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RESUMEN: Se evalud la produccion de etanol, el crecimiento celular y el consumo de sustrato de tres cepas de
Saccharomyces cerevisiae: CBS8066 (control) y dos recombinantes desarrolladas en la Unidad de Biotecnologia
Vegetal de CIB, GG570-CIBI y GG570-CIBII. Dichas cepas estuvieron bajo el efecto de dos concentraciones de
sacarosa (170 y 250g/L) y dos sustratos (industrial con melaza cafia azlicar y sintético con sacarosa).

Durante la fermentacion en sustrato industrial se obtuvo mayor produccion de etanol a concentracion de 250g
sacarosa/L. Bajo estas condiciones, la cepa GG570-CIBII produjo en promedio 2,34g etanol/L mas con respecto a la
cepa control y en adicion, a las 10h, produjo 8,02g/L por encima de la cepa control. Por otro lado, la cepa GG570-
CIBI produjo 3,46g etanol/L menos que la cepa control.

De esta forma, se encontré que la cepa GG570-CIBII es tolerante a alta concentracion de sacarosa, y ademas, es
capaz de producir una concentracion mayor de etanol con respecto a la cepa control en melaza cafia azicar con
250g/L sacarosa.

PALABRAS CLAVE: Saccharomyces cerevisiae recombinante, gen pdc, gen adhll, Zymomonas mobilis, etanol.

ABSTRACT: The Ethanol production, cellular growth and substrate consumption of three Saccharomyces
cerevisiae strains: CBS8066 (control) and two recombinant CIB, GG570-CIBI and GG570-CIBII were evaluated
under the effect of two sucrose concentrations (170 and 250g/L) and two substrates: industrial with sugar cane
molasses and synthetic with sucrose.

During the fermentative process on industrial substrate the major ethanol production was obtained at a sucrose
concentration of 250g/L. Under these conditions, strain GG570-CIBII produced greater ethanol concentrations than
control strain, reaching an average of 2,34 g/L, in addition, at 10h of fermentation, GG570-CIBII strain produced
8,02 g/L ethanol above control strain. On the other hand, strain GG570-CIBI produced 3,46 g/L ethanol less than
control strain.

In this way, strain GG570-CIBII cultivated on sugar cane molasses at a sucrose concentration of 250 g/L was tolerant
to high sucrose concentration, and besides, this strain was capable of producing greater ethanol concentrations than

control strain.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, el bioetanol es producido por
fermentacion  alcohodlica de los azucares
presentes en materiales renovables [1, 2]. Dicha
fermentacion esta influenciada por factores como
la concentracion de azucares del sustrato y el
microorganismo fermentador que se emplee.

De acuerdo con reportes previos [3, 4] cuando S.
cerevisiae se encuentra cultivada a altas
concentraciones de azucar (menores a 30 — 40%)
se incrementa la produccion de etanol.

Adicionalmente, cuando S. cerevisiae se
encuentra bajo condiciones de alta concentracion
de oxigeno disuelto [5] y la concentracion de
azucares supera 0,16g/L [6] o 9g/L [7], la
levadura convierte su metabolismo oxidativo a
oxidoreductivo o fermentativo incrementandose
la produccion de etanol. Dicho fenémeno se
conoce como efecto Crabtree.

Las enzimas piruvato descarboxilasa (pdc) y
alcohol deshidrogenasa (adh) estan presentes en
microorganismos etanologénicos como
Saccharomyces  cerevisiae 'y  Zymomonas
mobilis. Dichas enzimas son claves en la
produccion de etanol [8] y presentan algunas
diferencias de acuerdo con el microorganismo.
Se ha encontrado que las enzimas de Z. mobilis
presentan mayor afinidad por sus respectivos
sustratos [9], por lo cual Z mobilis produce
mayor rendimiento de etanol comparado con S.
cerevisiae con valores de 049 y 0,46g/g
respectivamente, en medio de cultivo con 100g/L
de glucosa, 200rpm, pH 5 y 30°C [10].

Aun cuando el rendimiento de etanol de Z.
mobilis es mayor, la presencia de sales en
medios de uso industrial como la melaza de cafia
de azlicar inhibe la produccién de etanol [8]. Por
tal razon, S. cerevisiae continua siendo el
microorganismo usado industrialmente pero para
mejorar su rendimiento, se ha explorado la
posibilidad de crear cepas modificadas
genéticamente que permitan incrementar el
rendimiento de etanol.

En este trabajo, se evaludé la produccion de
etanol de dos cepas de S. cerevisiae modificadas
genéticamente  por insercion de  genes
optimizados pdc y adhll de Z. mobilis creadas en
la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la CIB,

cultivadas bajo el efecto de dos sustratos y dos
concentraciones de sacarosa.

En un trabajo previo, la cepa GG570-CIBII
mostrd un incremento del 40% (con respecto a la
cepa control) en la produccidon de etanol en un
sustrato sintético con glucosa como fuente de
carbono [11].

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo de estudio

Saccharomyces cerevisiae, cepa CBS8066
(parental) la cual serd& nombrada como cepa
control, cepa GG570-CIBI (con gen pdc de Z.
mobilis) llamada como cepa 4,2 y cepa GG570-
CIBII (con genes pdc y adhll de Z. mobilis)
denominada como cepa 9,1.

2.2 Medios de cultivo

Se utilizd como sustrato sintético el medio de
cultivo YPS modificado con: sacarosa 170 6
250g/L, KH,PO, (99.3%, Sigma®, Japon) 1 g/L,
MgS0,.7H,0  (99%, J.T.Baker, Deventer,
Holanda) 0.5 g/L, Bacto TM peptona (Becton,
Dickinson and company, Le Pont de Claix,
France) 10 g/L y extracto de levadura (Oxoid,
Hampshire, England) 5 g/L.

Como sustrato industrial se us6 melaza de cana
de azicar (35% sacarosa, Ingenio Central
Tumaco, Palmira, Colombia) diluida hasta la
concentracion de sacarosa requerida, filtrada y
suplementada con: 1g/L. (NH4),SO4 (99.1%,
J.T.Baker, Deventer, Holanda) 0.5g/L
MgS0,.7H,0  (99%, J.T.Baker, Deventer,
Holanda) 1g/L KH,PO, (99.3%, Sigma®, Japon)
[12 - 14].

2.3 Condiciones de cultivo y preparaciéon de
preinéculo

Se realizaron fermentaciones sin suplementacién
de oxigeno, por un periodo de 30h, con toma de
muestra cada Sh, en erlenmeyer de 500mL con
300mL de medio de cultivo, en agitador orbital a
30°C, 150rpm y pH inicial 5.

Se prepard un preinoculo tomando una colonia
de la caja petri, se cultivo en S0mL de medio de
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cultivo YPD 10% glucosa anhidra (99.5%,
Sigma®, St. Louis, USA) y se dejo incubando
por 24h a 30°C, 150rpm y pH 5. Posteriormente,
se midi6 DOgg hasta alcanzar 1.6 y se procedio a
inocular los erlenmeyers de fermentacion con
2% v/v [15, 16]. Las variables estudiadas fueron:

e Cepa de S. cerevisiae: CBS8066, GG570-
CIBI y GG570-CIBII.

e Concentracidon inicial de sacarosa: 170 y
250g/L

e Sustrato: industrial (melaza de cafa de
azlcar) y sintético (medio YPS).

24 Evaluacion del crecimiento celular

Se hizo seguimiento al crecimiento celular por el
método de peso seco, el cual se desarrollo en la
forma que a continuacion se explica.

Se tom6 ImL de suspension celular de cada
erlenmeyer, en un tubo eppendorff de 1,5mL,
posteriormente se sometid a centrifugacion a
12000rpm a 4°C durante 6min, luego se descarto
el sobrenadante y se procedié a resuspender el
pellet en agua destilada para repetir el proceso de
centrifugacion a las mismas condiciones. La
resuspension del pellet se repitidé dos veces.
Finalmente, se elimind el sobrenadante y se
sometio el pellet himedo a secado en horno a
80°C por 24h o hasta que el peso fuera constante.

2.5 Evaluacion del consumo de sustrato

El contenido de azucares reductores se
determind por el método del Acido Dinitro
Salicilico (DNS) [17], el cual cuantifica de
forma indirecta el consumo de sustrato.

La cuantificacion de sacarosa se realizo luego de
la hidrélisis con HCl al 10% a 95°C usando DNS
[18].

2.6 Evaluacion de la concentracion de
etanol

El seguimiento a la produccion de etanol se llevd
a cabo mediante  cuantificacion = por
cromatografia de gases [16, 19, 20], en un
equipo marca Agilent modelo 6890 con detector
de masas modelo 5973 y automuestreador.

Las condiciones del equipo fueron establecidas
asi: volumen de inyeccion de 1pL, temperatura
del inyector: 150°C y split 50:1, flujo de
columna: 1,ImL/min, temperatura de columna:
70°C/5min, columna DBwax 30m x 0,25mm x
0,25um, temperatura del detector: 200°C y gas
de arrastre helio.

2.7 Determinacion de
cinéticos

parametros

Tasa especifica de crecimiento () en la fase
exponencial de crecimiento, el cual sera
aproximadamente igual a [y, [21]:

1 es constante cuando se

M X1 encuentra en la fase de
crecimiento exponencial, por
tanto, la ecuacion se puede
integrar.

InX=ImhX,+uxt

X=X,xe

Donde X=concentracion celular en tiempo (t)
Xo=concentracion celular tiempo (t=0)

| = tasa especifica de crecimiento
celular, considerada p,,,x en fase de crecimiento
exponencial.

Los rendimientos observados de sustrato en
biomasa (Y’ys) y de sustrato en producto (Y’p)
se calcularon mediante la grafica crecimiento
celular vs consumo de sustrato y produccion de
etanol vs consumo de sustrato, cuyas pendientes
son Y'ysy Y’y respectivamente [21].

2.8  Analisis estadistico

Se utilizo un disefio tipo factorial completamente
aleatorio 3x2°. Cada tratamiento se realizd por
triplicado. Los resultados de los experimentos
fueron evaluaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) con el paquete estadistico SAS para
windows, version 8 a un nivel de confianza del
95%.

3. RESULTADOS

3.1 Evaluacion del crecimiento celular

Los valores maximos de crecimiento a 170g/L de
sacarosa se encontraron entre 8,5 — 11,5g/L para
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melaza y 10,2 — 11,9g/L para medio YPS. De

igual forma a 250g/L los mayores crecimientos

fueron 9 — 14,8g/L en melaza y entre 15 —
16,5g/L para el medio YPS (Figura 1).
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Figura 1. Evaluacion de la cinética de crecimiento celular. Crecimiento celular a 170g sacarosa/L. en melaza (a),
250g sacarosa/L en melaza (b), 170g sacarosa/L en YPS (c) y 250g sacarosa/L en YPS (d)
Figure 1. Evaluation of the cellular growth kinetic. Cellular growth in molasses 170g sucrose/L (a), molasses 250g
sucrose/L (b), YPS 170g sucrose/L (c) and YPS 250g sucrose/L (d)

3.2 Evaluacion del consumo de sustrato

Los resultados obtenidos no mostraron diferencia
significativa en el consumo de azicar en las tres
cepas de S. cerevisiae evaluadas (Figura 2). Sin
embargo, cuando se compard el consumo a 170 y
250g/L de sacarosa se determind mayor
consumo bajo la influencia de la primera
condicion que en la segunda, ya que a 170g/L la
sacarosa residual estuvo alrededor de 30g/L
mientras a 250g/L. fue superior a 180g/L.

33 Evaluacion de la produccion de etanol

En las Grafica 1 se puede observar que cuando
hay mayor concentracion de sacarosa (Figura 3b
y 3d) hay incremento en la produccion de etanol
para las cepas evaluadas.

Cuando S. cerevisiae estuvo cultivada en melaza,
la mayor produccion fue de 25g etanol/L a
170g/L de sacarosa con la cepa 9.1 (Figura 3a).
En el mismo sustrato a 250g/L de sacarosa
(Figura 3b) dicha cepa produjo 31g/L de etanol.

De igual forma, bajo el efecto del sustrato
sintético y una concentracion de sacarosa de
170g/L (Figura 3c¢) la cepa 9.1 produjo la mayor
concentracion de etanol (39,36g/L). En este
mismo medio a una concentracion de 250g
sacarosa/L (Figura 3d) la cepa mas productora
fue la 4.2 con 39,89g etanol/L.

El analisis de varianza realizado mostré que
todos los factores evaluados y sus respectivas
interacciones tienen efecto estadisticamente
significativo sobre la produccion de etanol.
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Figura 2. Evaluacion de la cinética de consumo de sustrato. Consumo de sustrato a 170g sacarosa/L en melaza
(a), 250g sacarosa/L en melaza (b), 170g sacarosa/L en YPS (c) y 250g sacarosa/L en YPS (d)
Figure 2. Evaluation of the substrate consumption kinetic. Substrate consumption in molasses 170g sucrose/L
(a), molasses 250g sucrose/L (b), YPS 170g sucrose/L (c) and YPS 250g sucrose/L (d)

34 Parametros cinéticos

Segun los resultados mostrados en la Tabla 1, se
encontraron mayores Hm.x cuando las cepas
estuvieron cultivadas en medio YPS, con
excepcion de la cepa 9.1 a 250g sacarosa/L.
Ademas, a menor concentracion inicial de
azucar, |, fue mayor, exceptuando la cepa 9.1
cultivada en melaza.

Se determind mayor rendimiento de azicar en
biomasa en el medio de cultivo melaza y
también, cuando la concentracion de azicar fue
250g/L los Y’y estuvieron por encima de 0,085g
biomasa/g azicar comparado con los
rendimientos inferiores a 0,07g/g obtenidos a
170g/L de sacarosa.

Se encontrd que en cualquiera de los dos medios
de cultivo utilizados, los rendimientos de etanol
fueron superiores a 0,4lg etanol/g sacarosa
cuando la concentracion de azicar fue mayor,
comparado con los Y’ por debajo de 0,25g/g a
170g sacarosa/L. También se puede ver que los
rendimientos de etanol son mayores cuando se
emplea medio YPS independientemente de la
concentracion inicial de sacarosa. Sin embargo,
la cepa recombinante 9.1 presentd mayor
rendimiento en melaza con un valor de
0,5316g/g. Se encontrd que una concentracion de
sacarosa mayor hace mucho mas eficiente la
produccion de etanol a partir de las cepas
recombinantes de S. cerevisiae con eficiencias
superiores a 76% para cualquiera de los sustratos
evaluados, mientras a 170g azucar/L la eficiencia
no supera el 47%.
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Figura 3. Evaluacion de la cinética de produccion de etanol. Producciéon de etanol a 170g sacarosa/L en melaza
(a), 250g sacarosa/L. en melaza (b), 170g sacarosa/L en YPS (c) y 250g sacarosa/L en YPS (d)
Figure 3. Evaluation of the ethanol production kinetic. Ethanol production in molasses 170g sucrose/L (a), molasses
250g sucrose/L (b), YPS 170g sucrose/L (c¢) and YPS 250g sucrose/L (d)

Tabla 1. Parametros cinéticos calculados para S. cerevisiae
Table 1. Calculated kinetic parameters for S. cerevisiae

Sacarosa 170g/L
Parametro Cepa control Cepa 4.2 Cepa 9.1
YPS Melaza YPS Melaza YPS Melaza
x 0,2074 0,1153 0,1729 0,0765 0,1984 0,0574
Y'ys 0,0374 0,0554 0,0496 0,067 0,0307 0,0633
Y'ois 0,2169 0,0897 0,2213 0,088 0,251 0,1488
E etanol (%) 40,32% 16,67% 41,13% 16,36% 46,65% 27,66%
Sacarosa 250g/L
x 0,1146 0,0798 0,0778 0,0684 0,0498 0,0693
Y'ys 0,1136 0,1232 0,0848 0,1188 0,0935 0,1183
Y'ois 0,5115 0,5034 0,5269 0,4105 0,4448 0,5316
E etanol (%) 95.07% 93.57% 97.94% 76.30% 82.68% 98.81%

4. DISCUSION

fermentacion sobre el crecimiento celular, el

consumo de sustrato y la produccion de etanol
de tres cepas de S. cerevisiae, CBS 8066, G570-
CIBI y GG570-CIBII.

En le presente trabajo, se evaluo la influencia de
la concentracion de azucar y el  sustrato de
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4.1 Evaluacion de la produccion de etanol

Si se comparan los sustratos utilizados, melaza
(Grafica la y 1b) y sacarosa comercial (Grafica
Ic y 1d) se puede observa que hubo mayor
concentracion de etanol cuando se utilizo
sustrato sintético. Sin embargo, se podria sugerir
que este comportamiento es debido a la mejor
suplementacion del medio sintético o como
consecuencia de alguna sustancia inhibitoria
presente en la melaza [6] que afecte a S.
cerevisiae.

Adicionalmente, con ambos sustratos la
produccion de etanol incrementa con el aumento
en la concentracion de azicar (Grafica 1b y 1d),
por ecllo se descarta una inhibicion en la
produccion de etanol de las cepas recombinantes
por exceso de sustrato y se sugiere, que bajo
condiciones de alta concentracion de azlcar y en
presencia de oxigeno (efecto Crabtree) [4, 22,
23], estas cepas convierten su metabolismo
respiratorio a metabolismo fermentativo.

En un estudio previo realizado por [4] con la
cepa GR203 de S. cerevisae en medio sintético
se encontro que la produccion de etanol fue de
31,5g/L (a las 28,5h) y 21,25g/L (a las 25h) a
200 y 300g sacarosa/L respectivamente. Esto
muestra una disminucion en la produccion al
incrementar la concentracion de azicar. Las
cepas recombinantes evaluadas en este trabajo
mostraron un efecto contrario al reportado para
la cepa GR203, a las 30h de fermentacion en
medio de cultivo YPS con 170g/L de sacarosa,
en el cual, la cepa 9.1 produjo una concentracion
de etanol de 39,36g/L, la cual es mayor que la
obtenida por la cepa GR203 de 31,5g/L.

De igual forma a 250g/L de sacarosa y 25h de
fermentacion las cepas 4.2 y 9.1 produjeron
etanol en concentraciones de 39,88 y 37,37g/L
valores que son mayores al producido por la
cepa GR203. Estos datos sugieren que las cepas
recombinantes 4.2 y 9.1 son tolerantes a altas
concentraciones de sacarosa y ademas, bajo
condiciones  similares producen  mayores
concentraciones de etanol.

[13] reportaron para la cepa ATCC 29191 de Z
mobilis cultivada en melaza de cafia de azicar
una concentracion de etanol de 2,94 y 12,2g/L a
150 y 250g/L de sacarosa respectivamente, a las
24h de fermentacion, 180rpm y 25°C. Por otro

lado, cuando la cepa recombinante 4,2 estuvo
cultivada en melaza produjo a las 25h 11,86 y
22,18g etanol/L a 170 y 250g sacarosa/L
respectivamente, mientras la cepa 9,1 presento
18,4 y 28,67¢g etanol/L a 170 y 250g sacarosa/LL
respectivamente.

Lo anterior demuestra una mayor produccion de
etanol por parte de S. cerevisiae recombinante
que Z. mobilis al estar cultivadas en melaza, sin
embargo, ambos microorganismos mostraron
incrementar la produccion de etanol al aumentar
la concentracidn de sacarosa.

4.2 Evaluaciéon de parametros cinéticos

Se ha reportado [22] que cuando la cepa NRRL
Y132 de S. cerevisiae fue cultivada en medio
sintético con glucosa, los Y’y alcanzados fueron
aproximadamente 0,095 y 0,06g biomasa/g
glucosa a 170 y 250g glucosa/L respectivamente,
indicando que a mayor concentracion inicial de
glucosa el microorganismo disminuye la
conversion de sustrato en biomasa. Este
comportamiento es contrario al presentado por
las cepas recombinantes 4.2 y 9.1 dado que a
mayor concentracion de azicar hubo mayor
rendimiento, segun lo reportado en la Tabla 1.
Los rendimientos de etanol de las cepas
recombinantes de S. cerevisiae bajo la influencia
de sustrato melaza y 250g/L de sacarosa fueron
0,4105g/g para la cepa 4.2 y 0,5316g/g para la
cepa 9.1. Dichos Y’,s son superiores a los
reportados por [13] para Z. mobilis con un valor
de 0,29g/g al estar cultivada en melaza y 270g/L
de fuente de carbono.

Adicionalmente, se pudo observar que cuando
hubo una concentracion de 170g sacarosa/L las
cepas evaluadas disminuyen la eficiencia en la
conversion de sacarosa a etanol cuando estan
cultivadas en medio melaza. Esto podria
explicarse a través del cambio a metabolismo
fermentativo sufrido por S. cerevisiae al
incrementar la concentracion de azicar como
consecuencia del efecto Crabtree.

De igual forma, bajo una condicion de alta
concentracion de sacarosa (250g/L) la eficiencia
alcanzada por las cepas es mayor en YPS, con
excepcion de la cepa 9.1.
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La cepa recombinante 9.1 presenté la mayor
eficiencia, bajo todas las condiciones evaluadas
(con excepcion del tratamiento YPS, 250g
sacarosa/L), siendo la maxima eficiencia de
98.81% en melaza, 250g/L sacarosa, que es
significativa e indica que la cepa casi logra
alcanzar la conversion tedrica de sacarosa en
etanol.

S. CONCLUSIONES

En sustrato industrial se obtuvo mayor
produccion de etanol a una concentracion de
sacarosa de 250g/L. Bajo estas condiciones, la
cepa recombinante 9.1 produjo en promedio 2,34
g/L mas con respecto a la cepa control y en
adicion, a las 10h de fermentacion, dicha cepa
produjo 8,02 g/L etanol por encima de la cepa
control.

Cuando se utilizé sustrato sintético (medio YPS)
se encontro que a 250g/L de fuente de carbono
hubo mayor produccion de etanol con valores
maximos de 32 a 40g etanol/L.

Se alcanzaron rendimientos de sustrato en etanol
mas altos a 250g azlcar/L, obteniéndose mayor
rendimiento con la cepa recombinante 9.1
cultivada en melaza, seguida de la cepa
recombinante 4.2 en medio YPS. Bajo estas
condiciones, las eficiencias alcanzadas por las
cepas fueron 98.81% y 97.94%,
respectivamente.
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