensos" se
obtiene en el proceso usual de fabricaciéon de cerveza. En este proceso, la cantidad de
levadura utilizada para iniciar la fermentacién se recupera en una proporcion Cinco
veces mayor. Mayoritariamente se emplea como levadura seca para piensos 0 como
extracto de levadura para consumo humano. En este ultimo caso, se provoca una
autolisis de la masa huimeda con NaCl, para producir una mezcla parda viscosa
conteniendo un porcentaje elevado de vitaminas del grupo B y otros factores esenciales

del crecimiento. Para este uso también se utilizan, incluso con mejores resultados, cepas
de Candida.

Hasta épocas recientes las "levaduras de destilacion” han incluido casi
exclusivamente cepas de S. cerevisiae con una tolerancia para cantidades altas de azucar
y etanol y que mostraban una elevada relacion de transformacion del sustrato empleado.
Con menor frecuencia se han utilizado las levaduras Schizosaccharomyces pombe,

S. uvarum (carlsbergensis) y Kluyveromyces sp. Ademads, una gran cantidad de especies
distintas de estas levaduras se ha obtenido por manipulacion genética, Stewart (1981).

Actualmente existen gran nimero de géneros y especies capaces de realizar el proceso
con rendimientos en etanol elevados.

Las levaduras del género Saccharomyces se reproducen por gemacion y
ascosporas (1-4 ascas). Las colonias son humedas, blandas, de color crema o blancas
en agar. Las levaduras del género Candida poseen yemas y micelio. Los cultivos en

agar muestran colonias elevadas, cremosas, algunas de ellas forman proyecciones
puntiagudas.

Las células individuales de levadura suelen ser esféricas, ovaladas o elipsoideas.
Las levaduras no poseen flagelo por lo que las células son inmoéviles de por si.

En cuanto al tamaiio, varia considerablemente en dimensiones segin la especie,

nutricidon, edad y otros factores. En general, puede oscilar de 1 a 5 u en anchura y de

|
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1 a 10 p en longitud. Las células esféricas de levaduras industriales tienen un didmetro
medio de 4 a 6 u; pero puede haber grandes diferencias aun en un mismo cultivo,

Prescott y Duun (1959).

Una pared transparente y permeable rodea cada célula. La membrana de la pared
celulésica puede ser inapreciable o muy fina en las células jovenes, pero se hace mas

gruesa en las células viejas.

Las levaduras tienen de un 68 a un 83% de humedad frente a un 73-98% que
contienen las bacterias. El contenido en proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas varia
considerablemente segin la clase de levadura y las condiciones en que se han
desarrollado. En general, se puede decir que las levaduras son ricas en proteinas y

carbohidratos, Tabla 2.7.

—
TABLA 2.7

COMPOSICION DE LAS LEVADURAS
(Candida lipolytica, Candida utilis)

Contenido, % en peso

Proteinas 42-68
Carbohidratos 20-28
Lipidos 1,0-1,7
Cenizas 4-8
Acidos nucleicos 6-11

#

Los compuestos de fésforo y potasio constituyen el 90% de las cenizas,
desempeiiando los fosfatos un importante papel en la fermentacion.
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Las proteinas de las levaduras son del tipo albiimina, globulina, fosfoproteinas,
nucleoproteinas, glucoproteinas, etc. Derivados proteinicos solubles (peptonas,
polipéptidos y aminodcidos) son constituyentes normales de las células. La composicion
en aminodcidos esenciales de las proteinas es también muy variable dependiendo del

tipo de levadura y de las condiciones del proceso, Tabla 2.8, Shacklady (1969) y
Jones (1974).

TABLA 2.3

AMINOACIDOS ESENCIALES EN PROTEINAS DE LEVADURAS

g en 100 g de proteinas

Aminodacidos Saccharomyces Candida Candida
cerevisiae lipolytica utilis
Ile 4,6 3,3 3,8
Leu 7,4 7,8 7,6
Lys 7,7 7,8 4,8
Met ¥ 1,6 1,1
Phe 4.1 4.8 8,6
Thr 4 8 5,4 5,4
Trp 1,0 1,3 2.8

En general, las levaduras contienen todos los aminoicidos esenciales en una
proporcién aceptable. Cabe destacar los altos contenidos en lisina y treonina.

2.3.2 Principios bdsicos en fermentacion etandlica

Cuando se cultivan microorganismos sobre aziicares en presencia de oxigeno,
éstos obtienen material celular y energia por oxidacion de dichos azucares. Los
electrones en exceso procedentes de la oxidacidén son cedidos a un sistema transportador
hacia el oxigeno, aceptor final, y se forma agua. Sin embargo, existen microorganismos
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capaces de crecer sobre azicares en ausencia de oxigeno; durante este crecimiento
anaerébico, los electrones procedentes de la oxidacién son cedidos a un sistema
transportador que tiene como aceptor final un compuesto orgénico, formédndose etanol

en lugar de agua.

I.a reaccién de fermentacién etandlica cuando el sustrato, fuente de carbono, es

la glucosa puede representarse por:

CeH1206 — » 2C,H,OH + 2CO, + Energia [2.1]

mientras que si el sustrato es xilosa:

CsH;O5 - > :_53.C2H50H + %CO2 + Energia [2.2]

Estas reacciones ocurren en ausencia de oxigeno y también a altas
concentraciones de azicar. Son llevadas a cabo por microorganismos anaerobios

estrictos o facultativos.

El rendimiento tedrico en ambas reacciones, (denominado frecuentemente
coeficiente de Gay-Lussac, GL), es del 51,1% y representa la maxima eficiencia en la
conversién. Este valor nunca se alcanza en la préctica, ya que los microorganismos
emplean al menos un 5% de azicar para producir material celular y productos
minoritarios como xilitol, glicerol, dcido acético, dcido lactico, acido succinico,
2.3-butanodiol y determinados alcoholes superiores, Amin y col. (1983).

En la prdctica industrial, cuando se utilizan sustratos no ideales, se mantienen
conversiones préximas al 90% (del rendimiento teérico de GL) durante un razonable

periodo de tiempo.

En el transcurso de la fermentacién pueden producirse alteraciones que suelen
ser debidas a la accién sobre los microorganismos de diversos factores, produciendo

inhibicién en el proceso. Los principales tipos de inhibicion son:
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a) Por sustrato: originada por efecto de la presion osmética, que hace que las
células sufran plasmdlisis a concentraciones de azucares superiores al 20%.

b) Por no disponibilidad adecuada de oxigeno: en ausencia de oxigeno, las
cé€lulas ven limitada su capacidad de crecimiento, ya que este elemento es indispensable

en la produccion de acidos grasos poliinsaturados que juegan un importante papel en la
sintesis celular.

Por otra parte, un aporte excesivo de oxigeno desvia la ruta metabolica hacia la
respiracion, con produccion de didxido de carbono y agua. Las reacciones en el caso

de la oxidacidn completa de los sustratos, glucosa y xilosa respectivamente son las
siguientes, Waehrer y Roehr (1981).

CeH1206 + 60, » 6CO, + 6 H,0 + Energia [2.3]

CH,,Os + 50, » 5CO, + 5H,0O + Energia [2.4]

¢) Por producto: es debido a que el etanol producido en la fermentacidon es
toxico para las levaduras, fundamentalmente a altas concentraciones, influyendo en la

viabilidad y en las velocidades de crecimiento celular, consumo de sustrato y formacion
de producto.

Existen otras sustancias que ejercen influencia en la fermentacién, como el
dioxido de carbono que se desprende en el transcurso de la misma, aunque su
mecanismo de actuacion sobre los sistemas enzimaticos y la membrana celular no se
conoce con precision, Jones y Greenfield (1982).

2.3.2.1 Vias metabdlicas en la degradacion de hexosas

La via metabodlica de transformacion de una hexosa en etanol en una levadura
ha sido muy estudiada y actualmente es bien conocida. En principio, nos vamos a
referir a D-glucosa, uno de los sustratos de partida utilizado en esta investigacion.
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En general, la fermentacién etanélica de D-glucosa discurre por la via de la
fructosa bisfosfato (FBP), también denominada ruta de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), aunque con frecuencia se nombra segin su primer producto intermedio

caracteristico, la fructosa-1,6-bisfosfato.

La degradacién de D-glucosa transcurre en las células fermentativas y en
aquéllas que utilizan este monosacdrido hasta CO,, de forma comun hasta el acido

pirivico, Figura 2.4.

CH;0H P—-0—CH;
O, oH | O OH Fostonexo  P—0—CH; 4 CH,OH
o Hemqumasa- OH . iIsomerasa
HO
HO /\ HO OH
ATP ADP
OH ~ OH OH
pD-glucosa p-glucosa-6- o-fructosa-6-
fosfato fosfato
ATP Fosfo-
ADP hexoqQuinasa
H,C—0—P P—0—CH; o H,C—0—-P
. : | > Aldolasa ﬁ
a glicerina (li——O OH
H,C—0OH OH
Dihidroxiacetona- o-fructosa-1,6-
fosfato bisfosfato
] lFosfoIriosa»
isomerasa
H2(l-: —0—P Fosfotriosa- HZ? ==
deshidrogenasa
HO—CH HC—OH
(':HO /-\ / |
NAD" NADH+H" P, co—0—P
p-gliceraldehido- 1,3 p-bisfosfo-
3-fosfato glicerato
ADP Noass.
glicerato-
ATP quinasa
Fosfo-
COOH Pisniato. COOH COOH glicero- COOH
r%zo - R (%-O—P i Ht::—o-P BOOD o H(.:Z—OH
| ;
CH CH H,C—OH =0~
’ ATP ADP : T TR i
Acido Fosfoenol- 2-p-fosfo- 3-p-fosfo-
pirdvico piruvato (PEP) glicerato glicerato

Fig. 2.4.- Via de Embden-Meyerhof-Parnas degradativa de D-glucosa hasta dcido pirivico.
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La decarboxilacion del écido pinivico a acetaldehido y la reduccién de este hasta

etanol (fermentacion etandlica), es sin embargo exclusiva de las levaduras y de algunos
hongos actinomicetos, Figura 2.5.

CH,0OH
o o TPP
AR
oM R e 2H;C—CO—COOH —>=— 2 H;C--CO—COOH-TPP
HO Acido piravico Piruvato activado
OH
Glucosa PP

Piruvato- O O A? SO

descarboxilasa 5 HaC C// PP { 5 HAC C// deshidrogenasa 2 CoHxOH

N — — . o i, 2 5
\ 3 \ 4 \ /N

H

H NADH+H" NAD" Etanol
2C02 Acetaldehido activado Acetaldehido

Fig. 2.5.- Transformacion del dcido pinivico a etanol durante la fermentacion etandlica

El acido pirivico se activa uniéndose a la tiaminapirofosfato (TPP), se
transforma en acetaldehido por accién de la enzima piruvato descarboxilasa con

liberacion de CO,. Posteriormente, por accion de la alcohol deshidrogenasa se forma
etanol como producto final energético.

Ademas de esta transformacion, las levaduras pueden degradar el dcido pirivico
para obtener energia metabolicamente utilizable, CO, y H,O a través del ciclo del dcido

acetico activado (acetil-CoA) y del ciclo de los 4dcidos tricarboxilicos (ATC), Jagnow
y col. (1991).

. it .‘i.l
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2.4 FERMENTACION DE PENTOSAS CON LEVADURAS

Las levaduras empleadas tradicionalmente en los procesos fermentativos,
principalmente de los géneros Saccharomyces y Schizosaccharomyces, son capaces de
fermentar una amplia gama de azicares, aunque no xilosa, por lo que el
aprovechamiento integral de los residuos lignoceluldsicos, en los que la xilosa es la
pentosa mayoritaria de la fraccién hemicelulésica, debe contemplar la transformacion
de ésta en etanol. La fraccién hemiceluldsica puede suponer de un 15 a un 35% del

total, Clausen y Garddy (1983).

2.4.1 Nutrientes, sustratos y levaduras especificas

Los requerimientos de nutrientes, utilizados en la sintesis de etanol, se
corresponden con los componentes mayoritarios de la composicion de las levaduras.
Estos incluyen carbono, oxigeno, nitrégeno e hidrégeno. En menor proporcién se
requieren cantidades de fésforo, azufre, potasio y magnesio, elementos que deben ser
suministrados para la sintesis de componentes minoritarios. Sales minerales conteniendo
Mn, Co, Cu, Zn ... y factores de crecimiento (aminodcidos, dcidos nucleicos y

vitaminas) son también requeridos en cantidades trazas.

Con vistas a la produccién de etanol a gran escala, algunas materias de origen
agroalimentario pueden suministrar todos los nutrientes para el crecimiento de las
levaduras, ademds de los carbohidratos para realizar la bioconversién. Es el caso de las
melazas de la cafia de azuicar (a veces diferenciadas entre melazas tipo A y C). En otros
casos se requeriria un suplemento adicional de nutrientes. En general, estos nutrientes
adicionales se pueden suministrar individualmente, como sales de amonio y/o fosfato

potdsico o bien por adicién de otras materias de bajo coste.

Ademds de las melazas se suelen incluir como sustratos especificos los

siguientes:
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- Cereales. En base seca los granos de maiz, trigo y sorgo contienen
aproximadamente el 60-75% (en peso) de almidén hidrolizable a hexosas,
lograndose con estas materias primas un alto rendimiento en etanol.
Igualmente, la hidrélisis de estos sustratos no presenta problemas importantes.

- Tubérculos. Entre ellos cabe destacar la mandioca, extensamente cultivada en
paises tropicales. Su composicion media es: humedad 61%, almidén 30%,
azucares totales libres 3%, fibra 3%, cenizas 1% y otros 2%. Otro tubérculo
de interés es la pataca, Carrasco y col. (1985).

Después de estos tres tipos de sustratos especificos se incluirian los residuos
celulosicos. La celulosa es la fuente potencial mds abundante para su conversion a
etanol. Su dificultad inicial estriba en la hidrélisis que es necesario realizar y que
siempre va acompanada de hemicelulosas y ligninas. En general se ha indicado,
Beck (1986), que el contenido total de carbohidratos en cualquier hidrolizado de residuo
celuldsico (biomasa) se podria distribuir como sigue: 60 % de glucosa, 25 % de xilosa
y 15 % de mezcla de galactosa, manosa y arabinosa.

La caracterizacion a principios de los ochenta de levaduras capaces de producir,
directamente y en concentraciones significativas, etanol a partir de xilosa, Du Preez y
van der Walt (1983), Bruinenberg y col. (1983), ha suscitado un interés creciente por
los residuos lignocelulésicos en la produccién industrial de etanol. Asi, la conversidn

de la fracciéon hemiceluldsica junto con la de la celuldsica, elevara los rendiminetos
globales de la transformacion.

.lﬂ:‘
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2.4.2 Fermentacion con Pachysolen tannophilus

2.4.2.1 Caracteristicas generales

Pachysolen tannophilus es conocida y estudiada para determinadas aplicaciones
desde hace aproximadamente unos 30 afios. Taxonémicamente se incluye en la
subdivisién ascomycotina, clase ascomycetes, aunque su relacion con otras levaduras
de esta clase es incierta, Slininger y col. (1987). Sin embargo, parece tener algunos
rasgos comunes en cuanto a su evolucién con otras levaduras de esta clase y de los
géneros Pichia y Hansenula. Actualmente son conocidas de forma natural CINco
especies de Pachysolen tannophilus (Y-2460, Y-2461, Y-2462, Y-2463, Y-6704,
denominacién empleada por ARS Culture Collection, Northern Regional Research

Center, NRRL, Peoria, Illinois, USA).

Como caracteristica fisioldgica mds importante, se ha indicado que, excepto la
especie Y-2460 que es predominantemente diploide, las restantes son haploides.

2.4.2.2 Vias metabolicas

En general, las fermentaciones de hexosas son bien conocidas y el metabolismo
implicado se ha estudiado con profundidad. Sin embargo, las fermentaciones de

pentosas con levaduras son un aspecto que se puede considerar reciente y en fase de

estudio.

Entre las primeras aportaciones sobre este tema cabe destacar las realizadas por
Chiang y Knight (1960), que encontraron que el hongo Penicillium chisogenum disponia
de una secuencia de enzimas, en los primeros pasos del metabolismo de las pentosas,
que diferia de lo que sucedia en las bacterias, donde para el caso de la xilosa
dnicamente tenfa lugar la isomerizacién de este azicar. El hongo producia un
compuesto intermedio, xilitol, y este hecho indujo a los autores a pensar que la xilosa
se metabolizaba via las enzimas xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, Figura 2.6.
Asimismo, Chiang y Knight encontraron que estas enzimas eran comunes a levaduras

y hongos filamentosos.
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X1LOSA NADOPH.H+
NADH.H*Y

HONGOS
Y

BACTERIAS Mabdo b R LEVADURAS

XILULOSA

ATP

xilulosa
Quinasa

ADP

X1LULOSA
5-FOSFATO

Fig. 2.6.- Conversion de xilosa a xilulosa-5-fosfato

En el caso de Pachysolen tannophilus, quiza por ser una levadura caracterizada
por su gran capacidad de fermentar xilosa, estos estudios han tenido mayor interés y
durante los ultimos afnos se estdn realizando aportaciones importantes.

En este sentido, Dellweg y col. (1982) sugieren que la via de la pentosa fosfato,
junto con la glucolisis y la via del fosfogluconato son sistemas utilizados en Pachysolen
tannophilus para la produccién de etanol y xilitol utilizando xilosa como sustrato.

Por otra parte, se ha comprobado que la xilosa es requerida para la propia sintesis
de las enzimas xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, puesto que estas enzimas casi
no estdn presentes en la fermentacién con glucosa, Bruinenberg y col. (1983).

b
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M4s recientemente, Slininger (1987) trabajando con una especie concreta, Y-2460
(NRRL), ha propuesto que una vez formada la xilulosa-5-fosfato su metabolismo

volucra tres sistemas enzimaticos: via de la pentosa fosfato (PP), via de
Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) y el ciclo de los dcidos tricarboxilicos (ATC),
Figura 2.7. Sin embargo, sugiere que otros caminos o vias alternativas mas oscuras y

menos estudiadas podrian tener un papel importante.

B

2.4.2.3 Influencia de las condiciones de operacion en el crecimiento

Pachysolen tannophilus ha sido descrita como capaz de transformar glucosa y

xilosa en etanol, Slininger (1982), asi como otros monosacaridos: D-manosa Yy

D-galactosa e incluso D-celobiosa y L-arabinosa, Neirinck y col. (1982). Igualmente,
Schneider y col. (1981) y Jeffries (1982) comprobaron que esta transformacion puede

realizarse también en determinadas condiciones aerobias.

Entre las variables de operacion que mds pueden influir en un proceso de
fermentacién discontinua con levaduras se encuentran la temperatura, el nivel de

aireacion y el pH del medio de cultivo.

La temperatura afecta a la naturaleza y mecanismos de regulacion del
metabolismo, a la permeabilidad celular, a las necesidades nutritivas y va a incidir de
forma importante en las velocidades de las reacciones celulares. A diferencia de otros
pardmetros, como el pH, la temperatura de las células y del medio de cultivo coinciden.
En el estudio realizado, esta variable se ha mantenido constante a un valor adecuado,

previamente seleccionado.

Ia aireacién en una fermentacion va a aportar el pequefio suministro de oxigeno
necesario para que la levadura realice su actividad metabdlica. Al mismo tiempo, la
aireacion junto con la agitacién mecanica va a mantener una distribucién uniforme de
células en el biorreactor. En ausencia de agitacién mecdnica, la aireacion podria
desempeiiar ambas funciones. Fundamentalmente, el oxigeno es requerido por la
levadura para la biosintesis de grasas poliinsaturadas. El contenido normal de oxigeno
en el medio de cultivo debe ser equivalente a una presién de 0,05-0,10 mm de Hg,
Kosaric y col. (1983). Presiones superiores pueden favorecer la formacién de biomasa
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a costa de disminuir la productividad en etanol, fenémeno conocido como efecto
Pasteur.

En general, para cualquier microorganismo existe un rango amplio de pH en el
que la velocidad de crecimiento varia muy poco. Para las levaduras, este rango suele

estar centrado en torno a pH 4-6, intervalo en el que se encontrard el pH O6ptimo,
Quintero (1981). |

En un trabajo anterior, Castro Vico (1987), con P. tannophilus y D-glucosa como
fuente de carbono, se determinaron las condiciones de temperatura, pH y caudal de aire
mds adecuadas de crecimiento del microorganismo para la produccion de etanol.

En cuanto a la temperatura como variable de operacion, los mayores valores con
respecto a las velocidades especificas mdximas se encuentran entre 30 y 35°C para el
crecimiento, en 25°C para el consumo de sustrato y en 30°C para la produccion de
etanol, mientras que los rendimientos en biomasa y en etanol son practicamente
constantes. L.a aireacion exclusiva por el vortice de agitacion, sin aporte externo de
oxigeno, proporciona el valor mds elevado en cuanto a velocidad maxima de produccion

de etanol. Con respecto al pH inicial, se comprobo que los valores entre 1,5 y 3,5 son
los mds adecuados, atendiendo a la velocidad médxima de produccion de etanol.

Estas condiciones de operacién son practicamente coincidentes con las

recomendadas por Slininger y col. (1982a) para la fermentacion etandlica de xilosa con
P. tannophilus.

Empleando D-xilosa como sustrato a una concentracion inicial de 50 Kg-m>,
Slininger y col. (1982), usando la especie P. tannophilus (NRRL Y-2460), encuentran
que las condiciones Optimas en cuanto al rendimiento y velocidad especifica de
produccién de etanol son: temperatura 32°C y pH 2,5; observaron, ademas, que no era
necesario aporte de oxigeno para la produccion de etanol, pero si cuando se trataba de
formacioén de biomasa, sobre todo en los primeros momentos del crecimiento. El caudal
de aire utilizado en todos sus experimentos fue de 0,075 v/v/min. En las condiciones
ta=32°C y pH=2,5, el rendimiento en etanol fue 0,28 (Kg etanol)-(Kg xilosa)”, la
velocidad especifica de crecimiento de 0,24 h™! y las velocidades especificas de consumo
de D-xilosa y formacién de etanol de 0,49 y 0,12 Kg:-Kg!-h!, respectivamente. Es

—-— -



ﬂ

VIA DE LA 6 XSP A mmmm e m——————a———— Netaboliseo
d
PENTOSA | x"r P
FOSFATO O RUHP 4o oo = - X Ihllli"wtj rmnl‘“'”' :J
\ 5 QL - % ‘
/1{\ é \t'} NADE '\ ;
2 xsvﬂ____,__..-z RSP 2 XSP 5 6[{3 :)_ ______ - fiz%E;:iJ
Sintesis d il 2 GIpL > S & L §
nmleeésﬁlglose i 8 § Y IGL /"
o 2 EA4P 2 F6P KS NADPH , H
l S NADP ;
S 6P — ’ - 5 G6P ~——F6P —
3 $=3 GIP 2 F6P 4 F‘T[ G6! T/P-i SISTENA DE LA 10 X58
|
: ¢+ G3P + DHAP — FDP FOSFOCL TOLASA 10 P,
i -
! i ; .
i i - L AR s i AP = Acetilfosfato
| | . :
: et — : i DHAP = Dihidroxi-acetona fosfato
! ENBDEN e § |2 F4P = Eritrosa 4-fosfato
' MEYERKOFF 4 ADP .\: :
: PARNAS & FOP : i FDP = Fructosa difosfato
S b pirs i ] e “'Al ‘
LBARSE s libisonsitien L sabdiins s s oihiiv RS S AR ST S pe ki tag A : F6P = Fructosa 6-fosfato
10 NAD' i . 3 :
pi‘ng e FIE(LIOSTE%AEEEJ%E%(TJCS} G3P = Gliceraldehido 3-fosfato
g r AR AT e e L G6P = Glucosa 6-fosfato
" Hgm ATP w m/{ 0 b, 10 cop PEP = Fosfoenolpiruvato
l : ) 2PG = 2-fosfoglicerato
8 10 A .
b 21“ : LA ' 6PG = 6-fosfoglucononato
10 PEP : 5 5 PGL = 6-fosfogluconolactona
10 ADP : : o > AP :
C 0w’ 10w’ e 3PGP = Fosfoglicerol fosfato
10 ATP ‘ =10 ATP .
. IOPIRUV-_ATOi-.iil-il--unt-n---ool 'R EERE E R E RN N E ; RSP - R]bosa S-fosfato
L e : RuSP = Ribulosa 5-fosfato
10 CO, :
IOACETALDEHIDU'lttiiliilIillillMﬂliIiliiliil&llﬂ)“10ACEr:ATO-( ......... S7P o Sedoheptu]osa 7_f05fat0
10 NADH, I 10 NADP~ 10 NADPH,H §<10 NADPH, 1 X5p = Xilulosa 5-fosfato
10 NAD' 10 NAD' 10 NADH,H' r 10 NADP'
10 ETANOL 1OETANOL = \F -/ -~ 10 ACETALDEKIDO

Fig. 2.7.- Vias alternativas para el metabolismo de xilosa 5-fosfatp para Pachysolen tannophilus






“.

b

Introduccion 37

necesario sefialar que utilizan un medio de cultivo bastante enriquecido en
micronutrientes. Asimismo, se observa que para la eleccién del pH su estudio podria
ser realizado con mayor profundidad, sobre todo en la zona de mayor interés, entre

25N 3.

Tal como se indicé anteriormente, las condiciones de aireacién son de gran

importancia cuando se fermentan azicares con P. tannophilus. La influencia de este
pardmetro sobre el crecimiento y la produccién de etanol es objeto de estudio por

algunos grupos de investigacién, Schneider y col. (1981), Delgenes y col (1985),
Slininger y col. (1987). Se observa que un caudal elevado de aire (condiciones
plenamente aerdbicas) desplaza el crecimiento hacia la formacién de biomasa, en
detrimento de la formacién de etanol. Sin embargo, es necesario un nivel minimo de

aireacion para una conversion eficiente de D-xilosa en etanol.

2.4.2.4 Influencia de la composicion del medio sobre el crecimiento.

Distintos medios de cultivo han sido usados para el estudio de la fermentacion con
Pachysolen tannophilus. Los sustratos mds utilizados como fuente de carbono han sido
xilosa y glucosa, en un rango de concentraciones de 0 a 255 Kg-m™. Las fuentes de
nitrégeno empleadas son muy distintas, siendo las mds frecuentes urea, Slininger y col.
(1982) y (NH,),SO,, Jeffries (1982). Las fuentes de carbono e hidrégeno van a influir
de forma importante en la actividad de las enzimas de la via de la pentosa fosfato y
consecuentemente en los rendimientos en biomasa y en etanol obtenidos.

Una caracteristica comun en todos los casos ha sido el utilizar medios ricos en
extracto de levadura. Este componente va a suministrar las vitaminas necesarias
(fundamentalmente tiamina y biotina) para el crecimiento de esta levadura,
Neirinck y col. (1982).

En un trabajo anterior, Castro Vico (1987), utilizando glucosa como sustrato a

3

concentraciones iniciales en el rango de 1 a 200 Kg-m™ se dedujo que la velocidad

especifica de crecimiento, p_, era practicamente constante entre 1 y 100 Kg-m™, para
disminuir a 200 Kg-m™; la velocidad especifica de consumo de sustrato, q, decrecia
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entre 1 y 200 Kg-m™, mientras que la velocidad especifica de produccién de etanol, qg,
aumentaba entre 5 y 25 Kg-m™ y ya de forma poco significativa entre 100 y 200 Kg-m™.
El rendimiento en biomasa disminuia continuamente con la concentracién inicial de
glucosa, g, y el rendimiento en etanol, Yg/, se mantenia practicamente constante hasta
consumos del orden de 35 Kg-m™; a valores superiores, para g,=100 y 200 Kg-m™,

Yg,, disminuia, lo que indicaba una posible inhibicion por glucosa a estas
concentraciones mas elevadas.

Resultados similares se han obtenido cuando la xilosa se ha utilizado a
concentraciones comprendidas entre 55 y 255 Kg-m™. En este rango de concentraciones

Kms dss g ¥ Y/ disminuyen al aumentar la concentracion inicial de xilosa, Slininger
y col. (1982).

Cuando el sustrato era glucosa (g,=25 Kg-m™) y la concentracion de extracto de
levadura, 1, se modificé entre 0 y 6 Kg-m™, se observé que p_ permanecia
practicamente constante, mientras que q,, qg Y Y,/ aumentaban con la concentracién
inicial de extracto de levadura hasta 1, =4 Kg-m™. El rendimiento en etanol no se afect6
por la reduccion de 1, salvo cuando €sta es nula, en cuyo caso descendid fuertemente
hasta un valor de 0,1 (Kg etanol)-(Kg glucosa)!, Bravo y col. (1989).

Los bioproductos excretados por Pachysolen tannophilus y los nutrientes
consumidos por €ste van modificando la composicion del medio de cultivo con respecto
al comienzo del experimento cuando se trata de un cultivo discontinuo. Al igual que en
otras levaduras, el producto mayoritario, etanol, va a ejercer un efecto toxico
importante cuando en el medio se alcancen determinadas concentraciones. El mdximo
pico de etanol observado en Pachysolen tannophilus, 38 Kg-m™, fue obtenido a 25°C,
pH=4,5 y una concentarcién inicial de xilosa de 250 Kg-m™, Slininger y col. (1982).
Estos autores observaron que la velocidad especifica de crecimiento disminuia de 0,31
a 0,08 h™! cuando la concentracién en etanol aumentaba de 0 a 34 Kg-m™, indicando
que a partir de 20 Kg-m™ de etanol comienzan a afectarse las velocidades especificas
de produccion de etanol y de consumo de xilosa, Slininger y col. (1987).

Una de las mayores contrapartidas frente a las ventajas indicadas en la
fermentacion etandlica con Pachysolen tannophilus es el hecho de que, paralelamente
a la produccién de etanol, se forma xilitol en concentraciones que pueden variar

% i

.
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dependiendo de las condiciones de operacién y de la composicién del medio de cultivo,
pudiéndose alcanzar rendimientos de hasta 0,3 (Kg xilitol)-(Kg xilosa)’ en las

condiciones mds desfavorables, Alexander (1986).

Finalmente, en relacién con la composiciéon del medio de cultivo hay que indicar
que en la fermentacién con medios no definidos, sino en medios reales en los que
participan componentes procedentes de la hidrélisis de residuos lignoceluldsicos,
aparecen determinados compuestos que parecen inhibir el crecimiento de Pachysolen
tannophilus y por tanto el desarrollo de la fermentaciéon. McCaskey y col. (1986),
empleando H,SO, al 0,5% y una presién de 4,3 MPa durante 3 minutos, obtuvieron
una disolucién que contenfa: 35 Kg-m™ de D-xilosa, 4 Kg-m™ de D-glucosa y otros
aziicares en menor proporcién; pero ademds existian 2 Kg-m™ de furfural, 12 Kg-m™
de 4cido acético y 6 Kg-m™ de compuestos fenélicos. Estos dos tltimos componentes,
en la proporcién indicada, provocaban una inhibicién total de Pachysolen tannophilus,

mientras que el furfural no provocaba inhibicion alguna.

Estos hechos han dado lugar a numerosos trabajos que tratan de separar del
hidrolizado estos inhibidores, como paso previo a la fermentaciéon con Pachysolen
tannophilus. En este sentido, seria conveniente la puesta a punto de procesos de
hidrélisis que no provocasen la aparicion de estos inhibidores o que su proporcion fuese
minima. En esta linea, el uso de dcido trifluoroacético a una concentracion entre 0,1
y 1 N, en el proceso de hidrdlisis, rinde una disolucién con alto contenido en xilosa y
minima degradacién de la lignina, lo cual evita la aparicion de inhibidores. Este proceso
es seguido por un tratamiento con celulasas que completa la conversion de celulosa en
glucosa, Fanta y col. (1984). Posteriormente, el hidrolizado obtenido fue fermentado
con Pachysolen tannophilus NRRL Y-2460 y los resultados fueron similares a los
obtenidos por Detroy y col. (1981) en la fermentacién de xilosa pura, alcanzandose un
rendimiento de 0,24 (Kg etanol)-(Kg pentosa)’ consumido al cuarto dia del comienzo

del experimento.
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2.4.3 Fermentacion con Candida shehatae

Entre las distintas especies de Candida, la méas frecuentemente empleada es la
cepa C.s.-22984, procedente de la coleccion americana ATCC. Ademads, las distintas
especies que suelen encontrarse en la biliografia se muestran en la Tabla 2.9.

Especie (cepa) Coleccion/ Referencias

Procedencia

C.s.- 22984 Wayman y Parekh (1985);

Alexander y col (1987); Prior y col.
(1988); Girio y col. (1989)

C.s.- 5813 Slininger y col. (1985); Bruinenberg
y col. (1984)

C.s.- 2779 CBS/C—SIR ;492 Ligthe-lm y col. (1988)

C 7106 S—

C.s.- Y981 (117A/1) | CSIR Du Preez y col. (1989)

C.s..- Y978 (5.7D) CSIR J Du Preez y col. (1989). 4 £

Los resultados obtenidos por Alexander y col. (1988) en Candida shehatae,
empleando como fuente de carbono xilosa en unos experimentos y glucosa en otros,
indican que las enzimas xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa son inducidas por la
x1losa y estan practicamente ausentes en c€lulas que crecen sobre glucosa. En cambio,

los niveles de alcohol deshidrogenasa son mas altos en células creciendo sobre glucosa
que en c€lulas cuya fuente de carbono es xilosa.

Candida shehatae parece mostrar diferente capacidad fermentativa cuando crece
bajo distintas condiciones de aireacion. La mayor o menor presencia de estas enzimas
también estd directamente relacionada con el caracter fermentativo del metabolismo,
existiendo un bajo nivel de enzimas en condiciones completamente aerobias, un alto

valor en condiciones anaerobias y niveles intermedios bajo condiciones semi-anaerobias.

HF
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Una vez formada la xilulosa-5-fosfato, en Candida shehatae, al igual que en
Pachysolen tannophilus, el metabolismo podria involucrar los tres sistemas enzimaticos
comentados: via de la pentosa fosfato, via de Embden-Meyerhof-Parnas y el ciclo de

los 4cidos tricarboxilicos (ATC).

Para Candida shehatae la temperatura O6ptima encontrada por Skoog y
Hahn-Hagerdal (1988) estd entre 30-32°C.

El efecto de la disponibilidad de oxigeno sobre el metabolismo de D-xilosa y
D-glucosa en Candida shehatae, ha sido estudiado siendo su suministro innecesario, en
principio; sin embargo se estimula la produccién de etanol cuando se suministra oxigeno
y se emplean estos aziicares, Ligthelm y col. (1988). En este mismo sentido, Delgenes
y col. (1986) muestran que en condiciones limitadas de suministro de oxigeno existe
algiin crecimiento pero no se observa produccién de etanol, indicando que el minimo
nivel de aireacién para una conversién eficiente de D-xilosa en etanol debe ser superior

a 0,02 v/v/min.

Por otra parte, a niveles de aireacién altos Sreenath y Jeffries (1987) trabajando
con Candida shehatae, en un fermentador continuo y a velocidades de dilucion
elevadas, obtienen valores bajos para la productividad y el rendimiento en etanol.

Estos trabajos muestran la necesidad de llegar a un valor ptimo en el caudal de
aire que es necesario suministrar para alcanzar la méxima productividad y rendimiento
en etanol: ademds es necesario considerar que el oxigeno disuelto procede no sélo del

caudal de aire suministrado como tal, sino también del que entra por el propio vortice

creado por la agitacion mecanica.

El pH mds adecuado para el crecimiento de Candida shehatae sobre xilosa esta
entre 3,5-4,5, du Preez y col. (1984).
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2.4.4 Fermentacién con Pichia stipitis

Esta levadura parece proceder de una de las supuestas etapas teliomorficas (finales
en la reproduccion) de Candida shehatae, con prometedoras ventajas para la produccion

de bioetanol a partir de xilosa, Bruinenberg y col. (1984), Toivola y col. (1984),
Dellweg y col. (1989).

En la bibliografia reciente es usual encontrarse con distintas mutantes, variedades

o procedencias de Pichia stipitis. Entre las mds frecuentes cabe destacar las que se
muestran en la Tabla 2.10.

Especie (cepa) Coleccion/ Referencias

Procedencia

P.s.- Y7124 NRRL Slininger y col. (1985); Linko y col.
(1986); Delgenes y col. (1989)

P.s.- 5773 CBS Dellweg y col. (1989); Grootjen y col.
(1990)

P.s.- Y633 CBS/CSIR (CBS 7126) Ligthelm y col. (1988); Du Preez y col.
(1989)

P.s.- 4374 IGC Kilian y col. (1988)

P.s.- 5776 CBS Wayman y col. (1987)

En esta levadura, al igual que en Pachysolen tannophilus, para la degradacion de
D-xi1losa no se requiere necesariamente oxigeno; sin embargo, unas condiciones
semiaerobicas (utilizando una aireacién limitada y controlada) podria dar lugar a unos

valores altos de velocidad especifica de producciéon y del rendimiento en etanol,
Bruinenberg y col. (1983), Chung y Lee (1986).

En los ultimos anos distintos grupos de investigacion han tratado de conocer o
aclarar ciertos aspectos de la via metabdlica por la cual D-xilosa se transforma en
etanol. Entre estos grupos cabe destacar el de Dellweg y col. (1989), que aislan y
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purifican dos de las enzimas claves involucradas en esta transformacion, xilosa
reductasa y xilitol deshidrogenasa. Estos autores determinan los parametros cinéticos
de dichas enzimas bajo condiciones de equilibrio, Rizzi y col. (1989Db).

El proceso de transformacion parece ser muy similar al descrito con Pachysolen
tannophilus. Es decir, que la degradacion de D-xilosa hasta xilulosa-5-fosfato implicaria
a estas dos enzimas claves, de acuerdo con lo indicado en la Figura 2.6, que también
se podria poner de la forma:

+ +
NADH NAD NAD NADH
~
D-xilosa > xilitol \-—/> xilulosa > xilulosa-5-fosfato
v
NADPH NADP
xilosa reductasa xilitol deshidrogenasa xilulosa quinasa

Fig. 2.8.- Via metabdlica de la degradacion de D-xilosa hasta xilulosa-5-fosfato en Pichia stipitis.

Ademads, Dellweg y col. confirman que la deshidrogenacion de xilitol a xilulosa
es la etapa controlante en cuanto a la velocidad del proceso, observando que en
condiciones completamente aerobias, D-xilosa es metabolizada casi exclusivamente por
reduccion empleando NADPH como donante electronico, mientras que en ausencia de
oxigeno, el 85% de D-xilosa es reducido con NADH como coenzima.

Al igual que en Pachysolen tannophilus, la formacion de las enzimas xilosa
reductasa y xilitol deshidrogenasa es inducida por el propio consumo de D-xilosa.
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2.4.5 Fermentacion con Hansenula polymorpha

En Hansenula polymorpha la informacién relacionada con el metabolismo de las
pentosas es muy escasa. En principio, cabe pensar en la via propuesta por Chiang y

Knight para el caso general de las levaduras, y en el tramo correspondiente hasta la
formacién de la xilulosa-5-fosfato.

En cuanto a la influencia del nivel de aireacidn, los autores que han trabajado con
esta levadura no han suministrado como tal un caudal de aire conocido, pero si han
utilizado vasos de pequeifios volimenes agitados magnéticamente, lo cual evidentemente
ha creado un vortice por el que se ha incorporado un caudal no controlado de aire.
Concretamente Denena y Demain (1981) trabajan con volimenes de 50 cm’® en
erlenmeyer de 250 cm’ y con velocidades de agitacion de 220 rpm.

Sobre el crecimiento de Hansenula polymorpha, en general existe poca
informacién. Algunos autores que han utilizado esta especie sobre glucosa han

seleccionado como valor mds adecuado un pH de 5,5, Levine y Cooney (1973), Denena
y Demain (1981).

- B
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2.5 OBJETO DE LA INVESTIGACION

Este trabajo constituye una contribucién al estudio de la fermentacion de

disoluciones de azicares utilizando levaduras que han sido descritas como capaces de

fermentar tanto glucosa como xilosa.

En un primer trabajo, Castro Vico (1987) se traté la fermentacion de disoluciones

de glucosa con Pachysolen tannophilus, y como continuacion de aquella investigacion,
se ha realizado el estudio de disoluciones de xilosa, aziicar mayoritario una vez que se
ha realizado la hidrélisis de un residuo lignocelulésico, y de disoluciones de
xilosa+ glucosa, por Hansenula polymorpha, Pachysolen tannophilus, Candida shehatae

y Pichia stipitis.

Al igual que en la fermentacién de glucosa, se decidié utilizar el cultivo
discontinuo y seguir el proceso mediante la determinacién experimental de las siguientes

variables:

- Concentracion de biomasa.
- Concentracion de etanol producido.
- Concentracidon de xilosa residual en el medio de cultivo.

- Concentracién de glucosa residual en el medio de cultivo.
- Concentracion de xilitol producido.
- pH en el transcurso del experimento.

El plan de trabajo se ha llevado a cabo con la realizacion de dos series de

experimentos con cada una de las cuatro levaduras en las que se han abordado:

- La influencia del pH inicial en el intervalo de 1,5 a 6,5.
- El efecto de la aireacion en el intervalo 0,0 a 0,3 v/v/min.

Y de una tercera serie experimental, desarrollada con Candida, Pachysolen y
Pichia, en la que sa ha estudiado la influencia de la composicién del medio de cultivo
en cuanto a la proporcién inicial de xilosa y glucosa, empledandose una concentracion
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total de sustrato de 25 Kg-m™, excepto en los experimentos realizados en ausencia de
azucares.

Previamente, y también en otro trabajo anterior, Bravo y col. (1987), se habia

determinado 30°C como la temperatura mds adecuada para la fermentacién de
disoluciones de xilosa con Pachysolen tannophilus.

En las tres series de experimentos se ha utilizado el medio de cultivo descrito por

Lindegren y col. (1958), una temperatura de 30°C y una agitacion en el fermentador
de 500 rpm.

A partir de los resultados experimentales se calculan los parametros: velocidades
especificas de crecimiento, de consumo de sustrato y de produccidn de etanol,
productividades en biomasa y los rendimientos en biomasa, etanol y xilitol.

Los resultados obtenidos permiten establecer las condiciones mas favorables de
operacion (pH inicial y nivel de aireacion) y de composicion del medio de cultivo
(proporcion inicial de sustratos) para la fermentacion de disoluciones de xilosa y de
xilosa+glucosa, para cada una de las levaduras ensayadas, fundamentalmente en base

a los valores mads elevados de la velocidad especifica de formacion de producto y del
rendimiento en etanol.

ar
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3.1 REACTIVOS QUIMICOS

Los reactivos utilizados y sus caracteristicas se indican a continuacion:
1. Acido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoico, P.A., (C;H,N,0O,), Merck.
2. Acido sulfiirico, P.A., (H,SO,), 96%, Carlo Erba.

3. Agar-Agar, purisimo, Panreac.

4. Alcohol n-amilico, purisimo, (CsH,;OH), Panreac.

5. Amonio sulfato, P.A., (NH,),SO,), Probus.

6. Azul de metileno, D.C., (C,cH,;3CIN,S - xH,0), Panreac.

7. Cobre sulfato pentahidratado, purisimo, (CuSO,-5H,0), Carlo Erba.
8. Extracto de levadura, BBL.

9. Extracto de malta, Merck.

10. Fenol, P.A., (CcHs;OH), Carlo Erba.

11. D-Glucosa, anhidra, P.A., (CcH,0¢), Panreac.

12. Iodo, P.A., (I,), Panreac.

13. Magnesio sulfato heptahidratado, P.A., (MgSO,-7H,0), 99,5%, Carlo
Erba.

14. Peptona universal M66, Merck.
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23,
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Reactivo enzimdtico de determinacién de etanol, N°¢ Cat. 176290,
Boehringer Mannheim.

Reactivo enzimdtico de determinacion de glucosa, N° Cat. 716251,
Boehringer Mannheim.

Reactivo enzimdtico de determinacion de xilitol/ sorbitol, N° Cat. 670057,
Boehringer Mannheim.

Silicona liquida antiespumante, Panreac.
Sodio hidréxido, P.A., (NaOH), 99%, Merck.
Sodio sulfito heptahidratado, P.A., (Na,SO57H,0), Carlo Erba.

Sodio y potasio tartrato tetrahidratado, P.A., 99%,
(COOK(CHOH),COONa-4H,0 ), Carlo Erba.

D-Xilosa anhidra, purisima, (CsH,,0s), Panreac.

Xilitol anhidro, (CsH{,05), Sigma.
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3 2 DESCRIPCION DE LA INSTALACION EXPERIMENTAL

Todos los experimentos de crecimiento de microorganismos se han realizado en
una instalacién disefiada para tal fin, situada en las dependencias del Departamento de
Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias Experimentales de Jaén.

La Figura 3.1 muestra un esquema de dicha instalacién, cuyos elementos se

describen a continuacion:

1. Bomba-compresor, Rena modelo 301, con regulador de caudal. Por medio
de ella se introduce aire en los cultivos suministrando el oxigeno necesario.

2. Filtro con algodén hidré6fobo. Su misién es retener las impurezas que

puedan acompaiar al aire.

3 Columna estabilizadora que contiene agua, lo que posibilita conocer la
presiéon de salida y la pérdida de carga originada por la instalacion.
Mantiene constante la presién en el distribuidor de gas, permitiendo regular

independientemente los caudales de aire en cada vaso de cultivo.

4. Frasco lavador en el que el aire se humidifica a la misma temperatura del
experimento, evitando las pérdidas posteriores de agua del medio de cultivo

por el burbujeo en los vasos de crecimiento.

5. Distribuidor de aire con una entrada y tres salidas que permiten dividir el
caudal de aire en tres flujos en direccién a cada uno de los vasos de

cultivo.

6. Vilvulas de regulacién y control, situadas en cada una de las salidas del

distribuidor y que permiten ajustar el caudal de aire.

7. Diafragmas intercalados en las conducciones de aire, determinan una
diferencia de presion medible.




FIGURA 3.1
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10.

11.

12.

13

14.
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Manémetros diferenciales conectados a los correspondientes diafragmas que

permiten medir el caudal de aire que entra en cada vaso de crecimiento.

Filtros de esterilizacién del aire, Millex-FGs, de Millipore de 0,2 um de
tamaiio de poro y situados antes de la entrada a los vasos de cultivo.

Burbujeadores mediante los cuales se introduce el aire en cada uno de los

vasos de cultivo.

Vasos de cultivo de geometria cilindrica. Provistos de una camisa de

termostataciéon por la que circula agua, asegurando el mantenimiento de
una temperatura constante en la suspensién del cultivo durante el desarrollo

del experimento. Sus caracteristicas son:

Volumen util: 2,0.1L..
Didmetro interno: 10,5 cm.
Diametro externo: 13,5 cm.
Altura interior: 25,0 cm.
Altura exterior: 26,5 cm.

Los vasos de cultivo tienen una tapa metdlica con dos orificios que
permiten la carga del medio de cultivo y la toma de muestras, asi como la

introduccion del burbujeador.

Tubos de goma de silicona, a través de los cuales se extraen las muestras

del interior de los vasos.

Baiio de agua, Digiterm S-542, con termostato y bomba de recirculacion
que alimenta el agua de termostatacion a las camisas de los tres vasos de

cultivo conectadas en serie.

Bomba peristdltica, Millipore modelo XX80202 30, mediante la que se

introduce el medio de cultivo en los diferentes vasos.
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15.

16.

17.

18.
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Portafiltros. Permiten la esterilizacion del medio de cultivo cuando pasa a

su través, impulsado por la bomba peristdltica. Estdn equipados con un

prefiltro de lana de vidrio y un filtro de nitrato de celulosa de porosidad
0,2 pm.

Electrodo combinado, sensible a los hidrogeniones, formado por uno
indicador de vidrio y otro de referencia, montados en un solo cuerpo. El

elemento de referencia estd constituido por una varilla de plata recubierta
de AgCl.

Medidor de pH, Crison modelo 2001.

Agitadores magnéticos, Heidolph MR2000, conjuntamente con la accion
del burbujeo de aire en el medio de cultivo mantienen una agitacion
adecuada para obtener unas condiciones de homogeneidad en la suspension.
La velocidad de agitacion se ha mantenido durante el transcurso de todos
los experimentos en un valor préximo a 500 rpm.

ar
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3.3 PROCEDIMIENTO DE TRABAJO

3.3.1 Levaduras utilizadas

Los experimentos han sido realizados con las levaduras Pachysolen tannophilus,
cedida por el Prof. J.E. Carrasco, de la Division de Biomasa del CIEMAT, Hansenula
polymorpha (34438), Pichia stipitis (58376) y Candida shehatae (34887), suministradas
por la American Type Culture Collection (ATCC).

3.3.2 Conservacién y mantenimiento de los microorganismos

Las levaduras se mantienen en tubos de ensayo de 100 cm’ de capacidad, sobre
un medio de cultivo solido cuya composicion en Kg-m™ se detalla a continuacidn:

Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Peptona S
Xilosa 10
Agar-Agar 20

Para la preparacién del citado medio se disuelven los componentes €n agua
bidestilada, a excepcién del agar; se ajusta el pH de la disolucién a 7 para que el poder
gelificante del agar sea adecuado, y posteriormente se calienta hasta ebullicion para

disolver, agitando, el agar.

Seguidamente se transfieren unos 25 cm® de la suspension resultante a cada tubo
de ensayo; se tapan con algoddén graso y se esterilizan en autoclave, TD modelo 25,
durante 30 minutos a una sobrepresién comprendida entre 58,8 y 78,5 KPa. Finalmente,
se disponen de forma inclinada para lograr, tras la solidificacién del medio, una mayor

superficie de inoculacion.
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Sobre este medio se realiza la inocul<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>