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1. Resumen y objetivos

Esta Memoria forma parte de la linea de investigacién que el Grupo de Investigacion
‘Bioprocesos’ (TEP-138, Junta de Andalucia) desarrolla sobre ‘Aprovechamiento de
materiales lignocelulésicos’, y ha sido llevado a cabo en los laboratorios del Departamento

de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales, Universidad de Jaén.

La biomasa vegetal es una fuente potencial de gran magnitud, y caracter renovable, para
la obtencién de energia y productos quimicos diversos. En funcion de los recursos
biomasicos existentes en cada region, se debe investigar las diferentes vias para su maximo
aprovechamiento. En Espafia, Andalucia y Jaén, el olivar constituye el cultivo arbéreo con
mayor superficie de ocupacién. Segun los datos del Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacién y Medio Ambiente, en la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos Cultivos
(ESYRCE), en concreto Encuesta de Marco de Areas de Espafia del afio 2017, se puede
llegar a una superficie total cultivada de olivar de 2,65 10° ha, lo que supone un 15% de la
superficie total de cultivo. Considerandose como media que una hectarea de olivar podado
produce 3 t biomasa residual / afio (Sanchez et al., 2002), se puede estimar que la

produccion total anual de este subproducto es superior a 7,9 10° kg.

Los diferentes procesos utilizados para la obtenciéon de la energia contenida en esta
biomasa residual requieren previamente un tratamiento fisico. Basicamente, estos procesos
consisten en una conversién termoquimica 6 bien una conversion bioquimica. En relacion a
ésta Ultima, hay que destacar el proceso de fermentacion mediante la cual la biomasa
residual es transformada en bioproductos de alto valor afiadido. Previo a la fermentacion, el
residuo de poda fragmentado debe ser pretratado para la liberacion de los azlcares:
trituracion e hidrdlisis acida. Los hidrolizados obtenidos contienen mondémeros (D-glucosa,

D-fructosa, D-manosa, D-galactosa, D-xilosa y D/L-arabinosa) y oligosacéridos.

La levadura tradicional Saccharomyces cerevisiae fermenta sélo hexosas, siendo
incapaz de fermentar pentosas. Se ha demostrado que D-xilosa puede ser fermentada a
etanol y xilitol con levaduras no tradicionales tales como Pachysolen tannophilus, Candida
shehatae, Pichia stipitis, Candida tropicalis, Hansenula polymorpha y Debaryomyces
hansenii. Sin embargo, D y L-arabinosa presenta dificultad en ser fermentada por estas
levaduras no tradicionales. Con algunas levaduras, esta pentosa es soélo parcialmente

fermentada.

En general, en los hidrolizados lignocelulésicos, y en relacion a la concentracién de
azucares, D y L-arabinosa es el tercer monémero producido después de D-glucosa y D-

xilosa. Por consiguiente, una fraccion del hidrolizado quedaria sin fermentar, no existiendo
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

un aprovechamiento completo de este material lignocelulésico que en nuestro caso se trata

de un subproducto de la industria oleicola (poda de olivar sin hoja).

El desarrollo de esta Tesis Doctoral tiene como objeto el aprovechamiento completo de
la fraccién hemicelulésica de un material lignocelulésico con un porcentaje elevado en
hemicelulosas, como es el material de poda de olivo sin hoja, en concreto de arboles de la
variedad ‘Picual’. El objetivo principal se centra en la fermentacion de las pentosas,
fundamentalmente D y L-arabinosa, utilizando la levadura no tradicional termotolerante H.
polymorpha, con el fin de transformar estos mondmeros en bioproductos de alto valor
afiadido (xilitol, arabitol y etanol), considerando fundamentalmente los rendimientos globales
y las velocidades especificas de formacion de los bioproductos obtenidos. Cabe sefialar que
la fermentacion de hexosas en medio sintético usando H. polymorpha fue abordado en

trabajos previos del Grupo de Investigacion ‘Bioprocesos’ (Moya, 1997).

Inicialmente, el material de poda de olivo triturado y tamizado (tamafio de particula,
0,300 a 0,425 mm), fue sometido a un pretratamiento mediante una hidrolisis acida a
presion en un reactor discontinuo heterogéneo, tipo tanque agitado. En esta etapa se operé
a una temperatura maxima de 200°C, una agitacién de 250 rpm, una relacion soélido / liquido
de 1/6 y una concentracion de acido sulfdrico de 0,05 M, condiciones determinadas en
estudios previos, Cuevas (2007). Una vez alcanzada la maxima temperatura programada se
realiz6 un enfriamiento y descompresion rapida, tratando de reproducir un proceso ‘Steam-
explosion’. En esta condiciones el factor de severidad (log Ro) fue 3,52 + 0,13, generandose
concentraciones de D-glucosa, D-xilosa y D/L-arabinosa préximas a 14,3, 8,4 y 2,6 g dm,
respectivamente; estas concentraciones se corresponden con un rendimiento de hidrélisis
elevado de 29 kg de azlcares reductores totales por cada 100 kg de poda de olivar seca.
En lo que se refiere al rendimiento en D-xilosa (Yxi) y D y L-arabinosa (Yara), se alcanzaron

unos valores en torno a 5,8 y 1,8%, respectivamente.

En la revision bibliografica previa, realizada al inicio de esta Tesis Doctoral, no se ha
encontrado referencias de trabajos centrados en la fermentacién de D o L-arabinosa con H.
polymorpha. No obstante, se han detectado concentraciones significativas de pentosas en
los hidrolizados liquidos procedentes del tratamiento hidrotérmico. Es por ello que, con el fin
de determinar las condiciones de operacidn méas adecuadas en los biorreactores, se realizé
un estudio previo de los procesos de fermentacién con H. polymorpha usando como
sustrato las pentosas encontradas en mayor concentracion en los hidrolizados de biomasas
lignoceluldsicas (D-xilosa, D y L-arabinosa pura 0 sintética). En esta investigacion se

utilizaron matraces Erlenmeyer de 50 cm? con tapdn de rosca (en la boca de cada matraz se
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ha colocado un tapén de algodén hidréfilo). Estos matraces se ubicaron en una camara

refrigerada, acoplada a un agitador orbital.

En cada experimento, se establecié la concentracién inicial de monosacaridos en 25 g
dm- en medio liquido (Lindegren et al., 1958) y 100 rpm de velocidad de agitacién. Las
variables que se modificaron en este estudio son la temperatura de operacién (35 — 50°C),
pH de trabajo (3,5 — 5,5), nivel de aeracidon (microaerobico y anaerébico) y naturaleza del

sustrato (D-arabinosa, L-arabinosa, D-xilosa).

Durante la fermentacion se obtuvieron las concentraciones en biomasa producida (x),
azucares reductores totales (ART), acido acético residual (Ac), asi como etanol (E), xilitol
(Xi) y arabitol (Ar). Estos resultados primarios permiten llevar a cabo un estudio de la
formacién de biomasa, consumo de sustrato y formaciéon de bioproductos a través de los

pardmetros cinéticos: velocidad especifica méaxima de crecimiento (pm), productividad en

biomasa (Pb), velocidad especifica de consumo de sustrato (q%zr), rendimiento global en
biomasa (Y.Sart), Velocidad especifica de formacion de productos(g® y 2 ) y rendimientos

globales en bioproductos en cada proceso de fermentacion (Y, arty YsiarT )-

En fermentacion de D-xilosa, D y L-arabinosa con H. polymorpha, se ha observado que
el periodo de crecimiento exponencial es de escasa duraciéon. En general, las velocidades
especificas méaximas de crecimiento son inferiores en D y L-arabinosa frente a las obtenidas
con D-xilosa. El valor maximo de pm, utilizando D-xilosa como sustrato, 0,18 h-1, se alcanzé
en condiciones microaerdbicas, 50°C y pHo = 4,5; manteniendo estas condiciones de
operacion, se alcanzé un valor de um, inferior, 0,15 y 0,08 hl, cuando el monosacarido
utilizado fue D y L-arabinosa, respectivamente. Sin embargo, en relaciéon a la fase de
desaceleracion del crecimiento se observa un amplio intervalo donde la biomasa presenta
un incremento lineal con el tiempo. En este periodo, la productividad en biomasa no
presenta una tendencia definida con respecto a la naturaleza del sustrato. Estos hechos
ponen de manifiesto que H. polymorpha metaboliza de forma adecuada D y L-arabinosa
aunque con mas dificultad que D-xilosa, al menos en las condiciones de operacion
ensayadas. Utilizando D-arabinosa, los mayores rendimientos en arabitol, 0,14 g g* se
obtuvieron en condiciones de microaeracion, 35°C y pHo = 4,5; modificado el sustrato a L-
arabinosa, el mayor rendimiento en arabitol, 0,11 g g?%, se alcanz6 en condiciones
microaerdbicas, 40°C y pHo =3,5. En la produccién de xilitol el rendimiento fue 0,17 g g*

(condiciones anaerobicas, 30°C y pHo = 4,5) usando D-xilosa como sustrato. En todos los
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experimentos realizados, los rendimientos en etanol fueron muy bajos, inferiores a 0,02 g g
1.

Durante la sacarificacion y fermentacion simultanea se utilizaron los enzimas celulasa
[EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21]. Estos enzimas se usaron a una concentracion y
actividad de 20 UPF celulasa / g sélido seco y 10 Ul B-glucosidasa / g sélido seco, siendo
este solido el material lignocelulésico seco procedente de la hidrélisis acida a presion. El
proceso de SFS fue realizado a 45°C y a tres pH de operacion: 3,5, 4,5 y 5,5. Este proceso
de sacarificacion y fermentacion simultanea fue comparado con un experimento control en
el que el hidrolizado liquido obtenido en el reactor a presion fue directamente fermentado

con H. polymorpha.

En general, durante los procesos de SFS con H. polymorpha se alcanzaron unos
rendimientos maximos en xilitol superiores a los obtenidos en arabitol y etanol. A 45°C, un

pHo = 5,5 y utilizando una concentracion inicial del in6culo de 0,13 g dm-3, se obtuvieron los

valores mas altos de rendimientos en arabitol y etanol (Ya,s = 0,69% y Yg5 = 17,52%). En

lo que se refiere al rendimiento en xilitol (Yys = 11,13%), fue maximo con 0,15 g dm= de
indculo inicial, 45°C y pHo = 4,5.

Durante la fermentacién del hidrolizado liquido con H. polymorpha (experimento de
control) se obtuvo un rendimiento global en arabitol (YSAzs) de 0,12 g por g de D 6 L-
arabinosa, en condiciones de microaeracion, 45°C y pHo = 4,5; este valor es inferior al
obtenido por el proceso SFS, considerando que Ya;s = Yara YSara - Finalmente, cabe

destacar que en estas condiciones de operacion, apenas hubo produccién de etanol,

detectandose un rendimiento instantaneo de 0,02 g g, basado en azlcares totales.
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2. Antecedentes bibliograficos

2.1 RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Dentro de las energias renovables la biomasa es considerada como aquella materia
organica de origen vegetal 6 animal, incluyendo los residuos y desechos organicos,
susceptible de ser aprovechada energéticamente. Las plantas transforman la energia
radiante del Sol en energia quimica a través de la fotosintesis, y parte de esta energia
gueda almacenada en forma de materia organica. En definitiva, puede considerarse como el
conjunto de materiales organicos generados por fotosintesis 6 que han sido producidos en

la cadena biolégica (Fernandez, 1980).

Atendiendo al origen de la biomasa es posible clasificarla en primaria, secundaria y
terciaria. La biomasa primaria se produce por conversion directa de la energia solar en
energia quimica sin influencia del hombre. La secundaria incluye los residuos de origen
agricola, forestal y animal, mientras que los residuos urbanos e industriales constituyen la
terciaria. Ambas constituyen la llamada biomasa residual. También se ha de destacar la

biomasa fosil, de caracter no renovable (carbon y petréleo).

Dentro del material lignocelulésico, considerado como biomasa residual vegetal, la
lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas. La creciente
expansion de la actividad agroindustrial genera una elevada produccién de residuos
lignoceluldsicos en todo el mundo (p. €j. 3,2 — 3,8 108 toneladas al afio de residuo de cafia
de azlcar; 1,6 — 1,9 108 toneladas al afio de residuo de la paja de maiz, etc.), Sanchez
(2009). Actualmente, el material lignocelulésico constituye una de las fuentes de carbono

renovable mas prometedor para solucionar los problemas de energia y materias primas.

La poda del olivar esta siendo objeto de estudio en humerosas investigaciones con el fin
de encontrar aplicaciones tecnolégicas econémicamente viables ya que se trata de un

material lignoceluldsico con perspectivas prometedoras.
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2.2 PODA DEL OLIVAR

Toda plantacion de olivar requiere la realizacion de una poda para el acondicionamiento
de los arboles y el aumento de su productividad. La poda se realiza tras la recoleccién con
el fin de contribuir a la aireacién e iluminacion de sus copas. Es una operacion necesaria si
se quiere mantener el equilibrio entre las funciones vegetativas y reproductivas del olivo,
incidiendo asi en una mejora de la calidad de los frutos (Pastor y Humanes, 1989). Dentro
del material de poda del olivar se distingue la lefia, que corresponde con ramas de
diametros superiores a 8 — 10 cm (Sanchez et al., 2002b), y el ramén que son los de menor

diametro.

2.2.1 Produccion

Segun los datos del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente,
en la Encuesta sobre Superficies y Rendimientos Cultivos (ESYRCE 2017), la superficie
total cultivada de olivar es de 2.650.801 ha, lo que supone un 15% de la superficie total de
cultivo. Del total de esta superficie destinada al olivar, el 94,2% (2.495.823 ha) son aceituna
de almazara, el 2,9% (75.668 ha) son de mesa y el 3,0% (79.310 ha) son de olivar de doble
aptitud, Fig. 2.1.

" ACEITUNA DE
DOBLE APTITUD

3.0%

Figura 2.1 Superficie total del olivar en Espafa. Afio 2017 (Fuente ESYRCE 2017).

En los dltimos afios, se ha producido un aumento considerable de superficie de olivar
debido al incremento del cultivo en regadio, existiendo una tendencia al uso generalizado de

sistemas muy eficientes de aplicacién de agua. Aunque la superficie de secano disminuye
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respecto al total de olivar, continla representando aproximadamente el 70,3% de la

superficie total de olivar.

La distribucién de olivar por comunidades autbnomas se concentra sobre todo en el este,
sur y suroeste peninsular; en efecto, destaca en importancia Andalucia, donde se concentra
el 60,4% de la superficie nacional, seguida de Castilla la Mancha (15,8%) y Extremadura
(10,5%). El resto de comunidades auténomas suman el 13,3% de la superficie nacional de

olivar, Tabla 2.1.

Tabla 2.1
Distribucion de superficie de olivar por comunidades auténomas (Fuente ESYRCE 2017)

Olivar de

Olivar de Olivar de Total de

Comunidad auténoma mesa, a?)(t)i?Llfj almazara, superficie,
ha ha ' ha ha

Galicia - - 20 20

Principado de Asturias - - - -

Cantabria - - - -

Pais Vasco 18 - 304 322
Navarra - 78 8.368 8.446
La Rioja 19 32 3.205 3.256
Aragon 6 1.595 57.946 59.547
Cataluia 20 1.156 112.196 113.372
Islas Baleares 22 86 8.416 8.524
Castillay Le6n - 130 6.151 6.281
Madrid - - 28.761 28.761
Castilla la Mancha - - 419.792 419.792
Comunidad Valenciana 37 28 94.303 94.368
Region de Murcia 10 46 28.573 28.629
Extremadura 19.864 786 257.430 278.080
Andalucia 55.634 75.318 1.470.344 1.601.296

Islas Canarias 37 56 14 107
TOTAL 75.667 79.311 2.495.823 2.650.801

Con respecto a la superficie de cultivo total, en Andalucia el olivar representa el 44,0%
de las tierras de cultivo, constituyendo el 44% en Jaén. En lo que se refiere a Cérdoba,
Malaga y Granada mas del 15% de su superficie es olivar, siendo en Sevilla proxima al 15%
(ESYRCE 2017).
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Considerandose como media que una hectarea de olivar podado produce 3 toneladas de
biomasa residual cada afio (Sanchez et al., 2002b), aproximadamente la quinta parte de
biomasa global es generada en la provincia de Jaén. Ademas, segun Sanchez et al. (2002b)
por cada 3 toneladas de material de poda le corresponden fracciones de un 50% para

astillas y un 50% para hoja.

2.2.2 Caracterizacion fisico-quimica

El material lignocelulésico esta constituido principalmente por tres tipos de polimeros

asociados unos con otros (Fengel y Wegener, 1984):

- Celulosa: esta fraccion constituye del orden del 35 al 50% (p/p) de la biomasa (Ogier et
al., 1999). Se trata de un polimero de gran peso molecular formado por unidades de D-
glucosa unidas por enlaces -1,4-glucosidico (Fengel y Wegener, 1984). En la planta, la

celulosa posee una doble estructura: cristalina y amorfa.

- Hemicelulosa: constituye del 20 al 30% (p/p) del total de la biomasa (Ogier et al., 1999).
Se trata también de un polisacarido muy ramificado, de menor peso molecular que la
celulosa, y constituido por diferentes polimeros como pentosas (D-xilosa y D 6 L-arabinosa)

y hexosas (D-manosa, D-glucosa y D-galactosa), y acidos urénicos.

- Lignina: esta fracciobn representa en torno al 15 y 25% (p/p) de la biomasa
lignoceluldsica (Ogier et al., 1999). Es un heteropolimero aromatico tridimensional amorfo,
con estructura irregular, constituida por la uniéon al azar del radical fenilpropano con

unidades poliméricas de los alcoholes p-cumaril, coniferil y sinapil.

Ademas, el material lignocelulésico estd constituido por unos componentes no
estructurales que no influyen en la estructura morfolégica de las células pero si en el
procesado de la biomasa lignocelulésica: agua, cenizas, proteinas, extraibles y sustancias

pécticas (Caparros, 2007).

En este estudio de investigacion, para determinar la composicion de los materiales
lignoceluldsicos en estas fracciones, se analiz6 su contenido en fibras atendiendo a las
normas TAPPI (‘Technical Association of the Pulp and Paper Industry’) y los métodos
estandarizados propuestos por Van Soest y Wine (1967). Esta composicion puede variar

segun el tipo de residuo lignocelulésico, Tabla 2.2.
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Tabla 2.2
Composicion de algunos residuos lignoceluldsicos (McGinnis et al., 1983)
Fuente Celulosa, Hemicelulosa, Lignina,
% % %
Maderas blandas 45 - 50 25-35 25-35
Maderas duras 40 — 55 24 — 40 18 -25
Forrajeras, paja, cereales, cafia de azUcar 25—-40 25-50 10 -30

El material de poda de olivo presenta elevados valores de solubilidad en agua caliente
(17%), agua fria (14%), hidroxido célcico al 1% (35%), asi como sustancias extraibles en
etanol-benceno (12%), valor superior al referido a madera de coniferas y frondosas
(Jiménez et al., 1990).

Durante una investigacion sobre el aprovechamiento del material de poda del olivar
(Sanchez et al., 2002b), se separ6 el ramon de la hoja, caracterizandose posteriormente el

material lignoceluldsico de forma separada y sin separar, Tabla 2.3y 2.4.

Tabla 2.3
Composicion del residuo de poda
Parametro Madera Hojas Total
Humedad, % 10,7 8,5 10,2
Cenizas, % 1,5 5,0 3,3
Lignina, % 14,7 23,1 20,8
Celulosa, % 32,8 53 36,6
Hemicelulosa, % 26,9 16,3 19,7
Tabla 2.4
Andlisis elemental del residuo de poda del olivo
Parametro Madera Hojas Total
Carbono, % 455 48,7 44,6
Hidrégeno, % 6,4 7,1 6,7
Nitrogeno, % 0,3 1,4 0,8
Azufre, % 0,0 0,0 0,0

2.2.3 Vias de aprovechamiento

Los procesos de aprovechamiento de los residuos lignocelulésicos forman parte de
tecnologias basadas en el aprovechamiento integral de la biomasa lignoceluldsica ya que se

persigue un aprovechamiento global sin separacién de sus componentes.
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Fundamentalmente, existen dos vias: conversion térmica y conversion bioquimica
(Rodriguez et al., 2010). Los procesos de conversion termoquimica mas habituales son la
combustion, la pirolisis, y la gasificacién, siendo esta Ultima la que aporta mas ventajas
(Sanchez et al., 2002b). Por otra parte, la segunda via esta basada en el fraccionamiento de
los componentes del residuo. Dentro de ésta se incluye la deslignificacion (la lignina se
solubiliza en mayor o menor grado junto con la hemicelulosa y algo de la celulosa), la
hidrélisis de polisacaridos (solubilizacion de monosacéaridos tras la degradacion de la
celulosa 6 hemicelulosa por accién de acidos o enzimas, dejando la lignina en estado
sélido) y finalmente los procesos mixtos (tratamiento secuencial con agentes quimicos para

conseguir un mejor fraccionamiento). En este Ultimo caso se distinguen:

- Hidrélisis en dos etapas, donde en la primera se solubilizan las hemicelulosas, y en la

segunda las celulosas.

- Prehidrélisis e hidrdlisis enzimética, donde primero se hidroliza con &cidos diluidos 6
autohidrolisis para solubilizar las hemicelulosas, y en una segunda etapa se realiza la

sacarificacion enzimatica de la celulosa.

- Métodos donde existe una primera etapa para solubilizar las hemicelulosas, seguida de
una segunda etapa donde, mediante un agente oxidante, se solubiliza la lignina dejando la

celulosa en la fraccion solida.

En un estudio de poda de olivar (Garcia et al., 2010a), donde se someti6 al material
lignocelulésico a un proceso de autohidrdlisis (200°C), seguido de una fermentacion con
Candida tropicalis a 30°C y pH entre 5,0 — 6,5, se obtuvo como bioproducto no sélo etanol

sino también xilitol, con lo que se podria mejorar la viabilidad econémica del proceso.
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2.3 PRETRATAMIENTOS DEL MATERIAL DE PODA

Debido a la compleja estructura del material lignocelulésico, la digestibilidad de la
biomasa es muy baja. El mayor problema radica en la dificultad que existe para romper los
enlaces B-1,4-glucosidicos con el fin de liberar las moléculas de D-glucosa y celobiosa
(cristalinidad de la celulosa), no siendo posible el acceso del agente catalitico (Moiser et al.,
2005; Guarnizo et al.,, 2009; Kumar et al., 2009). Por consiguiente, es necesario un
tratamiento previo para modificar las propiedades fisicas y fisico-quimicas del material
lignoceluldsico (p. ej. el grado de polimerizacién). Esto se consigue mediante temperaturas
elevadas y tiempos de reaccidn cortos, intentando evitar asi la aparicion de inhibidores por

degradacion de azlcares (Saddler et al., 1993).

En la hidrélisis de la celulosa existen tres factores condicionantes del proceso:
cristalinidad del homopolimero, porosidad del residuo y su contenido en hemicelulosa y
lignina (McMillan, 1994; Sun y Cheng, 2002). La eliminacién de estas dos Ultimas
fracciones, asi como el aumento de la superficie especifica de la celulosa y el descenso en
su cristalinidad, incrementarian apreciablemente el rendimiento de la transformacién de
celulosa a D-glucosa. Todo tratamiento cuyo objetivo sea la produccién de etanol, biomasa

y proteinas debera ir encaminado a romper estas dos barreras (Camacho et al., 1985c).

Los pretratamientos pueden ser clasificados en fisicos, fisico-quimicos, quimicos y

biolégicos.

2.3.1 Procedimientos fisicos

Mediante estos tratamientos, se pretende principalmente reducir el tamafio del residuo y
la cristalinidad de la celulosa. Los procedimientos fisicos se pueden dividir en mecanicos y
no mecanicos (Camacho et al., 1985c). En los mecanicos (molinos de bolas y rodillos,
compresién y atriccion), se utilizan las fuerzas de impacto y cizalladura, obteniéndose
materiales de baja cristalinidad, mayor superficie especifica y densidad aparente mas alta.
En estos materiales resultantes se facilita la posterior hidroélisis, disminuyéndose el volumen
del reactor y abaratandose los costes de transporte. En los procedimientos no mecanicos, el
material lignocelulésico se somete a agentes externos que provocan la descomposicion y
solubilizacién de una fraccion de la lignina. Entre estos Ultimos se incluyen los tratamientos
mediante radiaciones (Kamakura y Kaetsu, 1982). Una nueva alternativa es la suave
torrefaccion (Chiaramonti et al. 2011), donde el aumento de la molturacién y el incremento

de la superficie implica una disminucion de la energia necesaria.

pag. 17



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

2.3.2 Pretratamientos fisico-quimicos
> Autohidrolisis

Es una hidrdlisis de la fraccion hemicelulésica (en medio acuoso a temperaturas dentro
del rango de 150 — 230°C y elevadas presiones), despolimerizandose en oligosacaridos y
monosacaridos, asi como productos de degradacién como furfural, acido acético y 5-
hidroximetilfurfural (Garrote et al., 1999). Al mismo tiempo, se produce una solubilizacion
significativa de la lignina sin modificaciones importantes de ésta. Por tanto, la fase sélida

esta constituida por la hemicelulosa que no se convierte, lignina y celulosa.

> Pretratamiento por explosién con vapor ‘Steam-explosion’

En este proceso, al material lignocelulésico se le introduce vapor saturado a eleva
presion (1 — 2,3 MPa) y una temperatura en torno a 180 — 220°C, durante 2 a 10 min,
aproximadamente. A continuacion, se provoca una descompresion por reduccién repentina
de presién, provocando la ruptura de la estructura del material, y un aumento de la
accesibilidad posterior de los enzimas. Con el fin de aumentar la recuperacién de celulosa y
azucares de la hemicelulosa, se puede afiadir di6xido de azufre como catalizador en una
proporcién 6ptima del 1,0% en peso (Eklund et al., 1995). El uso de acido sulfirico como
catalizador conduce también a una solubilizacion y una hidrdlisis total de la hemicelulosa en
sus mondémeros constituyentes sin la degradacién en furfural (Ogier et al., 1999). No
obstante, en este proceso se produce la conversién de una porcién de la fraccién de xilanos
a compuestos volatiles, la no total alteracion de parte de la matriz lignina-carbohidrato v,

dependiendo de las condiciones de operacién, la generacién de inhibidores.

» Pretratamiento Ammonia Fiber Explosion (AFEX)

En este proceso el material lignocelulésico se expone a amoniaco liquido a temperaturas
en torno a 50 — 80°C y presiéon moderada (1500 kPa) durante un cierto periodo de tiempo,
siendo los valores operacionales 6ptimos 1 — 2% (kg de amonio liquido por kg de biomasa
seca) y 90°C de temperatura durante 30 min (Hsu, 1996). Posteriormente, la presién se
reduce para evaporar el amoniaco y explosionar el sustrato. De este modo, se puede
modificar y reducir eficazmente la fraccion lignocelulésica, mientras que la hemicelulésica y
celulésica se mantienen intactas. Ademas, no se forman algunos tipos de inhibidores como
es el caso de los furanos (Dale et al., 1984; Mes-Hartree et al., 1988; Weil et al., 1994).
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> Pretratamiento con diéxido de carbono

Las moléculas de diéxido de carbono, debido a su tamafo, pueden penetrar facilmente
en los poros de la estructura del material lignocelulésico. La explosion liberada por la
presiéon del dioxido de carbono rompe la estructura de la celulosa, aumentando el area
superficial del sustrato para la hidrélisis enzimética (Zheng et al., 1995). La hidrolisis de la
celulosa fue investigada aplicando dioxido de carbono supercritico e hidrélisis enzimatica
simultdneamente durante 90 min a 50°C y 16 MPa, obteniéndose una conversion préxima al
100% (Park et al., 2001). No obstante, este proceso genera elevados costes, a pesar de ser
mas efectivo econémicamente que el pretratamiento AFEX y no provocar la formacién de

componentes inhibidores como el pretratamiento ‘Steam-explosion’ (Zheng et al., 1995).

2.3.3 Procedimientos quimicos
> Hidrdlisis &cida

El objetivo de este pretratamiento es el aumento de la superficie celuldsica accesible a
los enzimas mediante la extraccién de la fraccion hemicelulésica. Para ello, las condiciones
de operacion en las que se desarrolla la hidrélisis acida son en presencia de un acido
concentrado 6 diluido. Los acidos concentrados son toxicos y corrosivos, por lo tanto,
requieren reactores que sean resistentes, lo que encarece el pretratamiento. Ademas, el

acido concentrado debe recuperarse después de la hidrélisis para que el proceso sea
econdémicamente viable (Sun y Cheng, 2002).

Generalmente se usan dos tipos de procesos de tratamiento previo con acido diluido:
discontinuos a baja temperatura (T<160°C), con altas cargas de sélidos, del 10 al 40%
(Esteghlalian et al., 1997) o bien un flujo continuo a alta temperatura (T>160°C) en cargas
con bajo contenido de sdélidos, del 5 al 10% (Converse et al., 1989). Ciertos autores (Cruz et
al., 2002), apreciaron que tiempos de hidrélisis acida superiores a 1 hora provocan

degradacion y por tanto una disminucion en la concentracion de D-xilosa.

En la hidrélisis acida con acido sulfarico se alcanzan rendimientos superiores a los
obtenidos cuando se utiliza &cido nitrico, fosférico, férmico 6 hipoclorhidrico, siendo por
tanto el mas utilizado para este pretratamiento (Bustos et al., 2003; Rodriguez-Chong et al.,
2004; Garcia et al., 2010b). A este aspecto se le suma el menor coste del &cido sulfarico

con respecto a los demas acidos, con lo que aumentaria la rentabilidad general del proceso.

pag. 19



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

La hemicelulosa extraida se D-xilosa, D-glucosa, D-manosa y D-galactosa asi como
acido acético. Bajo elevadas condiciones de temperatura y presiéon, estos azlcares se
transforman en compuestos no favorables para las etapas posteriores. En efecto, segln
Palmqvist y Hahn-Hagerdal (2000a), D-glucosa y D-xilosa se convierten a 5-
hidroximetilfurural y furfural, respectivamente, obteniéndose acido férmico tras la
degradacion de ambos compuestos; como consecuencia también de la degradacion del 5-
hidroximetilfurural se produce acido levulinico. Finalmente se generan componentes

fendlicos debido a la ruptura parcial de la lignina.

> Hidrélisis alcalina

En este caso se solubiliza la lignina y parte de la hemicelulosa mediante soluciones de
hidréxido sédico (hidréxido de calcio 6 amoniaco) al 8,0 — 12,0% (p/p), a temperaturas entre
80 y 120°C durante 30 — 60 min (Pourquié y Vandecasteele, 1993). La digestibilidad de la
madera dura tratada con hidroxido sodico aumenta desde el 14% al 55% con una
disminucién en lignina desde el 24 — 55% hasta el 20% (Millet et al., 1976).

» QOzonolisis

Consiste en tratar el material con ozono con el fin de disminuir el contenido de lignina por
oxidacién. Hay que destacar que el ozono se descompone después de su generacion y que
las reacciones de ozonizacion se llevan a cabo a presion y temperatura ambiente. No

obstante, posee un elevado coste econémico y no se considera viable.

» Organosolvosis

En este proceso se pretende obtener celulosa apta para post-tratamiento bioldgico, sin
limitacién de inhibidores. Para ello se utiliza una mezcla de un disolvente organico (metanol,
etanol, acetona, etilenglicol ¢ trietilenglicol) con un acido inorganico como clorhidrico 6
sulfarico (Thring et al., 1990), a una temperatura de operacién elevada (160 — 200°C).
Debido al coste de los disolventes, el etanol y el metanol son los mas utilizados, teniendo en
cuenta que el primero es un inhibidor del proceso hidrolitico. Al final del proceso se rompe la
estructura interna de la lignina y la hemicelulosa, quedando un residuo constituido

fundamentalmente por celulosa (Xu et al., 2006). El disolvente organico es extraido por
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evaporacion y después reciclado. La lignina precipitada es recuperada por simple
centrifugacion o filtracion.

2.3.4 Pretratamientos biolégicos

Estan basados en el uso de microorganismos, generalmente hongos, capaces de
degradar la lignina y la hemicelulosa. La celulosa resulta ser el componente mas resistente
para ser atacado biolégicamente. A pesar de sus bajos costes energéticos, estos
tratamientos se caracterizan por su lentitud 6 larga duracién (Sun y Cheng, 2002; Kumar et
al., 2009).
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2.4 PROCESOS DE HIDROLISIS

El objetivo de estos procesos es conseguir una elevada despolimerizacién tanto de la
celulosa como de la hemicelulosa que forman parte del material lignocelulésico, con el fin de
obtener la maxima cantidad de mondmeros. La lignina no suele ser atacada, lo que es
beneficioso desde el planteamiento realizado en el presente trabajo ya que su degradacion
conlleva la formacion de compuestos fendlicos que inhiben etapas posteriores de

fermentacion.

2.4.1 Hidrdlisis acida

La celulosa posee una estructura cristalina, siendo muy dificultoso el ataque acido (Well
et al., 1994). En investigaciones anteriores (Sanchez, 1990), temperaturas elevadas (180 —
240°C) y bajas concentraciones del &cido (1 — 5%), 6 temperaturas inferiores a 100°C y
altas concentraciones del &cido (>20%), se establecieron como condiciones de operacién
para hidrolizar total 6 parcialmente las fracciones de celulosa del residuo de poda de olivo.
Durante la hidrolisis con é&cido concentrado se obtienen rendimientos en azucares
superiores si se comparan con los alcanzados utilizando un acido diluido;no obstante, la
degradacion de azlcares es importante, sobre todo de la hemicelulosa, y por tanto, la
generacion de inhibidores. De hecho, resulta ser una técnica muy corrosiva, exigiendo la

posterior recuperacion del acido.

Para evitar la aparicién de inhibidores se puede proponer por un lado, hidrolizar el
material lignocelulésico en varias etapas, lo que implicaria la separacién secuencial de la
hemicelulosa y de la celulosa; por otro lado, se puede aumentar la temperatura
disminuyendo la concentracién del &cido, siendo este uUltimo caso, desde el punto de vista
practico, un verdadero tratamiento hidrotérmico y, por tanto, generando efectos equivalentes

a actuar sobre los polimeros del material lignocelulésico (Eken-Saracgoglu et al., 1998).

La hidrélisis acida realizada en condiciones moderadas (100 - 150°C y una
concentracién &cida del 1 — 8%) permite la solubilizacion selectiva de la hemicelulosa. La
celulosa no se veréa atacada, al igual que la lignina, permaneciendo en la fase sélida. Si las
condiciones son ain mas moderadas, lo que se denomina prehidrdélisis, se pretende obtener
como monosacéarido preferentemente D-xilosa, evitando su degradacion y aparicion de
inhibidores (Palmgvist y Hahn-Hagerdal, 2000b), Fig. 2.2.
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Material lignocelulésico
A
~ N
Hemicelulosa Celulosa Lignina
CH;COOH
Acido acético v
CHO CHO CHO CHO
H—— JR JR I H—
OH HO H H OH OH Compuestos
HO——H HO——H HO—T—H HO——H -
H——OH H——OH HO——H H——H fenolicos
H——OH H—— H——OH
CH,OH OH
CH,OH CH,OH CH,OH
D-xilosa D-manosa  D-galactosa D-glucosa
CH,OH HOH,C CHOH
/ \A ?
HCOOH CH3~C~CHz;~CH;~COOH
Furfural Acido férmico Hidroximetilfurfural Acido levulinico

Figura 2.2 Reacciones ocurridas durante la hidrdlisis del material lignocelul6sico. Los derivados de
furano y los compuestos fendlicos reaccionaran adicionalmente para formar algunos

materiales poliméricos (Diagrama basado en el realizado por Palmqvist y Hahn-Hagerdal,
2000b).

2.4.2 Hidrélisis enzimatica

Algunos microorganismos, fundamentalmente hongos y bacterias (aerobios 6
anaerobios, mesofilicos 6 termofilicos) pueden producir ciertos enzimas (celulasas) que,
durante el proceso de hidrélisis enzimética, actian sobre los enlaces (3-1,4 que constituyen
la celulosa, liberando moléculas de D-glucosa que constituyen una fuente de carbono y
energia durante el posterior proceso de fermentacion. No obstante, a pesar de ser enzimas
de alta actividad, los volumenes de produccion de éstos por parte de las bacterias no son
muy elevados, es por ello, que se investigan enzimas metabolizados a partir de organismos

fungicos, en concreto, Trichoderma reesei y Trichoderma viride (Galbe y Zachi, 2002).
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La hidrélisis enziméatica de la celulosa, debido a la estructura tan compleja de la biomasa
lignoceluldsica, es el resultado de la accidén sinérgica de un complejo enzimatico (Camacho

et al., 1985a; Lynd et al., 2002) formado principalmente por:

- Endoglucanasas (EG, Cx 6 EC 3.2.1.4): capaces de atacar regiones internas de baja

cristalinidad con lo que surgirian nuevos extremos de cadenas.

- Exoglucanasas: especializadas en degradar las cadenas de celulosa atacando sus
extremos libres. Dentro de éstas estan las celobiohidrolasas (CBH, C1 6 EC 3.2.1.91), que
son productoras de celobiosa; y por otro lado estan las exo-B-glucanasas (EXG 6 EC

3.2.1.74), productoras de D-glucosa.

- Celobiasas 6 B-glucosidasas (BGL 6 EC 3.2.1.21): degradan la celobiosa hacia D-

glucosa.
Si ademas se quiere hidrolizar la hemicelulosa, se deben adicionar xilanasas.

Las endoglucanasas y celobiohidrolasas son inhibidas por la celobiosa, mientras que la
B-glucosidasas lo es por D-glucosa (Camacho et al., 1985b; Ogier et al., 1999; Palmqvist y
Hahn-H&gerdal, 2000a). Estrictamente la B-glucosidasa no es una celulasa ya que sélo
rompe los dimeros de D-glucosa (celobiosa) que se encuentran en disolucioén sin atacar al
sélido; no obstante, es fundamental ya que retira la celobiosa de la disolucién, minimizando

el efecto inhibidor que ésta tiene sobre la mayoria de las celulasas.

Para eliminar este tipo de inhibicidon y conseguir un mayor aprovechamiento del enzima,

se proponen diferentes métodos:

- Debido al coste de los enzimas: vias de inmovilizacion de las celulasas, recuperacion
de los enzimas 6 modificacion de las caracteristicas superficiales del sustrato mediante la

adicion de sustancias externas.

- Incrementar el contenido en B-glucosidasas para aliviar la inhibicion de la celobiosa

sobre la actuacion de las endo y exoglucanasas.

- Eliminar los azlcares durante la hidrélisis ya sea por ultrafiltracion 6 bien por
sacarificacion y fermentacién simultdnea (SFS). En definitiva, mediante el proceso de SFS
se eliminan los compuestos (glucosa y celobiosa), que provocan inhibicion en el complejo
enzimético. Todo esto conlleva un aumento en la conversion de los productos finales de la
fermentacion, asi como una reduccion de concentracion del enzima necesario (Ballesteros
et al.,, 1991; Ballesteros et al., 2004). No obstante, el problema de este tipo de proceso

reside en las condiciones Optimas de operacion; en efecto, mientras que la hidrolisis se lleva
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a cabo a la temperatura éptima de actuacién de las celulasas (45 — 50°C), la fermentacién
se realiza a la de las levaduras (30 — 35°C). Por tanto, para el proceso de SFS se suele
emplear levaduras termotolerantes, que son capaces de trabajar a temperaturas superiores
a 35°C, debiéndose optimizar las condiciones de temperatura de operacion (en torno a
40°C), pH, grado de agitacion en el reactor, asi como la preparacion enzimatica que se use
(Ballesteros et al., 2004; Splinder et al., 1988).

En la hidrdélisis enzimatica se alcanzan mayores rendimientos en monosacaridos que en
la hidrélisis acida, ya que los enzimas catalizan sélo la reaccion de hidrélisis y no la
degradacion de azlcares. Ademas, en este proceso no se forman productos de degradacién

que inhiban la fermentacién posterior (Parisi, 1989).

Las condiciones de operacion son muy suaves (50°C y pH alrededor de 5,0), no
existiendo problemas de corrosion de instalaciones (Duff y Murray, 1996; Sun y Cheng,
2002). El principal inconveniente reside en las elevadas cantidades de enzima necesarias,

lo que debido a su coste y baja velocidad de reaccién, encareceria el proceso.
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2.5 ACONDICIONAMIENTO DE LOS HIDROLIZADOS

Se trata de una etapa previa a la fermentacion de los hidrolizados donde se ajusta el pH
del hidrolizado (segun pH o6ptimo del microorganismo de fermentacion) y se eliminan los
posibles productos téxicos o de inhibicion procedentes del proceso de hidrolisis, con el fin

de obtener los maximos rendimientos en los bioproductos.

2.5.1 Ajuste del pH del hidrolizado

En los hidrolizados, el pH es bajo debido a la generacion de acido acético procedente de
la hidrélisis de los grupos acetilo de la hemicelulosa, y también al acido férmico y levulinico
tras la degradacién del furfural y del 5-hidroximetilfurfural, respectivamente. En un estudio
previo de fermentacion de un hidrolizado procedente de madera de abeto a partir de una
concentracion inicial en biomasa de 0,8 g dm= y pH = 4,6 (Palmqvist y Hahn-Hagerdal,
2000b), no se aprecia crecimiento alguno de las células; no obstante, cuando pH = 5,0
comienza a observarse el inicio de la duplicacion e incremento de la productividad

volumeétrica de etanol hasta alcanzar un valor de 0,17 g dm-h-L.

2.5.2 Eliminacion de productos téxicos e inhibidores

El efecto de estos inhibidores sobre los microorganismos de fermentacion depende de
factores como la concentracion, pH, temperatura, aireacion, medio de cultivo,
microorganismo utilizado, e interaccion con otros inhibidores. En este sentido, Candida
shehatae MJ 23 es inhibida por &cido acético desde concentraciones minimas, mientras que
S. cerevisiae ATCC 96581 no se ve afectada, excepto en presencia de furfural (Palmqvist et
al., 1999).

Los inhibidores de fermentacion se agrupan en tres clases con respecto a su tolerancia
(McMillan, 1994):

- Compuestos originados en la biomasa debido al proceso de hidrélisis: acidos organicos
como el acético, glucorénico y galacturénico, y acidos de la hemicelulosa y compuestos
fendlicos de la lignina.

- Compuestos procedentes de la degradacion de los productos resultantes de
pretratamientos e hidrélisis de la biomasa. Esto es, furfural de D-xilosa, y 5-
hidroximetilfurfural procedente de D-glucosa, asi como una variedad de aldehidos, acidos y

alcoholes de la lignina, azucares y proteinas de degradacion.

pag. 27



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Compuestos de otras fuentes como iones metdlicos resultantes de la corrosion de los
equipos, sulfitos, diéxido de azufre y acido lactico introducidos con otras corrientes
conteniendo nutrientes, soluciones limpiadoras o recirculados.

En general, el acondicionamiento de hidrolizados para la eliminacion de los inhibidores
generados en el tratamiento de los materiales lignocelulésicos, Fig. 2.3, implica una serie de
etapas denominadas procesos de detoxificacion, pudiendo ser éstos fisicos, quimicos y
biologicos. (Palmgvist y. Hahn-Hagerdal, 2000b). La formacién de furfural y 5-hidroxi-metil-
furfural es posible, a partir de pentosas y hexosas, respectivamente. Ademas, si la
temperatura es suficientemente elevada, el 5-hidroximetilfurfural podria transformarse en
acido levulinico y férmico, asi como el furfural dar directamente acido formico. También se
libera acido acético tras la hidrélisis de la fraccion hemiceluldsica, asi como compuestos
aromaticos a partir de la fraccion hidrosoluble de la lignina.

_| HEMICELULOSA | | CELULOSA | LIGNINA RECIPIENTES

\ 4 v
| Pentosas | | Hexosas | | Hexosas | Acidos Aldehidos
Caproico Hidroxibenzoalhdehido
A 4 o L
Gélico Vainillina
Furfural 5-HMF Hidroxibenzoico
Vainillinico 4
Coumarilico Alcohol
\ * v coholes A
o o - Metales pesados
Lp{ Acido Acido Acido e Catecol
acético férmico levulinico Coniferilico Hierro
Vanadio
Niquel
Cromo
Zinc
Manganeso

Figura 2.3 Inhibidores microbianos generados durante el tratamiento de materiales lignoceluldsicos
(Cuevas, 2007).

2.5.2.1 Métodos fisicos

> Evaporacion

Este proceso esta basado en una concentracién por evaporacion a vacio a través de un
rotavapor donde se produce una disminucién de la temperatura de trabajo, evitdndose la
degradacion de los azUcares. En este caso, se consigue disminuir la concentracion de

inhibidores volétiles (acido acético y furfural), concentrdndose los no volatiles (compuestos
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fendlicos y acido acético), Tabla 2.5. Posteriormente, puede ser necesario proceder a la

eliminacién de los inhibidores no volatiles.

Tabla 2.5
Composicion del hidrolizado hemicelulésico de residuos de Eucalyptus grandis antes y
después de la concentracion a vacio (Villarreal et al., 2006)

Concentracion,

Componentes gdm?
Hidrolizado sin tratar Hidrolizado concentrado
D-xilosa 12,300 59,200
D-glucosa 0,630 4,500
D-arabinosa 0,840 3,500
Acido acético 3,400 6,600
Furfural 0,260 0,003
5-Hidroximetilfurfural 0,070 0,270
Compuestos fenolicos 2,200 10,600
Fe 0,210 0,860
Cr 0,030 0,160
Ca 0,590 0,086
Ni 0,013 0,069
Cu 0,000 0,001
» Adsorcion

En general, cuando se lleva a cabo un procedimiento de concentracion por evaporacion
del hidrolizado, éste someterd a una posterior etapa de detoxificacion por adsorcion. Para
ello, se hace uso de sodlidos de elevada superficie especifica (carbén activo granular),
permitiendo la retencién selectiva de algunos inhibidores por adsorcién (Cunha et al., 2006;
Tada et al., 2004; Villarreal et al., 2006). Se ha observado que mediante esta técnica se
elimina el furfural, el 5-hidroxi-metil-furfural y la mayoria de los compuestos fendlicos, no asi
en el caso del 4cido acético, Tabla 2.6. No obstante, mediante este procedimiento se puede
absorber parte de la D-xilosa presente en el hidrolizado, siendo éste un inconveniente a

tener en cuenta.

Por otro lado, la absorcién del agua durante el proceso (los pellets de carbén estan
secos) provoca un aumento de la concentracién de azucares en el hidrolizado. Esto unido al

bajo coste le hace una operacion de detoxificacion atractiva (Tada et al., 2004).
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Tabla 2.6
Composicion del hidrolizado hemicelulésico de residuos de la cafia de azlcar antes y
después de la concentracion a vacio (Cunha et al., 2006)

Concentracion,

g dm?3
Componentes Hidrolizado
Hidrolizado Hidrolizado concentrado y
sin tratar concentrado detoxificado con

carbén activo
D-xilosa 17,400 85,000 79,200
D-glucosa 1,300 7,200 5,600
D-arabinosa 1,800 9,700 8,700
Acido acético 2,300 4,900 3,600
Furfural 0,110 0,025 0,003
5-Hidroximetilfurfural 0,005 0,028 0,001
Acido p-hidroxibenzoico 0,440 0,590 0,007
Acido siringico 0,020 0,087 0,010
Vainilla 0,041 0,066 0,004
Siringaldehido 0,460 0,740 0,060
Acido ferdlico 0,050 0,200 0,020

> Resinas de intercambio i6bnico

Este proceso se basa en la adsorcién electrostatica de los inhibidores sobre una resina
de intercambio iénico (amberlitas). Segun Villarreal et al. (2006), las resinas de intercambio
idnico disminuyen especialmente la concentracion de acido acético y compuestos fenolicos.
No obstante las resinas presentan un coste muy elevado y su regeneracion también resulta

complicada y costosa.

2.5.2.2 Métodos quimicos
» Neutralizacion

Los microorganismos encargados de realizar el proceso de fermentacion (levaduras) se
cultivan a un pH que oscila entre 4,0 y 6,0. Tras la hidrélisis, el pH del hidrolizado es muy
inferior al pH 6éptimo de crecimiento de las levaduras, por lo que se requiere un posterior
ajuste del pH del hidrolizado mediante el empleo de bases (p.ej. NaOH, KOH) 6 acidos (p.
ej. H2S04, HCI), con el fin de alcanzar pH de fermentacion. De este modo, se facilita el
proceso posterior de fermentacion y por tanto, una disminucién de costes (Mussatto y
Roberto, 2004).
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> Desintoxificacién alcalina

Este proceso consiste en adicionar bases fuertes (p.ej. NaOH, KOH, CaO) al hidrolizado
hasta alcanzar un pH elevado, con lo que se logra la precipitacion 6 descomposicion de los
potenciales inhibidores. A continuacion, se procede a la retirada de éstos por precipitacion 6
centrifugacion, y posteriormente se reajusta el pH de fermentacion (Larsson et al., 1999;
Palmqvist y Hahn-Héagerdal, 2000a y b). Dentro de la detoxificacion alcalina existen varios

métodos:

- ‘Overliming’: donde se aumenta el pH en torno a 10 mediante una base fuerte y se
reajusta posteriormente con un acido (principalmente H2SOa). Esta forma de operar esta
basada en la precipitacién de algunos compuestos inhibidores y a la inestabilidad de otros

ante altos valores de pH (Villarreal et al., 2006).

- Otro médodo se basa en el incremento del pH mediante una combinacién de NaOH y
Ca(OH)2, reajustando posteriormente con H2SOa. Este procedimiento es més favorable si se
compara con la utilizacion de las bases de forma individual, ya que se produce un cierto
efecto sinérgico entre ellas. Ademas, se reduce la concentracion de furfural y 5-hidroxi-metil-

furfural, no viéndose afectado el acido acético, al igual que en los dos procesos anteriores.

- Un dltimo método, propone conseguir el incremento del pH mediante un alcali como

Ca(OH)2 6 NaOH, y Na2SOg3, trabajando a temperaturas elevadas.

En un estudio sobre la detoxificacion ‘overliming’ con Ca(OH): a diferentes pH, tiempos y
temperaturas (Millati et al., 2002), se observa la eliminacion del furfural y del
hidroximetilfurfural, no afectando el proceso a la concentracion en acido acético. De hecho,
el descenso de los compuestos fendlicos no supera el 30%. Por otro lado, se concluye que
el incremento del pH y tiempo de tratamiento favorece el posterior proceso de fermentacion
del hidrolizado desintoxicado. No obstante, la temperatura no es una variable que afecte
considerablemente, aunque cuanto menor sea ésta mas se favorece la fermentacion.
Cuando el proceso se lleva a cabo a pH superiores a 11,0 se inician procesos de

degradacion de los azlicares, aumentando su velocidad cuanto mayor sea la temperatura.

2.5.2.3 Métodos biolégicos

Estos procesos de desintoxificacion han sido poco desarrollados debido tanto a su coste
como a la lentitud del proceso. En un estudio previo (Jonsson et al., 1998), se realizo el

tratamiento con enzimas peroxidasa y lacas, obtenidos a partir del hongo Trametes
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versicolor, de un hidrolizado hemicelulésico de sauce, provocandose una eliminacion tanto
de los mondmeros fendlicos como de los &cidos fendlicos; como consecuencia se observo
un aumento de dos a tres veces la productividad maxima de etanol. Por otro lado, cuando
se utilizé el hongo T. reesei para degradar los inhibidores de un hidrolizado de sauce
obtenido tras un pretratamiento con vapor, se incrementé la productividad maxima de etanol

asi como su rendimiento (Palmqvist et al., 1997).
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2.6 PROCESO DE FERMENTACION

El término de fermentacidon se utiliza para designar las modificaciones quimicas
producidas en los compuestos organicos 6 inorganicos (sustratos) debido a la accién de
microorganismos (Camacho et al., 1986). Estos suelen ser bacterias, levaduras y hongos,
que en un ambiente adecuado, crecen y se multiplican consumiendo dicho sustrato,
produciendo bioproductos como resultado de su metabolismo. En realidad, estas
transformaciones las llevan a cabo enzimas que, o bien se encuentran en las propias
células de los microorganismos (in vivo) 6 bien estan aisladas de las células que las

produjeron (Camacho et al., 1986).

Cuando se cultivan microorganismos sobre azlcares en presencia de oxigeno, éstos
obtienen material celular y energia por oxidacion de dichos compuestos organicos. Como
consecuencia de esta oxidacion, los electrones en exceso son cedidos a un sistema
transportador hasta el oxigeno que es el aceptor final, formandose agua. Ciertos
microorganismos pueden crecer en ausencia de oxigeno. Durante este crecimiento
anaerobio, tras la oxidacion de los azlcares, los electrones excedentes son cedidos a un
sistema transportador que tiene como aceptor final un compuesto organico en lugar de

oxigeno, formandose etanol, xilitol u otros compuestos.

2.6.1 Microorganismos

Para el aprovechamiento integral de los residuos lignocelulésicos los microorganismos, a
través de rutas bioquimicas, consumen tanto hexosas como pentosas. La fermentacion
alcohdlica establecida en la mayoria de las industrias actuales para la obtenicén de etanol,
ha utilizado los géneros Saccharomyces y Schizosaccharomyces, en concreto S. cerevisiae
(microorganismo tradicional), que fermenta una amplia gama de hexosas con altos
rendimientos y productividades., que ademas de fermentar con rapidez D-glucosa hacia el
bioproducto poseen una gran tolerancia al etanol producido, es decir, no existe inhibicion de
su crecimiento con elevadas concentraciones del bioproducto. No obstante, un
inconveniente de estas levaduras es su baja capacidad para metabolizar pentosas, lo que
limita su aplicacién a hidrolizados ricos en D-glucosa. En efecto, estos microorganismos
tradicionales son incapaces de producir etanol a partir de D-xilosa, mientras que el isémero
de D-xilosa (D-xilulosa) si puede ser fermentado. De hecho, cuando se utiliza S. cerevisiae
se han encontrado bajos rendimientos en cuanto a obtencion de etanol a partir de D-xilosa

(Kotter y Ciriacy, 1993). Actualmente, con ningln otro microorganismo se obtienen mejores
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resultados de conversién de D-glucosa en condiciones estériles, llegandose a alcanzar un
rendimiento del orden de 0,47 kg etanol kg? D-glucosa, es decir, una productividad de
aproximadamente 5 kg m1 hl y concentraciones finales de etanol en torno al 10% en

volumen (Ogier et al., 1999).

Existen levaduras que consumen tanto hexosas como pentosas para generar el mismo
producto (levaduras no tradicionales). Estos microorganismos también pueden dar lugar a
bioproductos de interés alimentario (p. €j. xilitol y arabitol). Dentro de las levaduras no

tradicionales se estudian principalmente tres tipos:
a) Levaduras naturales capaces de fermentar pentosas

En un estudio previo donde se describen las principales caracteristicas de un grupo de
levaduras no convencionales (Spencer et al, 2002), se incluyen Shwanniomyces
occidentales, Kluyveromyces lactis, Pichia pastiris, Pichia methanolica, Pichia angusta
(Hansenula polymorpha) y Pichia guilliermondii, entre otras. Las levaduras capaces de
conseguir mayores rendimientos son C. shehatae, Pachysolen tannophilus y Pichia stipitis
(Jeffries, 1990; Skoog y Hahn-Héagerdal, 1988). Estos rendimientos estan entre 0,28 y 0,48 g
g con una productividad dentro del intervalo de 0,02 — 0,66 g dm- h1 (Olsson y Hahn-
Hagerdal, 1996).

Levaduras como Kluyveromyces fragilis, C. tropicalis, Hansenula anomala, Pachysolen,
Saccharomyces (S. cerevisiae) y Schizosaccharomyces pombe, fermentan D-xilulosa, Fig.
2.4, obteniéndose como bioproductos etanol, 20,4 — 23,3 g dm-3, y xilitol, 1,0 — 8,0 g dm-3
(Gong et al., 1981a; Gong et al., 1983; Jeffries, 1981b; Suihko y Drazic, 1983). Cuando se
fermenta con S. cerevisiae se obtienen mayores rendimientos, 0,75 g dm -3 h'1 (Chiang et
al., 1981).

Durante un estudio de fermentacion de mezclas de D-xilosa y D-glucosa con una
combinacion de levaduras para obtener las condiciones de cultivo 6ptimo y el
microorganismo mas eficiente para la produccién de etanol (Sanchez et al.,, 2002a), se
observo que, durante la fermentacion conjunta aparece inhibicion en el consumo de D-xilosa
en presencia de D-glucosa, tanto en el caso de P. tannophilus como en C. shehatae, siendo

P. stipitis la levadura donde mejores resultados se alcanzaron en la produccién de etanol.
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NAD(P)H

D-xilosa )
-xilosa reductasa

- \4 —

D-xilosa isomerasa Xilitol

Xilitol deshidrogenasa
NADH
ATP

Xiluloquinasa

ADP

v
D-xilulosa-5-P

Figura2.4 Conversién de D-xilosa en D-xilulosa-5-fosfato a partir de
levaduras y bacterias (McMillan, 1996).

H. polymorpha es la Unica levadura metilotropica termotolerante conocida, con un
crecimiento 6ptimo entorno a 37°C y una maxima temperatura de crecimiento por encima de
los 48°C, capaz de fermentar D-xilosa, D-glucosa, celobiosa y otros azlcares
lignoceluldsicos a estas temperaturas (Hansen y Hollenberg, 1996). En un estudio previo de
fermentacion de mezclas de D-glucosa y D-xilosa puros al 2,0% con H. polymorpha, a
diferentes temperaturas con el fin de obtener etanol (Ryabova et al., 2003), se alcanzé un
mayor crecimiento celular y concentracion de etanol cuando la fuente de carbono fue D-

glucosa, siendo éstos maximos a 37 y 40°C.
b) Bacterias terméfilas

Se desarrollan a temperaturas superiores a 45°C pudiendo superar incluso los 100°C
(hipertermdfilas) siempre que exista agua en estado liquido, lo que se consigue si la presion
es elevada. Las identificadas son Clostridium y Thermoanaerobacter ethanolicus. No sélo
pueden fermentar monosacéridos sino también celulosa y otros biopolimeros (Wiegel y
Ljungdahl, 1986). En un estudio de Carreira et al. (1983), se observa un valor de conversién

cerca del tedrico con una concentracion de D-xilosa por debajo del 3% (p/V) utilizando
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mutacion T. ethanolicus. Mientras que el original alcanza 0,44 g g en 1% (p/V) de D-xilosa,

la mutacién alcanza 0,5 g g* con productividad volumétrica de 0,12 g dm-3h-1,

El uso de estas bacterias para la fermentacion de pentosas se presenta dificil por sus
bajos rendimientos en etanol, formacion de diversos bioproductos, y poca tolerancia al
etanol con lo que requiere concentraciones iniciales bajas en el sustrato. Finalmente su
fuerte sensibilidad a los inhibidores y la necesidad de adicionar factores de crecimiento al
medio restan mucho interés a su uso (Ogier et al., 1999).

c) Bacterias mesofilas

Son aquellas que presentan una temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 — 45°C.
Zymomonas mobilis es un caso excepcional de bacteria que puede producir etanol con un
elevado rendimiento y productividad pero la fuente de carbono para la obtencion de etanol
esta restringida a D-glucosa, D-fructosa y sacarosa (Olsson y Hahn-Hagerdal, 1993; Swings
y de Ley, 1977). Mediante la ingenieria genética se realizan recombinaciones de estas
bacterias de tal forma que se mejora tanto el rendimiento etandlico (0,44 — 0,52 g g**) como
las productividades (0,18 — 0,96 g dm= h'1), a la vez que se consigue que sean capaces de
fermentar D-arabinosa, D-glucosa D-galactosa y D-manosa (Olsson y Hahn-Hagerdal,
1996).

2.6.2 Sustratos utilizados

Tras someter el material lignocelulésico a un proceso de pretratamiento y posterior
hidrélisis, coexisten componentes en porcentaje variable segun el tratamiento aplicado,
como D-glucosa, D-xilosa, D y L-arabinosa, junto con D-manosa, D-galactosa y D-fructosa.
Dichos mondémeros constituyen la fuente de carbono y energia para la levadura durante la
fermentacion con el fin de obtener bioproductos como etanol, xilitol y arabitol.

2.6.2.1 D-glucosa

Es una hexosa que posee un grupo aldehido en el extremo de la molécula y es isémero
de D-fructosa, es decir, diferente posicién relativa de los grupos —OH y =0. Libre 6
combinada, es el compuesto organico mas abundante de la naturaleza, constituyendo el

componente principal de polimeros en la estructura celulésica.
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2.6.2.2 D-xilosa

Consiste en una pentosa con un grupo funcional aldehido, que tiene también un isémero
funcional que es la xilulosa. Es un componente importante del material lignoceluldsico y
constituye uno de los ocho azlcares que son esenciales para la nutricion humana (entre

ellos estan D-galactosa, D-glucosa y D-fructosa).

2.6.2.3 Dy L-Arabinosa

Es un monosacarido que contiene cinco carbonos con un grupo aldehido (aldopentosa).
Aunque en menor porcentaje, forma parte de la fraccion celulésica del material
lignoceluldsico, y por tanto de igual forma fermentable. De las dos formas existentes (D y L),

el enantibmero méas abundante es L-arabinosa.

2.6.3 Vias metabdlicas

La obtencion de bioproductos a partir de la fermentacion de hexosas y pentosas, esta
basado en unas transformaciones enzimaticas que tienen lugar en el interior del
microorganismo empleado y que configuran su metabolismo. Su funcion sera extraer la
energia y el poder reductor del medio que rodea al organismo con el fin de ser utilizados

para sintetizar los constituyentes macromoleculares de su estructura.

2.6.3.1 Ruta metabdlica de obtencion de etanol a partir de D-glucosa

A partir de este proceso se pretende obtener etanol a partir de una hexosa, en
anaerobiosis no estricta, sobre todo en su fase inicial, ya que el oxigeno no puede ser

totalmente eliminado (es necesario para el desarrollo y crecimiento celular).

La estequiometria de la reaccion cuando el sustrato es D-glucosa es la indicada en la Ec.
2.1,

CeH120s _microorganismo o 2C,HsOH + 2CO2 + Energia [2.1]

mientras que cuando el sustrato es una pentosa (D-xilosa 6 D y L-arabinosa), la reaccion es

la indicada en la Ec. 2.2.
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CsH100s  _micoorganismo o 5/3 C;HsOH + 5/3 CO; + Energia (2.2]

El rendimiento tedrico de estas reacciones (Coeficiente de Gay-Lussac) es de 0,51 g g*
y representa la maxima eficiencia en la conversién a etanol. Este valor no se alcanza en la
practica ya que los microorganismos usan al menos un 5,0% de este sustrato en su
mantenimiento celular y en la obtencion de otros productos minoritarios como glicerol, acido
acético, acido lactico, acido succinico, 2.3-butanodiol y algunos alcoholes superiores (Amin
et al., 1983).

En el transcurso de la fermentacién pueden producirse alteraciones que afectan a la

normal evolucién de la misma, y por tanto a la obtencion de los bioproductos:

- Ausencia completa de oxigeno impidiendo el desarrollo y reproduccion celular del

microorganismo.

- Exceso de oxigeno que conlleva una oxidaciéon completa, es decir, la respiracion con
produccion de diéxido de carbono y agua. En definitiva, un aumento excesivo de biomasa

sin obtencion de bioproductos, Ec. 2.3y 2.4.

CeH1206 + 60,  Mmicroorganismo o 6CQO, +6H0 + Energia [2.3]
CsH100s + 50,  _micoorganismo o 5CO, + 5H20 + Energia [2.4]

- Consumo por parte del microorganismo del bioproducto generado, ante la ausencia de

otras fuentes de carbono y energia, generando diéxido de carbono y agua (diauxia), Ec. 2.5.

CoHsOH + 30,  microorganismo o 2CQO, +3H.0 + Energia [2.9]

- Cuando la concentracién de sustrato es elevada (aproximadamente el 24%), la presion
osmdtica inhibe el crecimiento celular, sobre todo en la fase inicial (Soumalainen y Oura,
1971).

- Ante concentraciones de pentosas 6 hexosas elevadas se incrementa la produccion de

en bioproducto, no favoreciéndose la fermentacion; en efecto, concentraciones superiores a
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120 g dm-2 provocan una parada del crecimiento celular, siendo la inhibicién despreciable en

concentraciones inferiores a 30 g dm-3 (Ghose y Tyagi, 1979).

En general se acepta la existencia de tres grandes rutas capaces de desembocar en
etanol: glucolisis (Embden-Meyerhoff-Parnas), hexosa 6 pentosa monofosfato, y Entner-
Doudoroff.

> Metabolismo de D-glucosa a través de via Embden-Meyeroff-Parnas (EMP)

En esta ruta, D-glucosa es fosforilada a D-glucosa-6-fosfato y posteriormente
isomerizada a D-fructosa-6-fosfato por medio de los enzimas hexoquinasa vy
fosfohexoisomerasa, respectivamente, siendo degradada finalmente a piruvato. La
degradacion de D-glucosa transcurre en las células fermentativas y en aquellas que utilizan

este monosacarido de forma comun hasta el &cido piravico.

La decarboxilacion del acido piravico a acetaldehido y la reduccién de éste hasta etanol
(fermentacion etandlica) son, sin embargo, exclusivos de las levaduras y de algunos hongos
actinomicetos. En este caso, el acido pirlvico se activa uniéndose a la tiaminapirofosfato
(TPP), transformandose en acetaldehido por accion del enzima piruvato descarboxilasa con
la consiguiente liberacién de CO.. Posteriormente, se forma etanol como producto final por

accion del alcohol deshidrogenasa.

» Metabolismo de D-glucosa a través de la via Hexosa 6 Pentosa monofosfato.

Fermentacién Pentosas

En este caso, D-glucosa se transforma en ribosa-5-fosfato y en sedoheptulosa-7-fosfato.
A partir de éste se puede generar o bien gliceraldehido-3-fosfato mediante el enzima
transaldolasa 6 bien fructosa-6-fosfato. Ambos productos pueden incorporarse en el ciclo

EMP y transformarse en piruvato para posteriormente obtener etanol.

» Metabolismo de D-glucosa a través de la ruta Entner-Doudoroff

Es una ruta metabdlica alternativa que cataboliza D-glucosa a piruvato usando una serie
de enzimas distintas a la glucolisis y a la ruta de la pentosa-fosfato. El 6-fosfogluconato
puede deshidratarse a 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato. Este compuesto puede

desdoblarse posteriormente en piruvato y gliceraldehido-3-fosfato mediante una aldolasa.

pag. 39



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Adicionalmente, el gliceraldehido-3-fosfato se oxida a piruvato por la via de Embden-
Meyerhof, descarboxilandose en ambos casos el piruvato y originando acetato con el fin de

obtener etanol y CO:..

2.6.3.2 Ruta metabdlica de obtencién de etanol a partir de D-xilosa

Desde el descubrimiento de la capacidad de las levaduras para fermentar D-xilosa
(Jeffries, 1981a; Schneider et al., 1981), su ruta metabdlica ha sido investigada con gran
detenimiento. Por un lado, las bacterias isomerizan D-xilosa directamente a xilulosa. En
cambio, las levaduras y hongos producen un compuesto intermedio, xilitol, durante las
primeras etapas del metabolismo de la pentosa, mediante los enzimas xilosa reductasa y
xilitol deshidrogenasa, Fig. 2.5. A continuacion la xilulosa es fosforilada a D-xilulosa-5-
fosfato a través del enzima xilulosa quinasa. Este intermedio se metaboliza a través de la
ruta pentosa-fosfato, obteniéndose gliceraldehido-3-fosfato y fructosa-6-fosfato, pudiéndose
ambos transformar en piruvato a través del ciclo Embden-Meyerhoff-Parnas, para producir
finalmente etanol y CO2 (Xu y Taylor, 1993). En estudios previos de investigacion (Watson
et al.,, 1984), se puso de manifiesto la necesidad de la presencia de oxigeno para la
produccion de etanol a partir de D-xilosa.

Las levaduras que son capaces de fermentar D-xilosa siguen la ruta 6xido-reductiva de
conversion de D-xilosa a xilulosa via xilitol. La diferencia significativa entre el metabolismo
de las hexosas con respecto al de las pentosas es que estas Ultimas, al contrario que las
hexosas, han de ser transportadas a través de la ruta pentosa-fosfato (Strathern et al.,
1982), Fig. 2.5. Por otro lado, se ha comprobado que la presencia de D-xilosa es requerida
para la produccion de los enzimas xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, no estando
ninguno de los dos presentes durante la fermentacion de D-glucosa (Bruinenberg et al.,
1983). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Alexander et al. (1988) utilizando C.
shehatae y modificando las fuentes de carbono y energia (D-xilosa y D-glucosa); en este
estudio, estos enzimas fueron inducidos por la presencia de D-xilosa, estando
practicamente ausentes en células que crecen sobre D-glucosa. En cambio, se detectd
niveles de alcohol deshidrogenasa mayores en células que crecian sobre D-glucosa que en

aquellas que utilizaban D-xilosa como fuente de carbono y energia.
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Figura 2.5 Via metabdlica propuesta para el metabolismo de D-xilosa y D-glucosa en levaduras
que fermentan pentosas (adaptado de Strathern et al., 1982).

La levadura S. cerevisiae no es capaz de fermentar D-xilosa, pero si de asimilar xilulosa,
por tanto cuando el enzima xilosa isomerasa esta presente en el medio, la D-xilosa se
convierte en xilulosa que posteriormente se fermenta a etanol por parte de S. cerevisiae. La
velocidad de formacion de etanol a partir de D-xilosa es aproximadamente la mitad que
cuando el sustrato es D-glucosa (Ligthelm et al., 1988; Skoog, 1992). Por otro lado, P.
stipitis y C. shehatae estan entre las mejores levaduras descritas capaces de fermentar D-
xilosa (Jeffries y Kurtzman, 1994). En general, poseen una velocidad especifica maxima de
produccion de etanol de 0,51 g g* h** y con rendimiento en etanol de 0,50 g g con respecto
a D-xilosa (Hahn-Héagerdal et al., 1994).
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2.6.3.3 Ruta metabdlica de obtencion de etanol a partir de D y L-arabinosa

Cuando se emplea como fuente de carbono y energia L-arabinosa, se puede conseguir
su conversion hacia etanol, Fig. 2.6. En las bacterias, L-arabinosa se isomeriza a L-ribulosa,
fosforilandose posteriormente hacia L-ribulosa-5-fosfato. Finalmente, tras pasar a D-xilulosa-

5-fosfato, se introduce en el metabolismo central de la pentosa-fosfato.

En la mayoria de los hongos, la conversion inicial de L-arabinosa a D-xilulosa-5-fosfato
transcurre a través de una serie de etapas de reduccion y de oxidacion que implican a los
cofactores NAD(P)*/ NAD(P)H, Fig. 2.6. En este sentido, L-arabinosa se reduce a L-
arabinitol, que se somete a etapas de oxidacion y de reduccién adicional para ser convertida
a xilitol (Richard et al., 2002; Verho et al., 2004). El xilitol se oxida a D-xilulosa (Wang y
Jeffries, 1990) que, de forma similar a las bacterias, es fosforilada a D-xilulosa-5-fosfato,

conectandose con las rutas metabdlicas centrales, como ocurre en el metabolismo

bacteriano.
Rutas metabdlicas
Hongos Bacterias
L-arabinosa L-arabinosa
NAD(P)H L-arabinosa
Ald duct i
0Ssa reductasa NAD(P)+ Isomerasa
L-arabinitol L-ribulosa
L-arabinitol NAD* Ribulokinasa ATP
4-deshidrogenasa NADH ADP
L-xilulosa L-ribulosa-5P
L-xilulosa NAD(P)H ;‘o'ggt’l)osa
reductasa NAD(P)* 4 epimerasa
Xilitol D-xilulosa-5P
Xilitol NAD
deshidrogenasa NADH
D-xilulosa
. . ATP
Xilulokinasa
ADP
D-xilulosa-5P

Figura 2.6 Via metabdlica de L-arabinosa y D-xilosa en bacterias y hongos (Verho et al.,

2004).
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A pesar de existir levaduras capaces de crecer en L-arabinosa, estudios previos de
investigacién (Dien et al., 1996), demostraron que sélo con C. succiphila, C. auringiensis,
Candida sp (YB-2248) y Ambrosiozyma monospora, en fermentaciéon directa de D y L-

arabinosa produjeron etanol, en concreto un maximo en torno a 4,1 g dm-3,

La via metabdlica para la produccién de etanol a partir de D y L-arabinosa, es diferente

en las levaduras, Fig. 2.7.

HO HO
on HOG: Eon
HO OH OH
HOC+ OH OH
H,OH H,OH
HzOH H,OH : .
L-arabinosa EOH D-arabinosa D-ribosa
HO
GHO i
20H HOC*
OH
L-arabitol HO% *SSZHOH
HOH CoH
, ¢HOH OH
20"' D-X|Iosa HOG* H,OH
EHZCH %82 ribitol
H,OH
HZOH HOEOH D arz;bitol ¢
H,OH -
H,OH 2
L-xilulosa ’ '\AHO%O gHeon
Xilitol *COH (;8:
CH,OH HOH
D-xilulosa D-ribosa

Figura 2.7 Ruta metabdlica de L y D-arabinosa hacia etanol. Interconversién de pentosas y
pentaalcoholes por NAD(PH) en las que intervienen oxidorreductasas (Jeffries y Jin,
2004).

2.6.3.4 Ruta metabdlica para la obtencion de xilitol a partir de D-xilosa

El xilitol es un pentalcohol que presenta un elevado interés en la alimentacion y en la
industria farmacéutica. A gran escala, se obtiene por hidrogenacién quimica de D-xilosa
derivada de hidrolizados hemicelulésicos, en presencia de un catalizador de niquel, y en
condiciones de elevada presion y temperatura. Es necesario purificar previamente D-xilosa
con el fin de eliminar las impurezas, aumentando de este modo el rendimiento en xilitol.

Debido a su alto coste de produccién, el xilitol es un producto de elevado precio.

Las levaduras del género Candida (C. tropicalis, Candida guilliermondii) son las que

ofrecen mejores resultados en la fermentacion de D-xilosa hacia la produccion de xilitol
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(Winkelhausen y Kuzmanova, 1998). Otras levaduras no tradicionales como H. polymorpha
(Sanchez et al., 1998), Debaryomyces hansenii (Nobre et al., 2002) y P. tannophilus

también son muy utilizadas.

Las variables de operacion referidas a la produccién de xilitol por parte de estas

levaduras, que influyen en la mejora del rendimiento y produccién del xilitol son:

- Composicion del medio de cultivo: la concentracion en extractos de levadura suele
estar dentro del rango de 10,0 — 20,0 g dm3. En un estudio previo de investigacion (da Silva
et al., 1997), se aumento6 la concentraciéon del medio desde 5,0 a 10,0 g dm-2 provocando un
incremento en la produccion de biomasa de C. guilliermondii FTI 20037 a la vez que una

disminucién pronunciada de la productividad de xilitol.

- Concentracion de indculo: durante la fermentacion de D-xilosa se estudio el efecto de la
concentracion inicial de Candida sp. B-22 en la produccion de xilitol (Cao et al., 1994),
observandose que la velocidad de produccién del xilitol era lineal; en este sentido, con la
maxima concentracion de inéculo, 26,0 g dm=, y a partir de 260,0 g dm- de D-xilosa, se
obtuvo 210,0 g dm- de xilitol. Por otro lado, se detectd6 una disminucién del tiempo de
fermentacion con el incremento de la concentracion inicial de levadura.

- Tamafo de indéculo: en un estudio de fermentacion de hidrolizados hemiceluldsicos de
paja de arroz con C. guilliermondii FTI 20037 (Roberto et al., 1996), se observé que
aumentando la densidad de células desde 0,67 g dm= a 2,41 g dm=3, se disminuy6 la
formacién de biomasa, el consumo de D-xilosa y la produccién de xilitol. Por el contrario,
cuando se fermenta hidrolizados de madera con D. hansenii NRRL Y-7426, la produccion de

xilitol es superior cuando las densidades iniciales son elevadas (Parajo et al., 1996).

- Edad del in6culo: durante un estudio de investigacion donde se varié la edad del
indculo de C. guilliermondii FTI 20037 desde 15 a 70 h (Pfeifer et al., 1996; da Silva et al.,
1997), se puso de manifiesto que con inéculos menores de 24 h se alcanzaban
productividades inferiores. A partir de las 24 h, no se afectaba sobre la concentracion final y

el rendimiento en xilitol, siendo la productividad similar.

- Efecto de la temperatura: la temperatura 6ptima en fermentacion con levaduras para la
produccion de xilitol es 30°C (Winkelhausen y Kuzmanova, 1998). Generalmente, el
rendimiento en xilitol es independiente de la temperatura cuando la levadura es cultivada en
un rango de temperatura entre 30 y 37°C, pero por encima de éste, disminuye fuertemente
(da Silva y Afschar, 1994). Durante un estudio del efecto de la temperatura en la produccién

de etanol y xilitol (du Preez et al., 1986), se detecta que a elevadas temperaturas la
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produccion de xilitol se ve favorecida frente a la de etanol. Por otro lado, Sanchez et al.
(2004) observaron que la temperatura 6ptima para la produccion de xilitol con P. tannophilus
difiere en 15°C de la oOptima de etanol, permitiendo controlar una de las dos vias de

produccion de los bioproductos.

- Efecto del pH: las levaduras se cultivan en un rango de pH de 4,0 — 6,0. El pH éptimo
inicial para C. boudinii es 7,0 (Vandeska et al., 1995a), mientras que cuando el pH esta
contralado y es constante, se aconseja un pH de 5,5 (Vandeska et al., 1995b). Cuando el
pH se mantiene constante durante todo el bioproceso, pH inicial éptimo es 5,5 para D.
hansenii (Dominguez et al., 1996), en el rango de 4,0 — 6,0 para Candida sp. (Cao et al.,
1994) y 4,0 para C. tropicalis (Yahashi et al., 1996). En un estudio de la influencia del pH y
de la aeracion en la fermentacién de D-xilosa con H. polymorpha (Bravo et al., 1990), se
determiné la velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial, asi como el
rendimiento en xilitol, no viendose ambos afectados por la variacién del pH inicial. En lo que
se refiere al nivel de aeracién, la velocidad especifica de crecimiento aument6 con el
incremento del caudal de suministro de aire, al contrario que el rendimiento en xilitol que

disminuia con el nivel de aeracién.

- Efecto del sustrato: en ausencia de D-xilosa, la formacion de xilitol no tiene lugar.
Cuando se incrementa la concentracion de D-xilosa se favorece la formacion de xilitol a
expensas de la produccién de etanol, y como consecuencia un aumento de la relacién xilitol
respecto al etanol, una disminucién del rendimiento en etanol y un incremento del
rendimiento en xilitol (Meyrial et al., 1991; Skoog y Hahn-H&agerdal, 1988; Vandeska et al.,
1995a). Generalmente, para conseguir unos rendimientos elevados en xilitol se parte de
concentraciones iniciales en D-xilosa entre 100 y 200 g dm-3, aunque para el caso de C.
guilliermondii NRC 5578, 300 g dm=3 seria lo mas adecuado (Meyrial et al., 1991). No
obstante, dependiendo del tipo de levadura se puede detectar inhibicion en la formacién de
xilitol ante determinadas concentraciones del sustrato, (Winkelhausen y Kuzmanova, 1998).
En relacién al efecto de las hexosas con respecto al consumo de D-xilosa, algunos estudios
demuestran que D-galactosa, D-celobiosa y L-arabinosa no afectan a su asimilacién,
mientras que D-manosa y especialmente D-glucosa desvian su consumo (Bichio et al.,
1988; da Silva y Afschar, 1994; Lee et al., 1996). En mezclas de D-glucosa y D-xilosa, s6lo
hasta que la totalidad de D-glucosa es consumida por parte de la levadura, se comienza a
asimilar D-xilosa (Delgenes et al., 1988; Vandeska et al., 1996). Esto se justifica por el
hecho de que existe una inhibicién parcial de xilosa reductasa y como consecuencia soélo

una pequefia cantidad de xilitol es producido. Por el contrario, durante la fermentacién de D-
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xilosa con C. shehatae FPL-702 en presencia de D-glucosa (Sreenath y Jeffries, 1996), se
detect6 un incremento en la produccién de xilitol. De igual forma, Sanchez et al. (2007)
observaron que la ausencia de D-glucosa en los medios de cultivo reducia

significativamente las velocidades especificas de produccion de xilitol con C. tropicalis.

- Efecto del nivel de aeracién: La fermentacién con levaduras puede desarrollarse en
condiciones anaerobicas, aerdbicas y con transferencia de oxigeno (Laplace et al., 1991).
En condiciones de aerébicas no se produce xilitol, incluso algunas levaduras como C.
tropicalis ATCC 32113 pueden reasimilar tanto el etanol como el xilitol existente en el medio
(Lohmeier-Vogel et al., 1995). En condiciones anaerobias se puede observar que ninguna
levadura es capaz de crecer en D-xilosa (Schneider, 1989). En estudios previos de
investigacién (Roseiro et al., 1991; Sanchez et al.,, 1997; Sanchez et al., 1998), se
demuestra que el crecimiento celular de la levadura y el proceso de fermentacion para la

produccion de xilitol sélo se desarrolla en condiciones microaerdbicas.

- Xilitol producido: cuando las concentraciones de xilitol son elevadas se provoca la
inhibicién de las levaduras; en efecto, la acumulacion de xilitol no debe superar el rango de
10,0 — 15,0% (p/V). Al aumentar la temperatura se reduce la tolerancia de la levadura al
xilitol; efectivamente, cuando la temperatura es superior a 35°C la concentracion de xilitol se
reduce a 10,0% (p/V).

- Existencia de inhibidores: Los procesos de hidrélisis favorecen la formaciéon de
compuestos como furfural, &cido acético y 5-hidroximetilfurfural que inhiben la conversién de
D-xilosa a xilitol (Felipe et al., 1996). Durante la fermentacion de hidrolizados
lignoceluldsicos por D. hansenii CCMI 941 a xilitol (Duarte et al., 2005), se estudio el efecto
de determinados acidos alifaticos, del furfural y compuestos fenélicos. Se observé que, a
concentraciones inferiores a 6 g dm=3, el acido acético favorecia la formacién de biomasa;
ademas, los compuestos fendlicos existentes provocaban una fuerte disminucién de la
velocidad especifica de crecimiento y de igual forma, el incremento en la concentracion de
furfural influia negativamente en la velocidad especifica maxima especifica de crecimiento y

en la productividad en biomasa.

La mayor parte de las investigaciones que se han realizado se centran en levaduras del
género Candida, ya que pocos organismos son capaces de utilizar D-xilosa como fuente de
carbono y energia, a la vez que acumulan el xilitol obtenido, evitando su transformacién en
D-xilulosa, Fig. 2.4. Las especies que han reportado mayores productividades y rendimiento

son C. tropicalis, P. tannophilus, P. stipitis, C. guilliermondii, D. hansenii y Candida
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parapsilopsis, variando los rendimientos en xilitol respecto a D-xilosa entre 0,73 y 0,88% y
las productividades entre 1,73 y 3,15 g dm=3 h™' (Gong et al., 1981b).

2.6.3.5 Ruta metabdlica para la obtencion de arabitol a partir de D-glucosa

A partir de unos estudios previos de investigacién (Ingram y Wood, 1965), se observé
que la levadura Saccharomyces rouxii es capaz de producir D-arabitol a partir de D-glucosa
mediante dos rutas metabdlicas alternativas. Por una parte, tras pasar D-glucosa a D-
ribulosa-5-fosfato, puede desfoforilarse y reducirse de D-ribulosa a D-arabitol mediante el
enzima arabitol deshidrogenasa: Via de formacion de D-ribulosa, Fig. 2.8; otra alternativa es
que D-ribulosa-5-fosfato procedente de D-glucosa se convierta a D-xylulosa-5-fosfato, la
cual se defosforila y posteriormente se reduce de D-xilulosa a D-arabiltol por la accién del

enzima xilitol deshidrogenas: via de formacion de D-xilulosa (Saha et al., 2007), Fig. 2.8.

Kodamaea ohmeri produce D-arabitol a partir de D-glucosa como principal bioproducto
(Zhu et al., 2010); en este sentido, las condiciones éptimas de cultivo fueron a 37°C, pH
neutro, 220 r.p.m. y con un 5,0% de in6culo. A partir de 200 g dm-2de D-glucosa y tras 72 h,
se obtuvo una concentracién de arabitol en torno a 81,2 g dm=3, con un rendimiento en

arabitol de 0,41 g g! y una productividad volumétrica de 1,13 g dm-3 h-1.

D-glucosa

v

6-Fosfo-D-gluconato

6-Fosfogluconato
deshidrogenasa

D-ribulosa-5P
Ribulosa-5P epimerasa/ Nibulokinasa
D-xilulosa-5P D-ribulosa
Xilulokinasa I lArabitoI deshidrogenasa
D-xilulosa = === === » | D-arabitol
Arabitol

Xilitol deshidrogenasa I deshidrogenasa

D-xilosa ————— | Xilitol
Xilosa reductasa

Figura 2.8 Posibles vias metabdlicas de conversion de D-glucosa a arabitol y D-xilosa a
arabitol y xilitol por Zygosaccharomyces rouxii NRRL Y-27,624 (Diagrama
basado en el realizado por Saha et al., 2007).
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2.6.4 Productos obtenidos en el bioproceso

Los bioproductos principales obtenidos a partir de una fermentacién microbiana son

bioetanol, xilitol y arabitol.

2.6.4.1 Bioetanol

Se trata de un alcohol que, en condiciones normales de presién y temperatura, se
presenta como un liquido incoloro, volatil e inflamable. Tiene un punto de fusion de -
114,1°C, un punto de ebullicién de 78,5°C y una densidad relativa de 0,80 a 20°C.

Actualmente, el etanol se produce por fermentacion de materiales con alto contenido en
sacarosa, almidén 6 celulosa, previamente pretratados e hidrolizados con el fin de liberar el
maximo contenido de monosacaridos fermentables. El liquido fermentado contiene una
concentracién de etanol en torno a un intervalo de 7,0 — 12,0% (V/V), concentrdndose
posteriormente por destilacién hasta un 95,0% (V/V). Si la destilacion es simple, se limita la
pureza del etanol a un intervalo entre el 95,0 y 96,0% por la formacién del azeétropo de
agua y etanol, de bajo punto de ebullicibn. Para conseguir obtener etanol libre de agua, se
aplica la destilacién azeotropica en una mezcla con benceno o ciclohexano. En estas
mezclas se destila el azeétropo a temperaturas mas bajas, mientras que el etanol se queda
retenido. Otro método de purificaciobn muy utilizado actualmente es la absorcion fisica
mediante tamices moleculares. A escala de laboratorio también se pueden utilizar
desecantes como el magnesio, que reacciona con el agua formando hidrogeno y 6xido de

magnesio. Ciertos agentes hidratantes extraen el agua residual y producen etanol absoluto.

Su uso como combustible puede realizarse bien sélo 6 bien mezclado en cantidades
variadas con gasolina, que por razones de miscibilidad entre ambos productos, no deben
sobrepasar el 5 — 10% en volumen de etanol en climas frios y templados, pudiendo llegar
hasta un 20% en zonas mas calidas. Su uso se ha extendido principalmente para
reemplazar el consumo de derivados del petréleo. Se utiliza ampliamente en muchos
sectores industriales (sintesis de diversos productos como acetato de etilo, éter dietilico,
entre otros) y en el sector farmacéutico, como excipiente de algunos medicamentos y

cosméticos. Para su uso comercial se utiliza diluido al 95% (V/V).

No obstante, debido a que el uso energético en los actuales métodos de produccién de
etanol es muy significativo respecto a la energia procedente del combustible obtenido, no es
posible sustituir en su totalidad el consumo actual de combustibles fosiles por esta via de

aprovechamiento de subproductos.
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2.6.4.2 Xilitol

Es un polialcohol de 5 carbonos, y que puede sustituir a la sacarosa en el caso de
diabéticos (no precisa de insulina para su metabolismo) ya que tiene el mismo valor
energético. Como edulcorante no tiene efectos sobre la salud dental, ya que no favorece el
crecimiento de bacterias causantes de la caries dental. Su calor de disolucién provoca una
sensacion de frescor bucal muy valorada por los fabricantes de chicles, helados y bebidas
refrescantes. (Pepper y Olinger, 1988). Durante un estudio de investigacién (Uhari et al.,
1998), se puso de manifiesto la eficacia del xilitol frente a la prevencién de infecciones de

oido, permitiendo desarrollar una profilaxis eficaz contra la otitis media aguda.

Aunque el xilitol esta presente en algunas frutas y verduras, su extraccién no es viable
econdmicamente debido al alto coste del proceso y al pequefio contenido en xilitol de dichas
fuentes, inferiores a 900 mg 100 g (Pepper y Olinger, 1988). Actualmente, a escala
industrial, el xilitol se obtiene mediante la reduccién quimica de D-xilosa procedente de
hidrolizados de materiales lignoceluldsicos. El proceso convencional incluye una hidrélisis
acida inicial del material lignocelul6sico, seguida de la purificacion del hidrolizado para
obtener D-xilosa cristalina pura 6 en disolucion. A continuacién, se procede a la
hidrogenacion de D-xilosa a xilitol en presencia niquel como catalizador, y finalmente la
cristalizacion del xilitol resultante (Nigam y Singh, 1995). La etapa critica de este proceso es
la separacion y purificacion de D-xilosa obtenida tras el proceso de hidrélisis, muy costosa
econOmicamente ya que la hidrélisis acida produce cantidades considerables de D-
galactosa, L-arabinosa y D-manosa junto con D-xilosa. La busqueda de vias alternativas
para la produccion de xilitol estd presente, siendo la técnica méas atractiva hoy en dia la
microbiana, y entre los microorganismos, las levaduras son consideradas como las mejores

productoras de xilitol, generalmente en condiciones microaerébicas (Roseiro et al., 1991).

2.6.4.3 Arabitol

Es un polialcohol de cinco carbonos con una produccion de gran interés en la industria
alimentaria debido a su uso potencial como edulcorante artificial de bajo valor calérico (0,2
kcal g'), comparado con las 2,4 kcal g del xilitol. De igual forma tiene aplicaciones como

edulcorante sustituto para pacientes diabéticos (Gare, 2003).

El arabitol se produce a partir de D-glucosa por desfosforilacion de D-ribulosa-5-fosfato
por el enzima 6-Fosfogluconato deshidrogenasa, y posterior reduccion de D-ribulosa

mediante D-arabitol deshidrogenasa ligada a NADPH, Fig. 2.8. Algunas levaduras
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pertenecientes a los géneros Saccharornyces, Debaryomyces, Hansenula, Pichia y Candida
producen arabitol a partir de D-glucosa (Escalante et al., 1990a). Por otro lado, el arabitol
obtenido puede ser convertido de forma eficaz hacia xilitol por Glucanobacter oxydans
(Suzuki et al., 2002), considerandose una alternativa interesante para la produccion de xilitol
frente a los procesos quimicos 0 biolégicos que parten de D-xilosa existente en materiales

lignoceluldsicos, los cuales son muy costosos.

2.6.4.4 Produccion de otros bioproductos

El metabolismo celular de las bacterias y levaduras puede utilizarse para obtener otros
compuestos de interés, partiendo de carbohidratos de bajo peso molecular. Entre estos,

cabe destacar:

- El 4cido citrico se obtiene por fermentacién con A. niger (Kim et al., 2006). Es de gran

importancia comercial y con un gran volumen de produccion.

- El acetaldehido capaz de convertir eficientemente el etanol mediante el aislamiento de

células de la levadura metilotropica H. polymorpha recombinadas (Moroz et al. 2000).

- El acido acético obtenido por fermentacién de D-xilosa mediante el organismo
anaeroébico Clostridium thermoaceticum (ATCC 49707); en este sentido, a partir de 20 g dm-
3 de concentracién inicial de D-xilosa y 5 g dm- de extracto de levadura, se consigue una
concentracién maxima de acido acético de 15,2 g dm= y un rendimiento en el mismo de

0,76 g g’}(Balasubramanian et al., 2001).

- Sintesis del 2,3-butanodiol con Enterobacter cloacae NRRL B-23289, a partir de

sustratos ricos en L-arabinosa (Saha y Bothast, 1999).

- El &cido lactico obtenido mediante Escherichia coli FBR 19, siendo esta cepa capaz de
asimilar 100 g dm= de mezclas de D-glucosa y D-xilosa con el fin de producir 77 g dm=3 de
producto (Dien et al., 2002).
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2.7 PROCESOS DE HIDROLISIS ENZIMATICA Y FERMENTACION SIMULTANEA CON
LEVADURAS

La obtencién de bioproductos a partir del pretratado lignocelulésico, puede llevarse a

cabo a través de dos vias:

- Proceso de dos etapas secuenciales donde la hidrélisis (acida o enzimatica) y

fermentacion se realizan por separado (Hidrélisis y Fermentacién Separadas, HFS).

- Proceso en una Unica etapa donde la hidrdlisis y la fermentacion es simultanea

(Sacarificacion y Fermentacion Simultanea, SFS).

En general, la ventaja del proceso de HFS es la capacidad para llevar a cabo cada etapa
en las condiciones 6ptimas debido a la separacion de éstas; en este sentido, la temperatura
Optima para la hidrélisis enzimatica (45 — 50°C) es tipicamente mas alta que la de
fermentacion dependiendo del microorganismo seleccionado (Tengborg et al., 2008). No
obstante, la inhibicion de los enzimas durante el proceso es otro problema importante;
efectivamente, componentes inhibidores son liberados durante la hidrélisis enzimética de D-
glucosa y celobiosa, lo que exige menores cargas de soélidos y mayores cargas de enzimas
con el fin de lograr rendimientos razonables. En un estudio previo sobre la bioconversién
hacia etanol a partir de D-xilosa usando levaduras (Jeffries y Jin, 2000), se observé que por
lo general, estos enzimas son muy susceptibles a la inhibicion por retroalimentacion del
producto final de la via metabdlica que controlan (p. ej. D-glucosa, D-xilosa, D o L-
arabinosa, celobiosa y otros oligosacaridos). Obviamente, evitar la inhibicion del producto
final es probablemente una de las razones mas importante para optar por el proceso SFS.
Ademas, existen varias ventajas potenciales; efectivamente, en una investigacion realizada
por Gauss et al. (1976) se destacé la no necesidad de separacidén de D-glucosa del resto del
hidrolizado (incluida la fraccion de lignina) tras una etapa de hidrélisis enzimatica separada,
evitando asi una posible pérdida de sustrato. Por otra parte, ante una hidrélisis acida, los
hidrolizados han de ser neutralizados antes de la fermentacion, controlando también la
existencia de productos de degradacion generados a partir de la hidrdlisis, ya que pueden

afectar al microorganismo encargado de realizar la fermentacion.

En la hidrdlisis y fermentacion simultanea, la combinacion de ambos procesos disminuye
el nUmero de biorreactores necesarios y, por lo tanto, los costes de capital inmovilizado;
efectivamente, se estima la disminucion en la inversion de capital en mas del 20% (Wingren
et al., 2003). Esto es bastante importante, ya que se puede esperar que los costes de

capital sean comparables con los costes de la materia prima en la produccion de etanol a
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partir del material lignocelulésico. Los procesos de SFS se realizan en un mismo reactor,
donde los enzimas celulasas y xilanasas transforman los polimeros de carbohidratos en
mondémeros fermentables (Jeffries y Jin, 2000). Simultaneamente, se lleva a cabo la
fermentacion de los monosacaridos obtenidos con el microorganismo seleccionado,
convirtiéendose de forma continua a bioproductos (p. €j. etanol, xilitol, arabitol). Hay que
destacar el hecho de que las celulasas operan de manera Optima a altas temperaturas (en
torno a 50°C y superior), mientras que los organismos mas conocidos capaces de fermentar
los azucares lignocelulésicos, y especialmente pentosas, son organismos mesdfilos con un
crecimiento 6ptimo y temperaturas de fermentacion alrededor de los 30°C (du Preez, 1994;
Jeffries y Jin, 2000). Esto significa que el proceso de SFS requiere condiciones en cuanto a
pH, temperatura y concentracion de sustrato compatibles con los procesos de fermentacién
y de hidrdlisis (Ballesteros et al., 2004). En muchos casos, un pH bajo (<5,0), y altas
temperatura (>40°C), pueden ser favorables para la hidrélisis enzimatica, mientras que
estas condiciones pueden afectar negativamente el crecimiento celular de las levaduras.
Para cultivos de Saccharomyces la hidrolisis y fermentacion simultdnea se controla
tipicamente a un pH = 4,5 y 37°C (Dien et al., 2003). Ademas, como puntos débiles en el
proceso de SFS también se observa la pérdida de actividad catalitica asociada a la
presencia de etanol (Chen y Jin, 2006) 6 debida a adsorciones irreversibles sobre la lignina,
aunque en este caso, con la adicion de tensioactivos, se estan obteniendo importantes

avances (Alkasrawi et al., 2003).

La carga de sdélidos y enzimas son las variables principales que afectan a las
caracteristicas econdmicas de la produccién del bioproducto en el proceso de SFS. Un
aumento de sélidos permite concentraciones de bioetanol potenciales mas altas, con lo que
se reduce el tamafio de los equipos, el consumo de energia en calefaccion y destilacion, y
por tanto necesidades de agua durante el proceso (Wang et al., 2011). Estudios recientes
de procesos de SFS de material lignocelulésico, operando con contenidos razonablemente
altos de sélidos insolubles en agua 6 carga de sustrato, pueden apreciarse en las Tablas 2.7
y 2.8.

Estudios donde se varia la carga del enzima (Linde et al., 2007; Eclund et al., 1995)
muestran una fuerte correlacién positiva entre la carga del enzima y el rendimiento total de
etanol. La optima composicion de la mezcla enzimatica es especifica del material
lignoceluldsico a tratar (Ghosh et al., 1982). En la produccién de bioproductos a través de
tecnologias que impliquen hidrdlisis enzimatica, el coste de los enzimas se identifica como

la segunda partida en los costes de operacion, justo después de la materia prima, pudiendo
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representar el 20% de los costes totales (Wingren et al., 2005). Es por ello que se debe
optimizar su gasto, aunque hay que destacar que las cargas del enzima por debajo de un
determinado umbral puede dar lugar a un aumento en la duracién del proceso SFS
(Wingren et al., 2005). Los célculos tecnoecondmicos indican que una reduccion del 50% de
la carga del enzima es beneficiosa si el rendimiento disminuye menos del 6,0 — 7,0% vy el

tiempo de residencia requerido no se incrementa en mas del 30% (Sassner et al., 2008).

Tabla 2.7
PROCESOS DE HIDROLISIS Y FERMENTACION SIMULTANEA CON LEVADURAS
Experimentos de SFS realizados sobre mondmeros de hexosas

Paja de cebada 35,0 S. cerevisiae 80,0 Linde et al., 2007
‘Salix’ 37,0 S. cerevisiae 76,0 Sassner et al., 2006
Abeto 37,0 S. cerevisiae 84,0 Rudolf et al., 2005

Mad‘i;gremi'amo 34,0 Z. mobilis 54,0 McMillan et al., 1999
Alamo 42,0 K. fragilis CECT 10875 71,2 Ballesteros et al., 2004
Paja de trigo 42,0 K. fragilis CECT 10875 62,5 Ballesteros et al., 2004
Lodos de papel 40,0 K. fragilis 63,7 Kadar et al., 2004
Mazorca de maiz 37,0 S. cerevisiae 39,1** Wyman et al., 1992
Rastrojo de maiz 37,0 S. cerevisiae 39,1** Wyman et al., 1992
Paja de trigo 37,0 S. cerevisiae 38,3** Wyman et al., 1992

(*) Basado en el rendimiento te6rico maximo de etanol en hexosas disponibles, en la mayoria de los casos s6lo D-
glucosa (Olofsson et al., 2008a).
(**) Valores no obtenidos directamente del articulo de referencia, sino calculados por Olofsson et al. (2008a).

Tabla 2.8
PROCESOS DE HIDROLISIS Y FERMENTACION SIMULTANEA CON LEVADURAS
Experimentos de SFS realizados sobre mondmeros de hexosa y pentosa

Paja de cebada 35 S. cerevisiae TMB3400 0,63 Linde, 2007
Paja de trigo 34 S. cerevisiae TMB3400 0,59 - 0,78 Olofsson et al., 2008b
Bagazgzcéec;f‘“a de 35 5. cerevisiae TMB3400 0,59 Rudolf et al., 2008

Bagazo de cafia de
azucar

Rastrojo de maiz 35  S. cerevisiae TMB3400 0,54 - 0,59 Ohgren et al., 2006

35 P. stipitis CBS 6054 0,43 Rudolf et al., 2008

(*) Basado en el rendimiento teérico maximo de etanol en hexosas y pentosas disponibles, en la mayoria de los
casos D-glucosa y D-xilosa (Olofsson et al., 2008a).
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En resumen, las ventajas asociadas al proceso de SFS son las derivadas de la
disminucién de la inhibicién por producto, la existencia de costes operativos limitados y la
disminucién de los riesgos de contaminacion microbiana (Sassner et al., 2008). Segun lo
descrito por Sun y Cheng (2002) se pueden resumir como principales ventajas las

siguientes:

- Aumento de la velocidad de hidrdlisis por la conversion de los azlicares causantes de la

inhibicion de la actividad de la celulasa (reduccion de la inhibicion por producto final).
- Menor requerimiento de enzima.
- Mayores rendimientos de productos.

- Menores necesidades de condiciones estériles ya que el sustrato a fermentar esta

continuamente convirtiéndose en bioproducto.
- Tiempos de proceso mas cortos.
- Menor volumen de reactor.

Existen microorganismos etanologénicos capaces de fermentar D-xilosa; efectivamente,
levaduras como P. stipitis, C. shehatae, P. tannophilus, Spathaspora passalidarum,
recombinaciones de S. cerevisiae, asi como varias recombinaciones de bacterias como E.
coli, Klebsiella oxytoca y Z. mobilis, (Hahn-Hégerdal et al., 2006; Van Vleet y Jeffries, 2009;
Dellomonaco et al., 2010; Weber et al., 2010; Long et al., 2012). No obstante, pocas
levaduras son capaces de fermentar Unicamente D-xilosa (P. stipitis, C. shehatae y P.
tannophilus). Es por ello que se investiga cepas recombinantes de S. cerevisiae que
fermenten D-xilosa, ademas de D-glucosa y otras hexosas (Bao et al., 1997; Kétter y
Ciriacy, 1993). En su mayoria son microorganismos mesofilos que no pueden crecer y

fermentar por encima de 40 — 42°C, lo que no seria compatible con un proceso de SFS.

Existen pocas investigaciones sobre levaduras termotolerantes. K. marxianus, es capaz
de fermentar tanto D-glucosa como D-xilosa hasta una temperatura en torno a los 45°C
(Singh et al., 1998; Zhang et al., 2013). Dentro de las levaduras metilotroficas se encuentra
Candida boidinii, P. methanolica, Pichia pastoris y H. polymorpha. Durante la investigacion
de diferentes aspectos del metabolismo del metanol en la levadura metilotréfica H.
polymorpha (Moroz et al., 2000), se observa que hay un gran nimero de cepas naturales y
mutantes de esta especie. A excepcion de K. marxianus, H. polymorpha es la levadura mas
termotolerante conocida, en definitiva, es la Unica levadura metilotréfica termotolerante con

37°C de temperatura Optima de crecimiento (30°C para C. boidinii, P. pastoris y S.
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cerevisiae), y con una temperatura maxima de crecimiento de hasta 48°C (Hansen y
Hollenberg, 1996; Reinders et al.,, 1999), reduciéndose asi el riesgo de contaminacion a

gran escala, aspecto esencial dentro del proceso de SFS.

Se ha demostrado que H. polymorpha es capaz de fermentar D-glucosa, celobiosa y D-
xilosa a 37°C y superiores (Ryabova et al., 2003; Sibirny et al., 1988; Van Dijken et al.,
1978), asi como conseguir la conversion de glicerol a etanol (Suwannarangsee et al., 2010).
Ciertas cepas de esta levadura pueden fermentar D-xilosa hasta una temperatura maxima
de 48°C, mientras que a 50°C la fermentacién se suprime fuertemente (Kurylenko et al.,
2014). En definitiva, se trata de un organismo prometedor para la fermentacion de azlcares
lignoceluldsicos a altas temperaturas, compatibles con un proceso de SFS. Sin embargo, no
esta libre de inconvenientes: los parametros de rendimiento en etanol y productividad son
bajos cuando consume D-xilosa en el proceso. No obstante, estas caracteristicas podrian

mejorarse mediante la seleccion clésica y la ingenieria metabdlica (Kurylenko et al., 2014).

En una investigacion previa del Grupo Bioprocesos TEP-138, se estudio la influencia del
pH inicial de medio y el nivel de aeracion suministrado durante la fermentacién de 25 g dm-3
de D-xilosa con H. polymorpha (34438 ATCC) a 30°C (Sanchez et al., 1998). En este
estudio se obtuvo xilitol como bioproducto principal, siendo las condiciones mas favorables
un valor de pH inicial entre 4,5 y 5,5 y una aeracién conseguida Unicamente a partir del
vortice de agitacion. En concreto, cuando el valor del pH inicial fue 5,5 se obtuvo un

rendimiento global en etanol y xilitol de 0,02 y 0,61 g g1, respectivamente.

Por otra parte, Escalante et al. (1990b) estudiaron el efecto de la temperatura, nivel de
aeracion y concentracion del sustrato entre otros, durante la fermentacién de D-glucosa con
H. polymorpha DSM 70277 con el objetivo de producir arabitol. Los mejores resultados (18,8
g dm-2 de arabitol tras 60 h de cultivo, con un rendimiento local en arabitol de 0,14 g g1) se
obtuvieron durante la fermentacion en un biorreactor discontinuo, a 45°C, pH = 4,8, 1000
rpm, introduciendo aire esterilizado (1,0 v/v/min), y con una concentracion inicial de D-
glucosa nunca superior a 30 g dm=. Ningan otro polialcohol se detecté en esta

investigacion.

En la revision bibliografica realizada, apenas se han encontrado estudios sobre la
capacidad fermentativa de H. polymorpha sobre D y L-arabinosa. Asi mismo, no se ha
encontrado estudios 6 trabajos que hagan referencia al proceso de hidrélisis enzimatica y
fermentacion simultanea de pretratado lignocelulésico con H. polymorpha. Este hecho

justifica este estudio de investigacion.

pag. 55



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

pag. 56



2

. Antecedentes bibliograficos

2.8 BIBLIOGRAFIA

Alexander M.A., Yang V.W., Jeffries T.W. (1988). Levels of pentose phosphate pathway
enzymes from Candida shehatae in continuous culture. Applied Microbiology and
Biotechnology 29, 282-288.

Alkasrawi M., Eriksson T., Borjesson J., Wingren A., Galbe M., Tjerneld F., Zacchi G.
(2003). The effect of Tween-20 on simultaneous saccharification and fermentation of
softwood to ethanol. Enzyme and Microbial Technology 33, 71-78.

Amin G., Van den Eynde E., Verachtert H. (1983). Determination of by-products formed
during the ethanolic fermentation, using batch and immobilized cell systems for
Zymomonas mobilis and Saccharomyces bayanus. European Journal of Applied
Microbiology and Biotechnology 18,1-5.

Balasubramanian N., Kim J.S., Lee Y.Y. (2001). Fermentation of xylose into acetic acid

by Clostridium thermoaceticum. Applied Biochemistry and Biotechnology 91-93, 1-10.

Ballesteros |., Ballesteros M., Cabanas A., Carrasco J., Martin C., Negro M.J., Saez F.,
Saez R. (1991). Selection of thermotolerant yeasts for simultaneous saccharification and
fermentation (SSF) of cellulose to ethanol. Applied Biochemistry and Biotechnology 28-
29, 307-316.

Ballesteros M., Oliva J.M., Negro M.J., Manzanares P., Ballesteros I. (2004). Ethanol
from lignocellulosic materials by a simultaneous saccharification and fermentation
process (SSF) with Kluyveromyces marxianus CECT 10875. Process Biochemistry 39,
1843-1848.

Bao X., Gao D., Qu Y., Wang Z., Walfridson M., Hahn-Hagerdal B. (1997). Effect on
product formation in recombinant Saccharomyces cerevisiae strains expressing different

levels of xylose metabolic genes. Chinese Journal of Biotechnology 13(4), 225-231.

Bichio P.A., Runnals P.L., Cunningham J.D., Lee H. (1988). Induction of xylose reductase
and xylitol dehydrogenase activities in Pachysolen tannophilus and Pichia stipitis on
mixed sugars. Applied and Environmental Microbiology 54, 50-54.

Bravo V., Camacho F., Sanchez S., Moya A.J., Castro E. (1990). Influencia del pH y de la
aireacioén en la fermentacion de xilosa con Hansenula polymorpha. Ill Congreso Nacional
de Biotecnologia, Murcia.

pag. 57



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Bruinenberg P.M., de Bot P.H.M., van Dijken J.P., Scheffers W.A. (1983). The role of
redox balances in the anaerobic fermentation of xylose by yeasts. European Journal of

Applied Microbiolology and Biotechnology 18, 287-292.

- Camacho F., Gonzalez P., Jurado E., Robles A. (1985a). Hidrdlisis enzimatica de
carboximetilcelulosa. I. Efecto sinergistico de endo y exo celulasas. Anales de la Quimica
83, 78-82.

- Camacho F., Gonzalez P., Jurado E., Robles A. (1985b). Hidrdlisis enzimatica de
carboximetilcelulosa. 1l. Modelo de dos reacciones en serie con inhibicion competitiva por

producto. Anales de la Quimica 83, 83-90.

- Camacho F., Gonzéalez P., Jurado E., Paez-Duefias M.P. (1985c). Aprovechamiento de

residuos lignocelulésicos. Parte I. Ingenieria Quimica 17(200), 297-301.

- Camacho F., Gonzélez P., Jurado E., P4ez Duefas M.P. (1986). Aprovechamiento de

residuos lignocelulésicos. Parte Il. Ingenieria Quimica 18(203), 117-123.

- Cao N-J.,, Tang R., Gong C.S., Chen L.F. (1994). The effect of cell density on the
production of xylitol from D-xylose by yeast. Applied Biochemistry and Biotechnology 45-
46, 515-519.

- Caparrés S. (2007). Fraccionamiento integral de vegetales no alimentarios para la
obtencién de pasta celulésica y subproductos. Tesis doctoral. Universidad de Huelva,

Huelva.

- Carreira L.H. Wiegel J., Ljungdahl L.G. (1983). Production of ethanol from biopolymers by
anaerobic thermophilic and extreme thermophilic bacteria: I. Regulation of carbohydrate
utilization in mutants of Thermoanaerobacter ethanolicus. Biotechnology and

Bioengineering Symposium 13, 183-191.
- Chen H., Jin S. (2006). Effect of ethanol and yeast on cellulase activity and hydrolysis of

crystalline cellulose Enzyme and Microbial Technology 39 (7), 1430-1432.

- Chiang L.C., Gong C.S., Chen L.F., Tsao G.T. (1981). D-Xylulose fermentation to ethanol

by Saccharomyces cerevisiae. Applied and Environmental Microbiology 42, 284-289.

- Chiaramonti D., Rizzo A.M., Prussi M., Tedeschi S., Zimbardi F., Braccio G., Viola E.,
Taddei Pardelli P. (2011). 2" generation lignocellulosic ethanol: is torrefaction a possible

approach to biomass pretreatment?. Biomass Conversion and Biorefinery 1, 9-15.

pag. 58



2. Antecedentes bibliograficos

- Converse A.O., Kwartneg I.K., Grethlein H.E., Ooshima H. (1989). Kinetics of
thermochemical pretreatment of lignocellulosic materials. Applied Biochemistry and
Biotechnology 20-21, 63-78

- Cruz J.M., Dominguez H., Paraj6 J.C. (2002). Preparation of fermentation media from

agricultural wastes and their bioconversion into xylitol. Food Biotechnology 14, 79-97.

- Cunha M.A.A.D., Converti A., Santos J.C.D, da Silva S.S. (2006). Yeast inmobilization in
Lentikats: a new strategy for xylitol bioproduction from sugarcane bagasse. World Journal
of Microbiology and Biotechnology 22, 65-72.

- Dale B.E., Henk LL, Shiang M. (1984). Fermentation of lignocellulosic material treated by

ammonia freeze-explosion. Developments in Industrial Microbiology 26, 223-233.

- Da Silva S.S., Afschar A.S. (1994). Microbial production of xylitol from D-xylose using
Candida tropicalis. Bioprocess Engineering 11, 129-134.

- Da Silva S.S., Quesada-Chanto A., Vitolo M. (1997). Upstream parameters affecting the
cell growth and xylitol production by Candida guilliermondii FTI 20037. Zeitschrift fur
Naturforschung 52c, 359-363.

- Delgenes J. P., Moletta R., Navarro J. M. (1988). Fermentation of D-xylose, D-glucose, L-
arabinose mixture by Pichia stipitis Y-7124: sugar tolerance. Applied Microbiology and
Biotechnology 29, 155-161.

- Dellomonaco C., Fava F., Gonzalez R. (2010). The path to next generation biofuels:
successes and challenges in the era of synthetic biology. Microbial Cell Factories 9(3), 1-
15.

- Dien B.S., Cotta M.A., Jeffries T.W. (2003). Bacteria engineered for fuel ethanol
production: current status. Applied Microbiology and Biotechnology 63, 258-266.

- Dien B.S, Kurtzman CP, Saha BC, Bothast RJ (1996) Screening for L-arabinose
fermenting yeasts. Applied Biochemistry and Biotechnology 57-58, 233-242.

- Dien B.S., Nichols N.N., Bothast R.J. (2002). Fermentation of sugar mixtures using
Escherichia coli catabolite repression mutans engineered for production of L-lactic acid.

Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 29(5), 221-227.

- Dominguez J.M., Gong C.S., Tsao G.T. (1996) Pretreatment of sugar cane bagasse
hemicellulose hydrolysate for xylitol production by yeasts. Applied Biochemistry and
Biotechnology 57-58, 49-56.

pag. 59



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Du Preez J.C. (1994). Process parameters and environmental factors affecting D-xylose

fermentation by yeasts. Enzyme Microbial Technolology 16, 944-956.

Du Preez J.C., Prior B.A., Monteiro A.M.T. (1984). The effect of aeration on xylose
fermentation by Candida shehatae and Pachysolen tannophilus: a comparative study.
Applied Microbiology and Biotechnology 19, 261-266.

Du Preez J.C., Bosch M., Prior B.A. (1986). Xylose fermentation by Candida shehatae
and Pichia stipitis: effects of pH, temperature and substrate concentration. Enzyme and
Microbial Technology 8, 360-364.

Duarte L.C., Carvalheiro F., Neves I., Girio F.M. (2005). Effects of aliphatic acids, furfural
and phenolic compounds on Debaryomyces hansenii CCMI 941. Applied Biochemistry
and Biotechnology 121,413-425.

Duff S.J.B., Murray W.D. (1996). Bioconversion for forest products industry waste

cellulosics to ethanol: a review. Bioresource Technology 55, 1-33.

Eken-Saracoglu N., Ferda Mutlu S., Dilma¢ G., Cavusoglu H. (1998). A comparative
kinetic study of acidic hemicelluloses hydrolysis in corn cob and sunflower seed hull.
Bioresource Technology 65, 29-33.

Eklund R., Galbe M., Zacchi G. (1995). The influence of SOz and H2SO4 impregnation of

willow prior to steam pretreatment. Bioresource Technology 52(3), 225-229.

Escalante J., Caminal G., de Mas C. (1990a) Biomass production by thermotolerant yeast

Hansenula polymorpha” Journal of Chemical Technology and Biotechnology 48, 61-70.

Escalante J., Caminal G., Figueredo M., de Mas C. (1990b). Production of arabitol from
glucose by Hansenula polymorpha. Journal of Fermentation and Bioengineering 70(4),
228-231.

Esteghlalian A., Hashimoto A.G., Fenske J.J., Penner M.H. (1997). Modeling and
optimization of the dilute-sulfuric-acid pretreatment of corn stover, poplar and

switchgrass. Bioresource Technology 59, 129-136.

ESYRCE (2017). Encuesta sobre Superficies y Rendimientos Cultivos, Ministerio de

Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente.

Felipe M.G.A., Vieira D.C., Titolo M., da Silva S.S., Roberto I.C., Mancilha .M. (1996).
Effect of acetic acid on xylose fermentation to xylitol by Candida guilliermondii. Journal of
Basic Microbiology 35(3), 171-177.

pag. 60



2. Antecedentes bibliograficos

- Fengel D., Wegener G. (1984). Wood: chemistry, ultrastructure, reactions, De Gruyter,

Berlin.

- Fernandez J. (1980). La agricultura como productora de energia. Ingenieria Quimica
12(140), 23-32.

- Galbe M., Zacchi G. (2002). A review of the production of ethanol from softwood. Applied
Microbiology and Biotechnology 59, 618-628.

- Garcia J.F., Cuevas M., Bravo V., Sanchez S. (2010a). Ethanol production from olive
prunings by autohydrolysis and fermentation with Candida tropicalis. Renewable Energy
35, 1602-1608.

- Garcia J.F., Sanchez S., Bravo V., Cuevas M. (2010b). Autohidrélisis y post-hidrolisis
acida del residuo de poda de olivo. Afinidad 67(548), 14-19.

- Gare F. (2003). The Sweet Miracle of Xylitol: The all-natural sugar substitute approved by

the FDA as a food additive, Basic Health Publications, California.

- Garrote G., Dominguez H., Paraj6 J. (1999). Hydrothermal processing of lignocellulosic
materials. Holz als Roh und Werkst 57(3), 191-202.

- Gauss W.F., Suzuki S., Takagi M. (1976). En: Manufacture of alcohol from cellulosic
materials using plural ferments, Office USPTO, Vol. 3990944. Estados Unidos, Bio

Research Center Company Limited.

- Ghosh P., Pamment N.B., Martin W.R.B. (1982). Simultaneous saccharification and
fermentation of cellulose: Effect of beta-D-glucosidase activity and ethanol inhibition of

cellulases. Enzyme and Microbial Technology 4, 425-430.

- Ghose T.K., Tyagi R.D. (1979) Rapid ethanol fermentation of cellulose hydrolysate. Il
Product and substrate inhibition and optimization of fermentor design. Biotechnology and
Bioengineering 21, 1401-1420.

- Gong C.S., Chen L.F., Flickinger M.C., Chiang L.C., Tsao G.T. (1981a). Production of
ethanol from D-xylose by using D-xylose isomerase and yeasts. Applied and
Environmental Microbiology 41(2), 430-436.

- Gong C.S., Chen L.F., Tsao G.T. (1981b). Quantitative production of xylitol from D-xylose
by a high xylitol producing yeast mutant Candida tropicalis HXP2. Biotechnology Letters
3, 130-135.

pag. 61



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Gong C.S., Claypool T.A., McCracken L.D., Maun C.M., Ueng P.P., Tsao G.T. (1983).

Conversion of pentoses by yeasts. Biotechnology and Bioengineering 25, 85-102.

- Bustos G., Ramirez J.A., Garrote G., Vazquez M. (2003). Modeling of the hydrolysis of
sugar cane bagasse with hydrochloric acid. Applied Biochemistry and Biotechnology 104
(1), 51-68.

- Guarnizo A., Martinez P., Valencia H. (2009). Pretratamientos de la celulosa y biomasa

para la sacarificacion. Scientia et Technia 42(15), 284-289.

- Hahn-Hagerdal B., Galbe M., Gorwa-Grauslund M.F., Lidén G., Zacchi G. (2006). Bio-
ethanol — the fuel of tomorrow from the residues of today. Trends in Biotechnology.
24(12), 549-556.

- Hahn-Hagerdal B., Jeppsson H., Skoog K., Prior B.A. (1994). Biochemistry and
physiology of xylose fermentation by yeasts. Enzyme and Microbial Technology 16(11),
933-943.

- Hansen H., Hollenberg C.P. (1996). Hansenula polymorpha. En: Non-conventional yeasts
in Biotechnology, Wolf K. (Ed.), Springer, Berlin, pp. 293-311.

- Hsu T.A. (1996). Pretreatment of biomass. En: Handbook on bioethanol: production and
utilization, Wyman C.E. (Ed.), Taylor and Francis, Washington, D.C., pp.179-212.

- Ingram J.M., Wood W.A. (1965). Enzymatic basis for D-arabitol production by

Saccharomyces rouxii. Journal of Bacteriology 89, 1186-1194.

- Jeffries T.W. (1981a). Conversion of xylose to ethanol under aerobic conditions by

Candida tropicalis. Biotechnology Letters 3, 213-218.

- Jeffries, T.W. (1981b). Fermentation of xylulose to ethanol using xylose isomerase and

yeast. Biotechnology and Bioengineering Symposium. 11, 315-324.

- Jeffries T.W. (1990). Fermentation of D-xylose and Cellobiose. En: Yeast Biotechnology
and Biocatalysis, Verachtert, H., De Mot, R. (Eds.), Marcel Dekker, Nueva York, pp. 349-
394.

- Jeffries T.W., Jin Y.S. (2000). Ethanol and thermotolerance in the bioconversion of xylose

by yeasts. Advances in Applied Microbiolology 47, 221-268.

- Jeffries T.W., Jin Y.S. (2004). Metabolic Engineering for improved fermentation of
pentoses by yeasts. Applied Microbiology and Biotechnology 63, 495-509.

pag. 62



2. Antecedentes bibliograficos

Jeffries T.W., Kurtzman C.P. (1994). Strain selection, taxonomy, and genetics of xylose

fermenting yeasts. Enzyme and Microbial Technolology 16, 922-932.

Jiménez L., Lopez F., Sanchez I. (1990) Caracterizacién de residuos de la tala del olivo

para la obtencion de pastas celuldsicas. El papel Julio-Agosto, 57-61.

Jonsson L.J., Palmqvist E., Nilvebrant N.O., Hahn-Hagerdal B. (1998) Detoxificacion of
wood hydrolysates with laccase and peroxidase from the white rot fungus Trametes

versicolor. Applied Microbiology and Biotechnology 49, 691-697.

Kamakura M., Kaetsu I. (1982) Radiation degradation and the subsequent enzymatic

hydrolysis of waste papers. Biotechnology and Bioengineering 24(4), 991-997.

Kadar Z., Szengyel Z., Raczey K. (2004). Simultaneous saccharification and fermentation
(SSF) of industrial wastes for the production of ethanol. Industrial Crops and Products
20(1), 103-111.

Kim J.W., Barrington S., Sheppard J., Lee B.H. (2006). Optimization for the production of
citric acid by Aspergillus niger NRRL 567 grown on peatmoss enriched with glucose.
Process Biochemistry 41, 1253-1260.

Kotter P., Ciriacy M. (1993). Xylose fermentation by Saccharomyces cerevisiae. Applied
Microbiology and Biotechnolgy 38, 776-783.

Kumar P., Barrett D.M., Delwiche M.J., Stroeve P. (2009). Methods of pretreatment of
lignocellulosic biomass for efficient hydrolysis and biofuel production. Industrial and
Engineering Chemistry Research 48, 3713-3729.

Kurylenko O.O., Ruchala J., Hryniv O.B., Abbas C.A., Dmytruk K.V., Sibirny A.A. (2014).
Metabolic engineering and classical selection of the methylotrophic thermotolerant yeast
Hansenula polymorpha for improvement of high-temperature xylose alcoholic
fermentation. Microbial Cell Factories 13, 122-132.

Laplace J.M., Delgenes J.P., Moletta R. Navarro J.M. (1991). Alcoholic fermentation of
glucose and xylose by Pichia stipitis, Candida shehatae, Saccharomyces cerevisiae y
Zymomonas mobilis: oxygen requirement as a key factor. Appied Microbiology and
Biotechnology 36, 158-162.

Larsson S., Reimann A., Nilvebrant N.O., J6nnsson L.J. (1999). Comparison of different
methods for detoxification of lignocellulosic hidrolyzates of spruce. Applied Biochemistry
and Biotechnology 77-79, 91-103.

pag. 63



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Lee H., Sopher C. R., Yau, K.Y.F. (1996), Induction of xylose reductase and xylitol
dehydrogenase activities on mixed sugars in Candida guilliermondii. Journal of Chemical

Technology and Biotechnology 66, 375-379.

- Ligthelm, M E Prior B A., du Preez J C (1988). The oxygen requirements of yeasts for the
fermentation of D-xylose and D-glucose to ethanol. Applied Microbiology and
Biotechnology 28, 63-68.

- Linde M. (2007). Process development of bioethanol production from wheat and barley
residues steam pretreatment and SSF. Tesis Doctoral, Departamento de Ingenieria

Quimica. Universidad de Lund (Suecia).

- Linde M., Galbe M., Zacchi G. (2007). Simultaneous saccharification and fermentation of
steam-pretreated barley straw at low enzyme loadings and low yeast concentration.
Enzyme and Microbial Technology 40, 1100-1107.

- Lohmeier-Vogel E.M., Hahn Hégerdal B., Vogel H.J. (1995). Phosphorus-31 and carbon -
13 nuclear magnetic resonance studies of glucose and xylose metabolism in Candida

tropicalis cell suspension. Applied and Environmental Microbiology 61, 1414-1419.

- Long T.M., Su Y.K.,, Headman J., Higbee A., Willis L.B., Jeffries T.W. (2012).
Cofermentation of glucose, xylose and cellobiose by the beetle-associated yeast

Spathaspora passalidarum. Applied and Environmental Microbiology 78(16), 5492-5500.

- Lynd L.R., Weimer P.J., van Zyl W.H., Pretorius I.S. (2002). Microbial cellulose utilization:
fundamentals and biotecnhololly. Microbiology and Molecular Biotechnology Reviews 66,
506-577.

- McGinnis G.D., Wilson W.W., Mullen C.E. (1983). Biomass pretreatment with water and
highpressure oxygen. The wet-oxidation process. Industrial and Engineering Chemistry
Product Research Development 22, 352-357.

- McMillan J.D. (1994). Pretreatment of lignocellulosic biomass. En: Enzymatic Conversion
of Biomass for Fuels Production, Himmel M.E., Baker J.O., Overend R.P. (Eds.),

American Chemical Society, Washington, D.C., pp. 292-324.

- McMillan J.D. (1996). Hemicellulose conversion to ethanol. En: Handbook on bioethanol:
production and utilization, Wyman (Ed.), Taylor and Francis, Washington, 13 pp. 287-
313.

- McMillan J.D., Newman M.M., Templeton D.W., Mohagheghi A. (1999). Simultaneous

saccharification and cofermentation of dilute-acid pretreated yellow poplar hardwood to

pag. 64



2. Antecedentes bibliograficos

ethanol using xylose-fermenting Zymomonas mobilis. Applied Biochemistry and
Biotechnology 79(1-3), 649-665.

- Mes-Hartree M., Dale B.E., Craig W.K. (1988). Comparison of steam and ammonia
pretreatment for enzymatic hydrolysis of cellulose. Applied Microbiology and
Biotechnology 29(5), 462-468.

- Meyrial V., Delgenes J.P., Moletta R., Navarro J.M. (1991). Xylitol production from D-
xylose by Candida gulliermondii: fermentation behaviour. Biotechnology Letters 11, 281-
286.

- Millati R., Niklasson C., Taherzadeh M.J. (2002). Effect of pH, time and temperature of
overlimming on detoxification of dilute-acid hydrolyzates for fermentation by

Saccharomyces cerevisiae. Process Biochemistry 38, 515-522.

- Millet M.A., Baker A.J., Scatter L.D. (1976). Physical and chemical pretreatment for
enhancing cellulose saccharification. En: Biotechnology and bioengineering symposium
n® 6, 8-10 September 1975, Newton and Natick, Massachussets (USA). Wiley, Nueva
York y Toronto, pp.125-153.

- Moiser N., Wyman C., Dale B., Elander R., Lee Y.Y., Holtzapple M., Ladisch M. (2005).
Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic Biomass.

Bioresource Technology 96, 673-686.

- Moroz O.M., Gonchar M.V., Sibirny A.A. (2000). Efficient bioconversion of etanol to
acetaldehyde using a novel mutant strain of the methylotrophic yeast Hansenula

polymorpha. Biotechnology and Bioengineering 68, 44-51.

- Mussatto S.l.,, Roberto I.C. (2004). Alternatives for detoxification of diluted-acid
lignocellulosic hydrolyzates for use in fermentative processes: a review. Bioresource
Technology 93, 1-10.

- Nigam P., Singh D. (1995). Processes of fermentative production of xylitol-a sugar

substitute. Process Biochemistry 30,117-124.

- Nobre A., Duarte L.C., Roseiro J.C., Girio F.M. (2002). A physiological and enzymatic
study of Debaryomyces hansenii growth on xylose- and oxygen-limited chemostats.
Applied Microbiology and Biotechnology 59, 509-516.

- QOgier J.C., Ballerini J.P., Leygue J.P., Rigal L., Pourquié J. (1999). Production d’'éthanol
a partir de biomasse lignocellulosique. Oil and Gas Science and Technology 54(1), 67-
94.

pag. 65



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Ohgren K., Bengtsson O., Gorwa-Grauslund M.F., Galbe M., Hahn-Hagerdal B., Zacchi
G. (2006). Simultaneous saccharification and co-fermentation of glucose and xylose in
steam-pretreated corn stover at high fiber content with Saccharomyces cerevisiae
TMB3400. Journal of Biotechnology 126(4), 488-498.

- Olofsson K., Bertilsson M., Lidén G. (2008a). A short review on SSF — An interesting
process option for ethanol production from lignocellulosic feedstocks. Biotechnology for
Biofuels 1, 1-14.

- Olofsson K., Rudolf A., Lidén G. (2008b). Designing simultaneous saccharification and
fermentation for improved xylose conversion by a recombinant strain of Saccharomyces

cerevisiae. Journal of Biotechnology 134(1-2), 112-120.

- Olsson L., Hahn-Hagerdal B. (1993). Fermentative performance of bacteria and yeasts in

lignocellulosic hydrolysates. Process Biochemistry 28, 249-257.

- Olsson L., Hahn-Hagerdal B. (1996). Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for

ethanol production. Enzyme and Microbial Technology 18, 312-331.

- Palmqvist E., Hahn-Hagerdal B., Szengyel Z., Zacchi G., Réczey K. (1997).
Simultaneous detoxification and enzyme production of hemicelluloses hydrolysates

obtained after steam pretreatment. Enzyme and Microbial Technology 20, 286-293.

- Palmquist E., Meinander N.Q., Grage H., Hahn-Hagerdal B. (1999). Main interaction
effects of acetic acid, furfural and p-hydroxybenzoic acid on growth and ethanol

productivity of yeasts. Biotechnology and Bioengineering 63, 46-55.

- Palmquist E., Hahn-Hagerdal B. (2000a). Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. I:

inhibition and detoxication. Bioresource Technology 74, 17-24.

- Palmquist E., Hahn-Hagerdal B. (2000b). Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. Il

inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource Technology 74, 25-33.

- Paraj6 J.C., Dominguez H., Dominguez J.M. (1996). Production of xylitol form
concentrated wood hydrolysates by Debaryomyces hansenii: effect of the initial cell

concentration. Biotechnology Letters 18(5), 593-598.

- Parisi F. (1989). Advances in lignocelulosic hydrolysis and in the utilisation of the

hydrolysates. Advanced Biochemistry engineering 38, 53-87.

pag. 66



2. Antecedentes bibliograficos

- Park C.Y., Ruy Y.W. Kim C. (2001). Kinetics and rate of enzymatic hydrolysis of
celluslose in supercritical carbon dioxide. Korean Journal of Chemical Engineering 18(4),
475-478.

- Pastor M., Humanes J. (1989). Poda del olivo, moderna olivicultura. Editorial Agricola

Espafiola S.A., Consejeria de Agricultura y Pesca.

- Pepper T., Olinger P.M. (1988). Xylitol in sugar-free confections. Food Technology
42(10), 98-106.

- Pfeifer M.J., da Silva S.S., Felipe M.G.A., Roberto I.C., Mancilha I.M. (1996). Effect of
culture conditions on xylitol production by Candida guiiliermondii FTI 20037. Applied
Biochemistry and Biotechnology 57-58, 423-430.

- Pourquié J., Vandecasteele J.P. (1993). Conversion de la biomasse lignocellulosique par
hydrolyse enzymatique et fermentation. Biotechnologie, René Scriban, (4° Ed.), Paris, pp.
677-700.

- Reinders A., Romano |., Wiemken A., De Virgilio C. (1999). The thermophilic yeast
Hansenula polymorpha does not require trehalose synthesis for growth at high
temperatures but does for normal acquisition of thermotolerance. Journal of Bacteriology
181(15), 4665-4668.

- Richard P., Putkonen M., Vadanédnen R., Londesborough J., Penttila M. (2002). The
missing link in the fungal L-arabinose catabolic pathway, identification of the L-xylulose
reductase gene. Biochemistry 41(20), 6432—6437.

- Roberto I.C., Sato S., de Mancilha I.M. (1996). Effect of inoculum level on xylitol
production from rice straw hemicellulose hydrolysate by Candida guilliermondii. Journal of
Industrial. Microbioloby 16, 348-350.

- Rodriguez A, Rosal A, Jimenez L. (2010). Biorefinery of agricultural residues by
fractionation of their components through hydrothermal and organosolv processes.
Afinidad 67(545), 14-19.

- Rodriguez-Chong A., Ramirez J.A. Garrote G., Vazquez M. (2004). Hydrolysis of sugar
cane bagasse using nitric acid: a kinetic assessment. Journal of Food Engineering 61(2),
143-152.

- Roseiro J.C., Peito M.A., Girio F.M., Amaral-Collago M.T. (1991). The effects of oxygen
transfer coefficient and substrate concentration on the xylose fermentation by

Debaryomyces hansenii. Archives of Microbiology 156, 484-490.

pag. 67



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Rudolf A., Alkasrawi M., Zacchi G., Lidén G. (2005). A comparison between batch and
fed-batch simultaneous saccharification and fermentation of steam pretreated spruce.
Enzyme and Microbial Technology 37,195-204.

- Rudolf A., Baudel H., Zacchi G., Hahn-Hagerdal B., Lidén G. (2008). Simultaneous
saccharification and fermentation of steam-pretreated bagasse using Saccharomyces
cerevisiae TMB3400 and Pichia stipitis CBS6054. Biotechnology and Bioengineering
99(4) 783-790.

- Ryabova O.B., Chmil O.M., Sibirny A.A. (2003). Xylose and cellobiose fermentation to
etanol by the thermotolerant methylotrophic yeast Hansenula polymorpha. Yeast
Research 4(2), 157-164.

- Saddler J.N., Ramos L.P., Breuil C. (1993). Steam pretreatment of lignocellulosic
residues. En: Bioconversion of forest and agricultural plan residues. Saddler J.N. (Ed.),
Wallingford, 3, pp. 73-91.

- Saha B.C., Bothast R.J. (1999) Production of 2,3-butanediol by a new isolated
Enterobacter cloacae”. Applied Microbiology and Biotechnology 52 (3), 321-326.

- Saha B.C., Sakakibara Y., Cotta M.A. (2007). Production of D-arabitol by a newly isolated
Zygosaccharomices rouxii. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 34, 519-
523.

- Sanchez C. (2009). Lignocellulosic residues: Biodegradation and bioconversion by fungi.
Biotechnology Advances 27,185-194.

- Sanchez P. (1990). Procédé de production de sirop de xylose par hydrolyse acide de

sorgho. Tesis Doctoral. Instituto Politécnico National de Toulouse (Francia).

- Séanchez S., Bravo V., Castro E., Moya A.J., Camacho F. (1997). The influence of pH and
aeration rate on the fermentation of D-xylose by Candida shehatae. Enzyme and
Microbial Technology 21,355-360.

- Sanchez S., Bravo V., Castro E., Moya A.J., Camacho F. (1998). The production of xylitol
from D-xylose by fermentation with Hansenula polymorpha. Applied Microbiology and
Biotechnology 50, 608—611.

- Séanchez S., Bravo V., Castro E., Moya A.J., Camacho F. (2002a). The fermentation of
mixtures of D-glucose and D-xilose by Candida shehatae, Pichia stipitis or Pachysolen
tannophilus to produce ethanol. Journal of Chemical Technology and Biotechnology 77,
641-648.

pag. 68



2. Antecedentes bibliograficos

- Sanchez S., Bravo V., Garcia J.F., Cruz N., Cuevas M. (2007). Fermentation of D-
glucose and D-xylose mixtures by Candida tropicalis NBRC 0618 for xylitol production.

World Journal of Microbiology and Biotechnology 24, 709-716.

- Sanchez S., Bravo V., Moya AJ., Castro E., Camacho F. (2004). Influence of
temperatura on fermentation of D-xylose by Pachysolen tannophilus to produce ethanol

and xylitol. Process Biochemistry 39, 673-679.

- Sanchez S., Bravo V., Moya A.J., Moya M., Romero |., Torrero R., San Miguel M.P.
(2002b). Aprovechamiento del residuo de poda del olivar. Ingenieria quimica 391, 194-
202.

- Sassner P., Galbe M., Zacchi G. (2006). Bioethanol production based on simultaneous
saccharification and fermentation of steam-pretreated Salix at high dry-matter content.
Enzyme and Microbial Technology 39(4), 756-762.

- Sassner P., Galbe M., Zacchi G. (2008). Techno-economic evaluation of bioethanol
production from three different lignocellulosic materials. Biomass and Bioenergy 32(5),
422-430.

- Schneider H. (1989). Conversion of pentoses to ethanol by yeasts and fungi. CRC.
Critical Reviews in Biotechnology 9, 1-40 (1989).

- Schneider H., Wang P.Y., Chan Y.K., Maleszka R. (1981). Conversion of D-xilose into
ethanol by the yeast Pachysolen tannophilus. Biotechnology Letters 3, 89-92.

- Sibirny A.A., Titorenko V.lI., Gonchar M.V., Ubiyvovk V.M., Ksheminskaya G.P.,
Vitvitskaya O.P. (1988). Genetic control of methanol utilization in yeasts. Journal Basic of
Microbiology 28, 293-319.

- Singh D., Nigam P., Banat, |.M., Marchant R., McHale A.P. (1998). Review: Ethanol
production at elevated temperatures and alcohol concentrations. Part Il: Use of
Kluyveromyces marxianus IMB3. World Journal of Microbiology and Biotechnology 14,
823-834.

- Skoog K., Hahn-Hagerdal B. (1988). Xylose Fermentation. Enzyme and Microbial
Technology 10(2), 66-80.

- Skoog K. (1992). The influence of oxygen in pentose fermentation by yeasts. Tesis

doctoral. Universidad de Lund, Suecia.

pag. 69



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Soumalainen H., Oura E. (1971). Yeast nutrition and solute uptake. En: The Yeast, Vol.
2, The Physiology and Biochemistry of yeast, Rose A.H., Harrison J.S. (Eds.), Academic
Press, Londres, pp. 3-74.

- Spencer J.F.T., Ragout de Spencer A.L., Lalouce C. (2002). Non-conventional yeast.
Applied Microbiology and Biotechnology 58(2), 147-156.

- Splinder D.D., Wyman C.E., Mohagheghi A., Grohmann K. (1988). Thermotolerant yeast
for simultaneous saccharification and fermentation (SSF) of cellulose to ethanol. Applied
Biochemistry and Biotechnology 17, 279-293.

- Sreenath H.K., Jeffries T.W. (1996). Effect of corn steep liquor on fermentation of mixed
sugars by Candida shehatae FPL-702. Applied Biochemistry and Biotechnology 57, 551-
561.

- Strathern J.N., Jones E.W., Broach J.R. (1982). The molecular biology of the yeast
Saccharomyces cerevisiae: Metabolism and gene expression. Cold Spring Harbor

Laboratory, Nueva York, pp. 1-37.

- Suihko M.L., Drazic M. (1983). Pentose fermentation by yeasts. Biotechnology Letters 5,
107-112.

- Sun Y., Cheng J. (2002). Hydrolysis of lingocellulosic materials for ethanol production: A

review. Bioresource Technology 83, 1-11.

- Suwannarangsee S., Oh D.B., Seo JW., Kim C.H., Rhee S.K., Kang H.A,
Chulalaksananukul W., Kwon O. (2010). Characterization of alcohol dehydrogenase 1 of
the thermotolerant methylotrophic yeast Hansenula polymorpha. Applied Microbiology
and Biotechnology 88(2):497-507.

- Suzuki S., Sugiyama M., Mihara Y., Hashiguchi K., Yokozeki K. (2002). Novel enzymatic
method for the production of xylitol from D-arabitol by Gluconobacter oxydans.

Bioscience, Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 66, 2614-2620.
- Swings J., de Ley J. (1977). The biology of zymomonas. Bacteriology Reviews 41, 1-46.

- Tada K., Horiuchi J.1., Kanno T., Kobayashi M. (2004). Microbial xylitol production from
corn cobs using Candida magnolia. Journal of Bioscience and Bioengineering 98 (3) 228-
230.

pag. 70



2. Antecedentes bibliograficos

- Tengborg C., Galbe M., Zacchi G. (2008). Influence of enzyme loading and physical
parameters on the enzymatic hydrolysis of steam-pretreated softwood. Biotechnology
Progress 17, 110-117.

- Thring RW., Chornet E., Overend R. (1990). Recovery of a solvolytic lignin: effects of
spent liquor/acid volume ration, acid concentration and temperature. Biomass 23, 289-
305.

- Uhari M., Kontiokari T., Niemela M. (1998). A novel use of xilitol sugar in preventing acute
otitis media. Pediatrics 102(4), 879-984.

- Van Dijken J.P., Harder W., Beardsmore A.J., Quayle R.R. (1978). Dihydroxyacetone: an

intermediate in the assimilation of methanol by yeasts. Microbiology Letters 4, 97-102.

- Van Soest P.J., Wine R.H. (1967). Use of detergents in the analisis of fibrous feeds. IV.
Determination of plant cell-wall constituents. Journal of the Association of Official
Analytical Agricultural Chemists 50, 50-55.

- Van Vleet J.H., Jeffries T.W. (2009). Yeast metabolic engineering for hemicellulosic

ethanol production. Current Opinion in Biotechnology 20(3), 300-306.

- Vandeska E., Amartey S., Kuzmanova S., Jeffries T.W. (1995a). Effects of environmental
conditions on production of xylitol by Candida boidinii. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 11, 213-218.

- Vandeska E., Amartey S., Kuzmanova S., Jeffrie T.W. (1996): Fed-batch culture for xylitol
production by Candida boidinii. Process Biochemistry 31, 265-270.

- Vandeska E., Kuzmanova S., Jeffries T.W. (1995b). Xylitol formation and key enzyme
activities in Candidu boidinii under different oxygen transfer rates. Journal of

Fermentation and Bioengineering 80, 513-516.

- Verho R., Putkonen M., Londesborough J., Penttila M., Richard P. (2004). A novel
NADH-linked L-xylulose reductase in the L-arabinose catabolic pathway of yeast. The
Journal Biolological Chemistry 279(15), 14746-14751.

- Villarreal M.L.M., Prata A.M.R., Felipe M.G.A., Almeida e Silva J.B. (2006). Detoxification
procedures of eucalyptus hemicelluloses hydrolysate for xylitol production by Candida

guilliermondii. Enzyme and Microbial Technology 40, 17-24.

pag. 71



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

- Wang V.W., Jeffries T.W. (1990). Purification and properties of xylitol dehydrogenase
from the xylose-fermenting Candida shehatae. Applied Biochemistry and Biotechnology
26(2), 197-206.

- Wang W., Kang L., Wei H., Arora R., Lee Y.Y. (2011). Study on the decreased sugar
yield in enzymatic hydrolysis of cellulosic substrate at high solid loading. Applied
Biochemistry and Biotechnology 164, 1139-1149.

- Watson N.E., Prior B.A., du Preez J.C. Lategan P.M. (1984). Oxygen requirements for D-
xylose fermentation to ethanol and polyols by Pachysolen tannophilus. Enzyme and
Microbial Technology 6, 447-450.

- Weber C., Farwick A., Benisch F., Brat D., Dietz H., Subtil T., Boles E. (2010). Trends
and challenges in the microbial production of lignocellulosic bioalcohol fuels. Applied
Microbiology and Biotechnology 87(4), 1303-1315.

- Weil J., Westgate P.J., Kolhmann K., Ladisch M.R. (1994). Cellulose pretreatment of
lignocellulosic substrates. Enzyme and Microbial Technology 16, 1002-1004.

- Wiegel J., Ljungdahl L.G. (1986). The importance of thermophilic bacteria in
biotechnology. Critical Reviews in Biotechnology 3, 39-107.

- Wingren A., Galbe M., Roslander C., Rudolf A., Zacchi G. (2005). Effect of reduction in
yeast and enzyme concentrations in a simultaneous-saccharification-and fermentation—
based bioethanol process: technical and economic evaluation. Applied Biochemistry and
Biotechnology 121-124, 485-499.

- Wingren A., Galbe M., Zacchi G. (2003). Techno-economic evaluation of producing
ethanol from softwood: comparison of SSF and SHF and identification of bottlenecks.
Biotechnology Progress 19(4), 1109-17.

- Winkelhausen E., Kuzmanova S. (1998). Review: Microbial conversion of D-xylose to

xylitol. Journal of Fermentation and Bioengineering 86, 1-14.

- Wyman C.E., Spindler D.D., Grohmann K. (1992). Simultaneous saccharification and
fermentation of several lignocellulosic feedstocks to fuel ethanol. Biomass and Bioenergy.
3(5), 301-307.

- Xu F.,, Liu C.F., Geng Z.C., Sun J.X., Sun R.C., Hei B.H., Lin L., Wu S.B., Je J. (2006).
Characterisation of degraded organosolv hemicelluloses from wheat straw. Polymer
Degradation and Stability 91(8), 1880-1886.

pag. 72



2. Antecedentes bibliograficos

- Xu J., Taylor K.B. (1993). Characterization of ethanol production form xylose and xylitol
by cell-free Pachysolen tannophilus system. Applied and Environmental Microbiology 59,
231-235.

- Yahashi Y., Horitsu H., Kawai K., Suzuki T., Takamizawa K. (1996). Production of xilitol
from D-xylose by Candida tropicalis: the effect of D-glucose feeding. Journal of

Fermentation and Bioengineering 81(2), 148-152.

- Zhang B, Li L., Zhang J., Gao X., Wang D., Hong J. (2013). Improving ethanol and xylitol
fermentation at elevated temperature through substitution of xylose reductase in
Kluyveromyces marxianus. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 40(3-4),
305-316.

- Zheng Y., Lin H.M., When J., Cao N., Yu X., Tsao G.T. (1995). Supercritical carbon
dioxide explosion as a preatreatment for cellulose hydrolysis. Biotechnology Letters
17(8), 845-850.

- Zhu H.Y., Xu H., Dai X.Y., Zhang Y., Ying H.J., Ouyang P.K. (2010). Production of D-
arabitol by a newly isolated Kodamaea ohmeri. Bioprocess and Biosystems Engineering
33(5), 565-571.

pag. 73






g

MATERIALES Y
METODOS







3. Materiales y métodos

3.1 REACTIVOS QUIMICOS Y OTROS PRODUCTOS UTILIZADOS
3.1.1 Compuestos quimico

- Acetona, CH3COCHs3, >99,5%, Sigma Aldrich.

- Acido cafeico, CoHsO4, Sigma.

- Acido citrico, hidratado, CsHsO7 H20, PA, 99,5%, Sigma-Aldrich.
- Acido clorhidrico, HCI, 37%, PRS-CODEX, Panreac.

- Acido etilenodiaminotetracético sal disddica dihidratada CsH14N20sNaz-2H20, 99%, PA,
Panreac.

- Acido férmico, CH202, 98 — 100%, Merck.

- Acido sulfdrico, H2SO4, 96%, PA, Panreac.

- Acido 3,5-dinitrosalicilico, C7HoN20O7, Sigma.

- Agua ultrapura, resistividad 18,2 MQ-cm.

- D-(-)-arabinosa, CsH1005,>99%, calidad HPLC, Fluka.

- D-(+)-arabitol, CsH120s, 99%, Alfa Aesar.

- D-(-)-fructosa, CeH120s, 298%, Fluka.

- D-(+)-galactosa, CsH1206, 298%, Sigma- Aldrich.

- D-(+)-glucosa, anhidra, CeH120s, PA-ACS, Panreac.

- D-(+)-manosa, CeH120s6, 2 99%, Fluka.

- D(+)-xilosa anhidra, CsH100s, P.R.S., PRS-CODEX, Panreac.
- Carbonato sodico, anhidro, Na2COs, PA-ACS-ISO, Panreac.
- Carbonato sédico, anhidro, Na2CO3, EPQ, Panreac.

- Citrato sédico, hidratado, NasCeHsO7 2H20, 99%, PA, Panreac.
- Etanol, C2HeO, 96%, PRS, Panreac.

- Etanol absoluto, C2HsO, PA, Panreac.

- Etilenglicol, CH2OHCH20H, PA, Panreac.

- Fenol, CsHsOH, PA, Carlo Erba.
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- Fosfato diacido de potasio, KH2POa4, > 99%, PA-ACS, Panreac.

- Hexadeciltrimetilamonio bromuro, (C1sH33)N(CHzs)3Br, > 99%, Acros Organic.
- Lauwril sulfato sodico, Ci12H25SNa, 95%, Sigma.

- L(+)-arabinosa, CsH100s, >99%, calidad HPLC, Fluka.

- Metanol, CH40, 299.9%, para HPLC, Chromasolv, Honey Riedel-de Haén.

- n-hexano, CeHuis, > 95%, ultra resi-analyzed, J. T. Baker.

- Peptona de caseina, Merck.

- Potasio hidréxido, KOH, 85% (lentejas), PA, Panreac.

- Reactivo de Folin-Ciocalteau, Panreac.

- Reactivo enzimatico para determinacion de acido acético, cat. n° 10148261035,

Boehringer Mannheim/R-biopharm.

- Reactivo enzimético para determinacién de etanol, cat. n°® 10176290035, Boehringer

Mannheim/R-biopharm.

- Reactivo enzimatico para determinacion de xilitol, cat. n°® 10670057035, Bo&ehringer

Mannheim/R-biopharm.
- Sodio fosfato monoécido, hidratado, PA, Na2HPO4-12H-0, Panreac.
- Sodio hidréxido, disolucién 50%, calidad HPLC, J.T. Baker.
- Sodio hidréxido, NaOH, 98%, PA, Panreac.
- Sodio tetraborato, hidratado, Na2B4O7-10H20, PRS-CODEX, Panreac.
- Sodio y potasio tartrato, hidratado, C4H4sKNaOe 4H20, >99%, Fluka.
- Sulfato de amonio, (NH4)2S0s4, > 99%, PA-ACS-ISO, Panreac.
- Sulfato de magnesio, hidratado, MgSO4-7H20, PA-ACS, Panreac.
- Sulfito sédico anhidro, Na2S03,>98%, PA, Panreac.
- Xilitol, CsOsH12 , 2 99%, Sigma-Aldrich.
- 1-Pentanol, CsH110H, >99%, Sigma- Aldrich.
- 4-nitrofenil B-D-glucopiranoside Ci2Hi1sNOs, > 98%, Sigma- Aldrich.

- 4-Nitrofenol, CsHsNOs, >99,5%, Fluka.
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3.1.2 Otros productos
- Agar-agar, PRS-Codex, Panreac.
- Algodén hidréfilo, Tegosa.

- Cartucho de relleno C-18, Sep-Pac C18, 12 cc Vac Cartridge, 2g per cartridge, 55 — 105
um particle size, 20/pk, Waters (Ref. wat 036915).

- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Optico, Hellma.

- Cubetas macro y micro de 1 cm de paso 6ptico, desechables, Kartell.
- Disolucién electrolitica, Crisolyt, KCI 3M, Crison.

- Disolucién tampon pH 4,01, cat n°® 23-110-02, Crison.

- Disolucién tampon pH 7,00, cat n°® 23-111-02, Crison.

- Extracto de levadura, Becton Dickinson Co.

- Extracto de malta, Merck.

- Filtro de membrana de acetato de celulosa, 47 mm de diametro y poro de 0,20 pum,
Sartorius.

- Filtro de membrana de nitrato de celulosa, 47 mm de diametro, y tamafio de poro 0,45
um, Sartorius.

- Gasa esterilizada, Ada.
- Gomas de silicona de diferentes diametros.
- Lana de vidrio lavada, QP, Panreac.

- Prefiltro de fibra de vidrio, 47 mm de diametro, Sartorius.
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3.2 ORIGEN Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

El material de poda de olivar en el que se ha centrado esta investigacién procede de
arboles de la variedad ‘Picual’ de una finca situada en el término municipal de Arjonilla
(Jaén), 37° 58" 34,32 de latitud norte y 4° 6" 43,091"" de longitud oeste.

3.2.1 Recogida del material de poda

En el propio campo se llevé a cabo la separacidon entre ramas gruesas y ramoén para
posteriormente, proceder al acondicionamiento de este Ultimo mediante su picado con una
maquina de la firma Pimasur S.L (Montilla, Cérdoba). A continuacion, se separ6 el ramén
propiamente dicho de la hoja mediante una mesa densimétrica a escala industrial,
propiedad de la empresa Dragados y Construciones S.A. Para esta investigacion el material
de poda que interesa es el ramén exento de hoja, subproducto que se obtiene de &rboles
adultos o bien la fraccién de formacién que es la que se realiza durante los primeros afios

de las plantas, conjunto al que posteriormente se le separoé la hoja.

3.2.2 Recepcidn, acondicionamiento y almacenamiento

Este material de poda obtenido ha sido recibido en las dependencias del laboratorio de
Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales de la Universidad de Jaén, donde se ha
mantenido durante un tiempo prolongado dentro de cajas adecuadas asegurando su
perfecta aireacion, salvaguarddndose del exterior, radiacién solar, y humedades; en

definitiva, secdndose a temperatura ambiente dentro del laboratorio.

Una vez alcanza la humedad de equilibrio, este material estd en condiciones de pasar
por la etapa de trituracion. Para la molturacion se utilizé un molino de cuchillas Retsch, Mod.
SM1 (Fig. 3.1), el cual dispone de granulometria final seleccionable mediante tamices de
fondo de acero inoxidable con aberturas de 0,25 — 20 mm. En este caso se ha usado la
criba de 1,5 mm, Fig. 3.2. En los tamices con una abertura de malla de hasta 2 mm ésta es
de tipo trapezoidal, y a partir de 4 mm es cuadrada. El tamiz de fondo se selecciona segin
el material alimentado y la granulometria final deseada, dependiendo si es una primera

trituracion ramén 6 se trate de subproducto ya molturado.
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Figura 3.1 Molino de cuchillas Retsch, Mod. M1. Figura 3.2 Detalle del tamiz de
20 mm de abertura de malla.
Es obvio pensar que, como resultado de la molturacion, el material va a estar
caracterizado por una amplia variedad de tamafios de particula. Esta sera una variable que
influird significativamente en el desarrollo de los tratamientos aplicables al subproducto. Es
por tanto de gran importancia que las muestras tengan un tamafio lo mas uniforme posible
con el fin de evitar diferencias durante los diferentes tratamientos. Por todo ello, tras la

trituracién, se sometié el material a una clasificacion por tamafios. Para ello, se hizo uso de

una tamizadora Retsch, Mod. Vibro (Fig. 3.4), para la
gue se utilizé tamices de 500, 120, 50, 40, 30, 20 y
16 nimero de mallas ASTM, segun la norma I1SO
3310-1 (Fig. 3.3), sometiéndolo a 100 rpm durante 10
minutos con el fin de llevar a cabo su adecuada

separacion.

Figura 3.4 Tamizadora Retsch,
Figura 3.3 Detalle de tamices con diferente luz de malla. Mod. Vibro, con tamices instalados.

De acuerdo con estudios previos (Moya, 1997), se ha usado el tamafio de particula mas
adecuado y éste se corresponde a la fracciébn comprendida entre 0,3 y 0,425 mm, que sera
sobre la cual se ha centrado este trabajo de investigacién, es decir, particulas retenidas en
la malla nimero 50 ASTM (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1

RECEPCION, ACONDICIONAMIENTO Y ALMACENAMIENTO

Numero y luz de malla, y tamafio de retencién

N° malla I;:; Observacion

16 1,20 Retiene particulas d > 1,200 mm

20 0,85 Retiene particulas 0,850 mm < d < 1,200 mm
30 0,6 Retiene particulas 0,600 mm < d < 0,850 mm
40 0,425 Retiene particulas 0,425 mm < d < 0,600 mm
50 0,3 Retiene particulas 0,300 mm < d < 0,425 mm
120 0,125 Retiene particulas 0,125 mm < d < 0,300 mm
500 0,025 Retiene particulas 0,025 mm < d < 0,125 mm

Cuando finaliza la separacién de particulas, segun retencién en los diferentes tamices,

se pesd cada conjunto por separado y se almacené en botes bien cerrados. Con el fin de

llevar un control del material existente de cada uno de los diferentes tamafios, se ha

anotado en cada recipiente la cantidad pesada. Estos se han mantenido en lugar limpio y

fresco, alejados de luz y calor, pendientes de ser utilizados.
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3.3 MICROORGANISMOS Y ENZIMAS UTILIZADAS
3.3.1 Microorganismo utilizado y conservacion
3.3.1.1 Levadura utilizada

Para el desarrollo de las fermentaciones se ha trabajado con una levadura denominada
Hansenula polymorpha, también llamada Pichia angusta suministrada por “American Type
Culture Colection” (ATCC 34438), con un nimero de lote: 2931218.

3.3.1.2 Composicién del medio de cultivo sélido

Una vez recibida la levadura, se transfiri6 a un medio sélido en tubos cilindricos de base
plana y de 0,1 dm? de capacidad en el que se ha mantenido hasta que fue utilizada. Este

medio consta de los siguientes componentes, Tabla 3.2.

Tabla 3.2
MICROORGANISMOS UTILIZADOS Y CONSERVACION
Componentes del medio de cultivo sélido

Concentracion,

Compuesto g dm
Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Peptona de caseina 5
D-xilosa 6 D-arabinosa 10
Agar 20

El medio solido se preparé por disolucion de todos los componentes, excepto el agar, en
agua ultrapura, ajustando el pH a 7 con KOH 1 M, con el fin de favorecer el poder gelificante
del agar. La disolucion se colocd sobre una placa calefactora-mezcladora Selecta, Mod.
Agimatic-N, con calefacciébn para ser calentada mientras su agitacion automaticamente
gracias a la previa introduccion de una varilla de agitacion. Cuando se alcanzé los 80°C,
temperatura a la cual se mantuvo la disolucion, se disolvio el agar y se mantuvo el conjunto

hasta la mezcla y disolucién completa de los componentes.

Se ceso6 el calentamiento pero no la agitacion con el fin de evitar la formacion de grumos,
y se traspasaron unos 25 cm? de la disolucién a cada tubo. Para su posterior esterilizacién
se tapo la boca del tubo con algodon hidrofilo envuelto en gasa y cubierto con papel de filtro

para evitar la entrada de agua al interior. La esterilizacion se ha llevado a cabo en el
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autoclave durante 30 minutos a la sobrepresién comprendida entre 58,8 y 78,5 kPa en un

intervalo de temperatura entre 110 y 115°C.

Los tubos conteniendo el medio se dejaron enfriar en forma inclinada para que, al
solidificar el medio, se disponga de la maxima superficie sobre la que se pueda inocular el

microorganismo.

3.3.1.3 Inoculacion del microorganismo sobre medio sélido

El microorganismo se ha inoculado sobre este medio sélido en una cabina de flujo
laminar. En primer lugar, se esterilizé toda la superficie y paredes de la cabina utilizando
etanol absoluto, para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante 10 minutos. A
continuacion, se prendi6 la mecha para asegurar un ambiente aséptico y se esterilizé el asa
de Pt (6 de una aleaciéon Ni-Co) que se ha utilizado para transferir el microorganismo al
medio de cultivo sélido fresco, en zig-zag, sobre el que crecera mientras se conserva en

estufa de cultivo Memmert, Mod. BE 400, a una temperatura en el rango de 25 — 30°C.

Es preciso renovar el indculo de la levadura, para su mantenimiento en un medio solido

fresco, cada dos semanas aproximadamente.

3.3.1.4 Composicién del medio de cultivo liquido

Segun Lindegren et al. (1958), para garantizar un buen crecimiento de las levaduras, se
necesita un aporte externo de componentes. Estos nutrientes son aportados a través de un
medio de cultivo liquido, Tabla 3.3.

Tabla 3.3

MICROORGANISMOS UTILIZADOS Y CONSERVACION
Componentes del medio de cultivo liquido

Concentracion,

g dm3
Compuesto Concentracioén utilizada para
Lindegren et al. (1958) sacarificacion y fermentacion
simultanea
Extracto de levadura 4,00 2,00
Peptona de caseina 3,60 1,80
(NH24)2S04 3,00 1,50
MgSO4 7H20 2,05 1,025
KH2PO4 2,00 1,00
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En realidad, el medio se completa también con D-glucosa, con una concentracion de 25
g dm-2 cuando se pretende acelerar el crecimiento de la levadura, obteniendo una elevada

concentracién celular en el precultivo en medio liquido.

En nuestra etapa experimental, las fermentaciones en medio sintético llevadas a cabo
por H. polymorpha han sido las de los azlcares puros D-arabinosa, L-arabinosa y D-xilosa.
Estos fueron disueltos en este medio de cultivo liquido en una concentracion de 25 g dm3,
Sin embargo, en el caso de los hidrolizados procedentes de la hidrélisis acida a presion han
sido éstos los que ya hayan proporcionado dichos azucares como punto de partida para la
sacarificacion y fermentacion simultanea, con lo que el medio de cultivo que se utilizé no ha
aportado azlcares y su concentracion en cuanto a nutrientes ha sido la mitad de la indicada
por Lindegren et al. (1958).

3.3.1.5 Precultivos en medio liquido
A. Precultivo |

Entre 48 y 60 h antes del comienzo del bioproceso, se ha tomado un determinado
namero de tubos de ensayo con medio de cultivo sélido fresco sobre el que se realizé la
inoculacién de H. polymorpha, tal y como se indica en el apartado 3.3.1.3. Los tubos con los
indculos se han mantenido en la estufa de cultivo a 30°C con el fin de conseguir células con
un mismo estado de crecimiento.

La preparacion del precultivo se ha realizado en la cabina de flujo laminar. En primer
lugar se limpi6é y desinfectd toda la superficie y paredes de la cabina, utilizando para ello
etanol absoluto para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante 10 minutos. A
continuacion, se ha prendido la mecha para asegurar un ambiente aséptico. Los tubos
inoculados en medio soélido a 30°C se extrajeron de la estufa y se colocaron en la cabina,

pudiéndose observar un crecimiento considerable de la biomasa, Fig. 3.5.

Figura 3.5 Detalle del crecimiento de H. polymorpha sobre medio de cultivo sélido.
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Se preparé un volumen adecuado de medio de cultivo liquido, apartado 3.3.1.4. Segln
las condiciones establecidas, el pH del medio de cultivo se ajusté usando un pHmetro
Crison, Mod. GLP 22, provisto de un electrodo combinado sensible a los hidrogeniones que
esta constituido por un indicador de vidrio, formado éste por una varilla de plata recubierta
de AgCl, y otro de referencia montados en un Unico cuerpo. El ajuste se ha llevado a cabo
con disoluciones de CIH 0,1 M y NaOH 0,1 M previamente preparadas. Mediante la bomba
peristéltica Millipore, Mod. XX80 202 30, se ha afiadido a cada uno de estos tubos con
levadura inoculada un volumen determinado de medio de cultivo liquido esterilizado a través
de un filtro estéril con prefiltro de porosidad de 0,45 um. Tras mover con cuidado el medio
liquido para facilitar el contacto con la superficie de medio de cultivo sélido, se consigue en
cada uno de los tubos una suspensién de levadura que se transfirié a otro tubo de ensayo

esterilizado, obteniendo un volumen total de suspension celular.

Ante un proceso de fermentacidon del hidrolizado procedente de un pretratamiento a
presion, no se ha utilizado el medio de cultivo liquido para la resuspension de la levadura
sino que se afiadié a cada uno de los tubos inoculados un volumen determinado del propio
hidrolizado (esterilizado mediante filtraciébn con membranas de 0,45 um de tamafio de poro),

obteniendo un volumen total de suspensién celular.

B. Precultivo Il

Cuando se desea obtener una elevada concentracion celular en la suspension celular, se
debe realizar otro tipo de precultivo. Entre 48 y 60 h antes de preparar éste, se ha tomado
un determinado nimero de tubos de ensayo con medio de cultivo sélido fresco sobre el que
se realiz6 la inoculacién de H. polymorpha, tal y como se indica en el apartado 3.3.1.3. Los
tubos con los in6culos se mantuvieron en la estufa de cultivo, a 30°C con el objetivo de

conseguir células en un mismo estado de crecimiento.

Con algodoén hidréfilo envuelto en gasa se tap6 la boca de 3 matraces Erlenmeyer de 50
cm®y 1 de 250 cm3. A continuacion, se ha preparado dos portafiltros con filtro de nitrato de
celulosa de porosidad 0,45 um vy prefiltros de lana de vidrio. Tanto los matraces como los
portafiltros, se han envuelto en papel de filtro para evitar que el vapor de agua entre durante
la operacion de esterilizacion. Se situd un tapén hidréfilo en la boca de dos tubos cilindricos
vacios de base plana y de 0,1 dm® de capacidad. Todo este material se esterilizé en el
autoclave durante 30 minutos a la sobrepresion comprendida entre 58,8 y 78,5 kPa en un

rango de temperatura de 110 y 115°C.
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A continuacién, se limpid y desinfecté toda la superficie y paredes de la cabina de flujo
laminar utilizando etanol absoluto para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante
10 minutos. Después, se prendié la mecha para asegurar el ambiente aséptico. Se ha
preparado medio de cultivo liquido, apartado 3.3.1.4, incluyendo en este caso una
concentracién de 25 g dm-® de D-glucosa. Dentro de la cabina, mediante un filtro estéril de
porosidad 0,45 pm y haciendo uso de la bomba peristéltica, se ha esterilizado un volumen
determinado de medio de cultivo liquido y se ha vertido posteriormente en el tubo vacio
previamente esterilizado. A partir de éste se tomd 25 cm?, afadiéndolo en uno de los tubos
previamente inoculados. Tras agitar unos minutos, se consigui® una suspensiéon de la
levadura la cual se transfiri6 al siguiente tubo inoculado para repetir de nuevo el
procedimiento sobre otro tubo con levadura inoculada. Cuando se ha conseguido la maxima
suspension celular en el medio de cultivo liquido a partir de todos los tubos inoculados, esta
suspension celular se virti6 en el segundo tubo esterilizado ausente de medio solido.
Finalmente, se tomd 5 cm® del medio de cultivo liquido esterilizado y se virtié en el primer
tubo inoculado a modo de arrastre final y limpieza de posibles restos de levadura,
transfiriendo su contenido al resto de los tubos inoculados y finalmente al tubo con la

suspension final de levadura, homogeneizando la suspension total.

A continuacién, se ha adicionado 25 cm?3 de medio de cultivo esterilizado a cada matraz
de 50 cm? asi como el mismo volumen de la suspensién homogénea de levadura. Se agit6
con cuidado para homogeneizar el contenido. Una vez colocado el tapdén de algodén
hidréfilo en cada Erlenmeyer, se introdujo en el agitador orbital Ovan MAXI, Mod. OL30-HE,
previamente limpio y desinfectado con etanol, donde permanecié entre 48 y 72 h a una
temperatura de 40°C y 150 rpm, periodo tras el cual la levadura habria consumido el azicar
suministrado en el medio de cultivo liquido y por tanto su crecimiento estaria garantizado.
Tras este periodo de tiempo se llevo los tres Erlenmeyer a la cabina de flujo laminar, y se
unific6 su contenido en el Erlenmeyer esterilizado de 250 cm3, mezclandose bien la
suspension de levadura.

3.3.1.6 Inoculacién del microorganismo en el reactor
A. Fermentacién

Se limpio y desinfectd toda la superficie y paredes de la cabina de flujo laminar con
etanol absoluto para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante 10 minutos. A

continuacion, se prendio la mecha para asegurar el ambiente aséptico. En ella se situaron
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los matraces Erlenmeyer esterilizados de 50 cm?® asi como la disolucién de monosacarido
realizada en medio liquido de concentraciébn 25 g dm= y con el pH ajustado a las
condiciones establecidas. Mediante una bomba peristaltica, se hizo pasar el medio de
cultivo a través de un portafiltros con filtro de nitrato de celulosa de porosidad 0,45 ym vy
prefiltros de lana de vidrio, con el fin de esterilizarlo, vertiéndose en un frasco de vidrio

Pyrex estéril.

A partir del volumen total de suspension celular obtenido en el precultivo en medio
liquido, apartado 3.3.1.5, y utilizando una pipeta Pasteur estéril de 3 cm3, se adicion6 a la
disolucién esterilizada un volumen determinado de dicho precultivo, agitandose
posteriormente el conjunto con el fin de homogeneizar la mezcla. Finalmente, se afiadié 40

cm? entre los diferentes matraces utilizando una pipeta Pasteur.

B. Sacarificacion y fermentacion simultaneas

Se limpi6 y desinfecté toda la superficie y paredes de la cabina de flujo laminar con
etanol absoluto para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante 10 minutos. A
continuacion, se prendié la mecha para asegurar el ambiente aséptico y se situaron

cuidadosamente los siguientes elementos:
- Biorreactores tipo tanque agitado montado y esterilizado.

- Matraz Erlenmeyer de vidrio Pyrex que contiene el volumen de hidrolizado esterilizado

con los nutrientes ya disueltos, y con pH ajustado a las condiciones de operacion.
- Precultivo de H. polymorpha en medio liquido, apartado 3.3.1.5.

Dentro del ambiente estéril, se virtid el hidrolizado, contenido en el matraz Erlenmeyer,
en el interior del biorreactor. A partir del volumen total de suspension celular obtenido en el
precultivo en medio liquido, apartado 3.3.1.5, y utilizando una pipeta Pasteur estéril de 3
cm3, se ha adicionado al reactor un volumen determinado de suspensién de levadura

procedente del precultivo.

Ante un proceso de fermentacién del hidrolizado pretratado a presion, se procederia de
igual forma pero al reactor se le afiade un volumen determinado de hidrolizado (exento de

sélidos en suspension).
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3.3.2 Descripcién de los enzimas utilizados
3.3.2.1 Tipos de enzimas
- Celulasa [EC 3.2.1.4], de Trichoderma reesei (ATCC 26921).
Nombre comercial: Celluclast 1.5 L, CCN03133.
Su sinénimo es 1,4-(1,3:1,4)-B-D-Glucan 4-glucano-hydrolase.
Fabricante: Novo Nordisk Bioindustrial (Novozymes, Ref. C2730).
Cataliza la descomposicién de la celulosa en D-glucosa, celobiosa y oligosacaridos.
- B-glucosidasa [EC 3.2.1.21], de Aspergillus niger.
Nombre comercial: Novozym 188, DCB00219.
Fabricante: Novo Nordisk Bioindustrial (Novozymes, Ref. C6105).

La B-glucosidasa actla sobre los enlaces glucosidicos 31->4 entre dos moléculas de

D-glucosa. Asi, cataliza la hidrélisis de la celobiosa en D-glucosa.

3.3.2.2 Determinacion de la actividad enzimatica
A. Actividad del enzima celulasa

Para llevar a cabo la determinacién de esta actividad se ha seguido el procedimiento

descrito por Ghose (1987). Para ello se han preparado una serie de disoluciones:

Disolucién tampon de citrato sédico 0,05 M, pH 4,8

Se ha preparado una disolucion de acido citrico 0,1 M y otra de citrato sodico 0,1 M.
Para conseguir 100 cm? de una disolucién tampdén de citrato sédico 0,05 M y pH 4,8 se han
de mezclar 23 cm? de disolucion de acido citrico 0,1 M con 27 cm? de disolucion de citrato

sédico 0,1 M, enrasando con agua ultrapura, Tabla 3.4.
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Tabla 3.4
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de la disolucién tampén de citrato sédico 0,05 M

Vdisolucién Vdisolucion v pHdisqucién
acido citrico 0,1 M,  citratosodico 0,1 M, aguau";ap“ra' citrato sédico
cm3 cm?® cm 0,05 M
46,5 3,5 3,0
43,7 6,3 3,2
40,0 10,0 3,4
37,0 13,0 3,6
35,0 15,0 3,8
33,0 17,0 4,0
31,5 18,5 4,2
28,0 22,0 4.4
25,5 24,5 50,0 4,6
23,0 27,0 4,8
20,5 29,5 5,0
18,0 32,0 5,2
16,0 34,0 54
13,7 36,3 5,6
11,8 38,2 5,8
9,5 41,5 6,0
7,2 42,8 6,2

Disoluciones de celulasa

El objetivo ha sido preparar 4 disoluciones de menor a mayor concentracion del enzima
celulasa utilizando la disolucion tampén de citrato sddico, Tabla 3.5.
Tabla 3.5

DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de las disoluciones de celulasa

9 g Venzima, Viotal ST
Disolucién 3 3 Veelulasa / Viotal-103 de
cm cm dilucion
Ci1 1 50 20 50
C2 1 100 10 100
Cs 0,769 100 7,69 130
Ca 0,625 250 2,50 400

Disoluciones de D-glucosa

Para relacionar los valores de la absorbancia de las muestras con las concentraciones
en D-glucosa, es preciso obtener previamente una recta de calibrado que relacione ambas

variables, partiendo de disoluciones con concentraciéon en D-glucosa conocida. A partir de
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una disolucion madre en D-glucosa de concentracion 10 g dm-3, se obtuvieron cuatro
disoluciones de diferentes concentraciones, Tabla 3.6.
Tabla 3.6

DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de las disoluciones de D-glucosa

Vdis. madre Vis. citrato sédico [D-glucosa]
Disolucion 10 g D-glucosa dm, 0,05 M, pH 4,8 9 n
3 3 mg cm
cm cm
G1 1 0,5 10 1/1,5=6,67
G2 1 1 10 1/2=5
Gs 1 2 10 1/3=3,33
Gsa 1 4 10 1/5=2

Una vez preparadas las disoluciones anteriores, usando tubos de ensayos de 15 cm3, se
afiadieron los volimenes de la disolucién tampén de citrato sédico 0,05 M, asi como de las
disoluciones de D-glucosa y enzima celulasa, Tablas 3.7 a 3.9. Ademés, hay que tener en
cuenta que en las disoluciones de celulasa, se ha introducido en el interior de estos tubos
de vidrio papel de filtro de dimensiones 6 x 1 cm? (50 g aproximadamente), previamente

preparados.

Tabla 3.7
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de tubos de vidrio con las disoluciones en D-glucosa

Vis. citrato soédico 0,05 M,

Vis. D-gl
Tubos pH 4.8, dis. D-glucosa,

om? cm?3
G1 1 0,5 de disolucién G1
G2 1 0,5 de disolucion G2
G3 1 0,5 de disolucion Gz
G4 1 0,5 de disolucién Ga
BLANCOg 1,5 —
Tabla 3.8

DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de tubos de vidrio con los blancos de las disoluciones de celulasa

Vdis. citrato sédico 0,05 M, pH 4,8, Vdis. celulasa,
Tubo . 2
cm cm
Bc1 1 0,5 de disolucion C1
Bc2 1 0,5 de disolucion C>
Bcs 1 0,5 de disolucion Cs
Bca 1 0,5 de disolucién Ca
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Tabla 3.9
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de tubos de vidrio con las disoluciones de celulasa

Vdis. citrato s6dico0,05 M, pH 4,8, Vis. celulasa,
Tubo 5 2
cm cm
Cc1 1 0,5 de disolucién C1
c2 0,5 de disolucion C2

1
C3 1 0,5 de disolucion Cs
C4 1 0,5 de disolucion Ca

Se ha introducido agua destilada en un bafio de agua Selecta, Mod. Digiterm S-542,
estableciéndose la temperatura a 50°C. A continuacion, los tubos anteriormente preparados
se cerraron con un tapén y se introdujeron en dicho bafio manteniéndose a 50°C durante un
periodo de 1 h. Transcurrido dicho tiempo, se le afiadieron a cada tubo 3 cm? de reactivo

DNS (apartado 3.10.2), agitandose con cuidado para asegurar la homogeneidad.

Sobre la placa calefactora se calentdé agua en un vaso de precipitado hasta 100°C,
momento en el que introdujeron los tubos de vidrio para permanecer durante 5 minutos a
dicha temperatura. Posteriormente, se sometieron a un enfriamiento brusco con hielo
durante otros 5 minutos mas. Finalmente, se le ha adicionado a cada tubo 20 cm?® de agua

ultrapura y mezclandose adecuadamente el conjunto.

En un espectrofotometro UV-VIS Thermo Mod. Helios Gamma, de un solo haz, se fij6 la
longitud de onda a 640 nm y se procedi6 a la medida de la absorbancia de una muestra de
cada uno de los tubos preparados a partir de la disoluciéon de D-glucosa (G1, G2, G3, G4),
asi como su blanco. De esta forma, al representar las diferentes concentraciones de D-
glucosa en la disolucion (expresadas en mg de D-glucosa por 0,5 cm?® de disolucién) versus
a sus correspondientes valores de absorbancia, se obtuvo la recta de calibrado para D-

glucosa.

A igual longitud de onda se midié en el espectrofotdmetro las muestras de cada uno de
los tubos preparados a partir de las disoluciones de celulasa (C1, C2, C3, C4), teniendo en
cuenta sus correspondientes blancos en cada caso (Bci, Bcz, Bes, Bes). A partir de estos
valores de absorbancia, y en funcién de la recta de calibrado anteriormente deducida, se
obtuvieron los valores de concentracién de D-glucosa (en mg de D-glucosa por 0,5 cm? de

disolucion) en cada una de las disoluciones de enzima evaluadas.

A continuacidn, se represento el logaritmo de la concentracién de disolucién de enzima

(expresada en cm?® enzima por cm? de volumen total) en funcion de la concentracién de D-

pag. 94



3. Materiales y métodos

glucosa, determinandose graficamente el valor de ordenada cuando la abscisa equivale a 2
mg de D-glucosa por 0,5 cm? de disolucion. Por tanto, tras el antilogaritmo, se obtuvo un
valor de concentracion de disolucién de enzima que, una vez sustituido en la Ec. 3.1
(Goshe, 1987), dio como resultado la actividad del enzima celulasa en unidades de papel de

filtro, UPF (expresado en unidades por cm? de enzima).

_ 0,37
UPF —m [3.1]

siendo [ H ] la concentracion de celulasa correspondiente 2 mg de D-glucosa por 0,5 cm?® de

disolucién.

B. Actividad del enzima 3-glucosidasa

Para determinar la actividad de este enzima, se ha seguido el procedimiento descrito por

Bailey y Nevalainen (1981), siendo necesario disponer de las siguientes disoluciones:

Disolucién tampén de citrato sédico 0,05 M, pH 4,8

Obtenida de igual forma que en la determinacion de la actividad de la celulasa.

Disoluciones de 4-nitrofenol

Se ha preparado una disolucion madre en 4-nitrofenol 2,5 mM mediante la disolucion
tampon de citrato sodico 0,05 M y pH = 4,8. A partir de ésta se han obtenido 5 disoluciones

de diferente concentracion en 4-nitrofenol, Tabla 3.10.

Tabla 3.10
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de las disoluciones de 4-nitrofenol

Vdis. madre

-ni .102
Disoluciéon  4-nitrofenol 2,5 mM th:' Factor de diluciéon [ 4-nitrofenol ]-10
2 cmi| mM
cm
N1 1 100 100 25.1/102=25
N2 1 200 200 2,5:1/200=1,25
N3 1 250 250 251/250=1,0
N4 0,5 250 500 2,5:0,5/250=0,5
Ns 0,4 250 625 2,5-:0,4/250=0,4
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Disoluciones de -glucosidasa

A partir de una disolucién madre de B-glucosidasa con factor de dilucién 1/100, se han
preparado disoluciones de dicha enzima de menor a mayor concentracion utilizando para
ello la disolucién tampén de citrato sédico de concentracion 0,05 M y 4,8 de pH, Tabla 3.11.

Tabla 3.11

DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de las disoluciones de -glucosidasa

Vdis. madre
Disolucién  B-glucosidasa 1/100, Vtmzl’ V“'glucosmaza / \{;ma' AT Factor de dilucion
. cm cmd cm
BG1 5,0 50 (5-1/100) /50 =100 1.000
BG:2 5,0 100 (5-1/100) /100 =50 2.000
BGa 4,0 100 (4-1/100) / 100 = 40 2,500
BG4 8,33 250 (8,33:1/100) /250 =33,32 3.000
BGs 6,87 250 (6,87-1/100) /250 =27,48 3.636
BGe 5,0 250 (5-1/100) /250 =20 5.000
BG7 05 50 (0,5-1/100) /50 = 10 10.000
BGs 0,5 100 (0,5-1/100)/100=5 20.000
BGo 0,5 200 (0,5-1/100) /200 = 25 40.000
BG1o 0,5 250 (0,5-1/100)/250=2 50.000

Disolucién de 4-nitrofenil-B-D-glucopiranosidol mM

Se pesaron 0,0301 g de dicho sustrato y se llevaron a un volumen final de 100 cm3con la

disolucién tampon de citrato sédico de concentraciéon 0,05 M y 4,8 de pH.

Disolucién en NaxCOs 1 M

Tras pesar 1,06 g de carbonato sédico se han diluido en la disolucion de citrato sédico
de concentracién 0,05 M y pH 4,8, hasta alcanzar un volumen total de 10 cm®.Una vez que
se disponen de las disoluciones anteriores, usando tubos de ensayos de 15 cm3, se han
afiadido los volimenes de las diferentes disoluciones, Tablas 3.12 y 3.13, agitdndose

posteriormente para homogeneizar la mezcla.

Mediante tapones apropiados se cerraron los tubos de ensayo y se introdujeron en el
bafio de agua destilada, una vez alcanzada la temperatura establecida de 50°C,
manteniéndose durante un periodo de 10 minutos. Transcurrido dicho tiempo, se le
afladieron a cada tubo 1 cm? de la disolucién Na-COsz 1 M, agitandose con cuidado para

asegurar la homogeneidad de la mezcla.
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En el espectrofotometro UV-VIS de un solo haz, tras fijar la longitud de onda a 400 nm,
se procedié a medir la absorbancia del contenido de los tubos de las disoluciones de 4-
nitrofenol (N1, N2, N3, N4, Ns), asi como su blanco. De esta forma, se ha representado los
valores de absorbancia obtenidos frente a las concentraciones conocidas de las

disoluciones de 4-nitrofenol, obteniéndose una recta de calibrado que relaciona ambas

variables.
Tabla 3.12
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de los tubos de vidrio con disoluciones de 4-nitrofenol
b Vdis. Citrato Si)lfjsl?o 0,05 M, pH Vdis,4-nitr3ofenol,
i cm
N1 0 2de N1
N2 0 2 de N2
N3 0 2 de N3
N4 0 2 de Na
Ns 0 2de Ns
BLANCOn 2 —
Tabla 3.13
DESCRIPCION DE LOS ENZIMAS UTILIZADOS
Preparacion de los tubos de vidrio con disoluciones de -glucosidasa
4-nitro\f/¢dalrs{i|-p-D-  Vas. Vs,
Tubo glucopiranosido 1 mM, citrato sédico B-glucosidasa,
cm? 0,05 M, pH 4,8, cm? cm?
BG1 1,8 0 0,2 de BG1
BG: 1,8 0 0,2 de BG2
BGs 1,8 0 0,2 de BGs
BG4 1,8 0 0,2 de BG4
BGs 1,8 0 0,2 de BGs
BGs 1,8 0 0,2 de BGs
BG7 1,8 0 0,2 de BG~
BGs 1,8 0 0,2 de BGs
BGo 1,8 0 0,2 de BGo
BG1o 1,8 0 0,2 de BGuo
BLANCOgs 0 2 —
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A igual longitud de onda se midi6é en el espectrofotdmetro el contenido de cada uno de
los tubos preparados a partir de las disoluciones de B-glucosidasa (BG1-BGuio) y su blanco. A
partir de estos valores de absorbancia y con la recta de calibrado anteriormente deducida,
se calcul6 para cada una de las muestras de disoluciones de B-glucosidasa la concentracion
molar de 4-nitrofenol obtenida a partir del sustrato 4-nitrofenil-p-D-glucopiranosido. Teniendo
en cuenta estas concentraciones y que la reaccién se produce en un volumen total de 3 cm?
y a lo largo de 600 s, se puede calcular la actividad enzimatica en nkat, Ec. 3.2.

0,003 [ 4 - nitrofenol 4 - nitrofenol
[ | 109 = [ ]104

nkat = 600 5 [3.2]

unidad que equivale a 1 nmol s, o lo que es lo mismo, la cantidad de enzima que se
necesita para generar 1 nmol s del producto resultante de la reaccién, que en este caso

seria 4-nitrofenol.

Finalmente, se representaron las actividades enzimaticas obtenidas, expresados en nkat,
frente al factor de dilucion de las disoluciones de p-glucosidasa correspondiente,
obteniéndose una recta de calibrado que relaciona dichas variables. Para el célculo de la
actividad enzimatica, se considera el factor correspondiente a 1 nkat de actividad, por tanto,

la actividad enzimatica tendra un valor inverso a dicho factor.
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3.4 INSTALACION EXPERIMENTAL DE HIDROLISIS

Todos los experimentos se han realizado en los laboratorios del Departamento de

Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales en el Campus Universitario de Jaén.

3.4.1 Reactor a presion

En la etapa de pretratamiento del material de poda de olivo se ha utilizado una
instalacién experimental que permite realizar una hidrdlisis acida a presion (o tratamiento

hidrotérmico), Fig. 3.6.

Figura 3.6 Dispositivo experimental para los tratamientos hidrotérmicos.

Se trata de un reactor discontinuo heterogéneo, tipo tanque agitado a presién, Parr Mod.
4522, con una cabeza de agitacién, Mod. A1120HC (Fig. 3.7). El sistema de agitacién esta
formado por dos turbinas 6 hélices regulables en altura, tipo Rushton, cada una de las
cuales posee 6 brazos, Fig. 3.8.

Figura 3.7 Cabeza de agitacion Figura 3.8 Tapa, turbina de agitacion y
Parr, Mod A1120HC. serpentin interno del reactor.
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Dispone de un dispositivo eléctrico para el calentamiento de la carga y un sistema de
serpentines internos de ocho tubos verticales conectados en U entre si, para su
enfriamiento (Fig. 3.8). Se utiliza agua como fluido refrigerante. La agitacién se consigue
gracias a un rotor de velocidad variable, siendo 700 rpm la velocidad maxima alcanzable.
Este sistema de agitacion funciona correctamente para reacciones con mezclas de
viscosidad superior a 25 g cm s1. Para cargas mas viscosas, la cabeza fija puede ser
equipada con unidades magnéticas y motores mas potentes capaces de mantener la
agitacion requerida.

La presién maxima es de 1.900 psi (13.100 kPa) aunque esta limitado por un disco de
ruptura y un reloj de lectura de presion, reduciéndose ésta a un 30%, lo que equivale a una
presién de 1.400 psi (9.653 kPa) 6 300°C. Su capacidad es de 2 dm3, aunque el volumen
maximo de carga no ha de superar 1,043 dm?3 y 350°C. Las caracteristicas del reactor son

las siguientes:
- Diametro interno: 10,16 cm.
- Altura interna: 26,67 cm.

- Peso: 14,51 kg.

- Capacidad: 2 dms.
Los elementos principales son (Fig. 3.10):

- Cuerpo del reactor a presion (Fig. 3.9),

construido en acero inoxidable T316.
Anchura: 39,37 cm.

Altura: 81,28 cm.

Peso: 54,43 kg. Figura3.9 Cuerpo del reactor.

- Controlador PID, Parr Mod. 4842, conectado a sonda digital de temperatura y presion.
Permite programar la temperatura de trabajo, la potencia calefactora y la velocidad de

agitacion.
- Medidor de presion analdgico de esfera.
- Sonda digital de presion.

- Sonda digital de temperatura (termopar).

pag. 100



3. Materiales y métodos

- Camisa calefactora eléctrica capaz de proporcionar una potencia maxima de 1.100 W

(posicioén 1) y una potencia intermedia de 750 W (posicion |).
- Valvulas de toma de muestra e inyeccion de un determinado gas.
- Valvula de descompresion.
- Vélvulas de entrada y salida del agua de refrigeracion.

- Cuerpo cilindrico de vidrio protector (‘liner’) del interior del equipo ante muestras acidas

(corrosivas).

Figura 3.10 Detalle esquematico del reactor a presion. 1: Cuerpo del reactor. 2: Panel de control.
3: Motor.4: Sonda de temperatura. 5: Medidor de presién. 6: Agitador. 7: Entrada del sistema de
refrigeracion. 8: Salida del sistema de refrigeracion. 9: Sistema de refrigeracion del agitador.
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3.5 INSTALACIONES EXPERIMENTALES DE FERMENTACION

Todos los experimentos de fermentacion asi como de sacarificacion y fermentacion
simultanea se han llevado a cabo en instalaciones construidas y desarrolladas por el Grupo
de Investigacion ‘Bioprocesos’.

3.5.1 Agitador orbital

Se trata de una cdmara incubadora refrigerada transparente digital Ovan CLEAR C, Mod.
IC10-CE + Acop E. Sus caracteristicas mas importantes son:

- Camara transparente (metacrilato) de sobremesa con puerta frontal con cierre
hermético.

- Temperatura controlada por microprocesador.

- Pantalla digital LCD retroiluminada con indicacion del valor seleccionado y real de
temperatura, y temporizador (con avisador acustico).

- Teclado con pulsadores de membrana, sensibles al tacto.
- Circulacioén de aire forzado.

- Refrigeracion por compresor silencioso de 1/10 CV.

- Sistema de seguridad por sobre temperatura.

- Su ficha técnica:

Rango de temperatura: 10 — 60°C.

Temporizador: 0 — 240 min.
Dimensién interior: 4 cm.

Dimension exterior: 48 x 53 x 48 cm?.
Peso: 31 Kkg.
Capacidad: 122 kg.

Esta camara estd acoplada sobre un agitador orbital digital Ovan, MAXI HD. Sus

caracteristicas son:

- Movimiento orbital para recipientes de gran volumen y trabajos exhaustivos, controlado

por microprocesador y motor Brushless (sin escobillas) de méxima duracion.
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- Pantalla digital LCD retroiluminada con indicacion del valor seleccionado y real de

velocidad y temporizador (con avisador acustico).

- Teclado con avisador de membrana, sensibles al tacto.

- Mantenimiento constante de la velocidad seleccionada, independientemente de la

carga.

- Orbita de 30 mm de amplitud.

- Inicio y paro suave y progresivo, independientemente de la velocidad seleccionada.

- Su ficha técnica:
Accesorios:
Carga maxima:

Peso:

Rango de velocidad:

Tipo de motor:
Temporizador:
Superficie Qtil:

Dimensiones:

Doble plataforma antideslizante 35 x 40 cm?2.
25 kg.

12 kg.

20 —-220 rpm con resolucion de 5 rpm.
Brushless /sin escobillas.

0 -120 min.

35 x 40 cm2.

41 x 57 x 14 cm3.

3.5.2 Biorreactores tipo tanque agitado

Estos biorreactores estan incluidos en una instalacién experimental disefiada para la

realizacion de los experimentos de hidrdlisis y fermentacion simultanea llevados a cabo con

H. polymorpha, y B-glucosidasa. Esta instalacion estd constituida por los siguientes

elementos:

@ Biorreactor, tipo tanque agitado (Fig. 3.11): Vaso de cultivo de vidrio Pyrex, cilindrico

de fondo plano. Va provisto de una camisa de termostatacidon por la que circula agua,

asegurando el mantenimiento de una temperatura constante en la suspensién del cultivo

durante el desarrollo del experimento. Posee un volumen util de 2 dm?, un didametro interior

y exterior de 10,5y 13,5 cm, respectivamente; una altura interior de 25 cm y exterior de 26,5

cm.
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@ Columna de refrigeracion. Se destina
una para cada biorreactor. Con el fin de llevar a
cabo la refrigeracion de estas columnas se
utilizé agua destilada a temperatura ambiente
(23 — 24°C) impulsada por una bomba de
recirculacion ubicada en un bafio. Estos

refrigerantes de vidrio se comunican entre si a
través de gomas de silicona, de tal forma que la
entrada de refrigeracion de la primera columna

procede directamente del bafio y su salida se

dirige hacia la entrada de la segunda columna,
Figura 3.11 Biorreactor cerrado con tapa,

asl sucesivamente. tapones y columna de refrigeracion.

@ Tubos de gomas de silicona por donde circula el agua de termostatacion para la
conexion de los vasos de cultivo asi como de sus respectivas columnas de refrigeracion.
Tanto los vasos como las columnas poseen ambos refrigeraciones diferentes ya que no se

trata de la misma temperatura.

@ Tubos de goma de silicona, a través de los cuales se extraen las muestras del interior
de los vasos. Se abre y cierra mediante pinza Hoffman. La muestra se succiona mediante

jeringa estéril de 5 cms3.

@ Bafio de agua Selecta, Digiterm S-542, con termostato y bomba de recirculacién que

impulsa el agua de termostatacion a las columnas de refrigeracion.

@ Bafio de agua Selecta, Mod. Tectron Cod. 3473200 con termostato y bomba de
recirculacion que impulsa el agua de termostatacion a las camisas de refrigeracién de los
biorreactores. Posee un intervalo de calentamiento mas suave, 20 — 100°C, y otro mas

intenso, 80 — 200°C. Este ultimo intervalo se conecta/desconecta mediante un interruptor.
@ Cada reactor de cultivo lleva instalado un equipo de agitacion, compuesto por:

- Un agitador magnético Heidolph, MR2000, situado debajo del vaso, que posee un

intervalo de revoluciones de 0 — 1.500 rpm.

- Una varilla de agitacion magnética cubierta de teflon de forma cilindrica de 4 cm de

longitud y 0,8 cm de didmetro, que se ubica en el interior del biorreactor.

Debido al campo magnético rotatorio generado por el agitador magnético, se provoca la

rotacion mecanica del iman 6 varilla magnética, asegurando las condiciones homogéneas
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en el interior del reactor. Esta relacion
agitacion/volumen dentro del biorreactor se mantiene
constante  durante todo el experimento de
fermentacion, es por ello que dicha velocidad ira
reduciéndose a medida que disminuya el volumen en el
vaso de cultivo, concretamente 50 rpm por cada 50

cms.

Por otra parte, la absorcién del oxigeno necesario
para la supervivencia de la levadura se realiza a través

de la superficie en contacto con la fase gaseosa (aire),

Figura 3.12 Vértice de agitacion.

incluido el vortice originado como consecuencia de la agitacién, Fig. 3.12. Gracias a éste se

consigue la entrada de aire al medio de cultivo y, por tanto, las condiciones microaerodbicas.

Cuentarrevoluciones Heidolph digital, Mod. 2002, que permite controlar la velocidad

de agitacion en los biorreactores.

La instalacién completa, Fig. 3.13, se ubico en el interior de una cabina de sobremesa de

extraccion de gases, con cierre proporcionado por cristalera corredera. Durante los

experimentos permanecié siempre con las cristaleras semiabiertas para permitir una

pequefa aeracion en el interior.

Figura 3.13 Instalacion experimental de hidrélisis y fermentacion simultanea.
1: Biorreactor. 2: Torre de refrigeracion. 3: Tubos de goma de silicona. 4: Sistema
toma de muestra. 5: Bafio de refrigeracion para torres. 6: Bafio de refrigeracion del
encamisado de biorreactores. 7: Agitador magnético. 8: Cuentarrevoluciones.
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3.6 DESARROLLO DE LOS PROCESOS DE HIDROLISIS
3.6.1 Hidrdlisis acida a presion

Con este pretratamiento hidrotérmico, lo que se pretende es esponjar la fibra para que se
mejore el posterior ataque enzimatico en el proceso de sacarificacion y fermentacion

simultanea, Fig. 3.14.

]

Hemicelulosa Pretratamiento

Hemicelulosa

AY

Lignina

Celulosa Lignina

Celulosa

Figura 3.14 Material lignoceluldsico tras ser sometido a pretratamiento
fisico 6 ‘steam-explosion’ (Kumar et al., 2009).

Con una relacion 1/6 (p/V) de sélido con respecto a liquido (S/L), expresada en kg dm-3,
se puede hidrolizar completamente la fraccion hemicelulésica operando a menos de 215°C
(Cuevas, 2007). Segun Moya (1997) y Romero (2003), el material de poda es mas
facilmente accesible al ataque hidrolitico con acidos y contiene menos proporciéon en

hemicelulosa que el hueso de aceituna.

El material lignoceluldsico del que se partié es subproducto de poda, exento en hoja, de
un tamafio entre 0,300 y 0,425 mm (apartado 3.2). Utilizando un granatario Mettler Toledo,
Mod. PB 5001-S, se peso la cantidad de material lignocelulésico correspondiente a 50 g en
base seca, con lo que previamente se ha determinado la humedad y materia volatil del
mismo (apartado 3.8.1). Con el fin de mantener la relacion 1/6 (S/L), se le afiadio 300 cm?
de una disolucién de &cido sulfurico 0,05 M y se virtieron en el ‘liner’ del reactor, agitando
cuidadosamente la mezcla con el fin de asegurar su homogeneizacién. A continuacion, se
introdujeron en el interior del cuerpo externo de acero inoxidable del reactor para
posteriormente proceder a su cierre. Seguidamente, el reactor se insertdé dentro de la
camisa calefactora eléctrica, se introdujo la sonda digital de temperatura dentro del reactor,
y se conectd el controlador de presion asi como los sistemas de refrigeracién. Una vez
establecida 200°C como temperatura maxima (Tmax), asi como 250 rpm, se inicié el

calentamiento y la agitacion.
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El objetivo ha sido evaluar la evolucién de la temperatura y presién a lo largo del tiempo.
Cuando se alcanz6 los 100°C en el reactor se considerd tiempo inicial, to. Cada minuto se
ha registrado la temperatura asociada hasta alcanzar 200°C en un tiempo t1. A continuacién,
y sin tiempo de operacion del tratamiento &cido (tn = 0), se desconectd la calefaccion y se
introdujo agua fria en la camisa del reactor para provocar una gran descompresion en el
sistema (‘Steam explosion’) y con ella la hidrdlisis parcial del subproducto. Los valores de
temperatura se han registrado cada minuto hasta que la temperatura descendié a 100°C, en
un tiempo t.. Posteriormente, la agitacion se interrumpié cuando la temperatura hubo
alcanzado los 50°C, extrayéndose el reactor de la camisa calefactora eléctrica, para
introducirse en un bafio de hielo con el fin de acelerar su enfriamiento (hasta 30°C). Tras la
apertura del reactor, en una probeta de 1 dm3, se virtié el hidrolizado y el volumen de agua
ultrapura utilizado para limpiar tanto el cabezal de agitacién como el ‘liner. Tras la

decantacion, se determiné el volumen de ambas fases, solida y liquida, en el total.

A partir de este hidrolizado se ha tomado en tubo Falcon una muestra de 12 cm? que se
llevé a una centrifuga digital de sobremesa Hettich, Mod. Universal 32, a 5.000 rpm durante
10 minutos. Tras verter el sobrenadante en un tubo estéril, a éste se le determinaron los
compuestos fendlicos totales, apartado 3.10.4, asi como el indice de inhibidores, apartado
3.10.6.

El hidrolizado restante se ha sometido posteriormente a sacarificaciéon y fermentacion
simultanea con H. polymorpha y enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC
3.2.1.21], apartado 3.7.2, o bien, una vez filtrado, a un proceso de fermentacién con H.

polymorpha (apartado 3.7.2).

Para caracterizar el material lignocelulésico tras el tratamiento hidrotérmico, se ha
tomado un embudo bichner con papel de filtro en su interior y tras introducirlo en un matraz
kitasato y conectar el conjunto a una trompa de vacio, se virti6 el hidrolizado a través del
filtro del embudo, quedandose retenida la fase sdlida en el papel de filtro. A continuacién, se
extrajo el papel con el material lignocelulésico del filtro y se dejé secar durante un minimo
de 72 h. Tras separar cuidadosamente el material lignocelulésico del papel de filtro, se
introdujo en un recipiente con cierre hermético y se conservé en un lugar limpio y fresco

para posteriormente caracterizarlo, apartado 3.8.

Para el calculo de la velocidades de calentamiento (vc) y enfriamiento (ve) en el reactor,
se ha representado la temperatura frente al tiempo de proceso, observandose dos zonas,
Fig. 3.15.
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- Zona de calentamiento. Desde la temperatura inicial, 100°C, hasta la maxima
establecida, 200°C, se produce un aumento lineal de ésta, Ec. 3.3,

T(t)=at+b [3.3]

siendo a y b constantes.

- Zona de enfriamiento: Descenso exponencial desde 200°C hasta 100°C, que se puede

ajustar mediante una funcién polinémica, Ec. 3.4,

T(t)=at?+b t+c [3.4]

siendo a’, b’ y ¢’ constantes.

100 oot

—
S
~
=
~
LS

tiempo, h

Figura 3.15 Evolucion de la temperatura frente al
tiempo en hidrdlisis con agua caliente a presion.

Es de gran interés el estudio de la combinacion de ambas variables en un Unico
parametro con el fin de correlacionar la severidad del pretratamiento con su eficacia.
Overend et al. (1987) plantean una valoracion conjunta tanto del efecto del tiempo como de
la temperatura a través del pardmetro de severidad, Ro, con el fin de describir su influencia
en el pretratamiento de material lignoceluldsico, Ec. 3.5,

T(O)-Tr
R, = Se W dt [3.5]

donde t es tiempo de residencia, en minutos, T(t) es la funcién que relaciona la temperatura
con el tiempo. Como valor de Tr, en esta investigacién, se ha considerado 100°C,
temperatura base para un tiempo inicial de proceso t = 0, por debajo de la cual no existen
alteraciones significativas en la estructura de los polisacaridos de esta biomasa.
Estrictamente hablando, en un proceso de autohidrdlisis, cada tipo de biomasa y sus
fracciones tendran distintos valores de w. Este pardmetro se define por la expresion, Ec.

3.6, donde R es la constante de los gases, y Ea la energia de activacion aparente.
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w = R—Trz [3.6]

Ea

Para un gran ndmero de biomasas lignocelulésicas se ha operado con un valor de w

igual a 14,75 (Heitz et al., 1987; Fernandez-Bolafios et al., 2001). El adoptar este valor
implica asumir una energia de activacion aparente de 78,4 kJ mol?, Ec.3.7

T(t)-Ty
R, = Se ZRCIT! [3.7]

Se define el factor de severidad, S, Ec. 3.8.

S =logR, [3.8]
Para hidrolisis acida a presion, utilizando acido diluido, R, se modificé para tener en

cuenta la influencia del pH en la severidad del pretratamiento, utilizdndose el factor de
severidad combinado (FSC), Ec. 3.9,

FSC=logR, - pH [3.9]

En este trabajo, para el calculo concreto de la severidad se ha empleado la Ec. 3.10, es
decir, la severidad global se determiné como suma de las severidades individuales de cada

etapa.
Ro= (Ro ) catlen +(Ro ) entr [3.10]
Para la regién de calentamiento los valores de temperatura se ajustaron a una funcion

lineal, T (t) = a-t + b. De esta forma, la ecuacion [3.7] se transforma en la ecuacién 3.11,

14,75 at; +b-100 b-100

(Ro ) calen = a (exp 1474 exp 14,75

) [3.11]

donde a y b son dos constantes empiricas y t1 es el tiempo en el que se alcanza la maxima
temperatura del tratamiento.

En la zona en la que se produce el enfriamiento del reactor la funcion T(t) que se ha
usado para el ajuste de los datos experimentales es una ecuacién polinémica de segundo 6
tercer grado segun el caso. Debido a la dificultad para resolver la integral analiticamente, en
la Ec.3.7 se ha optado por aplicar un método de integracién numérica (método de Simpson),
donde t1 y t2 corresponden a los tiempos de comienzo y finalizacion de la etapa de
enfriamiento, Ec. 3.12.

t, T(t) -100

(RO )enfr = e 17 [3.12]
i
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3.7 DESARROLLO DE LOS BIOPROCESOS
3.7.1 Fermentacion

Los procesos de fermentacion se han llevado a cabo utilizando un agitador orbital que
permite estudiar simultdneamente diferentes variables de operacion. En este trabajo se ha
abordado el estudio de la temperatura de operacién, pH de trabajo, nivel de aeracién y
naturaleza del sustrato.

Previo al comienzo del proceso de fermentacion, ha sido necesario preparar el siguiente
material:

- Matraces Erlenmeyer de plastico de 50 cm?2 con tapon de rosca. En la boca de cada
matraz se ha colocado un tap6n de algodon hidréfilo envuelto en gasa. Se ha introducido en
un pipetero 6 envueltos en papel de filtro, impidiendo asi la posible entrada de agua en el

interior.

- Portafiltros de policarbonato, con filtro de membrana de nitrato de celulosa, 47 mm de
diametro y tamafo de poro 0,45 um vy prefiltro de lana de vidrio. Todo el conjunto se ha

envuelto en papel de filtro y se ha introducido en el pipetero.
- Frascos de vidrio Pyrex vacios, limpios y con agua ultrapura.

- Vasos de precipitado de diferentes capacidades envueltos en papel de filtro. También

se han introducido en el pipetero.

- Pipetas de 5, 10 y 25 cm?, con ambas puntas cerradas mediante papel de aluminio,

envueltas con papel de filtro e introducidas en el pipetero.

Tras ser esterilizado este conjunto en el autoclave a 121°C durante 30 min, a una
sobrepresion de 117,7 kPa, se prepard disoluciones de medio de cultivo liquido (apartado
3.3.1.4). Una de éstas se ha destinado a preparar el medio de 25 g dm-® del monosacarido
que se va a fermentar con H. polymorpha. Su pH se ajustd a las condiciones establecidas
usando un pHmetro y con disoluciones de CIH 0,1 M y NaOH 0,1 M, dispuestas
previamente. En esta disolucion ajustada se realizé la inoculacion de la levadura (apartado
3.3.1.6).

Tras disponer de un volumen inicial (en torno a 50 cm?) en cada uno de los Erlenmeyer y
mediante una balanza de precisibn Mettler Toledo, Mod. AB204-S Fact Classic Plus, se
pes6 cada uno de éstos, incluido el tapon de algoddn hidréfilo envuelto en gasa. Este dato

ha servido para el calculo del agua evaporada durante la fermentacion. Esta fue afiadida de
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forma externa hasta alcanzar ese peso inicial, Ec. 3.13. En todos los casos se adicioné del

agua ultrapura esterilizada inicialmente a 121°C durante 30 min.

Mat =M go- Met [3.13]

siendo

Mat: masa de agua evaporada a tiempo t.
Meo! masa total del Erlenmeyer a tiempo cero.
Met: masa total del Erlenmeyer a tiempo t.

Tras limpiar y desinfectar con etanol absoluto toda la superficie y paredes del agitador
orbital Ovan CLEAR C, Mod. IC10-CE, se introdujeron los Erlenmeyer en la camara

incubadora, estableciéndose las condiciones de temperatura y 100 rpm de agitacion.

Para la toma de muestra en la fermentacion, se limpié y desinfecté con etanol absoluto
toda la superficie y paredes de la cabina de flujo laminar, para posteriormente mantener la
luz ultravioleta durante 10 minutos y prender la mecha asegurando el ambiente aséptico. A
continuacion, se tomé un Erlenmeyer del interior de la camara incubadora y se peso en la
balanza de precisién, met, afiadiendo con una pipeta Pasteur estéril de 3 cm? la cantidad de
agua ultrapura esterilizada (mat) hasta alcanzar su peso inicial (meo), Ec. 3.13, agitandose
cuidadosamente para homogeneizar la mezcla. En un tubo estérii de 15 cm?3, se
centrifugaron 10 cm3 a 5.000 rpm durante 10 minutos, periodo tras el cual se virtio el
sobrenadante en tubos estériles de 15 cm3, etiguetados respecto a condiciones de proceso,
sustrato y tiempo transcurrido de fermentacion. Se mantuvieron a -18°C hasta realizar la
caracterizacion de sustratos (apartado 3.10), asi como la determinacién de bioproductos
(apartado 3.11). Del volumen restante que quedd en el Erlenmeyer, se determiné la

concentracion celular (apartado 3.9.1), asi como el pH.

3.7.2 Hidrdlisis y fermentacion simultanea (SFS)

Los procesos de hidrélisis y fermentacion simultdneos (SFS) se han llevado a cabo en

biorreactores discontinuos, tipo tanque agitado.

Previo al comienzo de los bioprocesos SFS, ha sido necesario la preparacion del

siguiente material:

- Biorreactores con columna de refrigeracion, tapones de vidrio esmerilado, sistema de

toma de muestra (goma de silicona para toma de muestra, pinza Hoffman) y varilla de
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agitacion magnética. Se ha cerrado con papel de aluminio cualquier posible entrada al

interior y se ha envuelto el conjunto con papel de filtro.

- Portafiltros con filtro de acetato de celulosa, de 47 mm de diametro y poro de 0,20 6
0,45 um, y prefiltros de lana de vidrio, que se ha envuelto en papel de filtro para introducirse
en el pipetero.

- Frascos de vidrio Pyrex con agua ultrapura.

Tras esterilizar estos elementos en el autoclave a 121°C durante 30 minutos a una
sobrepresion de 117,7 kPa, se desinfectd con etanol absoluto la superficie y paredes de la
cabina de extraccion de gases, ubicandose los bafios de refrigeracién, agitadores y
cuentarrevoluciones. Con etanol absoluto se esterilizé la superficie y paredes de la cabina
de flujo laminar, para posteriormente mantener la luz ultravioleta durante 10 minutos y
seguidamente prender la mecha para asegurar el ambiente aséptico. El hidrolizado
procedente de la hidrélisis &cida a presion (apartado 3.6.1), se virti6 en un matraz
Erlenmeyer de vidrio Pyrex de 1 dm3, que tras cerrarse con un tapon de algodén hidréfilo, se
sometié a esterilizacion en el autoclave, durante 30 minutos a 110°C. En la balanza de
precision, en funcién del volumen total establecido para el biorreactor, se pesaron los
nutrientes a la mitad de la concentracion indicada por Lindegren et al. (1958), apartado
3.3.1.4. Estos se virtieron en el hidrolizado esterilizado y se agit6 la mezcla con el fin de
conseguir una maxima homogenizacion. A continuacion se ajusté su pH a las condiciones
establecidas usando disoluciones de KOH 10 M y H2SO4 5 M previamente preparadas, ya
que los hidrolizados obtenidos tienen un caracter muy acido y ha sido necesario realizar una
neutralizacién previa. La concentracion de la disolucion de KOH es alta para evitar la

dilucién de los azlcares en el proceso de neutralizacion.

Dentro de la cabina de flujo laminar se ha llevado a cabo la inoculaciéon del
microorganismo en el reactor, apartado 3.3.1.6. Mediante puntas estériles y micropipetas se
afiadieron al reactor la cantidad necesaria de la enzima celulasa [EC 3.2.1.4] y B-
glucosidasa [EC 3.2.1.21]. Estos volumenes se han calculado en funcion de las actividades
enzimaticas, apartado 3.3.2.2, que estan relacionadas con la masa en base seca del
material lignocelulésico sometido a hidrélisis acida a presién, y por tanto, indirectamente,
con la humedad y materia volatil del mismo, apartado 3.8.1. El volumen total final dispuesto
a tiempo cero en el biorreactor corresponde al volumen de hidrolizado, agua ultrapura
esterilizada afiadida en su caso, volumen de suspension de levadura y volumen enzimatico.
Por tanto, la concentracién inicial de biomasa en el biorreactor, [ | ]so , Se calcula segin

ecuacion 3.14:
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11V
VO

[1go = [3.14]

siendo [ | ] la concentracién de inéculo (g dm-), determinada segln se indica en el apartado
3.9.1; Vi el volumen de in6culo introducido en el biorreactor (cm3) y Vo el volumen total de

comienzo en el vaso de cultivo (cm3).

Los biorreactores se situaron sobre un agitador magnético en la cabina de extraccion de
gases y se monto el resto de la instalacion, segun apartado 3.5.2. Establecida una velocidad
de agitacion de 500 rpm en el agitador, usando el medidor de revoluciones, se consider¢ el
momento de inicio del proceso SFS. La toma de muestra, tanto a tiempo inicial como a lo

largo del proceso, se ha llevado a cabo tal y como se indica a continuacion:

1. Tras detener la agitacion, se mantuvo el biorreactor estable durante 5 minutos para
conseguir una separacion de la mezcla sélido-liquido por decantacion,

depositandose la fase sélida en el fondo.

2. Se abri6 la pinza Hoffman, y mediante una jeringa estéril de 5 cm3, se extrajeron
aproximadamente 10 cm?® del interior del biorreactor que se virtieron en un tubo
estéril de 15 cm®. Una vez cerrado, se reanudd de nuevo la agitacion. Parte de la
muestra extraida se ha utilizado para llevar a cabo la determinacién del crecimiento

celular, segun apartado 3.9.

3. Se midio el pH de un pequefio volumen de la muestra y a partir de este valor, se ha
ajustado mediante las disoluciones preparadas de KOH 10 M y H2SO4 5 M, el
contenido del biorreactor a las condiciones de pH inicialmente establecidas del
proceso de SFS.

4. Usando la placa calefactora se calenté agua en un vaso de precipitado hasta 70°C y
se introdujo el tubo estéril con la toma de muestra restante, manteniéndose durante

10 minutos con el fin de detener la actividad de los enzimas existentes en la misma.

5. En una centrifuga refrigerada Jouan, Mod. MR 1822, se centrifugd la muestra a
5.000 rpm durante 10 minutos, vertiéndose el sobrenadante en tubos esterilizados.
Estos se etiquetaron respecto a tiempo transcurrido de proceso asi como
condiciones de operacién y se mantuvieron a baja temperatura (-18°C), con el fin de
posteriormente poder llevar a cabo una caracterizacién de sustratos (apartado 3.10),
asi como la determinacion de bioproductos (apartado 3.11).
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Durante el proceso de SFS existe una disminucién del volumen interior del biorreactor,
AV (en cm3), que es debida tanto a la toma de muestras, Vexraido (€N cm3), como a un
fenémeno de evaporacion de agua. Esta Gltima se produce en funcién de la velocidad de
evaporacion constante, Vevap (cm? h1) y del tiempo transcurrido, t (h). Esta pérdida de agua
se ha repuesto adicionando externamente agua ultrapura esterilizada en autoclave a 121°C
durante 30 minutos, Ec. 3.15:

AV = Vgygp T + Z Vextraido [3.15]

Mediante un agitador magnético, y utilizando una varilla de agitacién, se han asegurado
las condiciones homogéneas en el interior del reactor. La relacién agitacién/volumen dentro
del biorreactor se ha mantenido constante durante todo el experimento de fermentacién, es
por ello que dicha velocidad fue reduciéndose a medida que disminuyé el volumen en el
vaso de cultivo, concretamente 50 rpm por cada 50 cm3. Finalizado el proceso de SFS, se
virti el contenido del biorreactor en probetas para obtener el volumen total. Tras unos
minutos, se separaron por decantacién la fase sélida de la liquida, con lo que se

determinaron los volimenes de éstas.

Para caracterizar el material lignoceluldsico tras
el proceso de SFS, se ha tomado un embudo
blchner con papel de filtro en su interior y tras
introducirlo en un matraz kitasato y conectar el
conjunto a una bomba de vacio, se virtié el contenido
del vaso del biorreactor a través del filtro del

embudo, quedandose retenida la fase sélida en el

papel de filtro. A continuacién, se extrajo el papel i

Figura 3.16 Material lignocelulésico

con el material lignocelulésico del filtro y se dejo 72 h tras el proceso de SFS.

secar durante un minimo de 72 h, Fig. 3.16. Tras
separar cuidadosamente el material lignocelulésico del papel de filtro, se introdujo en un
recipiente con cierre hermético y se conservd en un lugar limpio y fresco para

posteriormente caracterizarlo, apartado 3.8.

Como experimento control se ha realizado solo la fermentacion del hidrolizado a presion
(FHP-pH2) sin el uso enzimas. Este hidrolizado procede de dos hidrdlisis a presion, Al y A2,
En este caso, los hidrolizados obtenidos tras el pretratamiento de hidrdlisis a presion
(apartado 3.6.1) se sometieron a un proceso de filtracion con objeto de separar la fraccion

sélida. Para ello se tom6 un embudo biichner con papel de filtro en su interior y tras
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introducirlo en un matraz kitasato y conectar el conjunto a una trompa de vacio, se virtié el
hidrolizado a través del filtro del embudo, quedandose retenida la fase sélida en el papel de
filtro. A continuacion, se extrajo el papel con el material lignocelulésico del filtro y se dejo
secar durante un minimo de 72 h. Tras separar cuidadosamente el material lignocelulésico
del papel de filtro, se introdujo en un recipiente con cierre hermético y se conservé en un

lugar limpio y fresco para posteriormente caracterizarlo, apartado 3.8.

Las fases liquidas de los hidrolizados se unieron y fueron destinadas al proceso de
fermentacion con H. polymorpha, llevada a cabo en biorreactores discontinuos, tipo tanque

agitado.
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3.8 CARACTERIZACION DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

En la caracterizacién fisicogquimica se han determinado los contenidos en humedad y
materia volatil, hemicelulosa, celulosa, lignina, cenizas y extractos. El contenido en extractos
se calculé por diferencia hasta 100, teniendo en cuenta los porcentajes de humedad,

celulosa, hemicelulosa, lignina y cenizas anteriormente determinados.

3.8.1 Humedad y materia volatil (HMV)

Para la determinacién de humedad y materia volatil presentes en el subproducto se
ha seguido la norma TAPPI T 11 m-59. Se ha calculado a partir de la pérdida de masa que
experimenta la muestra cuando se somete a una temperatura de 105 + 1°C, durante un

tiempo suficiente hasta alcanzar una pesada constante.

El crisol de porcelana limpio ha permanecido en la estufa Memmert, Mod. UE 500,
durante un tiempo determinado para eliminar toda humedad existente en el mismo. A
continuacion, se ha mantenido durante 15 minutos en un desecador, que dispone de gel de
silice como elemento desecante, hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se peso el crisol
vacio (mc) en la balanza de precisién, y una vez tarado, se ha tomado aproximadamente 1 g
de muestra himeda (mo). La muestra se seco en estufa a 105 = 1°C durante 24 h y se llevé
al desecador durante 15 minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente, momento en el
que se peso en la balanza de precisién. Se introdujo de nuevo en la estufa durante minimo
1 hora y se repitié el procedimiento descrito hasta que dos pesadas consecutivas diesen el
mismo valor 6 bien que la diferencia de ambas con respecto al valor medio no excediera del
0,05%, considerandose como pesada constante la Ultima pesada (mr). Finalmente, el
contenido en humedad y materia volatil (HMV) se ha determinado, en %, mediante la

expresion, Ec. 3.16:

m, - (m; -m; )

HMV = 100 [3.16]

(0]

3.8.2 Fibra Neutro Detergente (FND)

Para su determinacion se ha seguido el método propuesto por Van Soest y Wine (1967).
La FND es la fraccion insoluble, correspondiente a lignina, celulosa y hemicelulosa, que se

obtiene tras someter una muestra a ebullicién lenta con disolucion neutro detergente. La
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fraccion soluble estad constituida por sustancias facilmente asimilables como azlcares

sencillos y otras materias solubles en agua.

La disolucién neutro detergente se ha preparado, haciendo uso de un granatario cuando

proceda, tal y como se especifica a continuacion:

1. En un pequefio volumen de agua ultrapura, se han disuelto 37,2 g de &cido
etilenodiaminotetracético sal disddica dihidratada y 16,2 g de sodio tetraborato
decahidratado. Para facilitar la disolucion de los solutos, se calentaron ligeramente

mediante la placa calefactora.

2. Se adicionaron 60 g de lauril sulfato sédico a la disolucién anterior junto con 20 cm?

de etilenglicol.

3. Se han disuelto 33,0072 g de sodio fosfato monoacido dodecahidrato en un

pequefio volumen de agua ultrapura.

4. Finalmente, se mezclaron ambas disoluciones y se enrasaron a un volumen final de
2 dm? con agua ultrapura, agitando con el fin de homogeneizar la disoluciéon neutro

detergente.

La placa porosa limpia ha permanecido en la
estufa durante un cierto tiempo para eliminar
toda humedad existente en el mismo. A
continuacion, se ha mantenido durante 15
minutos en el desecador, hasta alcanzar la
temperatura ambiente. En la balanza de

precisibn se peso la placa porosa (mp), y una

muestra de 1 g aproximadamente de material

!

Figura 3.17 Determinacion de FND.
Ebullicion con condensacion a reflujo.

lignoceluldsico seco o de humedad conocida
(ms). Esta se introdujo en un matraz de fondo
esférico con capacidad de 500 cm?, junto con 0,5 g de sulfito sédico, 100 cm? de la
disolucién neutro detergente y algunas gotas de pentanol como agente antiespumante. Tras
afiadir al matraz un par de anillos Raschig, el conjunto se ha sometido a ebullicién durante 1

h manteniendo constante el volumen mediante un condensador de reflujo, Fig. 3.17.

Se ha acoplado la placa porosa adecuadamente a un matraz kitasato y, tras conectar el
conjunto a una trompa de vacio del laboratorio, se filtr6 el contenido del matraz a través de
la placa, lavandose varias veces con agua destilada caliente y finalmente con acetona. A

continuacion, se mantuvo la placa porosa con el material filtrado en la estufa a 105 + 1°C en
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durante un periodo entre 16 y 24 h hasta pesada constante (mrnp). La determinacion del
contenido en fibra neutro detergente (FND), en %, se realiza segun Ec. 3.17:

Menp - M

FND = P

100 [3.17]

S

3.8.3 Fibra Acido Detergente (FAD)

Para su determinacién se ha seguido también el método propuesto por Van Soest y
Wine (1967). Es la parte insoluble, formada fundamentalmente por lignina y celulosa,
obtenida tras someter la muestra a una ebullicion lenta con una disolucién acido detergente.
La fraccién soluble corresponde al contenido celular y a la hemicelulosa, ya que estas

sustancias son facilmente despolimerizables por este disolvente.
La disolucion acido detergente se ha preparado tal y como se indica a continuacién:

1. Se ha tomado el volumen de acido sulflrico necesario para preparar 1 dm?3 de
disolucion 0,5 M.

2. Con una balanza de precision, se pes6 20 g de bromuro de

hexadeciltrimetilamonio, y se ha disuelto en el volumen anterior.

3. Finalmente, se ha enrasado la disolucién hasta 1 dm3 y se agité para

homogeneizar la mezcla.

La placa porosa limpia ha permanecido en la
estufa durante un cierto tiempo para eliminar toda
humedad existente en el mismo. A continuacion,
se ha mantenido durante 15 minutos en el
desecador, hasta alcanzar la temperatura
ambiente y la humedad de equilibrio. En la

balanza de precision se pesé la placa porosa (mp),

y una muestra de 1 g aproximadamente de

material lignocelulésico seco 6 de humedad Figura 3.18 Determinacion de FAD.
Ebullicién con condensacion a reflujo.

conocida (ms). Esta se introdujo en un matraz de

fondo esférico con capacidad de 500 cm?3, junto con 100 cm?® de la disoluciéon éacida
detergente y algunas gotas de pentanol como agente antiespumante. Tras afiadir al matraz
un par de anillos Raschig, el conjunto se ha sometido a ebullicién durante 2 h manteniendo

constante el volumen mediante un condensador de reflujo, Fig. 3.18.
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Se ha acoplado la placa porosa adecuadamente a un matraz kitasato y, tras conectar el
conjunto a una trompa de vacio, se filtré el contenido del matraz a través de la placa,
lavandose varias veces con agua destilada caliente, y finalmente con acetona. Se mantuvo
la placa porosa con el material filtrado en la estufa a 105 + 1°C durante un periodo entre 16
y 24 h hasta pesada constante (mrap). La determinacidon del contenido en fibra acido
detergente (FAD), en %, se ha realizado de acuerdo a la siguiente expresion, Ec. 3.18:

MEap - Mp

FAD = 100 [3.18]

S

3.8.4 Lignina &cido insoluble (LAI)

Esta determinacion se ha llevado a cabo aplicandose la norma TAPPI T 222 o0s-74,
segun la cual la lignina se define como el constituyente de la madera, 6 biomasa, insoluble
en acido sulfurico al 72% (p/p). La lignina es una resina aromética amorfa que contiene
grupos metoxi e hidroxi.

Se ha rellenado con lana de vidrio el interior
de la placa porosa limpia y se ha introducido en
la estufa durante cierto tiempo para eliminar toda
humedad existente en la misma. Se mantuvo
durante 15 minutos en el desecador, hasta
alcanzar la temperatura ambiente. En la balanza

de precisién se peso la placa porosa (mp) v, tras

tarar un vaso de precipitado de 100 cms3, una

Figura 3.19 Determinacion de LAI.
Ebullicion con condensacion a reflujo.

muestra de 1 g aproximadamente de material
lignocelulésico seco 6 de humedad conocida
(ms). A esta muestra se le adicioné 15 cm? de acido sulfdrico al 72% (p/p), y se cubrié con
parafilm. Se mantuvo 2 h a 20°C en un bafio de agua, agitindose frecuentemente, a fin de
conseguir la dispersion del material. Posteriormente, se introdujo en un matraz de fondo
esférico con capacidad de 1.000 cm?, donde se llevé hasta un volumen total de 575 cm?
mediante agua ultrapura. Tras afiadir al matraz un par de anillos Raschig, el conjunto se ha
sometido a ebullicion durante 4 h manteniendo constante el volumen mediante un
condensador de reflujo, Fig. 3.19. A continuacién, se ha dejado que el material insoluble

(lignina) precipitase.
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Se acopl6 la placa porosa adecuadamente a un matraz kitasato y, tras conectar el
conjunto a una trompa de vacio, se filtr6 el contenido del matraz a través de la placa filtrante
provista de lana de vidrio, lavdndose varias veces con agua destilada caliente. Esta lana de
vidrio impide que la lignina forme dispersiones coloidales que obstruyan los poros de la
placa. Después, se ha mantenido la placa porosa con la fraccién insoluble en la estufa a 105
+ 1°C durante un periodo entre 16 y 24 h hasta pesada constante (mial). La determinacion
del contenido en lignina (LAI), en %, se ha realizado segun Ec. 3.19:

My - My

LAl = 100 [3.19]

S
A partir de los contenidos en FND, FAD y LAl se ha podido determinar los porcentajes de
las fracciones celulésica (CEL) y hemicelulésica (HEM) presentes en el material
lignoceluldsico, segln Ec. 3.20 y 3.21.

CEL = FAD - LAl [3.20]
HEM = FND - FAD [3.21]

3.8.5 Cenizas (CEN)

Esta determinacién se ha llevado a cabo aplicandose la norma TAPPI T 15 0s-58. Se
entiende por cenizas, 6 materia mineral, el residuo que queda tras someter la muestra a una
temperatura de 575 £ 25°C durante el tiempo necesario para incinerar la materia organica 6
residuo carbonoso; este tiempo es del orden de unas tres horas, aunque puede ser
modificado para garantizar que el residuo final resultante tenga color blanco. Las cenizas

constituyen una medida del contenido en sales minerales de la muestra.

Previamente, se ha procedido a la determinacién de la HMV, en %, de aproximadamente
1 g de muestra humeda (mo), segun apartado 3.8.1. El crisol (mc) y la muestra exenta de
humedad (ms) se ha introducido en un horno de mufla Hobersal, Mod. HD 230, donde ha
permanecido a 575°C durante 4 h, tiempo que garantiza una calcinacién completa del
residuo. Tras extraer el crisol del horno, se mantuvo en el desecador 30 minutos como
minimo hasta alcanzar temperatura ambiente, momento en el que se procedié a su pesada
en la balanza de precisidn, mcen. El porcentaje en cenizas se ha determinado finalmente

mediante la expresion, Ec. 3.22:

m - m
CEN=—CEN" €100 [3.22]

S
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3.9 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

Para realizar un seguimiento de la evolucién del cultivo con el tiempo se han
determinado dos parametros: concentracién celular y contaje de células en microscopio

Optico.

3.9.1 Concentracioén celular

Para el calculo de este pardmetro se ha utilizado una recta de calibrado previamente
obtenida, que relaciona el peso seco de biomasa con la absorbancia de la suspension
celular medida a una longitud de onda de 620 nm. Esta recta de calibrado obtenida para H.

polymorpha fue obtenida en experimentos previos (Moya, 1997), Ec. 3.23.

X =0,215 Agyg - 4,53 103 [3.23]

siendo,
X: concentracion de biomasa, g dm-3.
Ae20.  absorcién a A = 620 nm de las muestras frente al blanco.

Para llevar a cabo la medida de la absorbancia de la suspension de células de levadura,
se ha utilizado un espectrofotometro UNICAM, Mod. UV-VIS UV2, de doble haz. A partir del
valor obtenido de la absorbancia de las muestras frente al blanco, se ha sustituido en la
recta de calibrado con el fin de calcular la concentracién de biomasa a ese tiempo. Estas
muestras pueden estar diluidas mediante medio de cultivo de Lindegren et al. (1958), con lo

que la concentracién de biomasa se obtiene tras aplicar el factor de dilucion.

3.9.2 Contaje celular

Cuando se trata de una suspension exenta de contaminaciéon (fundamentalmente
bacterias y hongos), el crecimiento celular puede determinarse mediante el recuento de
células de H. polymorpha observadas a través de un microscopio Olympus, Mod. CHS,
utilizando una cdmara de contaje Neubauer, Fig. 3.20. Se trata de una gruesa placa de
cristal con forma de portaobjetos, 30 x 70 x 4 mm?3. Posee dos zonas de contaje deprimidas
0,1 mm respecto a la superficie, con un cuadrado marcado en el fondo de 3 x 3 mm?,
subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1 mm de lado cada uno. En cada zona de contaje,
se distinguen 16 cuadriculas, Fig. 3.21. Cada cuadricula esta constituida por 16 cuadritos. El

area de cada cuadrito es 0,05 x 0,05 = 0,0025 mm?.
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Figura 3.20 Iméagenes al microscopio que muestran crecimiento
celular de H. polymorpha sin existencia de contaminacion.

Tras depositar la muestra en ambas
zonas de contaje del portaobjetos,
se colocé el cubreobjetos de cristal
de dimensiones 22 x 22 mm. Se
situd el foco en la zona superior de
contaje, y se enfoc6 sobre la
superficie dividida por 16
cuadriculas, dividida a su vez en 16
cuadritos. A continuacién, se ha
realizado el recuento celular en

cada una de las cuadriculas,

e o« — I

1 mm

Figura 3.21 Detalle de la rejilla de recuento de la

camara de Neubaeur.

mediante el contaje celular de su diagonal, es decir, 4 cuadritos por cuadricula. Tras

proceder de igual forma con la zona pendiente, se sumo el total de células contadas, Nceiuas.

A partir de este valor se ha podido determinar la concentracion celular de la muestra (N), Ec.

3.24. Considérese que el numero de cuadritos donde se realiza el recuento por zona es 64,

y que existen dos zonas de contaje; el volumen de cada cuadrito es el producto de su

superficie (0,0025 mm?) por su depresion (0,1 mm).

N = Numerode células _ N células 109

dm®

siendo Fudilucion €l factor de dilucion de la muestra.

F dilucion [3.24]

Esta cAmara de recuento también permite evaluar el tamafio de las células, siempre que

no exista formacion de colonias.
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3.10 CARACTERIZACION DE SUSTRATOS
3.10.1 Azlcares. Cromatografia liquida i6nica de alta resolucién HPLIC

El equipo utilizado es de la firma DIONEX, Mod. ICS-3000. Basicamente se trata de un
sistema compuesto de un reservorio de fase movil, bomba, inyector, precolumna, columna
de separacion y detector amperiométrico. La muestra acondicionada pasa previamente por
la precolumna (Dionex, Mod. CarboPack PA10 Guard, 4x50 mm), después por la columna
(Dionex, CarboPack PA10 Analytical, 4x250 mm) a través de la fase fija 0 estacionaria con
la que es inmiscible mediante el bombeo de la fase mévil (liquido) a alta presion. La muestra
a analizar se ha introducido en pequefas cantidades (10 mm3) y sus componentes se
retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas con la fase
estacionaria a medida que avanzan por la columna. El grado de retenciéon de los

componentes de la muestra en la columna depende de diferentes factores:
- Naturaleza del compuesto.
- Composicién de la fase estacionaria.

- Fase movil.

3.10.1.1 Parametros del equipo
Los parametros que se han fijado cuando se operé en el HPLIC son los siguientes:
- Caudal de la fase movil: 1 cm3min,
- Presion de la bomba: 2.870 psi.
- Volumen inyectado de muestra: 10 mm3,
- Temperatura de la columna: 30°C.
- Naturaleza y concentracion de las disoluciones que constituyen la fase movil:
e Frasco Ay D: Agua ultrapura.

e Frasco B: Disoluciéon acuosa de NaOH, utilizando como reactivo hidréxido sédico
al 50%, calidad HPLC. Concretamente, se ha tomado 4,71 cm? de disolucién de

NaOH al 50% y se ha enrasado a 1 dm3.
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e Frasco C: Disolucion acuosa de NaOH, usando como reactivo hidroxido sodico al
50%, calidad HPLC. En este caso, se ha tomado 15 cm? de disolucién de NaOH

al 50% y se ha enrasado a 1 dms3.

3.10.1.2 Patrones de calibracién

Para la correcta calibracién del equipo se ha establecido un intervalo de concentracion
del componente a determinar en la muestra. En nuestro experimento se han realizado 4
disoluciones patrén de diferentes concentraciones en alcoholes (xilitol y arabitol), asi como
también azlcares (D-arabinosa, L-arabinosa, D-xilosa, D-galactosa, D-manosa y D-
fructosa), utilizando como disolvente agua ultrapura, Tabla 3.14.

Tabla 3.14

CARACTERIZACION DE AZUCARES CON HPLIC
Disoluciones patron HPLIC

Concentracion,

Analito g dm?®
Patréon 1 Patrén 2 Patrén 3 Patrén 4
Xilitol 0,10 1,00 2,00 10,00
Arabitol 0,10 1,00 2,00 10,00
D-arabinosa 0,25 2,50 5,00 10,00
L-arabinosa 0,25 2,50 5,00 10,00
D-galactosa 0,10 1,00 2,00 5,00
D-glucosa 1,00 10,00 20,00 40,00
D-xilosa 0,50 5,00 10,00 20,00
D-manosa 0,10 1,00 2,00 20,00
D-fructosa 0,02 0,05 0,20 0,50

A partir de la medida estos patrones en el HPLIC, y conocidas sus concentraciones en
dichos componentes, se ha obtenido una curva y recta de calibracion asociada a cada uno
de ellos que describe la relacion entre la concentracion del componente y la respuesta del
detector amperiométrico del HPLIC.

3.10.2 Método de Miller para azUcares reductores totales

Mediante este método se calcula la concentracién de azlcares reductores totales
existentes en una disolucion. Esta basado en la reaccion entre el grupo reductor aldehido de

los azlcares y el reactivo dinitrosalicilico (DNS) que origina un compuesto coloreado (acido

pag. 126



3. Materiales y métodos

3-amino-5-nitrosalicilico) en una reaccién 1:1 cuya concentracion, y por tanto la de los
azucares reductores presentes, puede determinarse aplicando un método fotocolorimétrico,
Miller (1959).

Para la obtencion del reactivo DNS se ha pesado cada uno de los componentes
mediante la balanza de precision 6 el granatario, segun proceda, Tabla 3.15. Tras preparar
el volumen necesario de disolucién de NaOH al 2% (p/V), se le ha afiadido los reactivos en
el siguiente orden: fenol, acido 3-5 dinitrosalicilico y finalmente el sulfito sédico. A
continuacion, se diluyé con agua ultrapura hasta alcanzar aproximadamente 3/4 partes del
volumen total de reactivo DNS. Tras afiadir una varilla de agitacién magnética y cubrir el
vaso que contiene la disolucién con un papel de aluminio, se situé el conjunto sobre un
agitador magnético, creando un vértice adecuado con el fin de homogeneizar la mezcla.
Este sistema se ubicd en lugar protegido de la luz, a una temperatura entre 18 y 20°C,
manteniéndose la agitaciéon durante 24 h. Una vez transcurrido ese tiempo y asegurandose
la perfecta disolucion de todos los reactivos, se enraso hasta el volumen final con agua
ultrapura. El reactivo DNS se ha mantenido dentro de un bote cerrado, que impida el paso
de la luz y en sitio fresco.

Tabla 3.15

CARACTERIZACION DE AZUCARES CON METODO DE MILLER
Composicion del reactivo DNS, Miller (1959)

. Concentracion,
Reactivos

g dms
Acido 3, 5-dinitrosalicilico 10,0
Fenol 2,0
Sodio y potasio tartrato hidratado 200,0
Sulfito sédico anhidro 0,5
Disolucién de hidréxido sddico al 2% (p/V) 500,0

Este método requiere la determinacién de una recta de calibrado, es decir, la expresion
matematica lineal, que relaciona la concentracién en azlcares reductores totales en la

muestra (ART), expresado en g dm-3, con su absorbancia a A = 640 nm (As40), Ec.3.25,

ART =7 A640 + S [325]

siendo r y s constantes empiricas. Para obtener dicha expresion se han utilizado

disoluciones de concentracién conocida 6 patron de D-arabinosa 6 D-xilosa, Tabla 3.16.
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Tabla 3.16
CARACTERIZACION DE AZUCARES CON METODO DE MILLER
Disoluciones de concentracion conocida para determinar
la recta de calibrado en el método Miller

[D-xilosa] 6 [D-arabinosa],

Disolucion g dm?
Disolucion madre 1,00
Patrén n° 1 0,05
Patrén n° 2 0,10
Patréon n° 3 0,25
Patrén n° 4 0,40
Patrén n° 5 0,50

La determinaciéon de ART segun este método se realiz6 segln se indica a continuacion:

1.

En un tubo de ensayo de vidrio de 15 cm? se afiadieron 2 cm?® de patrén, muestra 6
agua ultrapura, segun sea el caso. Posteriormente, se adicion6 a cada tubo 3 cm?
de reactivo DNS.

Se introdujo el conjunto en un bafio de agua calentada previamente a 80 — 85°C
utiizando una placa calefactora, manteniéndose durante 10 minutos. A

continuacion, se dejo enfriar dentro de un bafio de hielo durante 10 minutos.

Utilizando el espectrofotometro UV-VIS, de doble haz, se midi6 la absorbancia
frente al blanco, a una longitud de onda de 640 nm, de los tubos de ensayo

referidos a muestras y disoluciones patron.

A partir de los datos de absorbancia de las disoluciones de concentraciéon conocida
se obtuvo la recta de calibrado (Ec. 3.25). A continuacién, se sustituyd las
absorbancias de la muestra en dicha expresién obteniéndose el valor de la
concentracion en ART.

3.10.3 Acido acético

El procedimiento que se ha seguido se basa en el método enzimatico descrito por

Bergmeyer y Mdllering (1974), basado en las reacciones:
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ACS
Acetato + ATP + CoA — Acetil-CoA + AMP + Pirofosfato

CS
Acetil-CoA + Oxalacetato + H.O — Citrato + CoA

L-MDH

L-malato + NAD* S Oxalacetato + NADH + H*

El 4cido acético (acetato) es convertido a acetil-CoA en presencia del enzima acetil-CoA
sintetasa (ACS), también conocido como acetato tioquinasa, en presencia de adenosin-5-
trifosfato (ATP) y coenzima A (CoA). El ATP pasa a adenosin-monofosfato (AMP).
Seguidamente, el acetil-CoA reacciona con oxalacetato en presencia del enzima citrato
sintasa (CS), produciendo citrato. El oxalacetato requerido se obtiene de la reaccién entre el
L-malato y el dinucleétido nicotinamida-adenina (NAD) en presencia del enzima L-malato
deshidrogenasa (L-MDH), reduciéndose el NAD* a NADH. La determinacion de la
concentracion de acido acético esta basada en la formacién de NADH, medido por el

aumento de la absorcién de luz en el espectrofotémetro a A = 340 nm.

Utilizando el reactivo enzimatico para determinacion de acido acético de la firma

Boehringer Mannheim, se ha seguido el siguiente procedimiento:

1. En una cubeta de 1 cm de paso de luz se introdujo 0,5 cm® de tampén
trietanolamina-malato (pH = 8,4), y 0,1 cm? de la disolucién que contiene ATP, CoA
y NAD.

2. Se afiadi6 0,05 cm?® de muestra seguida de 0,95 cm3 de agua ultrapura. En el caso

del blanco, s6lo se ha afiadido 1 cm? de agua ultrapura.

3. A continuaciéon, se cubrieron las cubetas con parafim y se agitaron
cuidadosamente, midiendo posteriormente en el espectrofotémetro UV-VIS, de un
solo haz, la absorbancia a A = 340 nm, tanto de la muestra (Aao) como del blanco
(Aago).

4. Se adicion6 0,005 cm? de la suspension L-MDH y CS, cubriendo posteriormente las
cubetas con parafilm para agitarse cuidadosamente. Pasados 3 minutos, se midio
en el espectrofotdometro UV-VIS, la absorbancia a A = 340 nm tanto de la muestra
(Aa1) como del blanco (Aasi).

5. Posteriormente, se afiadié6 0,010 cm® de ACS para empezar la reaccién y tras

cubrir las cubetas con parafilm, se agitaron cuidadosamente, esperando 15 minutos
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para que completar la reaccién. Finalmente, se midié en un espectrofotémetro UV-

VIS, la absorbancia a 340 nm, tanto de la muestra (Asz) como del blanco (Aas2).

La concentracion de acido acético no es directamente proporcional a la del NADH
producido, Ec. 3.26:

ACZwMAC F gilucion [3.26]
€acK Vy, 1000
donde:
Ac: concentracion de acido acético, g dm-.
VE: volumen final, cms3.

PMac:  peso molecular del acido acético, g mol-.

Eac: coeficiente de absorcién del NADH a A = 340 nm, equivalente a 6,3 dm3mM -1cm-,
K: paso de luz de la cubeta, equivalente a 1 cm.

Vm: volumen de muestra, cms3.

Fiucion: factor de dilucion de la muestra.

AAac:  se determina segun la expresion, Ec. 3.27

(Aaci - Anco)’ (Aacs1 - Aaco)”
DMp. =[(Apcz - Aaco) - o] -[(Aace2 - Aacpo) -~ oo 3.27
Ao Ac2 ZTACOTT (Apc s - Anco) AcB2 T TACBOTT (Ance - Aacao) 13.27]
Sustituyendo en Ec. 3.26, se simplifica la expresion, Ec. 3.28.
Ac = 0,3079 AAxc Fiucion [3.28]
3.10.4 Compuestos fendlicos totales (CFT)
OH
o
Los polifenoles, antioxidantes naturales, ROS ”
contienen dos 6 mas radicales fendlicos y son h‘“ﬁ A -~
atrapadores de radicales libres. En su mecanismo | P L |
de reaccion, el fenol se oxida a quinona y después a Z\mn
peréxido (-OOR), Fig. 3.22. El peréxido mas sencillo e o
es el peroxido de hidrégeno, H202. Los peroxidos Figura 3.22 Mecanismo de reaccion

superiores se forman sustituyendo un hidrégeno por de los compuestos fendlicos.

un resto R.
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Uno de los compuestos fendlicos basicos es el acido galico y sus derivados, Fig. 3.23.
Este acido, en forma de resto galoilo, se encuentra en la fraccibn de compuestos
denominados colectivamente flavonoides, incluidos los taninos flavanicos. Todos poseen la
estructura basica de 2-benzo-pirona. Otro compuesto fendlico muy comin es el acido

cafeico que posee como grupo fendlico el catecol, Fig. 3.24.

OH
OH

Jx = 0 OH
/[ T J\ OH HO OH
. P = OH
H/“\”/ " oy H o
o

N
Acido galico Resto galoilo Acido caféico Grupo catecol
Figura 3.23 Estructura molecular del acido galico Figura 3.24 Estructura molecular
y el resto galoilo. del acido caféico v arupo catecol.

El contenido en compuestos fendlicos totales se ha determinado utilizando el reactivo de
Folin-Ciocalteu (FCR) de acuerdo con un procedimiento que ha sido aplicado por diferentes
grupos de investigacién (Swain y Hillis, 1959; Singleton y Rossi, 1965). Se trata de
modificaciones de un método desarrollado por Folin y Ciocalteu (1927) empleado para la
determinaciéon de tirosina, basado en la oxidacién de los fenoles por un reactivo de
molibdeno y wolframio (tungsteno). La mejora introducida por Singleton y Rossi fue el uso
de un heteropolianion fosférico de molibdeno y wolframio que oxida los compuestos
fendlicos con mayor especificidad (3H20-P205-13W03-5M003-10H20 y 3H20-P20s5-14WOs3-
4M00Os3-10H:0).

El FCR contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico
que reacciona con restos fendlicos presentes (acido galico y sus derivados, acido caféico,
flavonoides, etc). La oxidacién de los compuestos fendlicos presentes en la muestra lleva
consigo la reduccién de Mo® a Mo°*, es decir, el acido fosfomolibdotiingstico de color
amarillo, formado por las dos sales en el medio acido, se reduce a un complejo de color azul
intenso (Fig. 3.25) que presenta un méximo de absorcion a 730 nm (Huang et al., 2005).

Este se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido cafeico.
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= /L\x. Reactivo de Folin
r | J (W=, Mo®') color
"@1/ = amarillo

it

ﬂ\ )J\ J.-"'1.//( \ Reactivo de Folim
[ | | | V reducido (W',
J . H Mo™') color azul

o

Figura 3.25 Mecanismo de reaccién de reactivo Folin
con fenoles
A partir de una disolucién madre de acido cafeico de concentracion 0,5 g dm- se preparo
7 disoluciones de menor a mayor concentracion, utilizando agua ultrapura como disolvente,
Tabla 3.17.
Tabla 3.17
CARACTERIZACION DE SUSTRATO. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Preparacion de las disoluciones de acido cafeico
partiendo de una disolucién madre de 0,5 g ac. cafeico dm-

Disolucién Vis. m:dre Vfin:l [acido Caf?‘iCO]
cm cm mg dm-3

1 1 1.05/0,1=5
2 2 2:0,5/0,1=10
3 5 5.0,5/0,1=25
4 10 100 10-0,5/0,1 =50
5 15 15-0,5/0,1=75
6 20 20-0,5/0,1 =100
7 25 25.0,5/0,1 =125

Para la obtencién de la recta de calibrado de &cido cafeico se ha procedido de la misma

forma que con cada una de sus disoluciones:

1. En un matraz aforado de 50 cm3, se afiadié 5 cm? de disolucién de acido cafeico 6
agua ultrapura si se refiere al blanco. A continuacién, se adicioné 35 cm?® de agua

ultrapura y 2,5 cm? del FCR, agitdndose bien para homogeneizar la mezcla.

2. Tras 3 minutos de reaccion, se afiadié 5 cm? de una disolucién de NaOH al 5% (p/V)
y se enras6 hasta 50 cm?® con agua ultrapura. Tras homogeneizar la mezcla, se dejo

en la oscuridad durante 45 minutos.
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3. Mediante el espectrofotometro UV-VIS de un solo haz, se midié la absorbancia a
725 nm (A7s) frente al blanco. A partir de estos resultados, y conociendo la
concentracién en acido cafeico de cada una de las disoluciones, se ha podido
determinar una recta de calibrado, Fig. 3.26. Se trata de una expresion matematica
lineal que relaciona la concentracién de compuestos fendlicos totales en la muestra
(CFT), expresado en mg dm-3, con el valor de su absorbancia frente al blanco, Ec.
3.29.

80

60 -

20

[Acido caféico], mg dm3

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

A725

Figura 3.26 Concentracion de acido caféico frente a su absorbancia
a 725 nm. Ajuste que permite determinar la recta de calibrado entre
ambos parametros.

CFT =133,73 Ars + 12519 r2= 0,999 [3.29]

Para la determinacién de los compuestos fendlicos totales se ha procedido de la misma
forma, pero en este caso, el volumen afiadido inicialmente ha pertenecido a la muestra a
analizar. A partir de este valor de absorbancia frente al blanco a 725 nm, y utilizando la recta
de calibrado anteriormente calculada (Ec. 3.29), se obtuvo la concentracion de CFT, en mg

dm?-3,

3.10.5 Perfil de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se han determinado mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) con un detector de espectrometria de masas, triple cuadripolo, Varian
Mod. 1200L. Se ha utilizado una columna Polaris Metachen, Mod. C18 (150 x 2 mm), con
una precolumna del mismo tipo, operando a 30°C.

Basicamente, la preparacion consiste en la disolucion de las muestras en n-hexano y

una extraccion posterior con metanol, seguida de una nueva extraccion en fase sélida
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(usando un cartucho con relleno C-18). La muestra asi preparada se inyecta en el HPLC
utilizando como patrén interno p-bromofenol. El flujo é caudal volumétrico utilizado ha sido
de 0,2 cm3 minl, empleando como fase mavil A una disolucién de agua ultrapura con un
0,1% de acido férmico, y como fase mavil B de metanol con un 0,1% de acido férmico. Se
ha operado en gradiente pasando de un 90% inicial de fase mévil A hasta llegar a un tiempo

final de 25 minutos con un 100% de fase movil B. En definitiva,
Caudal de la fase movil: 0,2 cm® min-L.
Volumen de muestra inyectado: 5,0 mm3,
Tiempo de analisis: 25 min.

En espectrometria de masas se ha utilizado una técnica conocida como ionizacién por

‘electrosprays’, en modo negativo.

3.10.6 indice de inhibidores.

La degradacion de la hemicelulosa deriva en hexosas, pentosas y &cido acético. A
elevadas temperaturas y presiones, las hexosas y pentosas pasan a 5-hidroxi-metil-furfural
(5-HMF) y furfural, respectivamente. Cuando ambos se degradan se forma acido férmico. El
acido levulinico se forma por la degradacion de 5-HMF y los componentes fendlicos se
generan por ruptura parcial de lignina (Palmgvist y Hahn-H&agerdal, 2000). Todos son
compuestos negativos para las etapas posteriores, inhibidores. Ciertos autores (Tada et al.,
2004) han verificado la relacién existente entre concentracion de inhibidores en una muestra
y el valor de su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, concretamente referida a
furfural y 5-HMF. En ausencia de estos componentes, una muestra no determina sefial

alguna a esta longitud de onda.

Utilizando cubetas de cuarzo, se ha medido en un espectrofotémetro UV-VIS de doble
haz, la absorbancia de la muestra frente al blanco (agua ultrapura) a 280 nm. El indice de

inhibicion (i) se ha determinado segun la expresion, Ec. 3.30,

I =Aogo Filucion [3.30]
siendo Fudilucion €l factor de dilucién en la muestra. Si ademas se tiene en cuenta la existencia
de evaporacion de agua a lo largo del tiempo hay que considerar a su vez el factor de

evaporacion, Fevap, €n dicha expresion, Ec. 3.31.
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= Aggo Fuiucien Fevap [3.31}

El factor de evaporacién se ha calculado segun la expresioén, Ec. 3.32,

— Vt
Fevap = \E [3.32]

donde V: es el volumen existente en el biorreactor a un tiempo t, y Vset el volumen sin

considerar la pérdida por evaporacion.
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3.11 DETERMINACION DE BIOPRODUCTOS
3.11.1 Etanol

El procedimiento que se ha seguido se basa en el método enzimatico descrito por
Beutler y Michal (1977) y Beutler (1984), que consta de las siguientes reacciones:

ADH

CHs-CH20H + NAD* S CHs-CHO + NADH + H*

CHs3-CHO + NAD* + H20 Al-—D'H CHs3-COOH + NADH + H*

El etanol es oxidado a acetaldehido por NAD* mediante el enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) [EC 1.1.1.1]. El equilibrio de esta reaccién esta desplazado hacia la
derecha en condiciones alcalinas y por la retirada del acetaldehido que se forma. El
acetaldehido se oxida cuantitativamente a acido acético en presencia del enzima aldehido
deshidrogenasa (AlI-DH) [EC 1.2.1.5]. El dinucleétido nicotinamida-adenina en forma

reducida (NADH) queda determinado a través de la medida de la absorbancia a A = 340 nm.

Utilizando un reactivo enzimético para determinacién de etanol de la firma Boehringer

Mannheim, se ha procedido de la siguiente forma:

1. Por cada 2 muestras previstas a analizar, se disolvié 1 tableta (4 mg NAD*y 0,8
unidades de actividad enzimatica, U, de Al-DH) en 3 cm?® de la disolucién tampén

de difosfato potasico de pH = 9,0.

2. En la cubeta de 1 cm de paso de luz se afiadi6 1,5 cm3 de dicha disolucién. A
continuacion, se adicion6 0,05 cm® de muestra 6 0,05 cm?® de agua ultrapura en

caso del blanco.

3. En un espectrofotometro UV-VIS de un solo haz, se midid la absorbancia tanto de

la muestra (Ae1) como del blanco (Aes1) a 340nm.

4. A continuacion, se afiadié 0,025 cm? de la suspension que contiene el enzima ADH
y dejando completar la reaccion durante 10 minutos. Finalmente, se midié en el
espectrofotometro UV-VIS de un solo haz la absorbancia a 340 nm, tanto de la

muestra (Aez2) como del blanco (Aes2).
La concentracion de etanol se calcula segun la expresion, Ec. 3.33.

Vi PMg

E= € KV, 2000 AAe Fgicion [3.33]

donde,
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E: concentracion de etanol, g dm=,
VE ! volumen final, cm3.

PMe: peso molecular del etanol, g mol.

Ee: coeficiente de absorcién del NADH a A = 340 nm, equivalente a 6,3 dm3mM -1cm-,
K: paso de luz, cm.
V! volumen de muestra, cms3.

Fdiucion: factor de dilucion.

AAe:  se determina segun la expresion Ec. 3.34:

AAg =(Ag2- Ae1)- (Aes2 - Aes1) [3.34]

Sustituyendo en Ec. 3.33, se obtiene la expresién Ec. 3.35:

E = 0,113 AAg Fiycion [3.35]

3.11.2 Xilitol

El procedimiento que se ha seguido se basa en el método enzimatico descrito por
Beutler y Becker (1977), que consta de las siguientes reacciones:

SDH
Xilitol + NAD* 5 D-xilulosa + NADH + H*

Diaforasa

NADH + INT + H* — NAD* + INT-formazan

El xilitol es oxidado a D-xilulosa por el NAD* mediante el enzima sorbitol deshidrogenasa
(SDH) [EC1.1.1.14], también llamado polialcohol deshidrogenasa, con formacion de NADH.
El equilibrio de esta reaccién esta favorecido hacia la izquierda en las condiciones de este
ensayo, pero se puede desplazar hacia la formacién de D-xilulosa mediante la retirada del
NADH. Este reduce cuantitativamente al cloruro de iodonitrotetrazolio (INT), C19H13ICINsO2,
hasta INT-formazan, CioH14INsO2, en presencia del enzima diaforasa [EC 1.8.1.4]. La

formacion de INT-formazan se realiza a través de medidas de absorbancia a A = 492 nm.

Utilizando un reactivo enzimatico para determinacion de xilitol/sorbitol de la firma

Bodehringer Mannheim, el procedimiento que se ha seguido sigue es el siguiente:
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1. En la cubeta de 1 cm de paso de luz, se ha adicionado 0,3 cm? de la disolucién
tampén de fosfato potasico/trietanolamina de pH = 8,6, junto con 0,1 cm?3 de

disolucion de diaforasa y NAD*, y 0,1 cm?® de disolucién INT.

2. A continuacion, se afiadié 0,05 cm® de muestra seguida de 0,95 cm?3 de agua
ultrapura. En el caso del blanco, se ha afiadido directamente 1 cm?® de agua

ultrapura.

3. En el espectrofotometro UV-VIS de un solo haz, se midio la absorbancia a 492 nm

tanto de la muestra (Axi1) como del blanco (Axis1).

4. Tras afiadir 0,025 cm?® de SDH, se dej6 completar la reaccién durante 30 minutos.
Finalmente, se midi6 en el espectrofotometro UV de un solo haz la absorbancia a

492 nm, tanto de la muestra (Axiz) como del blanco (Axis2).

La concentracion de xilitol se ha calculado mediante la expresion, Ec. 3.36.

Xi = A Rl . AA ¥ F dilucion [3.36]
£y K Vi, 1000
donde,
Xi: concentracion de xilitol, g dm-S.
VE: volumen final, cms.
PMxi:  peso molecular del xilitol, g mol-=.
Exi: coeficiente de absorcién del INT-formazan a 492 nm (19,9 dm3mM-1 cm1).
K: paso de luz, cm.
Vm: volumen de muestra, cms3.
Fuilucisn: factor de dilucion.
AAxi:  se determina segun la expresion Ec. 3.37.
AA i =(Axi2-Ax1)- (A2 - Axe1) [3.37]

Sustituyendo los valores de cada uno de los parametros en la Ec.3.36, se obtiene la

expresion Ec. 3.38:

Xi = 0,2332 AA)Q Fdilucién [338]
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3.11.3 Arabitol

Se determiné mediante cromatografia liquida i6nica de alta resolucion, apartado 3.10.1.
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4. Resultados y discusion

4.1 HIDROLISIS A PRESION

En este apartado se lleva a cabo un estudio del proceso de hidrélisis acida con agua

caliente a presion del material de poda, utilizando un reactor discontinuo heterogéneo.

En todos los experimentos se utilizd6 material de poda procedente de arboles de la
variedad ‘Picual’, exento de hoja y con un tamafio de particula fijo entre 0,300 y 0,425 mm.
En la serie experimental se usé una disolucion de acido sulfirico muy diluido (0,05 M),
utilizando una relacion de 1/6 (p/V) de sélido respecto a liquido (S/L), expresada en kg dm3,
proporcién establecida en estudios previos para el hueso de aceituna (Cuevas, 2007). La
temperatura maxima alcanzada hasta la descompresién (Tmax) fue 200°C y la velocidad de
agitacion en el reactor (vagit) Se mantuvo a 250 rpm. El tiempo de contacto a la temperatura
maxima fue de O minutos, es decir, se produjo el enfriamiento justo al alcanzar la

temperatura maxima.

4.1.1 Caracterizacion del material de poda

El material de poda se recibi6 en las dependencias del laboratorio de Ingenieria Quimica,
Ambiental y de los Materiales, donde se mantuvo durante un tiempo prolongado dentro de
cajas adecuadas que han asegurado perfecta aireacion, secandose a temperatura
ambiente. Una vez que alcanz6 la humedad de equilibrio, se sometié al proceso de
trituracién. Como resultado de la molturacién, el material esta caracterizado por una amplia
variedad de tamafios de particula. Esta es una variable que influye significativamente en el
desarrollo de los tratamientos aplicables al subproducto. Por tanto, las muestras se
sometieron a continuacién a un proceso de tamizado para obtener diferentes fracciones

cada una con un tamafio lo més uniforme posible, Fig. 4.1.

Al igual que en la clasificacion de otras particulas sélidas, se observa que la distribucion
de tamafo se ajusta en cierta medida a una curva de Gaus, Coulson y Richardson (1981),
fundamentalmente en la parte de ascenso. La parte descendente es poco pronunciada
debido a que en la tamizadora han faltado tamices intermedios, existiendo rangos de
fracciones muy amplias, tales como 1,2 a 2,0 mm, que impiden detectar nitidamente esta
caida.
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%

Figura 4.1 Porcentaje de las diferentes fracciones obtenidas tras el tamizado del material
de poda de olivo sin hoja vs al rango de didmetro de particula, d (mm).

En este trabajo de investigacion se utilizé el tamafio de particula que corresponde a la
fraccion comprendida entre 0,300 y 0,425 mm. Esta fraccion, junto con la de 0,425 a 0,600
mm, han sido consideradas apropiadas para procesos de hidroélisis acida, de acuerdo con
estudios realizados previamente (Moya, 1997). A esta fraccion se le realiz6 una
caracterizacion fisicoquimica donde quedé determinado su contenido en humedad y materia
volatil (HMV), celulosa (CEL), hemicelulosa (HEM), lignina (LAIl), cenizas 6 material mineral
(CEN) y extractos (EXT), expresado en porcentaje en base seca, Tabla 4.1. De igual forma
se calculé su contenido en holocelulosa (HOL), como suma de las fracciones celuldsica y
hemicelulésica. Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado, lo que ha permitido

determinar en todos los casos su desviacion estandar (o).
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Tabla 4.1
Caracterizacion del material de poda del olivo. Fraccién entre 0,300 y 0,425 mm de diametro

Humedad y materia volatil (HMV) 7,24 0,02 8,90
Holocelulosa (HOL) 53,54 0,49 54,90
Celulosa (CEL) 29,85 0,80 25,90
Hemicelulosa (HEM) 23,69 0,31 29,00
Lignina &cido insoluble (LAI) 15,58 0,43 33,3
Cenizas (CEN) 2,80 0,20 0,71
Extractos (EXT) 20,32 0,27 111

(*) Caracterizacion del hueso de aceituna. Fraccion de diametro comprendida entre 0,425 y 0,600 mm.

Los contenidos en humedad y materia volatil, cenizas, lignina, celulosa y hemicelulosa
existentes en el material de poda analizado, resultan bastante coincidentes con los ya
obtenidos en investigaciones anteriores por este grupo de investigacion (Sanchez et al.,
2002b). Estos resultados se encuadran dentro del rango de composicién que se atribuyen a
otras biomasas de tipo lignocelulésico, como son los residuos de paja de cereal, el bagazo
de la cafia de azlcar y, en general, el de plantas forrajeras, donde los contenidos en lignina,
celulosa y hemicelulosa oscilan en los rangos de 10 — 30%, 25 — 40% y 25 — 50%,

respectivamente (McGinnis et al., 1983).

Este material lignocelulésico presenta un mayor contenido celulésico, 29,9%, si se
compara con hueso de aceituna, 25,9% (Saleh, 2014). De igual forma cabe destacar el bajo
porcentaje de material mineral, CEN, en el hueso de aceituna (0,7%), presentando el
material de poda de olivo un 2,8%.

4.1.2 Severidad del tratamiento hidrotérmico

Durante los tratamientos de hidrélisis acida a presién, aplicados sobre el material
lignoceluldsico, se registraron los valores de la temperatura y presion en el reactor a lo largo
del tiempo de proceso. Para todos los tratamientos de hidrélisis 4cida a presion, los datos
de temperaturas, presiones y tiempos de proceso se presentan en el Anexo A de esta
Memoria. De igual forma en este Anexo, quedan reflejadas las graficas de T vs t para
temperaturas superiores a 100°C, asi como los célculos de las velocidades de

calentamiento (vc) y enfriamiento (ve) en el reactor y factores de severidad (log Ro y FSC).
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Con respecto a la velocidad de calentamiento, se aprecia que es practicamente
constante a lo largo de todas las hidrélisis acidas a presion realizadas, con un valor medio
de 5,32°C minly ¢ = 0,65, Tabla 4.2. Los factores de severidad y de severidad combinados,
log Ro y FSC, ponen de manifiesto la intensidad del proceso sobre el material
lignoceluldsico, teniendo en cuenta que este Ultimo incluye el efecto del pH en la hidroélisis
acida de baja concentracion. Ademas, mediante log Ro y FSC se pueden apreciar las
diferencias encontradas en dos experimentos realizados bajo las mismas condiciones de
operacion. Cabe destacar, la excelente reproducibilidad en estos catorce experimentos,
puesto de manifiesto en los bajos valores de la desviacién estandar, fundamentalmente en

los parametros correspondientes a los factores de severidad (log Ro y FSC), Tabla 4.3.

Tabla 4.2
HIDROLISIS ACIDA A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Velocidades de calentamiento y enfriamiento

Al 5,30 0,998 1,92 2+ 84,78 t- 9443 0,976
A2 5,10 0,999 7,0812-312,8t+3.424 0,989
A3 3,55 0,992 -0,63 t2 + 36,78 t - 548,94 0,997
A4 5,54 0,998 2,14t- 63,50 0,992
A5 5,52 0,997 -0,60t- 8,01 0,996
A6 5,53 0,998 -4,35 2+ 179,14 t - 1.861 0,980
A7 5,77 0,998 -0,57 t2 + 27,88 t - 343 0,996
A8 5,76 0,993 5,94 t-146,8 0,991
A9 5,64 0,990 4,82t-121,4 0,981
A.10 455 0,992 -1,208 t - 0,79 0,997
All 4,57 0,980 4,681t-136,6 0,984
A12 5,26 0,989 26,49 t2-1.041 t + 10.170 0,999
A13 5,74 0,997 5,16 t-120,5 0,985
A14 6,41 0,998 1,232 +52,82t-574,7 0,978
A.15 5,49 0,997 6,38 t - 151 0,955
(*) 6= 0,65.
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Tabla 4.3
HIDROLISIS ACIDA A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Tiempo de inicio de etapa de enfriamiento, presion maxima alcanzada,
severidad, factor de severidad y factor de severidad combinado.

Al 19 1.724,3 3.799,65 3,58 2,28

A2 20 1.600,1 6.450,79 3,81 2,51

A.3 27 1.200,1 4.998,96 3,70 2,40

A4 18 1.579,4 2.434,22 3,39 2,09

A5 18 1.538,1 2.575,09 3,41 2,11

A.6 18 1.613,9 2.275,14 3,36 2,06

A7 17 1.738,1 2.371,63 3,38 2,08

A.8 19 1.855,3 3.182,30 3,50 2,20

A.9 19 1.820,8 3.084,62 3,49 2,19

A.10 22 1.531,2 4.418,57 3,65 2,35
A1l 21 1.510,5 4.389,85 3,64 2,34
A12 18 1.538,1 3.418,73 3,53 2,23
A.13 17 1.889,8 2.493,88 3,40 2,10
A.14 16 1.917,4 3.243,54 3,51 2,21
A.15 18 1.813,9 2.833,28 3,45 2,15
VM** 1.658,1 3.464,68 3,52 2,22
c 184,3 1.132,20 0,13 0,13

(*) Tiempo en el que se alcanza la Tmax del tratamiento y da comienzo la etapa de enfriamiento.
(**) Valor medio.

Cuando es hueso de aceituna el material lignocelulésico sometido a hidrélisis acida a
presién, con una concentracion de Acido sulfarico 0,025 M, una relacion S/L = 1/6, una
temperatura méaxima en el reactor de 200°C, se obtiene log Ro = 3,46 (Cuevas et al., 2015),
mientras que en esta investigacion usando astillas de poda de olivar, una concentracion
0,05 M del mismo acido, igual temperatura maxima y relacion S/L, el factor de severidad fue

ligeramente superior, 3,52.

4.1.3 Composicion de los hidrolizados liquidos

Para cuantificar los azUcares existentes en los hidrolizados liquidos procedentes de
pretratamiento se realizd una determinacién mediante HPLIC y el método de Miller, Tabla
4.4, Esta determinacion se llevo a cabo por duplicado, en dos procesos de hidrdlisis, lo que

ha permitido calcular en todos los casos su desviacion estandar.
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Tabla 4.4
HIDROLISIS ACIDA A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Concentracién de azlcares al final del proceso de hidrélisis acida a presion

ART** 41,25 41,97 41,61 0,36 10,98
D-glucosa*** 14,37 14,20 14,28 0,08 1,33
D-xilosa*** 8,05 8,68 8,36 0,32 0,30
D/L-arabinosa*** 2,48 2,71 2,59 0,12 0,90
D-galactosa*** 1,15 1,22 1,18 0,03 0,16
D-manosa*** 0,69 0,75 0,72 0,03 —

(*) Concentraciones de azucares reductores totales, D-glucosa, D-xilosa, D/L-arabinosa, D-galactosa

y D-manosa del hidrolizado tras ser sometido a hidrélisis a presion sin &cido con una relaciéon S/L = 1/6.
(**) Método de Miller.

(**)HPLIC.

Las concentraciones mas elevadas en monosacéridos corresponden a D-glucosa y D-
xilosa, siendo D/L-arabinosa el tercer azlcar en cuanto a cantidad generada en el
pretratamiento. También, se observa una buena reproducibilidad entre los dos experimentos
gue se indican, Tabla 4.4, con desviaciones estdndar menor o igual a 0,36. Por otra parte,
estos valores se han comparado con los obtenidos en un pretratamiento a presion realizado
con el mismo material lignoceluldsico y las mismas condiciones de operacién en el reactor,
pero sin utilizar acido en el proceso en una investigacion anterior (Garcia, 2007); como era
de esperar, se observa concentraciones bastante mas bajas en azlcares reductores totales

y en todos los monosacaridos analizados, no detectandose en este caso D-manosa.

A partir de las concentraciones en azlcares obtenidos experimentalmente, en las
muestras de los hidrolizados procedentes de la hidrélisis acida a presion, se determinaron
los rendimientos en azlcares reductores totales (Yart), D-glucosa (YeLu), D-xilosa (Yxw),

D/L-arabinosa (Yara), D-galactosa (YeaL) y D-manosa (Yman), segun las ecuaciones 4.1 a
4.6, Tabla 4.5.

_ kg ART enhidrolizado
" kg residuosecoinicial (4.1]

YART

V. = kg D-glucosaen hidrolizado
G ™ kgresiduosecoinicial

100 [4.2]
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vo = kg D-xilosaen hidrolizado
X7 kg residuosecoinicial

100 [4.3]

_ kg D/L-arabinosaen hidrolizado
ARA T kg residuosecoinicial

100 [4.4]

kg D- galactosaen hidrolizado

Y, = 100
GAL kg residuosecoinicial [4.5]

Yoo = kg D- manosaen hidrolizado
MAN ™ kgresiduosecoinicial

100 [4.6]

También, se ha definido el rendimiento en hexosas, Yhex, como la suma de los
rendimientos obtenidos en D-glucosa, D-galactosa y D-manosa , asi como el rendimiento en
pentosas, Yeen, calculado como la suma de los rendimientos en D-xilosa y D/L-arabinosa,
ecuaciones 4.7 y 4.8, Tabla 4.5. Se observa que los rendimientos en azlcares reductores
totales y en D-glucosa son muy superiores en esta investigacién si se comparan con los
obtenidos por Garcia (2007) sin usar acido en la hidrélisis a presion.

Yo = kg hexosas en hidrolizado
HEX ™ kg residuosecoinicial

[4.7]

Yo = kg pentosasen hidrolizado
PEN 7 kgresiduosecoinicial

100 [4.8]

Tabla 4.5
HIDROLISIS ACIDA A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Rendimientos de los diferentes azlcares en los hidrolizados

YART 28,75 29,25 29,00 0,25 17,1+0,1
YoLu 10,02 9,90 9,96 0,06 0,7+0,1
Yxio 5,61 6,05 5,83 0,22
Yara 1,73 1,89 1,81 0,08
YeaL 0,80 0,85 0,83 0,02
Ywman 0,48 0,53 0,50 0,02
YHEX 11,30 11,27 11,29 0,02
YPeN 7,34 7,94 7,64 0,30

(*) Rendimientos en azlcares reductores totales y D-glucosa de hidrolizado tras ser sometido a
hidrélisis a presion sin acido con una relacion S/L = 1/6.
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En relacion a los monosacaridos los rendimientos D-glucosa y D-xilosa presentan los
mayores valores, y el rendimiento en D/L-arabinosa representa el 9,3% en relacion al

conjunto de las hexosas y pentosas, Tabla 4.5.

Por otro lado, se determiné el indice de inhibidores (I)), la concentracion de acido acético
(Ac), asi como la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) existentes en cada

uno de los hidrolizados tras el proceso de hidrolisis acida a presion, Tabla 4.6.

Tabla 4.6
HIDROLISIS ACIDA A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
indice de inhibidores, concentracion de acido acético y compuestos fendlicos totales

Al 350,27 2,50 1,98 0,130

A2 382,31 1,01 2,33 0,018

A3 382,13 1,25 2,11 0,025

A4 432,17 2,22 3,15 0,128

A5 443,79 1,05 2,59 0,146

A.6 387,36 2,59 4,21 0,026

A7 384,30 2,70 4,59 0,013
A.8 501,40 5,03 5,02 0,039
A.9 458,19 0,73

A.10 464,22 0,00

All 542,88 1,09 4,99 0,117
Al12 607,29 1,32

A.13 382,85 0,97 5,82 0,065
A.l4 454,45 1,09

A.15 459,75 0,00 6,67 0,102

VM+tc 442,22 +67,20 2,73+0,76 5,42 £ 0,74

Se determinan resultados muy elevados del indice de inhibidores, con un valor medio de
442,2, comparado con los obtenidos por Garcia (2007) en procesos de hidrolisis 4cida con
hidrolizados procedentes de pretratamiento a presion sin usar acido; en este Ultimo caso,
con el mismo subproducto y relacion S/L, se obtuvieron valores méaximos del orden de 45,0.
También la concentracién de acido acético es muy superior en este trabajo, con valores en
el rango 1,98 — 4,21 g dm3, si se comparan los obtenidos por Garcia (2007) que determiné
una concentracion maxima de 0,76 g dm-3, al final del pretratamiento con agua a presion.

Por otra parte, en pretratamientos mediante ‘Steam explosion’ de poda de &lamo con
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temperatura maxima de operacién de 210°C en el reactor y tiempo de residencia de 4
minutos, Oliva et al. (2003) determinaron una concentracion de acido acético de 2,1 g dm-3,
valor algo menor al obtenido en este trabajo. En relacion a los compuestos fendlicos totales,
cabe destacar las altas concentraciones generadas durante el proceso de pretratamiento
acido a presion, alcanzandose un valor medio de 5,42 g dm-3, lo que pone de manifiesto que
la concentracion de compuestos fendlicos puede presentar un mayor papel como inhibidor
gue el propio acido acético.

Con el fin de estudiar la generacion de compuestos fendlicos, la mayor parte de los
cuales pueden proceder de la degradacion de la lignina, se determiné la concentracion de
estos componentes en el hidrolizado al final del pretratamiento acido, Tabla 4.7, mediante la
técnica espectrometria de masas y cromatografia (HPLC-MS). Las determinaciones se

realizaron por duplicado, calculandose asi su desviacion estandar.

Tabla 4.7
HIDROLISIS A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6

Concentraciones de compuestos fenélicos presentes en el hidrolizado tras el
pretratamiento acido a presion

Vanillina 55,30 £ 1,50
Oleuropeina <0,5
Naringenina <0,5

Luteolina / Kaemferol <05
Epicatequina galato <0,5
Catequina <0,5
Apigenina <05
Acido-t-cinamico <0,5
Acido p-cumarico 0,51+0,01
Acido galico 2,86+ 0,03
Hidroxitirosol 141,50 + 1,50
Acido caftarico <0,5
Acido protocatéquico 3,33+ 0,05
4-Hidroxibenzaldehido 0,58 + 0,02
Acido cafeico <05
Acido fertlico 2,16 + 0,01
Quercetin 3-0-Glucopiranosido <0,5
Quercetina <0,5
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En general, se observa que la concentracion de los compuestos fendlicos no es muy
elevada, lo cual quiere decir que la degradacion de la lignina se ha producido en muy poca

extension o ha permanecido inalterada a pesar de ser un tratamiento acido a presion.

Tras someter el mismo material lignocelulésico a hidrélisis con acido sulfdrico (1 N)
utilizando una relacion 1/20 (p/V) de sdlido respecto a liquido (S/L), sin pretratamiento inicial
a presion, manteniendo la temperatura de proceso a 90°C, Garcia (2007) determiné en los
hidrolizados una presencia en vanillina y hidroxitirosol, 2,48 y 2,09 mg m-3, concentracion
muy inferior a la obtenida en esta investigacién, Tabla 4.7. En este trabajo, también se
observa que los dos compuestos fenélicos en mayor concentracién son hidroxitirosol y

vanillina pero en concentraciones mas altas, 141,5 y 55,3 mg dm-3, respectivamente.

4.1.4 Caracterizacion de los residuos sélidos después del proceso hidrolitico

Tras el tratamiento hidrotérmico, el hidrolizado ha de ser filtrado con el fin de retener la
fase sélida. Transcurridos un minimo de 72 h para asegurar su secado, el residuo sélido se
peso6 para determinar el porcentaje de solido recuperado durante el tratamiento (SR), y se
caracteriz6é segun su contenido en HMV, CEL, HEM, LAI, CEN y EXT, en base seca, Tabla
4.8. Las determinaciones se realizaron por duplicado, calculandose asi su desviacién

estandar.

Tabla 4.8
HIDROLISIS A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Caracterizacion del residuo separado del hidrolizado al final del pretratamiento

HMV, % 5,68 0,02 6,70 6,20
HOL, % 36,07 0,01 46,20

CEL, % 35,06 0,05 45,00 * 3,40 37,10
HEM, % 1,01 0,06 1,20 + 0,60 2,20
LAI, % 42,97 0,01 32,90 + 3,30 38,10
CEN, % 2,00 0,09 1,90 0,00
EXT, % 13,28 0,06 12,20 22,60
SR, % 56,06 63,50

(*) Caracterizacion del residuo de hidrolizado tras ser sometido a hidrdlisis a presion sin
acido con una relacion S/L = 1/6.

(**) Caracterizacion de residuo sélido de hueso de aceituna tras pretratamiento con acido
sulfarico 0,025 M, relacién S/L = 1/6.
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Se determina un contenido en HMV del residuo, 5,68%, que esta por debajo de la
humedad relativa de equilibrio (8,0 — 12,0%). Este valor se podria justificar considerando
que, a pesar de haber realizado un lavado con agua ultrapura durante la filtracién del
residuo tras la hidrolisis acida a presion, éste aln conserva un pequefio contenido de acido
sulfarico. Por este hecho, al introducir el residuo en la estufa a 105 + 1°C para determinar el
contenido en HMV, el acido provoca una carbonizacion de parte del sélido y por tanto no

s6lo se pierde agua por evaporacion sino también masa de residuo.

En el residuo sélido separado del hidrolizado, se observa una disminucion elevada en
cuanto al contenido hemicelulésico, 1,01%, Tablas 4.8. Este porcentaje es menor que el
obtenido por Garcia (2007), tras someter el mismo material lignocelulésico a hidrélisis a
presion, sin acido y con una relacion S/L = 1/6, 1,20%. Se observa que las disoluciones
acidas han ejercido un efecto algo mayor sobre la fraccion hemicelulésica. De esta forma, el

acido sulfarico a 200°C condujo casi a la completa eliminacion de la fraccion hemicelulésica.

En la caracterizacion de residuo sélido de hueso de aceituna tras pretratamiento con
acido sulfarico 0,025 M, relacién S/L = 1/6 y tiempo a la méaxima temperatura de 0,76
minutos, se determind un contenido en hemicelulosa préximo a 0,5% (Saleh et al., 2014).

Tal como cabria esperar, se ha obtenido un contenido en celulosa, 35,06%,
considerablemente inferior al determinado en el residuo de poda del hidrolizado tras la

hidrélisis a presion, sin utilizar acido y con una relacion S/L = 1/6 (Garcia, 2007).

En definitiva, en el caso de operar con disoluciones diluidas de &cido sulfdrico 0,05 M
durante la hidrélisis a presion, el ataque sobre el sélido se incrementd significativamente
respecto a la alternativa que utiliza agua.

La hidrdlisis &cida a presion condujo a una solubilizacién del sélido del 43,94%, valor que
es algo inferior si se compara con el obtenido en un pretratamiento a presién utilizando
hueso de aceituna (36,5%), también con relacion S/L = 1/6, aunque la concentracién de
acido sulfdrico era de 0,025 M (Saleh, 2014).

La caracterizacion del material de poda y del residuo de hidrolizado tras el pretratamiento
acido, Tabla 4.1 y 4.8, permitié calcular las conversiones fraccionales en celulosa (XckeL),

hemicelulosa, (XHewm), Y lignina (XLa), de acuerdo con las ecuaciones 4.9 a 4.11, Tabla 4.9.
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kg celulosatransformados

X = 100
CEL kg celulosainicial [4.9]
X _ kg hemicelulesatransformados 100
HEM ~ kg hemicelulsainicial [4.10]
kg ligninatransformados
Xa = 100 [4.11]

kg ligninainicial

Tabla 4.9
HIDROLISIS A PRESION. ACIDO SULFURICO 0,05 M. RELACION S/L = 1/6
Conversion fraccional de celulosa, hemicelulosa y lignina

2,22+0,13 57,41 98,45 0

Tal como se observa, la conversion de la fraccion hemiceluldsica es practicamente
completa (98,5%). La fraccion celulésica fue transformada en un porcentaje elevado,
proximo al 58%, mientras que la lignina permanecio inalterada a pesar de ser un tratamiento
acido a presion. En investigaciones previas realizadas por el Grupo Bioprocesos, cuando se
realiz6 una hidrolisis con acido sulfarico 0,5 M a 90°C sobre el residuo resultante del
pretratamiento a presién del material de poda de olivo (Garcia et al., 2010), se determiné las
conversiones fraccionales en fibras obtenidas en la autohidrolisis y post-hidrélisis; tras la
autohidrolisis se obtuvo una conversion hemiceluldsica inferior, 79,8%, a la conseguida en
este trabajo. No obstante, esta cifra se vio légicamente incrementada tras el proceso de
hidrélisis &cida, 97,1%. De igual forma, sucede en el caso de la celulosa, aumenta la
conversion desde 29,8% en el pretratamiento hasta 37,7% en la hidrélisis &acida. La
conversion celulésica que se ha obtenido en este trabajo es superior en ambos casos,
57,4%. Con respecto a la lignina, Garcia et al. (2010) observé una ligera degradacion en el
pretratamiento con agua a presion (1,8%), mientras que no existia degradacion en la post-
hidrolisis del residuo.
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4.2 FERMENTACION DE PENTOSAS CON Hansenula polymorpha

Para el desarrollo de las fermentaciones de azlcares se trabaj6é con una levadura
denominada Hansenula polymorpha (ATCC 34438), también llamada Pichia angusta. Es la
Unica levadura metilotropica termotolerante conocida, con un crecimiento éptimo entorno a
los 37°C y una méxima temperatura de crecimiento por encima de los 48°C, capaz de
fermentar D-xilosa, D-glucosa, celobiosa y otros azlcares lignocelulésicos a estas

temperaturas (Hansen y Hollenberg, 1996).

Con el fin de determinar las condiciones de operacion mas adecuadas en los
biorreactores, se realiz6 un estudio previo de los procesos de fermentacién con H.
polymorpha usando como sustrato las pentosas encontradas en mayor concentracién en los
hidrolizados de biomasas lignocelulésicas. Cabe sefialar que la fermentacion de hexosas en
medio sintético usando H. polymorpha fue abordado en trabajos previos del Grupo de

Investigacion Bioprocesos, Moya (1997).

En cada experimento, se establecid la concentracion inicial de monosacéaridos en 25 g
dm- en medio liquido (Lindegren et al., 1958). Las variables T y pH se modificaron en un
rango de 35 —-50°C y 3,5 — 5,5, respectivamente.

Durante la fermentacién se obtuvieron experimentalmente las concentraciones en
biomasa producida, azlcares reductores totales, acido acético residual, asi como etanol,

xilitol y arabitol. Estos resultados primarios se presentan en el Anexo B de esta Memoria.

A partir de estos resultados, se llevo a cabo un estudio de la formacion de biomasa,
consumo de sustrato y formacién de bioproductos a través de los parametros cinéticos:
velocidad especifica maxima de crecimiento, productividad en biomasa, velocidad especifica
de consumo de sustrato, rendimiento en biomasa, velocidad especifica de formacion de
productos y rendimientos en bioproductos en cada uno de los procesos de fermentacion.

4.2.1 Naturaleza del sustrato

Las pentosas que se han fermentado con H. polymorpha han sido D y L-arabinosa,
realizandose de forma simultdnea una comparacion con D-xilosa, ésta Ultima analizada
parcialmente en estudios previos del Grupo de Investigacion “Bioprocesos” (Sanchez et al.,
1998).

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacién de

biomasa, consumo de sustrato, y formacion de bioproductos durante el transcurso del

pag. 157



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

proceso de fermentacién se han indicado en las Tablas B.1 a B.6, Anexo B.1, y se han
representado en las Figuras B.1 a B.6, Anexo B.1, los mismos parametros excepto el pH y

la concentraciéon de etanol.

4.2.1.1 Formacion de biomasa

Para evaluar cuantitativamente la formacion en biomasa utilizando la levadura H.
polymorpha se emplearon los parametros caracteristicos del crecimiento celular: velocidad

especifica méxima de crecimiento (um) y la productividad volumétrica en biomasa (Pb).

Durante el proceso de fermentacion el nimero de células viables se va modificando a lo
largo del tiempo. En un principio, comienzan a multiplicarse a expensas de los nutrientes
hasta que, finalmente, el crecimiento se detiene por agotamiento de alguno de los
componentes del medio de cultivo (sustrato limitante), por acumulacién de inhibidores o bien
por algun cambio en las condiciones fisico-quimicas del medio (Quintero, 1981). En el
transcurso de la fermentacién, en un biorreactor discontinuo, se pueden diferenciar las

siguientes fases de crecimiento:

- Fase ‘lag 6 de latencia, practicamente no hay division celular ya que el
microorganismo adapta los sistemas enzimaticos para metabolizar el nuevo sustrato,
pero sin desarrollarse. La duracién de esta fase depende fundamentalmente de las
diferencias entre las condiciones del inéculo (edad y concentracién) y las del medio
(Bailey y Ollis, 1977).

- Fase de aceleracidon del crecimiento, normalmente de duracion muy reducida y

frecuentemente no apreciable.

- Fase exponencial, rapido crecimiento donde el nimero de células aumenta

exponencialmente con el tiempo.

- Fase de desaceleracion del crecimiento, comienza a disminuir la velocidad del
crecimiento celular por algun nutriente limitante, por inhibicion de sustrato o por algin

cambio fisico-quimico en el medio.

- Fase estacionaria, donde la velocidad de division celular decrece de tal forma que se

iguala al numero de células que mueren.

- Fase de declive 6 muerte celular, donde el nimero de células que mueren es superior

al generado.
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El crecimiento exponencial puede cuantificarse mediante la Ec. 4.12,

X=X exp (Umt) [4.12]
donde x1 corresponde a la concentracion de biomasa al inicio de la fase exponencial y pm es
la velocidad especifica maxima de crecimiento definida mediante Ec. 4.13.

_Ldx
La Ec. 4.12 procede de la propia definicion de velocidad especifica de crecimiento (Aiba

et al., 1973), pudiéndose expresar como Ec. 4.14,

X
In—= t
X1 Hm [4.14]

con lo que una representacion del In (x/x1) vs t conduciria a un ajuste lineal, es decir, una
linea recta, a partir de cuya pendiente se obtendria el valor de la velocidad especifica

maxima de crecimiento, pm.

No obstante, puesto que X1 no es un valor conocido previamente, la Ec. 4.14 puede
modificarse segun Ec. 4.15,

X
IN~~= Hmt+Z [4.15]
o

donde se ha sustituido x1 por la concentracion de biomasa al inicio del experimento en
discontinuo, Xo, ya si conocida a priori. De esta forma, aparece una ordenada en el origen
no nula, Z, que seria igual a 0 en el caso en el que la fase ‘lag’ fuese totalmente
despreciable; en definitiva, x1 tenderia a Xo.

En las curvas de crecimiento en los experimentos de fermentacion de las tres pentosas
con H. polymorpha no se observa fase ‘lag’, previa a la fase de crecimiento exponencial,
Fig. 4.2. Solo para L-arabinosa se detecta una corta fase de latencia de 1,5 h en uno de los
experimentos (Anexo B.1, Tabla B.5 y Fig. B.5).

Estas representaciones graficas permiten establecer claramente el periodo de
crecimiento exponencial y determinar los valores de la velocidad especifica maxima de
crecimiento, mediante ajuste por minimos cuadrados a la Ec. 4.15 los datos del logaritmo
neperiano de la concentracién adimensional de biomasa y tiempo (Tablas B.1 a B.6 del
Anexo B.1), Tabla 4.10.
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Figura 4.2 Curvas de crecimiento. Determinacion de velocidades especificas maximas de
crecimiento (um) segun la Ec. 4.15 en los experimentos de fermentacion con H.
polymorpha (F-S1b, F-S2b y F-S3), en condiciones de microaeracion, a 40°C y
pHo = 4,5, con 25 g dm™ de D-ARA, (®), L-ARA, (H) 0 D-XILo (A).

Tabla 4.10
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO
Velocidad especifica maxima de crecimiento (um) y productividad volumétrica de biomasa (Pb)
T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

F-Sla — 0,014 0,959
D-arabinosa F-Slb 0,095 0,999 0,006 0,961 0,013 0,006
0,085 0,010
F-Slc 0,075 0,968 0,020 0,978
L-arabinosa 928 — 0.014 0954 111 0,003
F-S2b 0,105 0,995 0,105 0,008 0,948
D-xilosa F-S3 0175 0,972 0,175 0,024 0,994 0,024

Se aprecia una corta fase exponencial de crecimiento cuando el sustrato es D-xilosa,
aproximadamente 4 h, mientras que en el resto de la serie experimental tiene una duracién

maxima de 17 h aproximadamente, excepto en los experimentos F-Sla y F-S2a en los
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cuales no se ha podido determinar el periodo correspondiente a la fase exponencial. En los
experimentos F-S1b y F-Slc se ha obtenido un valor medio de pm de 0,09 hl. Esta
velocidad especifica maxima es menor si se compara con la determinada en el experimento
en el que el sustrato fue L-arabimosa, 0,11 h'l. No obstante, 0,18 h-* ha sido el mayor valor

alcanzado de um en esta serie experimental, para D-xilosa como sustrato (Expto. F-S3).

Los valores de las velocidades especificas maximas de crecimiento en la fermentacion
de azUcares sintéticos son muy pequefios si se comparan con los determinados en trabajos
previos a esta investigacion. En este sentido, en condiciones de pH semejantes en la
fermentacion de disoluciones de D-xilosa pura con H. polymorpha a 30°C se alcanz6 un
valor de pm del orden de 0,43 h' (Sanchez et al.,, 1998). Estas diferencias se pueden
justificar considerando las diferentes configuraciones del fermentado que permiten en la
investigacion previa un mayor nivel de aeracion y una mayor concentracion de oxigeno
disuelto. En el trabajo previo se operd con un biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta,
con un volumen de 500 cm?® y una agitacién de 500 rpm, mientras que en esta investigacion
se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer de 50 cm?3 y usando un agitador orbital con
velocidad de agitacion de 100 rpm. Légicamente, estas Ultimas condiciones conducen a un

nivel de aeracién mas pequefio, y con ello menor formacién de biomasa.

En la fermentacion de D-xilosa con C. tropicalis a 30°C, pH = 5,0 y condiciones de
microaeracion por vértice (500 rpm), partiendo de una concentracién inicial de sustrato de
25 g dm (Sanchez et al.,, 2008) se alcanz6 un valor de velocidad especifica maxima
proximo a 0,29 h-1, utilizando un biorreactor discontinuo tipo tanque agitado y sin aeracion
adicional.

Légicamente, en una fermentacion discontinua el nimero de células no puede aumentar
indefinidamente. Después de la fase exponencial se observa un periodo de desaceleracion
donde la velocidad especifica disminuye y se entra en la fase de desaceleracién que es
causada por algun nutriente limitante, por inhibicién de sustrato o por algin cambio fisico-
guimico en el medio. Durante esta fase y con esta levadura se ha comprobado que la
concentracion de biomasa aumenta de forma lineal durante un intervalo de tiempo

relativamente amplio, por lo que podria ser cuantificada mediante Ec. 4.16,
X=Ppt+Q [4.16]

donde Py, representa la productividad volumétrica en biomasa (g dm= h?) durante ese

periodo de tiempo, y Q es la ordenada en el origen. En comparacién con la fase
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exponencial, este periodo de comportamiento lineal de la biomasa con el tiempo de proceso

se ha caracterizado por su larga duracion, Fig. 4.3.

Tras representar x vs t y establecer la fase de desaceleracion en cada uno de los
experimentos, se han determinado los valores de la productividad volumétrica en biomasa,
mediante ajuste por minimos cuadrados de los datos de concentracion de biomasa y tiempo
(Tablas B.1 a B.6 del Anexo B.1) a la Ec. 4.16, Tabla 4.10.

3,0

2,5 A

2,0 1

1,5~

X, g dm™

1,0

0,5 1

0,0 ‘ ‘ ‘ ; ‘
0 100 200 300 400 500
t,h

Figura 4.3 Determinacion de la productividad volumétrica en biomasa (Pb) segin la Ec.
4.16 en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (F-S1b, F-S2b y
F-S3), en condiciones de microaeracién, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de
D-ARA. (@), L-ARA, (M) 0 D-XILo (A).

El maximo valor de productividad en biomasa obtenido en esta serie (40°C, pHo 4,5 y
condiciones de microaeracién) se alcanzoé durante la fermentacion F-S3 de D-xilosa con H.
polymorpha, 0,02 g dm- h-, resultado que es concordante con el obtenido para pm. En las
mismas condiciones pero diferente sustrato (D 6 L-arabinosa) se alcanzaron valores medios
proximos a 0,01 g dm= hl. En general, estos valores son superiores a los obtenidos en
investigaciones previas realizadas por el Grupo Bioprocesos. En este sentido, Sanchez et
al. (2008) estudid la fermentacion con C. tropicalis de mezclas de D-glucosa y D-xilosa a
30°C, pH = 5,0 y condiciones de microaeracion (solo vortice de agitacion), partiendo de una

concentracion total de sustrato de 25 g dm=. En ausencia de D-glucosa se alcanzé una
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productividad en biomasa de 0,0043 g dm -®h-, si bien es cierto que la temperatura en dicho

estudio fue inferior a la utilizada para esta serie experimental (40°C).

Esta fase post-exponencial de crecimiento lineal de la biomasa es caracteristica de los
procesos controlados por etapas de naturaleza fisica; en este caso, el control cinético del
bioproceso reside en la transferencia de oxigeno en el cultivo celular y ha sido detectada por

otros autores en otras levaduras (Detroy et al., 1982; Jeffries, 1982; Sanchez et al., 2002a).

En este sentido, Slininger et al. (1987) en la fermentacion de disoluciones de D-xilosa
con P. tannophilus NRRL Y-2460, determinaron que la concentracién de oxigeno disuelto se
anula rapidamente al final de la fase exponencial, incluso cuando existe aeracion en el
medio de cultivo; el crecimiento celular llega a estar limitado por la disponibilidad de O:2
disuelto en el medio.

También, Rizzi et al. (1989) indican que la cantidad de oxigeno puede ser limitante,
concretamente para una concentracion de Oz menor a 3 umol dm= la velocidad de
formacion de biomasa es constante, influenciada por la velocidad de aporte de oxigeno. En
estas condiciones, encuentran que P. stipitis produce etanol a partir de D-xilosa, mientras
que aerdébicamente el oxigeno es utilizado mayoritariamente en el proceso de respiracion.

Ryabova et al. (2003) utilizando la misma levadura, H. polymorpha, y como sustrato
mezclas de D-glucosa y D-xilosa al 2%, a distintas temperaturas (operando en el intervalo
30 - 48°C), alcanzaron un mayor crecimiento celular cuando la fuente de carbono y energia
era D-glucosa, en lugar de D-xilosa. El maximo valor de concentracion de biomasa, 4,2 g

dm-3, fue obtenido a los 37°C, cuando la concentracion inicial de inoculo fue 1,0 g dm=3.

En algunos experimentos realizados en esta serie se ha observado un considerable
aumento del valor del pH inicial (4,5). Es el caso del Expto. F-S1la, tras 21 h de fermentacién
con D-arabinosa, el pH de cultivo se elevd hasta 6, manteniéndose en torno a dicho valor
hasta el final del bioproceso. De igual forma ocurrié con L-arabinosa (Expto. F-S2a) a las 21
horas. En el mimo sentido, valores de pH préximos a 7 se alcanzaron con la misma pentosa
(Expto. F-S2b), una vez transcurridas 167 h. En definitiva, cuando la fuente de carbono y
energia es D-xilosa no se aprecia elevacion del pH durante el proceso de fermentacion,
mientras que cuando el sustrato fue arabinosa se detectaba una elevacion del pH, siendo

mas acusada cuando era L-arabinosa.

En esta serie de fermentacion a 40°C, en condiciones de microaeracion y 4,5 de pH
inicial, la maxima concentracion de biomasa que se obtuvo fue 3,4 g dm- con L-arabinosa

como sustrato (Expto. F-S2a), a las 189 h, existiendo todavia una concentracion de ART de
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9,4 g dm-3y siendo el pH 6,2. Cuando el sustrato fue D-arabinosa, la maxima concentracién
de biomasa (3,3 g dm-3) se alcanzé a las 189,5 h, quedando sin fermentar 4,6 g dm= de
concentracién de ART y siendo 5,9 el pH (Expto. F-S1a). En cambio, cuando se fermenté D-
xilosa en estas condiciones (Expto. F-S3), s6lo se alcanzé una concentraciébn maxima de
biomasa en torno a 2,6 g dm- al final del experimento (177,0 h), quedando ain en el medio
una concentracion final de ART de 3,5 g dm3y sin embargo el pH era inferior al inicial
(concretamente 3,8). Estos datos, indican, que desde el punto de vista de formacion de
bioproductos, H. polymorpha es mas eficiente cuando utiliza D-xilosa frente a D-arabinosa o

L-arabinosa, pues consume mas sustrato y forma menos concentracion de biomasa.

4.2.1.2 Consumo de sustrato

El consumo de sustrato ha sido estudiado a través de la determinacion de dos
parametros: rendimiento global en biomasa (YSar7) Y velocidad especifica de consumo de

sustrato (garr).

El rendimiento instantdneo en biomasa, Y, ,g7, S€ puede definir como el cociente entre

la biomasa neta producida y el sustrato neto consumido en un instante dado del cultivo, Ec.
4.17.

v _ d(x-Xg)
X/ART ~ —d(ARTO “ART) [4.17]

Si el rendimiento permanece constante a lo largo del experimento, una representacion de

los valores de (x-xo) a distintos tiempos frente a (ARTo-ART) deberia conducir a una recta de
pendiente Y,,,zr Y de ordenada en el origen nula. Aunque no fuese nula, el rendimiento
obtenido mediante la pendiente corresponderia a todo el experimento y por tanto, para
distinguirlo del instantaneo, se podria denominar rendimiento medio 6 global, Y, Fig.

4.4.

Cuando el sustrato fue D-arabinosa se alcanzaron valores medios de YS\rr proximos a

0,16 g g? (Tabla 4.11). Este rendimiento aumentd ligeramente en la fermentacion de L-
arabinosa, 0,19 g g*. No obstante, en el caso de D-xilosa so6lo se obtuvo un rendimiento
global en biomasa en torno a 0,11 g g'. En esta investigacion se ha operado utilizando

matraces Erlenmeyer de 50 cm?® y un agitador orbital con velocidad de agitacion de 100 rpm.
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ART_-ART, g dm®
Figura 4.4 Determinacién de los rendimientos globales en biomasa (YX(;’ART) segun la Ec.

4.17 en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (F-Sla, F-S2a 'y
F-S3), en condiciones de microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm™
de D-ARA, (@), L-ARA, () 6 D-XILo (A).

Tabla 4.11
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO

Rendimientos globales en biomasa (Y)f,;ART)

T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

) F-Sla 0,153 0,983
D-arabinosa 0,161 0,008
F-Sib 0,168 0,947
. F-S2a 0,201 0,964
L-arabinosa 0,193 0,009
F-S2b 0,184 0,955
D-xilosa F-S3 0,109 0,953 0,109

En condiciones de microaeracion (agitacion solo por el vortice), pHo = 3,5 y 30°C,

Camacho et al. (1989) obtuvieron un rendimiento global en biomasa menor, 0,09 g g&,

partiendo de una concentracion inicial de D-glucosa de 25 g dm-2 como fuente de carbono y
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energia para su fermentacién con P. tannophilus en un estudio sobre el efecto del pH inicial,

temperatura y nivel de aeracion en el bioproceso.

En estudios previos del Grupo de Investigacion Bioprocesos (Sanchez et al., 1998), se
fermentd D-xilosa con H. polymorpha a 30°C, pHo = 4,5 y en condiciones microaerdbicas

conseguidas s6lo a partir de vortice de agitacion. Partiendo de una concentracion inicial de

sustrato de 25 g dm-3 se obtuvo un valor de YS\zr de 0,15 g g. Cuando se increment el

pHo a 6,5, se observo un ligero aumento en YSarr. ENn este caso se operd con un

biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta, con un volumen de 500 cm? y una agitacion de
500 rpm.

En este sentido, Feliu et al. (1990) usando la misma levadura y D-xilosa como sustrato
obtuvieron un rendimiento global en biomasa de 0,61 g g* en un cultivo continuo a 41°C, 4,8
de pH, y 750 rpm de agitacién. La concentracion de sustrato a lo largo del bioproceso se
mantuvo en torno a 9 g dm=y una velocidad de dilucion de 0,13 h-1.

Sanchez et al. (2008), en la fermentacién de D-xilosa con C. tropicalis a 30°C, en
condiciones de microaeracién (s6lo vortice de agitacion) y pH = 5,0, partiendo de una
concentracion inicial de sustrato de 25 g dm-3, obtuvieron un rendimiento global en biomasa
préximo a 0,11 g g?! Agquella investigacion se llevé a cabo utilizando biorreactores
discontinuo, tipo tanque agitado, sin aeracién adicional y a una temperatura inferior a la
utilizada para esta serie experimental (40°C).

Para determinar la velocidad especifica de consumo de sustrato (gart) se ha aplicado
inicialmente el método diferencial de tratamiento de datos cinéticos. La velocidad especifica
de consumo de sustrato se define segin Ec. 4.18,

1d(ART,-ART) _ 1 dART

GarT = dt "X dt [4.18]

por lo que para su determinacion directa por el método diferencial es necesario evaluar la
velocidad de consumo de sustrato por unidad de volumen (tasa volumétrica de consumo de
sustrato, d(ART.-ART)/dt) a cada tiempo y posteriormente dividir por la concentracion de
biomasa, x. La dificultad de este método diferencial reside en la evaluacién de esta
derivada. Se podria aplicar un método grafico pero, cuando el nimero de puntos
experimentales no es elevado, el trazado de la curva (ARTo-ART) vs tiempo de operacion es
dificultoso y la precision en la evaluacion de la pendiente es pequefia. Por ello, se ha optado

por realizar un ajuste empirico de los datos experimentales a una ecuaciéon que indique la
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variacion de la concentracién de sustrato con el tiempo, para posteriormente calcular

analiticamente la derivada.

En numerosas fermentaciones discontinuas se observa un comportamiento caracteristico
en cuanto al consumo de sustrato que es no coincidente con lo observado en esta
investigacion. La concentracion de sustrato disminuye muy lentamente en las primeras
horas del cultivo para, a continuacion, descender bruscamente hasta que se encuentra muy
agotado, momento en que se vuelve a observar un consumo lento. Este comportamiento
determina que normalmente sea dificil ajustar todo el intervalo de tiempo mediante
ecuaciones simples (como exponencial, potencial 6 parabdlica), con lo que sélo se consigue

la reproduccion en intervalos de tiempo reducidos.
Para aplicar el método diferencial de tratamiento de datos cinéticos y evaluar la

velocidad especifica de consumo de sustrato, qR;, se han ensayado expresiones mas

complejas como Ec. 4.19,

By

ART = ART,a [4.19]

que cumpliria con la condicién de que para t = 0, ART = ART,. Esta ecuacién es la que
permite obtener una mejor reproducibilidad de los datos de sustrato en mayores intervalos

de tiempo en los resultados obtenidos con H. polymorpha.

Para determinar los pardmetros a y 3, se debe linealizar la ecuacién 4.19, resultando la
Ec. 4.20,

ART,
ART

In(In )= BInt+In(Ina) [4.20]

con lo que mediante ajustes por minimos cuadrados de los valores del primer miembro
frente a los del logaritmo neperiano del tiempo (Tablas B.1 a B.6 del Anexo B.1), se pueden

obtener los parametros a y 3 en cada uno de los experimentos, Fig. 4.5.
Tras evaluar estos parametros, a partir de Ec. 4.19 se puede determinar analiticamente
la derivada -d(ART)/dt, y por tanto, sustituyendo en la ecuacion 4.18, obtener la velocidad

especifica de consumo de sustrato, g%z7, en funcién del tiempo, Ec. 4.21

g-1) P
ARTOB(InG)(t )G [4.21]

D _
JART X
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Figura 4.5 Ajuste a la Ec. 4.20 para la determinacioén de la velocidad especifica de
consumo de sustrato (gRgy) de los resultados en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (F-Sla, F-S2a y F-S3), en condiciones de
microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-ARA, (@), L-ARA, (H)
6 D-XILo (A).

En la Fig. 4.6 se observa cémo el consumo de sustrato, en estos experimentos, es
rapido desde el inicio del cultivo, y después disminuye lentamente (Tablas B.1 a B.6 del
Anexo B.1). Se aprecian pues so6lo dos etapas de consumo de sustrato, aunque ésta no es
la tendencia general cuando la concentracion de indculo es baja. EI comportamiento
observado en estos experimentos, en relaciéon al consumo rapido del sustrato desde t = 0 h,
se puede justificar considerando que se ha partido de una alta concentracién de indculo, y
ello conduce a que no sea apreciable la parte horizontal inicial de la clasica curva de
consumo de sustrato. Una vez obtenidos los pardmetros a y B, se puede comprobar la
bondad del ajuste recalculando los valores de ART mediante la ecuaciéon Ec. 4.19. Se
observa que para los experimentos anteriores la reproduccion es satisfactoria en todo el

intervalo de tiempo, Fig. 4.6 (linea continua).

En esta serie experimental, si se compara el consumo de sustrato por parte H.
polymorpha modificando la fuente de carbono y energia, se observa que la levadura
consume D-xilosa con mas rapidez que cuando se trata de D 6 L-arabinosa; en este sentido,
la concentracion de D-arabinosa disminuye con mayor velocidad que L-arabinosa, Fig. 4.6.

Es decir, partiendo de una concentracion inicial en D-xilosa de 25 g dm-3, en condiciones de
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microaeracion, pHo = 4,5 y 40°C, y transcurridas 176,5 h la concentracion de D-xilosa en el
medio era del orden de 3,5 g dm (Expto. F-S3). En las mismas condiciones y utilizando D-
arabinosa como sustrato, la concentracién de este azlcar era préximo a 3,4 g dm-3 tras 214
h (Expto. F-S1a); en otros experimentos la concentracion residual de D-arabinosa al final del
cultivo fue mas elevada. Cuando la fuente de carbono y energia se modificé por L-arabinosa
la concentracion de esta pentosa fue 9,5 g dm tras 215 h (Expto. F-S2a) y 12,2 g dm™
después de 405,5 h (Expto. F-S2b).

30,0

25,0

20,0

15,0

ART, gdm?

10,0

50

0,0 \ . ‘ . : . ; ,
0 50 100 150 200 250

t,h

Figura 4.6 Consumo de sustrato en los experimentos de fermentacién con H. polymorpha
(F-Sla, F-S2a y F-S3), en condiciones de microaeracién, a 40°C y pHo = 4,5,
con 25 g dm3 de D-ARA, (@), L-ARA, (H) 6 D-XIL, (A).La linea continua
reproduce la Ec. 4.19 de los mismos cultivos

En esta serie se observa que, para cualquiera de los sustratos utilizados, oRxt
disminuye en el transcurso del cultivo, Tabla 4.12. Esta disminucion dentro de la fase lineal
fue observada de igual forma por Bravo et al. (1995) en una investigacion sobre

fermentacion de D-xilosa con P. tannophilus para la produccién etanélica.
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Tabla 4.12
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO

Velocidades especificas de consumo de sustrato (qSzTY dart)
T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

LIN* 50,0 0,104 0,077
F-Sla
LIN 150,0 0,022 0,035
D-arabinosa EXP* 10,0 1,048 0,567
F-S1b LIN 50,0 0,130 0,091
LIN 150,0 0,027 0,036
LIN 50,0 0,059 0,046
F-S2a
LIN 150,0 0,018 0,024
L-arabinosa EXP 10,0 0,887 0,569
F-S2b LIN 50,0 0,073 0,078
EST*** 166,5 0,021 —
EXP 2,0 1,508 1,602
LIN 10,0 0,530 0,518
D-xilosa F-S3
LIN 50,0 0,095 0,159
EST 153,0 0,021 —

(*) Fase lineal; (**) Fase exponencial; (***) Fase estacionaria.

Esta velocidad especifica de consumo de sustrato es ligeramente superior en el caso de
D-arabinosa con respecto a L-arabinosa; en efecto, a partir de D-arabinosa se alcanzé un

valor de qR; igual a 0,13 g g h' a las 50 h de fermentacion (Expto. F-S1b), y utilizando L-

arabinosa se determind una qRzy de 0,059 g g h tras el mismo tiempo de bioproceso
(Expto. F-S2a). En este sentido, utilizando D-xilosa como pentosa, se observan valores de

aRx Proximos a los determinados con D y L-arabinosa como sustratos, Fig. 4.7.

Los valores obtenidos de q%:; (Tabla 4.12) son inferiores a los conseguidos en
investigaciones anteriores. Sanchez et al. (1998), fermentaron D-xilosa con H. polymorpha a
30°C, pHo = 4,5. Los valores de gRzr disminuyeron durante el transcurso del cultivo una vez

gue la fase de crecimiento exponencial hubo terminado (0,11 y 0,087 g g*h* tras 75y 100 h
respectivamente). En este sentido, Bravo et al., (1995), partiendo de una concentracion

inicial en D-xilosa de 25 g dm=, 4 g dm- de extracto de levadura, 30°C y pHo = 4,5,

obtuvieron unos valores de gRzrde 0,29 y 0,18 g g h'l tras 50 y 75 h de bioproceso. Por
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otro lado, Sanchez et al. (2004), en la fermentacion de 25 g dm- de D-xilosa con P.

tannophilus, pH = 4,5, y temperaturas en el rango de 10 — 40°C, obtuvieron un valor de
g7 de 0,42y 0,11 g g h' después de 50 y 100 h a 10°C; a 37°C y tras las mismas horas

de bioproceso, esta velocidad especifica disminuy6 (0,13 y 0,085 g g h'1, respectivamente).
De igual forma, Sanchez et al. (1997), en la fermentacién de D-xilosa con C. shehatae a
30°C, obtuvieron para gRrr unos valores mas elevados al inicio del cultivo, disminuyendo
durante el transcurso del experimento; en efecto, con un pHo = 4,5 se determiné un valor
para la velocidad especifica de consumo de sustrato de 2 g g1 hly 0,8 g gt hltras 20 y 40
h de bioproceso, respectivamente. Estas investigaciones previas se realizaron con
biorreactores discontinuos, tipo mezcla perfecta, con un volumen de cultivo de 500 cm?3 y

500 rpm, mientras que en este estudio se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer de 50
cm? y un agitador orbital con velocidad de 100 rpm.
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Figura 4.7 Velocidades especificas de consumo de sustrato (qRRT) en los experimentos

de fermentacion con H. polymorpha (F-S1b, F-S2b y F-S3), en condiciones de
microaeracion, a 40°C y 4,5 de pHo, con 25 g dm de D-ARA, (@), L-ARA,
(M) 6 D-XILo (A).

Cuando el rendimiento en biomasa permanece constante en el transcurso del

experimento y ademés se admite que no existe mantenimiento celular o que éste es

despreciable, es decir, Yyarr = Yoart, la velocidad especifica de consumo de sustrato
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(garT) puede ser calculado utilizando el método integral de tratamiento de datos cinéticos.

A partir de las ecuaciones, 4.17 y 4,18, y de la definicion de velocidad especifica de
crecimiento [ = (1/x) dx/dt], se puede deducir Ec. 4.22,

aRT = [4.22]

G
Yy/ART

donde qugrt Seria un valor de la velocidad especifica de consumo de sustrato determinada

por el método integral de tratamiento de datos cinéticos.

Con los valores de pm y P» determinados previamente, y conocidos los rendimientos

globales en biomasa YSazr Se calcula la velocidad especifica de consumo de sustrato,

gagrt - Durante la fase exponencial g = pm, mientras que en la fase lineal, segun Ec. 4.16 se

cumplira que:

[4.23]

ecuacion que permite el calculo del valor de p en la fase lineal y con ello gart para los

tiempos comprendidos dentro de este intervalo.

Se observa una aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas
de consumo de sustrato evaluados por los métodos diferencial (q,'iRT) e integral (garT),

fundamentalmente en la fase de desaceleracion del crecimiento, Tabla 4.12. En este
sentido, se debe de considerar que los parametros determinados en el periodo de

comportamiento lineal de la biomasa estan mas apoyados por valores experimentales.

4.2.1.3 Formacion de bioproductos

Los bioproductos mayoritarios formados durante la fermentacién de D-arabinosa y L-
arabinosa con H. polymorpha ha sido arabitol, y en el caso de D-xilosa, xilitol. La maxima
concentracién determinada en etanol no supera los 0,12 g dm? en condiciones de
microaeracion, 40°C y 4,5 de pHo (Tabla B.6 y Figura B.6 del Anexo B.1l), no
considerandose un bioproducto de formacion mayoritaria. De igual forma, no se han
detectado concentraciones elevadas de acido acético durante la fermentacion, siendo 0,02 g
dm-= el valor mas elevado alcanzado en esta serie, en la fermentacion de D-arabinosa

(Tabla B.2 y Figura B.2 del Anexo B.1). La formacion de bioproductos ha sido estudiada a
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través de la determinacion de los siguientes parametros: rendimientos instantaneos en

arabitol (Yayart ), Y en xilitol (Yyart ). ¥ Vvelocidades especificas de formaciéon de arabitol

(gar) y xilitol (ay ).

> Velocidad especifica de formacién de arabitol

Al igual que en la velocidad especifica de consumo de sustrato (gar7), para determinar
esta velocidad se ha aplicado inicialmente el método diferencial de tratamiento de datos
cinéticos (g% ). Segin Aiba et al. (1973), la velocidad especifica de formaciéon de

bioproducto, se puede expresar segun una ecuacion similar a la 4.24, que ha sido
concretada para el caso de arabitol,

= 3 g [4.24]

donde Ar representa la concentracion de arabitol a lo largo del experimento. En este caso, la
dificultad reside en la evaluacién de la velocidad de produccién de arabitol por unidad de
volumen, es decir, dAr/dt. Se ha optado por efectuar un sencillo ajuste empirico de los datos
Ar vs t de cada experimento que posteriormente permita la determinacion analitica de la
derivada. Tras ensayar diferentes ecuaciones empiricas para dicho ajuste, se observa que
los datos referidos a las concentraciones de arabitol y tiempo de cultivo se ajustan de
manera bastante satisfactoria a una ecuacion lineal. En definitiva, dAr/dt se obtendria de
manera sencilla como la pendiente resultante de representar Ar versus t (Fig. 4.8),

pudiéndose obtener finalmente la velocidad especifica de producciéon de arabitol por el

método diferencial (g% ), Tabla 4.13.

La velocidad de produccion de arabitol por unidad de volumen obtenida durante la
fermentacion de D-arabinosa, dAr/dt, fue la misma que la determinada cuando se sustituyé
la fuente de carbono y energia por L-arabinosa en las mismas condiciones de operacion,
0,005 g dm3 h1, Fig. 4.8. No obstante, cuando el sustrato fue D-arabinosa, se alcanzaron
concentraciones en arabitol superiores a las conseguidas durante la fermentacién de L-
arabinosa; se determiné una concentracién maxima de arabitol de 1,96 g dm-=3 tras 190 h de
fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha, (Tabla B.1 del Anexo B.1) mientras que la
concentracién maxima cuando se sustituyé la pentosa por L-arabinosa fue 0,644 g dm- tras

117 h (Tabla B.4 del Anexo B.1). Cabe destacar también el hecho de que la produccion de
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arabitol es mas tardio en el caso de D-arabinosa, Fig. 4.8; con L-arabinosa como sustrato, la
produccion de arabitol dio comienzo en torno a las 20 h (Tabla B.4 del Anexo B.1) mientras
que cuando el sustrato fue D-arabinosa, la existencia de arabitol se detecta a partir de las
45 6 150 h (Tabla B.1 6 B.2 del Anexo B.1l). Esta observacién podria indicar que la
produccion de arabitol a partir de D-arabinosa no esta asociada al crecimiento durante la

fase exponencial.

1,0

0,8 A

0,6 A

Ar, g dm™

04 - u

o
0,0 - T T T T T T T I. T T T T

0 50 100 150 200 250 300 350
t,h

Figura 4.8 Ajuste de la concentracion de arabitol frente al tiempo. Célculo de la velocidad
especifica de formacion de arabitol (qEr) en los experimentos de fermentacion

con H. polymorpha (F-S1b y F-S2a), en condiciones de microaeracion, a 40°C
y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA, (@) 6 L-ARA, (H).

En esta serie se observa como, para ambos sustratos (D y L-arabinosa) la velocidad

especifica de produccion de arabitol (q%.) disminuye a lo largo del tiempo de cultivo, Tabla

4.13. Cuando la pentosa fue D-arabinosa, se determiné un valor para g2 de 0,007 g g h,

transcurridas 50 h de fermentacion (Expto. F-Sla). Considerando L-arabinosa como
sustrato y tras el mismo tiempo de bioproceso, la minima velocidad especifica de
produccion de arabitol obtenida fue inferior, 0,004 g gt h'! (Expto. F-S2a), siendo la maxima
calculada del orden de 0,006 g g* h'* (Expto. F-S2b), Tabla 4.13.
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Los valores determinados de q. a 40°C y pHo = 4,5 fueron inferiores a los obtenidos por

Sanchez et al. (1998) en la fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5,

obteniendo xilitol como bioproducto principal; en efecto, se registré una velocidad especifica
de produccion de xilitol (g% ) del orden de 0,061 g g h' una vez transcurridas 80 h de

cultivo.

Tabla 4.13
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO

Velocidades especificas de formacion de arabitol (q,E_\’r Y dar)
T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

LIN 50,0 0,065 0,063
F-Sla LIN 150,0 0,030 0,029
LIN 189,5 0,031 0,030
LIN 165,0 0,037 0,030
D-arabinosa F-Sib LIN 200,0 0,039 0,032
LIN 332,0 0,022 0,018
LIN 68,0 0,016 0,014
F-Sic LIN 150,0 0,006 0,006
LIN 176,5 0,006 —
LIN 21,0 0,059 0,038
F-S2a LIN 50,0 0,037 0,024
| orabinosa LIN 117,0 0,021 0,014
EXP 10,0 0,327 0,392
F-S2b LIN 50,0 0,061 0,054
LIN 94,0 0,039 0,034

Por otra parte, la productividad instantdnea en arabitol se puede definir segin Ec. 4.25.

_ dAr
YAT/X - d(X_ Xo) [425]

Si este pardmetro permanece constante durante la fermentacion, y en experimentos

donde no exista concentracion en arabitol a tiempo cero, una representacion de Ar frente a

(x-Xo0) daria lugar a una linea recta cuya pendiente se determinaria Yuyy, Fig. 4.9. Esta

pendiente constante corresponderia a la productividad global en arabitol, YS,.
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Considerando constante la productividad instantanea en arabitol e igual a Y, , a partir de la

definicién de velocidad especifica de crecimiento (Aiba et al., 1973), de las ecuaciones 4.24
y 4.25, y admitiendo la ausencia de mantenimiento celular, la velocidad especifica de

produccion de arabitol puede expresarse segun Ec. 4.26,

Oar = Yaux M [4.26]

1,0

0,8 1

Ar, g dm’®

0,2 1

0,0 &
0,0

3,0

X - X, g dm?

Figura 4.9 Determinacién de la productividad global en arabitol (YEHX) segun la Ec. 4.25

en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (F-S1b y F-S2a), en
condiciones de microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA
(®) 6 L-ARA, (M)

La productividad global en arabitol (Y<,,) es superior si se compara D-arabinosa con L-

arabinosa como sustrato en la fermentacién con H. polymorpha a 40°C y 4,5 de pHo (Fig.
4.9). En general, también se observa como la produccion de arabitol no esta asociada al

crecimiento de biomasa durante las primeras horas de cultivo cuando la pentosa es D-

arabinosa.
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Se observa una aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas

de produccion de arabitol evaluados por los métodos diferencial (R, ) e integral (q,, ), Tabla
4.13. En algunos experimentos, g, No se pudo calcular en la fase exponencial bien porque

Y<, no estaba dentro de dicha fase 6 bien aun estando, no existian valores experimentales

suficientes que apoyaran dicha etapa con el fin de poder calcular la velocidad especifica

méxima de crecimiento (um).

> Velocidad especifica de formacién de xilitol

El método diferencial de tratamiento de datos cinéticos ha sido aplicado para determinar

la velocidad especifica de formacion de xilitol, qy , Ec. 4.27.

ax = 1 ﬂ [4.27]
donde Xi representa la concentracion de xilitol a lo largo del experimento. Al igual que en el
caso de arabitol, la dificultad reside en la evaluacion de la velocidad de produccion de xilitol
por unidad de volumen, es decir, dXi/dt. Por las mismas consideraciones realizadas
anteriormente, se ha optado por efectuar un sencillo ajuste empirico de los datos Xi vs t de
cada experimento que posteriormente permita la determinacion analitica de la derivada.
Tras ensayar diferentes ecuaciones empiricas para dicho ajuste, se observa que los datos
referidos a las concentraciones de xilitol y tiempo de cultivo se ajustan de manera bastante
satisfactoria a una ecuacion lineal. En definitiva, dXi/dt se obtendria de manera sencilla

como la pendiente resultante de representar Xi versus t (Fig. 4.10), pudiéndose obtener
finalmente la velocidad especifica de produccién de xilitol por el método diferencial (q% ),

Tabla 4.14.

Cuando la fuente de carbono y energia es D-xilosa, al igual que en el caso de D y L-
arabinosa, la velocidad especifica de produccion de xilitol (g2 ) disminuye a lo largo del

tiempo de cultivo, Tabla 4.14. Si se comparan estos resultados con los obtenidos cuando se

utiliza D 6 L-arabinosa como sustrato (Tabla 4.13), se observa cémo se obtuvieron valores
de g% superiores a los determinados para g, transcurridos el mismo tiempo de cultivo. En

este sentido, en la fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha a 40°C y 4,5 de pH, se

pag. 177



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

determin6 un valor para g2 de 0,013 y 0,008 g g h'! tras 50 y 153 h de bioproceso (Expto.
F-S3), Tabla 4.14.

El valor determinado para la velocidad especifica de produccion de xilitol a t = 50 h
(Tabla 4.14) es muy similar al obtenido por Sanchez et al. (2004) en la fermentacién de D-
xilosa con P. tannophilus, pH = 4,5 y 37°C, tras el mismo tiempo de cultivo, 0,012 g g h1,
No obstante, estas velocidades son inferiores si se comparan con las determinadas en la
fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5 (Sanchez et al., 1998); en
efecto, en la dicha investigacion se obtuvieron valores de q% de 0,14 y 0,061 g g h' tras
30 y 80 h de cultivo, respectivamente. Estas investigaciones previas se realizaron con
biorreactores discontinuos, tipo mezcla perfecta, 500 cm?® y 500 rpm (microaeracién por
vortice), mientras que en este estudio se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer de 50

cm? y un agitador orbital con velocidad de 100 rpm.

4,0

Xi, g dm’®

0.,0 T T T T T T T
0 50 100 150 200

t,h

Figura 4.10 Ajuste de la concentracion de xilitol frente al tiempo. Célculo de la velocidad
especifica de formacién de xilitol (q% ) en el experimento de fermentacion con
H. polymorpha (F-S3), en condiciones de microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5,
con 25 g dm=3 de D-XILo (A).
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Tabla 4.14
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO

Velocidades especificas de formacion de xilitol (q)Dq Y Oy )
T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

LIN 10,0 0,042 0,077
LIN 16,5 0,029 0,054
D-xilosa F-S3 LIN 28,0 0,020 0,037
LIN 50,0 0,013 0,024

EST 153,0 0,008 —
EST 176,5 0,007 —

Al igual que en el caso del arabitol, en experimentos donde no exista concentraciéon en
xilitol a tiempo cero la productividad instantanea en xilitol se define segun Ec. 4.28.

v dx
Xix — d(X' Xo) [428]

Si este parametro permanece constante durante la fermentacion, una representacion de
Xi frente a (X-xo) daria lugar a una linea recta cuya pendiente seria Yy, Yy de ordenada en el
origen nula, Fig. 4.11. En este caso, esta pendiente constante corresponderia a la

productividad global en xilitol, Y5, . Considerando constante la productividad instantanea en

xilitol e igual a Yy, , a partir de la definicion de velocidad especifica de crecimiento [u = (1/x)

dx/dt], (Aiba et al., 1973), asi como de las Ec. 4.24 y 4.28, y admitiendo ausencia de
mantenimiento celular, la velocidad especifica de produccién de xilitol puede expresarse
segun Ec. 4.29,

— G
ax = Yxix M [4.29]
Se observa una aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas

de produccién de xilitol evaluados por los métodos diferencial (q% ) e integral (qy ), Tabla

4.14.

pag. 179



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

4,0
A

3,0 -
Lg A
> 2,01
<

1,0 7 A

A
0,0 A— . : . : . : : ‘ : ‘
0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0

X-%,d dm

Figura 4.11 Determinacion de la productividad global en xilitol (Yfg’,x) segun la Ec. 4.28 en

el experimento de fermentacion con H. polymorpha (F-S3), en condiciones de
microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5 de, con 25 g dm™ de D-XILo (A).

> Rendimiento instantaneo en arabitol (Y arT)

Al igual que el rendimiento en biomasa (Y,,art), €l rendimiento instantaneo en arabitol,
Y aarT » S€ puede definir como el cociente entre el arabitol neto producido y el sustrato neto
consumido en un instante dado del cultivo, Ec. 4.30.

v _ d(Ar - Arg)
Ar/ART —d(ARTo “ART) [4.30]

Si el rendimiento permanece constante a lo largo del experimento, una representacion de
los valores de (Ar-Aro) a distintos tiempos frente a (ARTo-ART) deberia conducir a una recta
de pendiente Y, art Y de ordenada en el origen nula. Aungue no fuese nula, el rendimiento

obtenido mediante la pendiente corresponderia a todo el experimento y por tanto, para

distinguirlo del instantaneo, se podria denominar rendimiento medio 0 global en
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arabitol, Y art» Fig. 4.12. Logicamente, no se considera la concentracion inicial de arabitol
puesto que at=0 h, Aro — 0.
Se ha observado que la formacién de arabitol a partir de L-arabinosa se inicia a tiempos

proximos al comienzo del cultivo, mientras que cuando el sustrato es D-arabinosa la

formacion de arabitol esta desplazado con respecto at =0 h, Fig. 4.12.

25

2,0 1 ®

1,5 ~

Ar, g dm*

1,0 1

0,5 -
®

0,0 ‘ ;
0 5 10 15 20 25

-3
ART_- ART, g dm

Figura 4.12 Determinacion de los rendimientos globales en arabitol (YAGr,ART) segun la Ec.

4.30 en los experimentos de fermentacién con H. polymorpha (F-Slay F-S2a),
en condiciones de microaeracién, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-
ARA, (@) 60 L-ARA, (I).

Cabe destacar que no se observa diferencia en los valores determinados en el
parametro Y5 g7 para D y L-arabinosa usada como sustrato, Tabla 4.15. En efecto, cuando

se utilizé de D-arabinosa, el maximo rendimiento global en arabitol determinado, 0,086 g g1,
fue ligeramente superior al obtenido en caso de ser L-arabinosa la fuente de carbono y
energia, 0,069 g g. Para los experimentos F-S1b y F-S2b (Tabla B.1 y B.4, Anexo B.1,
respectivamente) no se pudieron determinar los rendimientos globales en arabitol por no

existir valores experimentales suficientes referidos a azlcares reductores totales en la fase
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de linealidad de arabitol que apoyaran dicha etapa con el fin de poder calcular Y$ st Es

por ello que se determind el rendimiento instantaneo en arabitol (Y, art) €N los tiempos de

cultivo incluidos en esta etapa de produccion lineal de arabitol.

Tabla 4.15
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA NATURALEZA DEL SUSTRATO

Rendimientos globales en arabitol y xilitol (YEr,ART , Yfg’,ART )

T = 40°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

. F-Sla 0,086
D-arabinosa
F-Sib 332,0 0,069*
. F-S2a 0,069
L-arabinosa
F-S2b 94,0 0,074*
D-xilosa F-S3 0,149

(*) Rendimiento instantaneo en arabitol (Y, ag7 )-

El rendimiento global en arabitol determinado cuando L-arabinosa fue la fuente de
carbono y energia son similares a los determinados por Escalante et al. (1990b), 0,064 g g,
en la fermentacion de 30 g dm- de D-glucosa con H. polymorpha a 45°C y pH = 4,8; este
grupo de investigacion utiliza fermentadores de 2 dm? de capacidad con una velocidad de
agitacion de 1.000 rpm e introduciendo aire esterilizado (1,0 v/v/min), y no explica el

mecanismo de formacion de arabitol partiendo de una hexosa como es D-glucosa.

» Rendimiento instantaneo en xilitol (YyarT )

De igual forma, el rendimiento instantaneo en xilitol, Yy ag7 . partiendo de D-xilosa, se
define segun la Ec. 4.31,

d(Xi - Xig)

Y =
XI/ART d(ART, - ART) [4.31]
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Si este parametro permanece constante durante la fermentacién, una representacion de
(Xi-Xio) frente a (ARTo-ART) daria lugar a una linea recta cuya pendiente seria Yy gt Y de
ordenada en el origen nula. En este caso, este rendimiento constante corresponderia al
rendimiento global en xilitol Y$rr. Se puede realizar la representacion de Xi frente a

(ARTo-ART) si se considera la concentracion inicial en xilitol es nula, ya que at =0 h Xi, —
0, Figura 4.13.

4,0
A

3,0
©
o 2,0 7
<

1,0

A
A
0,0 A : . : . : : : : ‘
0 5 10 15 20 25

-3
ART, - ART, g dm

Figura 4.13 Determinacion del rendimiento global en xilitol (Y)(QE,ART) segun la Ec. 4.31 en

el experimento de fermentacion con H. polymorpha (F-S3), en condiciones de
microaeracion, a 40°C y pHo = 4,5, con 25 g dm3 de D-XILo (A).

Al igual que con la generacién de arabitol, se ha observado que la formacién de xilitol a
partir de D-xilosa se inicia a tiempos préximos al comienzo del cultivo, Fig. 4.13.

El rendimiento global obtenido en xilitol, 0,149 g g%, es dos veces superior al
determinado para arabitol (Y$,.rr) cuando la fuente de carbono y energia fue L-arabinosa,

Tabla 4.15.
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Por otro lado, los valores obtenidos para Yg st SON muy superiores a los determinados

por Sanchez et al. (1997), en la fermentacion de D-xilosa con C. shehatae a 30°C y pHo =
4,5, en biorreactores discontinuos, tipo mezcla perfecta, a 500 rpm (0,078 g g1). No
obstante, si se comparan con el estudio realizado por Garcia (2007) y Sanchez et al. (2008)
durante la fermentacion de azlcares sintéticos con C. tropicalis (utilizando una temperatura
de 30°C, pHo = 5,0, una agitacion de 500 rpm y condiciones de microaeracién) observan
gue, partiendo de D-xilosa como sustrato, se alcanzan rendimientos globales en xilitol muy

superiores a los obtenidos en la actual investigacion, 0,25 g g*.

De igual forma, el rendimiento global en xilitol obtenido en este estudio fue préximo al
conseguido durante la fermentacién con C. shehatae, 0,15 g g, partiendo de una
concentracién inicial en D-xilosa de 50 g dm-, y manteniendo unas condiciones de
operacion de 36°C y pH = 4,0, una velocidad de agitacion de 300 rpm y 200 cm?® min-1 de
velocidad de aeracion (du Preez et al., 1986); en dicha investigacion, manteniendo las
mismas condiciones de operacion y sustituyendo la levadura por P. stipitis, el rendimiento
disminuy6 considerablemente a un valor préximo a 0,05 g g1. Hay que destacar el hecho de
que, por tratarse de levaduras mesofilas, la temperatura maxima alcanzada fue 36°C; H.

polymorpha, por ser termdfila, puede alcanzar una temperatura de trabajo superior a 40°C.

Los valores determinados de Yzt Son también muy similares a los calculados en la

fermentacion con P. tannophilus, 0,14 g g, partiendo de 25 g dm= de D-xilosa, pH = 4,5,y
15°C, Séanchez et al. (2004). Esta investigacion se realizd con biorreactores discontinuos,
tipo mezcla perfecta, con un volumen de cultivo de 500 cm? y 500 rpm, mientras que en este
estudio se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer de 50 cm? y un agitador orbital con

velocidad de 100 rpm.

Sin embargo, muy superiores fueron los rendimientos globales en xilitol obtenidos por el
mismo grupo de investigacion, 0,62 g g, durante la fermentacién de 25 g dm= de
concentracién inicial de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C, pHo = 4,5 y en condiciones
microaerébicas conseguidas so6lo a partir del vértice de agitacibn en un biorreactor

discontinuo, tipo tanque agitado (Sanchez et al., 1998).

4.2.2 Efecto del nivel de aeracién

En estas series experimentales se llevo a cabo la fermentacion con H. polymorpha de D-

arabinosa y D-xilosa, en cada caso, partiendo de una concentracion inicial de sustrato de 25
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g dm-3. Fijado el pH a 4,5 y 30°C de temperatura, se modificaron las condiciones de
aeracion con el fin de estudiar el efecto de esta variable en el bioproceso. En definitiva, la
fermentacion se llevd a cabo en condiciones microaerdbicas, conseguidas sélo a partir del
vortice de agitacion, y en otros casos anaerobicas, es decir, impidiéndose la entrada de aire
por cierre del Erlenmeyer mediante un tapén de rosca. Esta influencia fue analizada

parcialmente en estudios previos del grupo de investigacion (Sanchez et al., 1998).

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacién de
biomasa, consumo de sustrato, y formaciéon de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacion se han indicado en las Tablas B.7 a B.12, y se han representado
en las Figuras B.7 a B.12, Anexo B.2, los mismos parametros excepto el pH y la

concentracion de etanol.

4.2.2.1 Formacioén de biomasa

Al igual que en la serie anterior, con el fin de evaluar la formacion en biomasa usando H.
polymorpha se emplearon los pardmetros caracteristicos del crecimiento celular: velocidad

especifica maxima de crecimiento y la productividad volumétrica en biomasa.

En esta serie no se ha podido evaluar la velocidad especifica maxima de crecimiento
debido a que durante la fase exponencial no se pudo caracterizar de forma exhaustiva
(Tablas B7 a B12, Anexo B.2).

Tras representar x vs t, Fig. 4.14, con el fin de establecer la fase de desaceleracién en
cada uno de los experimentos, se han determinado los valores de la productividad
volumétrica en biomasa mediante ajuste por minimos cuadrados de los datos de
concentracién de biomasa y tiempo de proceso (Tablas B.7 a B.12, Anexo B.2) a la Ec.
4.16, Tabla 4.16. Es necesario indicar que los calculos de Py, se han realizado con pocos
valores experimentales, lo que podria explicar en los experimentos usando como sustrato D-

7 arabinosa en condiciones de microaeracion, la falta de reproducibilidad.
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X, g dm

X, g dm
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Figura 4.14 Determinacién de la productividad volumétrica en biomasa (Pb), seguin la

ecuacion 4.16, en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha
(FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @, FS1-Ab ®, FS3-M A y FS3-A A ), a
30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA, (circulo) 6 D-XIL, (tridngulo), en
condiciones de microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerdbicas (simbolos
rellenos).
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Tabla 4.16
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION
Productividad volumétrica de biomasa (Pb)
T=30°CypHo=4,5

Condiciones de Pb 2 VM
Sustrato operacion Expto. P r g dm bt c
] y FS1-Ma 0,006 0,940
Microaeracion 0,009 0,003
] FS1-Mb 0,012 0,977
D-arabinosa
. FS1-Aa 0,005 0,913
Anaerdébicas 0,007 0,002
FS1-Ab 0,008 0,956
) Microaeracion FS3-M 0,016 0,963 0,016
D-xilosa o
Anaeroébicas FS3-A 0,010 0,953 0,010

El maximo valor de productividad en biomasa obtenido en esta serie, proximo a 0,02 g

dm=3h1, fue utilizando D-xilosa como sustrato en condiciones anaerdbicas, Tabla 4.16.

Si se comparan los valores de Py en funcion de las condiciones de aeracion durante el
bioproceso, Tabla 4.16, se observa que en anaerobiosis se obtienen unas productividades
en biomasa inferiores a las determinadas en situacion de microaeracion,
independientemente de la pentosa utilizada (D-arabinosa 6 D-xilosa). En efecto, en la
fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha, 30°C y pHo = 4,5, se alcanzaron una
productividad volumétrica en biomasa media de 0,009 y 0,007 g dm- h-1 en condiciones de
de microaeracion y anaerébicas, respectivamente. Cuando la fuente de carbono y energia
se modific6 por D-xilosa, manteniendo las mismas condiciones de operacion, se
consiguieron valores de Py de 0,016 g dm -3h! en condiciones de microaerébicas y 0,010 g
dm -3 hl en un medio anaerobio. De igual forma, cabe destacar que estos valores de
productividad en biomasa son superiores en el caso de utilizar D-xilosa como fuente de
carbono frente a D-arabinosa, aspecto que ya se puso de manifiesto durante la evaluacién
de los resultados alcanzados para P» en el estudio de la influencia de la naturaleza del

sustrato en el bioproceso, Tabla 4.10.

Estos valores de Py obtenidos utilizando D-xilosa como sustrato son muy préximos a los
determinados por Sanchez et al. (1997) en la fermentacién de D-xilosa con C. shehatae en
biorreactores discontinuos de 500 cm?, tipo mezcla perfecta. El bioproceso se llevé a cabo a
30°C, pH = 4,5 y condiciones de microaeracién por vortice (500 rpm), obteniendo una

productividad volumétrica en biomasa de 0,024 g dm= h-1. Al modificar las condiciones de
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aeracion, es decir, aumentar la velocidad de suministro de aire, el valor de Py no siguié una

tendencia definida.

Al igual que en la serie anterior sobre la naturaleza del sustrato, la fase de
comportamiento lineal de la biomasa es caracteristica de procesos controlados por etapas
de naturaleza fisica; en este caso, el control cinético del bioproceso reside en la
transferencia de oxigeno en el medio liquido y fue puesta de manifiesto por otros autores

usando diferentes levaduras (Detroy et al., 1982; Jeffries, 1982; Sanchez et al., 2002a).

En algunos experimentos realizados en esta serie se ha observado un considerable
aumento del valor del pH inicial (4,5). Es el caso del Expto. FS1-Mb (Tabla B.8, Anexo B.2);
tras 114,5 h de fermentacién con D-arabinosa en condiciones microaerébicas, el pH de
cultivo se elevo hasta 6,0, manteniéndose en torno a dicho valor hasta el final del
bioproceso. En condiciones anaerdbicas y con la misma fuente de carbono, Expto. FS1-Aa
(Tabla B.9, Anexo B.2), el pH alcanzé un valor méximo de 7,5 tras 169,8 h de cultivo,
momento en el que comienza a descender para mantenerse en torno a 6,0 hasta el final del
proceso de fermentacion. De igual forma, ocurri6 con D-xilosa en condiciones de
microaeracion, FS3-M (Tabla B.11, Anexo B.2), al aumentar el pH hasta 6,4 tras 452,8 h de
cultivo, no variando significativamente hasta finalizar el bioproceso; en condiciones
anaeroébicas, FS3-A (Tabla B.12, Anexo B.2), el pH se elevo hasta 6,5 tras 357,5 h,
manteniéndose en torno a dicho valor hasta el final. En definitiva, se detecta un aumento del

pH més acusado en condiciones anaerébicas frente a una situacion de microaeracion.

La maxima concentracion de biomasa que se obtuvo en esta serie, 30°C y 4,5 de pH
inicial, fue 6,7 g dm= con D-arabinosa como sustrato y en condiciones de microaeracion
(Expto. FS1-Mb, Tabla B.8 del Anexo B.2) tras 504 h de cultivo, existiendo una
concentraciéon de ART de 1,8 g dm- y siendo el pH = 6,0.

4.2.2.2 Consumo de sustrato

El consumo de sustrato ha sido estudiado a través de la determinacion del rendimiento

global en biomasa y velocidad especifica de consumo de sustrato.

A partir de la definicion de YSazr, Ec. 4.17, se procedié a la representacion de los

valores de (x-xo) a distintos tiempos frente a (ARTo.-ART), Fig. 4.15.
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Figura 4.15 Determinacion de los rendimientos globales en biomasa (YX(;’ART), segun la Ec.
4.17, en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1-Ma O,
FS1-Mb O, FS1-Aa @, FS1-Ab @, FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5,
con 25 g dm? de D-ARA. (circulo) é D-XILo (tridangulo), en condiciones de
microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerobicas (simbolos rellenos).
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Se observa que en medio anaerdbico se obtuvieron unos valores de Y. ligeramente

inferiores a los determinados en condiciones de microaeracion. Cuando se utilizé D-

arabinosa como sustrato durante la fermentaciéon anaerébica, se alcanzaron valores medios
de YSrr proximos a 0,19 g g?! (Tabla 4.17); en condiciones de microaeracion, el

rendimiento global medio fue un poco superior, 0,20 g g*. Igualmente, las condiciones de
aeracion influyen en este pardmetro cuando la pentosa fue D-xilosa; en efecto, los
rendimientos globales medios obtenidos en medio anaerébico y en condiciones de
microaeracion fueron préximos a 0,16 y 0,18 g g1, respectivamente, valores que difieren
ligeramente entre si. En esta investigacion se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer
de 50 cm?® y un agitador orbital con velocidad de agitacién de 100 rpm.

Tabla 4.17

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION

Rendimientos globales en biomasa (Y)E,EART)
T=30°CypHo=4,5

Condiciones de Ve 2 VM
Sustrato operacion Expto. ) r gg*
) 5 FS1-Ma 0,178 0,943
Microaeracion 0,200 0,022
) FS1-Mb 0,221 0,922
D-arabinosa
. FS1-Aa 0,161 0,993
Anaerdbicas 0,188 0,027
FS1-Ab 0,215 0,970
) Microaeracion FS3-M 0,175 0,920 0,175
D-xilosa

Anaerobicas FS3-A 0,163 0,978 0,163

En la fermentacién de 25 g dm de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C, con un pH inicial

superior al establecido en esta serie (5,5), y en condiciones microaerébicas conseguidas
so6lo a partir de vortice de agitacion (Sanchez et al., 1998), se obtuvo un valor de YSart

inferior al alcanzado en esta serie, 0,12 g g*. En aquel caso, al maodificar Unicamente las
condiciones de aeracién, esto es, incorporando aeracién externa al cultivo, se observé un
incremento en el rendimiento global en biomasa y que al aumentar la velocidad de aeracién
a 30,0 v/v/min se alcanzaba un valor de 0,28 g g*. En aquella investigacion se operé con un
biorreactor discontinuo, tipo tanque agitado, con un volumen de 500 cm? y una agitacién de
500 rpm.

Para determinar la velocidad especifica de consumo de sustrato (gart) se ha aplicado

inicialmente el método diferencial de tratamiento de datos cinéticos. Para ello, la ecuacién
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que permite obtener una mejor reproducibilidad de los datos de sustrato en mayores
intervalos de tiempo en los resultados obtenidos con H. polymorpha fue de nuevo la Ec.
4.19. Tras linealizar esta ecuacion, Ec. 4.20, y mediante ajustes por minimos cuadrados de
los valores del In[In(ART./ART)] frente al In t (Tablas B.7 a B.12 del Anexo B.2), se

obtuvieron los parametros a y 8 en cada uno de los experimentos, Fig. 4.16.
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<
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=
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Figura 4.16 Ajuste a la Ec. 4.20 para la determinacion de la velocidad especifica de
consumo de sustrato (gRgy) de los resultados en los experimentos de
fermentacion con H. polymorpha (FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @, FS1-Ab
®, FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA,
(circulo) 6 D-XILo (triangulo), en condiciones de microaeracion (simbolos
huecos) 6 anaerobicas (simbolos rellenos).
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En la Fig. 4.17 se observa cémo, en esta serie experimental, la disminuciéon de la
concentraciéon de sustrato en el medio fue mas rapida desde el inicio del cultivo para
después disminuir lentamente (Tablas B7 a B12, Anexo B.2). De nuevo, al igual que en la
serie anterior, se observa so6lo dos etapas de consumo de sustrato, aunque ésta no es la
tendencia general cuando la concentracion de in6culo es pequefia. Este comportamiento, en
relacion al consumo rapido de los azUcares desde t = 0 h, se justifica considerando que se
ha utilizado una alta concentracion de inéculo, y ello conduce a que no se aprecie la parte
horizontal inicial de la curva de consumo de sustrato. Una vez obtenidos los parametros a y
B, se puede comprobar la bondad del ajuste recalculando los valores de ART mediante la
ecuacion Ec. 4.19. Se observa que para los experimentos anteriores la reproduccion es
satisfactoria en todo el intervalo de tiempo, Fig. 4.17 (linea continua para condiciones

microaerdbicas y discontinua en condiciones anaerobias).

Las condiciones de aeracién es un pardmetro que influye en la velocidad de consumo del
sustrato, Fig. 4.17. En este sentido, se observa claramente que las condiciones de
microaeracion favorecen el consumo mas rapido de azlcares. En efecto, partiendo de una
concentracién inicial en D-arabinosa de 25 g dm-3, en condiciones de microaeracién, pHo =
4,5y 30°C, y transcurridas 528 h, la concentracion de D-arabinosa era del orden de 2,8 g
dm=2 (Expto. FS1-Mb, Anexo B.2). En medio anaerobio, manteniendo las mismas
condiciones de operacion, la concentracién de este azlcar fue préxima a 10,8 g dm- tras
528 h (Expto. FS1-Ab, Anexo B.2).

Cuando se modificé la fuente de carbono y energia por D-xilosa, el consumo de sustrato
fue més répido si se compara con D-arabinosa. En condiciones de microaeracién, pHo = 4,5
y 30°C, la concentracion de D-xilosa en el medio fue del orden de 0,6 g dm- transcurridas
452,8 h (Expto. FS3-M, Anexo B.2). Sin embargo, en medio anaerobio, en las mismas
condiciones de temperatura y pH, la concentraciéon de azlcares reductores totales fue de
0,6 g dm para un tiempo de 500,8 h (Expto. FS3-A), Fig. 4.17.

A partir de los pardmetros a y B y la Ec. 4.21, se determiné la velocidad especifica de

consumo de sustrato en funcion del tiempo (gRxr), Tabla 4.18.
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Figura 4.17 Consumo de sustrato en los experimentos de fermentacién con H. polymorpha
(FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @, FS1-Ab @, FS3-M A y FS3-A A), a30°Cy
pHo = 4,5, con 25 g dm? de D-ARA, (circulo) 6 D-XILo (triangulo), en
condiciones de microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerébicas (simbolos
rellenos). La linea continua reproduce la Ec. 4.19 de los cultivos en
condiciones microaerobicas y la discontinua en anaerébias.
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Tabla 4.18
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION
Velocidades especificas de consumo de sustrato (qERT Y AaRT)

T=30°Cy pHo = 4,5

. D
Sustrato Coggglgcnigi EE Expto.  Fase L daRT ARt
g g-lh-l g g-lh-l
LIN 50,0 0,092 0,046
FS1-Ma LIN 150,0 0,024 0,025
) . LIN 200,0 0,016 0,021
Microaeracion
LIN 50,0 0,043 0,092
FSI-Mb | IN 1500 0,027 0,030
) LIN 200,0 0,022 0,023
D-arabinosa
LIN 50,0 0,070 0,030
FS1-Aa LIN 150,0 0,026 0,020
) LIN 200,0 0,018 0,018
Anaerobicas
LIN 50,0 0,041 0,057
FS1-Ab | N 150,0 0,026 0,026
LIN 200,0 0,021 0,020
LIN 50,0 0,088 0,085
Microaeracion FS3-M LIN 150,0 0,031 0,034
] LIN 200,0 0,018 0,026
D-xilosa

LIN 50,0 0,107 0,059
Anaerdbicas FS3-A LIN 150,0 0,030 0,030
LIN 200,0 0,018 0,024

Tanto en condiciones anaerébicas como de microaeracién, para cualquiera de los
sustratos utilizados, se observa un descenso del valor de qRx7 en el transcurso del cultivo,

Tabla 4.18. Cuando la pentosa usada fue D-arabinosa, esta velocidad especifica de
consumo de sustrato fue ligeramente superior cuando el bioproceso fue llevado a cabo en

condiciones de microaeracion. En la fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha, 30°C,
pHo = 4,5, y en condiciones microaerdbicas se alcanzé un valor de R igual a 0,092 g g

h1 tras 50 h de fermentacion (Expto. FS1-Ma); en medio anaerébico, manteniendo las
demas condiciones de operacion, se determind una velocidad especifica de consumo de
sustrato de 0,041 g g h'! tras el mismo tiempo de bioproceso (Expto. FS1-Ab). En general,
cuando se utilizd D-xilosa como sustrato se observo un comportamiento similar, aunque las
diferencias no fueron tan significativas. No obstante, cabe destacar que,

independientemente de las condiciones de aeracion o fuente de carbono y energia, los
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valores de g% tienden a aproximarse a medida que avanza el tiempo de cultivo, Fig. 4.18,

comportamiento facilmente justificable si se considera que estamos en la fase final de

consumo de sustrato.
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Figura 4.18 Velocidades especificas de consumo de sustrato (qERT) en experimentos de

fermentacién con H. polymorpha (FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @, FS1-Ab
®, FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm™ de D-ARA.
(circulo) 6 D-XILo (triangulo), en condiciones de microaeracion (simbolos
huecos) 6 anaerébicas (simbolos rellenos).
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Estos valores de qRz; (Tabla 4.18) son inferiores a los obtenidos en investigaciones

anteriores realizadas por este Grupo de Investigacion utilizando biorreactores discontinuos,
tipo mezcla perfecta, con un volumen de cultivo de 500 cm?® y 500 rpm. Concretamente,
durante la fermentacion de D-xilosa con C. shehatae a 30°C, pHo = 4,5 y condiciones
microaerébicas se determiné un valor para la velocidad especifica de consumo de sustrato
de 0,8 g gt h' tras 40 h de bioproceso (Sanchez et al.,, 1997). Por otra parte, en la
fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 5,5, modificando la velocidad

de suministro de aire en el bioproceso y tras 100 h de cultivo, los valores determinados para
gkt fueron de 0,07 g g h! en condiciones de microaeracion y 0,02, 0,05y 0,04 g gt h?

cuando la velocidad de suministro de aire en el cultivo fue de 7,5, 15,0, y 30,0 v/v/min,

respectivamente (Sanchez et al.,1998).

Cuando el rendimiento en biomasa permanece constante en el transcurso del

experimento y ademas se admite que no existe mantenimiento celular, es decir, Yyagr =

YoarT, la velocidad especifica de consumo de sustrato (qarr) puede ser calculado

utilizando el método integral de tratamiento de datos cinéticos segun la Ec. 4.22. En esta
serie, en todos los casos, la velocidad de consumo de sustrato se ha determinado en la
zona de comportamiento lineal de la biomasa con el tiempo. En general, se observa una

aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas de consumo de

sustrato evaluados por los métodos diferencial (g3 ) € integral (garr), Tabla 4.18.

4.2.2.3 Formacion de bioproductos

Al igual que en el estudio de la naturaleza del sustrato, en esta serie experimental los
bioproductos mayoritarios han sido arabitol, cuando el sustrato fue D-arabinosa, y xilitol,
para el caso de D-xilosa. A 30°C y 4,5 de pHo, la maxima concentracion determinada en
etanol no supera los 0,03 g dm- utilizando D-arabinosa como sustrato y condiciones
anaerobias, y 0,25 g dm cuando la pentosa es D-xilosa y condiciones de microaeracién
(Tablas B.10 y B.11, Anexo B.2). El etanol no se considera, por consiguiente, un
bioproducto de formacion mayoritaria. Por otro lado, la maxima concentraciéon alcanzada de

acido acético fue del orden de 0,5 g dm= (Tablas B.7 y B.9, Anexo B.2).

La formacién de bioproductos ha sido estudiada a través de la determinacién de los
rendimientos instantaneos en arabitol y xilitol, y a través de las velocidades especificas de

formacion de arabitol y xilitol.
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> Velocidad especifica de formacién de arabitol

Para el céalculo de la velocidad especifica de formacion de arabitol se aplicé el método
diferencial de tratamiento de datos cinéticos (g% ) a los valores experimentales de

concentracion de arabitol en el medio (Tablas B7 a B12, Anexo B.2). Tras representar Ar
versus t (Fig. 4.19), se obtiene la velocidad de produccién de arabitol por unidad de
volumen, dAr/dt. Esta productividad volumétrica en arabitol obtenida durante la fermentacion
microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5 (Exptos. FS1-Ma y
FS1-Mb), fue 0,001 g dm-3 hl. Manteniendo las mismas condiciones de temperatura y pH,
pero en condiciones anaerobias, dAr/dt aumenté ligeramente, alcanzandose un valor de
0,012 y 0,004 g dm= h'len los Exptos. FS1-Aa y FS1-Ab, respectivamente. En definitiva, se
puede considerar que las condiciones anaerobias favorecen la formacién de arabitol frente a
las microaerobicas. Cabe destacar que se alcanzd una concentracion maxima en arabitol de
1,35 g dm-3tras 118,3 h en la fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha a 30°C, pHo
= 4,5 y en condiciones anaerobias (Tabla B.9, Anexo B.2), mientras que la concentracion
maxima de arabitol en condiciones de microaeracién fue 0,25 g dm- tras 432 h (Tabla B.8,
Anexo B.2). Por otra parte, la produccion de arabitol es mas tardia en condiciones
microaerdébicas, Fig. 4.19, dando comienzo en torno a las 170 h en uno de los experimentos
(Tabla B.8, Anexo B.2), mientras que en medio anaerdbico esta produccion se inicia al
comienzo del cultivo (Tabla B.9 y B.10, Anexo B.2). Esto podria indicar que la produccién de
arabitol en condiciones microaerébicas no estd asociada al crecimiento durante la fase

exponencial.

La velocidad especifica de producciéon de arabitol (g2, ) se determina a partir de la
productividad volumétrica en arabitol mediante el método diferencial segun la Ec. 4.24
(Tabla 4.19). Se observa que g% disminuye a lo largo del tiempo de cultivo

independientemente de las condiciones de aeracion establecidas, Tabla 4.19. Transcurridas

50 h de fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha, 30°C, pHo = 4,5 y condiciones
microaerobicas, se determiné un valor para g2. en torno a 0,002 g g h'* (Expto. FS1-Ma);

transcurrido el mismo tiempo pero en medio anaerobio, la velocidad especifica de

produccion de arabitol fue superior (Exptos. FS1-Aa y FS1-Ab). En general, los valores
obtenidos de ¢R a lo largo del tiempo son inferiores en condiciones microaerébicas, Fig.

4.20, hecho que se puede justificar considerando que parte del sustrato se invierte en una

mayor formacion de biomasa en condiciones microaerobicas.
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Figura 4.19 Ajuste de la concentracion de arabitol frente al tiempo. Calculo de la velocidad
especifica de formacion de arabitol (qu) en los experimentos de fermentacion
con Hansenula polymorpha (FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @ y FS1-Ab @), a
30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm* de D-ARA. (circulo), en condiciones de
microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerébicas (simbolos rellenos).

Tabla 4.19
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION
Velocidades especificas de formacion de arabitol (qE\)r Y Qar)
T=30°CypHo=4,5

.. t, D
Sustrato Co(r;d;crlgcnigi e Expto. Fase h da 10 Ga 10
p gglht gglht
LIN 50,0 0,019 0,013
FS1-Ma
_ » LIN 150,0 0,010 0,007
Microaeracion
FS1-Mb LIN 169,8 0,005 0,006
D-arabinosa LIN 200,0 0,004 0,005
LIN 50,0 0,119 0,041
FS1-Aa
. LIN 118,3 0,066 0,023
Anaerbbica
LIN 50,0 0,058 0,050
FS1-Ab
LIN 150,0 0,026 0,023
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Figura 4.20 Velocidad especifica de formacion de arabitol (qEr) en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS1-Ma O, FS1-Mb O, FS1-Aa @ y FS1-Ab
@), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA, (circulo), en condiciones de
microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerdbicas (simbolos rellenos).

La productividad global en arabitol (YAGr,X) se determiné segun Ec. 4.25, es decir,

recurriendo a la pendiente de la linea recta obtenida en la representacion de Ar vs (X-Xo),
Fig. 4.21. En la fermentacién de D-arabinosa con H. polymorpha a 30°C y 4,5 de pHo, la
productividad global en arabitol alcanzada en medio anaerobio (Expto. FS1-Aa), 0,84 g g7,

fue superior si se compara con la determinada en condiciones de microaeracion, 0,16 g g
(Expto. FS1-Ma), Fig. 4.21.
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1,6

Ar, g dm™

x-x,gdm?

Figura 4.21 Determinacion de la productividad global en arabitol (YAGr,X) segun la Ec. 4.25 en

los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1-Ma O, FS1-Mb O,
FS1-Aa @ y FS1-Ab @), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA, (circulo),
en condiciones de microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerébicas (simbolos
rellenos).

A partir de Y,S,X, y haciendo uso de la definicion de velocidad especifica de crecimiento

(Aiba et al., 1973), se calcul6 la velocidad especifica de produccién de arabitol mediante el
método integral segun Ec. 4.26. Se observa una aceptable concordancia entre los valores
de las velocidades especificas de produccidon de arabitol evaluados por los métodos

diferencial (R, ) e integral (q,, ), Tabla 4.19. En este caso, g, ho se puede calcular en la

fase exponencial porque no existen valores experimentales suficientes que permitan el

célculo de la velocidad especifica maxima de crecimiento (zm).
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» Velocidad especifica de formacién de xilitol

Para el calculo de esta velocidad se aplicé inicialmente el método diferencial de
tratamiento de datos cinéticos a los valores experimentales de concentracion de xilitol en el
medio (Tablas B7 a B12, Anexo B.2). A partir de la determinacion analitica de dXi/dt tras la
representacion de los datos Xi vs t de cada experimento, Fig. 4.22, se calculd la velocidad

especifica de produccion de xilitol por el método diferencial, Tabla 4.20, segun la Ec. 4.27.

4,0

Xi, g dm™

0 50 100 150 200 250 300 350
t,h

Figura 4.22 Ajuste de la concentracion de xilitol frente al tiempo. Calculo de la velocidad
especifica de formacion de xilitol (q)'% ) en los experimentos de fermentacion

con H. polymorpha (FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm™
de D-XILo (triangulo), en condiciones de microaeracion (simbolos huecos) 6
anaerdbicas (simbolos rellenos).

La productividad volumétrica en xilitol obtenida durante la fermentaciéon anaerobia de D-
xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5 (Expto. FS3-A), 0,012 g dm= h?, fue
ligeramente superior a la obtenida modificando las condiciones a microaerébicas, 0,008 g
dm-3 h! (Expto. FS3-M). Del mismo modo que con el arabitol, se puede considerar que las

condiciones anaerobias favorecen la formacion de xilitol frente a las microaerdbicas. En
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efecto, la concentracion maxima alcanzada de xilitol en la fermentacion de D-xilosa con H.
polymorpha a 30°C, pHo = 4,5 y en condiciones anaerobias fue 3,29 g dm- tras 285,0 h
(Tabla B.12, Anexo B.2), mientras que en medio microaerébico fue 2,59 g dm- tras 308,3 h
(Tabla B.11, Anexo B.2).

Tabla 4.20

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION

Velocidades especificas de formacién de xilitol (Q)Dq Y Oy )
T=30°CypHo=4,5

1 1 D .
Sustrato Condicioneside Expto. Fase L ax; 10 Ax; 10
operacion h g g_l ht g g_l ht
LIN 44,8 0,114 0,114
) y LIN 50,0 0,078 0,078
Microaeracion FS3-M
LIN 150,0 0,031 0,031
D-xilosa LIN 200,0 0,024 0,024
LIN 21,0 0,263 0,220
. LIN 50,0 0,111 0,093
Anaer@bica FS3-A
LIN 150,0 0,057 0,047
LIN 200,0 0,045 0,038

De forma similar a lo observado con el arabitol, la velocidad especifica de produccion de

xilitol disminuye a medida que aumenta el tiempo de cultivo, Tabla 4.20. Transcurridas las
mismas horas de bioproceso, en medio anaerobio se obtienen valores de q% superiores a

los determinados en condiciones de microaeracion, Fig. 4.23, tendencia similar a la

determinada en la formacion de arabitol. En efecto, en la fermentacion anaerobia de D-
xilosa con H. polymorpha a 30°C y 4,5 de pHo, se determind un valor para g% de 0,011y
0,006 g g h! transcurridas 50 y 150 h de bioproceso (Expto. FS3-A); tras el mismo tiempo
de cultivo pero en condiciones de microaeracion, se obtuvieron valores para qf inferiores,
0,008 y 0,003 g gt h! (Expto. FS3-M).

En general, se han obtenido unos valores para la velocidad especifica de produccién de
xilitol muy préximos a los determinados por Sanchez et al. (2008) durante la fermentacion

de 25 g dm2 de D-xilosa con C. tropicalis a 30°C, pH = 5,0, en biorreactor discontinuo tipo

mezcla perfecta y condiciones de microaeracion generada sélo por vértice de agitacién (500
rpm). En efecto, en estas condiciones se alcanzaron unos valores para g% en torno a 0,013,

0,009y 0,006 g g* h't tras 50, 100 y 200 h de cultivo, respectivamente.
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Figura 4.23 Velocidad especifica de formacion de xilitol (q)Dq) en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5, con
25 g dm? de D-XILo (tridngulo), en condiciones de microaeracién (simbolos
huecos) 6 anaerobicas (simbolos rellenos).

Segun Ec. 4.28, la productividad global en xilitol (Y)?,X) se determina como la pendiente
de la linea recta obtenida en la representacion de Xi frente a (x-Xo), Fig. 4.24. Una vez
calculado Y, , y teniendo en cuenta la definicion de velocidad especifica de crecimiento [u
= (1/x) dx/dt], se determind la velocidad especifica de produccion de xilitol por el método

integral, Ec. 4.29.

En este caso, en comparacién con el arabitol, se observa una mejor concordancia entre

los valores de las velocidades especificas de produccion de xilitol evaluados por los
métodos diferencial (q)'%) e integral (qy ), Tabla 4.20, aunque los célculos estan basados en

pocos puntos experimentales, fundamentalmente cuando se opera en condiciones de
microaeracion.
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Figura 4.24 Determinacion de la productividad en xilitol segin la Ec. 4.28 en los
experimentos de fermentacion con H. polymorpha ((FS3-M A y FS3-A A), a
30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm™ de D-XILo (triangulo), en condiciones de
microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerébicas (simbolos rellenos).

» Rendimiento en arabitol

Considerando constante Y,art @ l0 largo del experimento, se represento los valores de
Ar a distintos tiempos frente a (ARTo-ART), Fig. 4.25, obteniendo una recta cuya pendiente
corresponde a Y 47, S€gun la Ec. 4.30, siendo la concentracion inicial en arabitol nula, ya
queat=0hAr— 0.

Se observa una notable diferencia en el rendimiento global en arabitol segun el nivel de
aeracion establecido en el medio, Fig. 4.25; en medio anaerobio se alcanzaron valores de
Y S arT SUperiores a los determinados en microaeracion, Tabla 4.21. En efecto, cuando se

utilizé D-arabinosa durante la fermentaciéon con H. polymorpha a 30°C, pHo = 4,5 y en
condiciones de microaeracion (Exptos. FS1-Ma y FS1-Mb), se alcanzé un rendimiento
global en arabitol en torno a 0,02 g g, valor considerablemente inferior al determinado en
medio anaerobio (Expto. FS1-Ab), 0,10 g g1, Tabla 4.21.
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En relacién con estos resultados cabe destacar el trabajo de Fonseca et al. (2007)
usando dos levaduras diferentes. Estos autores obtuvieron un rendimiento en arabitol
durante la fermentacién de L-arabinosa con Candida arabinofermentans y P. guilliermondii a
30°C y pH =5,5, de 0,01 y 0,47 g g1, respectivamente, rendimientos que son muy inferiores
y superiores a los obtenidos en nuestra fermentacién de D-arabinosa con H. polymorpha
(Pichia augusta). Este grupo de investigacion utilizo fermentadores de 1 dm? operando con

500 cm?® de medio de cultivo, sometidos a una velocidad de agitacion de 200 rpm.

1,0

0,8 1

0,6 1

Ar, g dm™

0,4 1 ()

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

ART_-ART, g dm®

Figura 4.25 Determinacion de los rendimientos globales en arabitol (YAGr,ART) segun la Ec.
4.30 en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1-Ma O,
FS1-Mb O y FS1-Ab @), a 30°C y pHo = 4,5, con 25 g dm=2 de D-ARA,
(circulo), en condiciones de microaeracion (simbolos huecos) 6 anaerdbicas
(simbolos rellenos).
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Tabla 4.21
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DEL NIVEL DE AERACION

Rendimientos globales en arabitol y xilitol (Y Sart» Yo arT )
T =30°Cy pHo = 4,5

o G G
Sustrato ((j:ondlcmn.(?s Expto. L YaiRt  YXiRT
e operacion ggl ggl
. . FS1-Ma 0,018
Microaeracion ES1-Mb 0.022
D-arabinosa - !
. FS1-Aa 118,3 0,136*
Anaerdbica
FS1-Ab 0,096
) Microaeracion FS3-M 308,3 0,122*
D-xilosa .
Anaerébica FS3-A 0,168

(*) Rendimientos instantaneos (Y art + YxiarT )-

» Rendimiento en xilitol

De igual forma, el rendimiento global en xilitol, Ygart, partiendo de D-xilosa y en

condiciones anaerobias, se determind a partir de la pendiente obtenida tras representar Xi
frente a (ARTo.-ART), Fig. 4.26, segun Ec. 4.31, considerando la concentracion inicial en
xilitol nula, ya que at = 0 h Xioc = 0. En condiciones microaerdbicas sdlo se ha podido
calcular el rendimiento instantaneo en xilitol por no existir valores experimentales suficientes

referidos a azlcares reductores totales en la fase de linealidad de xilitol que apoyaran dicha

etapa con el fin de poder calcular Y gt -

Se observa que, en condiciones anaerobias, la formacién de xilitol a partir de D-xilosa se
inicia a tiempos proximos al comienzo del cultivo, Fig. 4.26, y este rendimiento, 0,17 g g1, es

ligeramente superior al obtenido en condiciones de microaeracién, Tabla 4.21.

Estos valores de rendimiento en xilitol son inferiores a los obtenidos por Sanchez et al.
(1998), 0,62 g g1, en la fermentacion de 25 g dm de concentracion inicial de D-xilosa con
H. polymorpha a 30°C, pHo. = 4,5 y en condiciones microaerébicas conseguidas soélo a partir
del vortice de agitacion en un biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta. En
investigaciones anteriores realizadas por este Grupo de Investigacién usando el mismo tipo
de biorreactor discontinuo, se llevo a cabo la fermentacion de D-xilosa con C. shehatae a
30°C, pHo = 4,5 y 500 rpm (Sanchez et al., 1997). Sin embargo, en este caso, el rendimiento
global en xilitol, 0,078 g g, fue inferior al conseguido en esta serie experimental, Tabla
4.21.
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Figura 4.26 Determinacién del rendimiento en xilitol segun la Ec. 4.31 en los experimentos
de fermentaciéon con H. polymorpha ((FS3-M A y FS3-A A), a 30°C y pHo = 4,5,
con 25 g dm de D-XIL, (triangulo), en condiciones de microaeracion (simbolos
huecos) 6 anaerdbicas (simbolos rellenos).

4.2.3 Influencia del pHo del medio de cultivo

En relacion con el pH de cultivo, para cada una de las pentosas utilizadas como sustrato,
D-arabinosa y L-arabinosa, se llevé a cabo una serie experimental de fermentaciones con H.
polymorpha a 35, 40 y 45°C, en condiciones de microaeracion (entrada de aire solo por el
vértice de agitacién), modificando el pH inicial del medio de cultivo (3,5, 4,5 y 5,5) para cada
una de las temperaturas. La concentracion inicial de pentosa en el medio de Lindegren et al.

(1958) fue 25 g dm- en todos los casos.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacion de
biomasa, consumo de sustrato, y formacion de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacion se han indicado en las Tablas B.13 a B.28 (Anexo B.3), y se han
representado en las Figuras B.13 a B.28 (Anexo B.3) los mismos parametros excepto el pH
y la concentracion de etanol; debido a que el sustrato es D 6 L-arabinosa se representa la

concentracién de arabitol que debe ser el bioproducto de mayor concentracion.
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Los procesos de fermentacién llevados a cabo con D-arabinosa, pHo = 4,5 y 40°C, en
condiciones de microaeracion, ya fueron expuestos en el Anexo B.1 en el estudio de la
influencia de la naturaleza del sustrato (Exptos. F-Sla, F-S1b y F-Slc, Tablas B.1 a B.3).
De igual forma sucede con L-arabinosa como sustrato, bajo las mismas condiciones
(Exptos. F-S2a y F-S2b, Tablas B.4 y B.5).

4.2.3.1 Formacion de biomasa

Para evaluar la formacién en biomasa durante la fermentaciéon con H. polymorpha se
utilizaron los parametros caracteristicos del crecimiento celular: velocidad especifica
maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa. En algunos experimentos
de esta serie no se ha podido evaluar un durante la fase exponencial ya que no se pudo
caracterizar ésta de forma exhaustiva (Exptos. FS1T3-pH2, FS2T3-pH2, FS1T5-pH2,
FS2T5-pH2, F-Slay F-S2a).

A partir de las curvas de crecimiento, Fig. 4.27, se establece claramente el periodo de
crecimiento exponencial, y se determinan los valores de la velocidad especifica méxima de
crecimiento mediante ajuste por minimos cuadrados a la Ec. 4.15 de los datos del logaritmo

neperiano de la concentracién adimensional de biomasa y tiempo, Tabla 4.22.

En esta serie experimental la existencia de la fase ‘lag’ 6 de latencia, previa a la fase de
crecimiento exponencial, es un hecho destacable en un numero considerable de
experimentos. En efecto, en las curvas de crecimiento de los experimentos de fermentacion
de D-arabinosa con H. polymorpha en condiciones de microaeracion, a 35°C, pHo = 3,5y
5,5 (Exptos. FS1T3-pH1 y FS1T3-pH3), se obtuvo una fase de adaptacién de 3,5y 3,0 h,
respectivamente. Cuando la fuente de carbono y energia fue L-arabinosa, en condiciones de
microaeracion, a 35°C y modificando el pHo (3,5, 4,5 y 5,5), este periodo fue de 3,5, 1,5y
2,0 h, respectivamente (Exptos. FS2T3-pH1, F-S2a y FS2T3-pH3). La fase ‘lag’ mas corta, 1
h, se detecté durante la fermentacién microaerébica de L-arabinosa con H. polymorpha a
40°C y pHo = 4,5. En general, se detecta una fase de adaptacién de mayor duracién cuando
el sustrato es D-arabinosa, a pesar de que el in6culo de partida estuvo utilizando la misma

pentosa en medio solido con agar, durante 48 h previas al inicio del experimento.
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Figura 4.27 Curvas de crecimiento. Determinacién de velocidades especificas maximas de
crecimiento segun la Ec. 4.15 en los experimentos de fermentacion con H.
polymorpha (FS1T4-pH1, F-S1b, FS1T4-pH3, FS2T4-pH1, FS2b y FS2T4-
pH3), a 40°C y en condiciones de microaeracion, con 25 g dm= de D-ARA,
(circulo) y L-ARA, (cuadrado), y modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5
(simbolo verde) a 5,5 (simbolo azul).
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FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA DEL pHo DEL MEDIO DE CULTIVO

Tabla 4.22

Velocidad especifica maxima de crecimiento (um) y productividad volumétrica de biomasa (Pb)

Condiciones de microaeracion

Sustrato 0-2 pHo Expto. E"; r2 g dr:i’ h r?
3,5 FS1T3-pH1 0,118 0,998 0,006 0,983
35 4,5 FS1T3-pH2 — 0,012 0,955
55 FS1T3-pH3 0,148 0,999 0,008 0,960
3,5 FS1T4-pH1 0,070 0,998 0,020 0,991
F-Sla —
D-arabinosa 40 4.5 F-Sib 0,013*
F-Sic 00857
5,5 FS1T4-pH3 0,306 0,921 0,011 0,972
3,5 FS1T5-pH1 0,118 0,991 0,013 0,988
45 4,5 FS1T5-pH2 — 0,006 0,968
5,5 FS1T5-pH3 0,218 0,915 0,012 0,980
3,5 FS2T3-pH1 0,123 0,997 0,011 0,944
35 4,5 FS2T3-pH2 — 0,016 0,982
55 FS2T3-pH3 0,119 0,994 0,006 0,997
3,5 FS2T4-pH1 0,097 0,999 0,031 0,976
L-arabinosa 40 45 F-S2a - 0,011*
F-S2b 0,105*
5,5 FS2T4-pH3 0,320 0,966 0,014 0,992
3,5 FS2T5-pH1 0,150 0,996 0,021 0,989
45 4,5 FS2T5-pH2 — 0,011 0,975
55 FS2T5-pH3 0,230 0,931 0,015 0,980

(*) Valores medios calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.10.

En las fermentaciones microaerébicas de ambas pentosas con H. polymorpha a 40°C y
pHo = 5,5 (Exptos. FS1T4-pH3 y FS2T4-pH3) se aprecian los periodos de crecimiento
exponencial mas cortos, 4 h (Fig. 4.27). No obstante, utilizando L-arabinosa como fuente de
carbono y energia, en condiciones de microaeracién, a 35°C y pHo = 5,5 (Expto. FS2T3-

pH3), se alcanzé la méaxima duracion de esta fase exponencial, 24,8 h. En general, pH y

temperaturas extremas conducen a una mayor duracion de la fase exponencial.

El maximo valor alcanzado de pm en esta serie, 0,32 h'1, corresponde a la fermentacion
microaerébica de L-arabinosa con H. polymorpha a 40°C y pHo = 5,5 (Expto. FS2T4-pH3),

Tabla 4.22. Por el contrario, en esta serie experimental se observa que la velocidad
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especifica maxima adquiere un valor minimo, 0,07 h-, utilizando D-arabinosa como sustrato
a 40°C y pHo =3,5 (Expto. F-S1T4-pH1).

Se observa que, fijada la temperatura, el valor de la velocidad especifica maxima
aumenta a medida que se incrementa el pHo del medio. En efecto, durante la fermentacién
microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha a 40°C, y maodificando las condiciones del
pHo de 3,5, 4,5 a 5,5, se alcanz6 un valor de pm del orden de 0,07, 0,09 y 0,31 h7,
respectivamente, Tabla 4.22. Utilizando L-arabinosa como sustrato y manteniendo las
mismas condiciones de operacion, se alcanzaron valores de um ligeramente superiores para
cada uno de estos pHo (0,10, 0,11 y 0,32 h', respectivamente), Tabla 4.22. Este Gltimo
aspecto ya se puso de manifiesto durante la evaluacion de los resultados alcanzados para
la velocidad especifica maxima de crecimiento de biomasa en el estudio de la influencia de
la naturaleza del sustrato en el bioproceso, Tabla 4.10. Este hecho puede indicar que H.

polymorpha metaboliza de forma mas eficaz L-arabinosa.

En la revision bibliogréfica previa, realizada al inicio de esta Tesis Doctoral, no se ha
encontrado referencias de trabajos centrados en la fermentacién de D o L-arabinosa con H.
polymorpha que determinen velocidades especificas maximas de crecimiento. Sin embargo,
si existe referencias sobre D-xilosa y otras levaduras no tradicionales. En general, los
valores alcanzados de velocidad especifica maxima de crecimiento en esta serie, Tabla
4.22, son inferiores a los obtenidos en trabajos previos a esta investigacion, donde el pHo
también fue modificado a temperatura constante. En efecto, en la fermentacion de D-xilosa
pura con H. polymorpha a 30°C, se alcanzé un valor de la pm en torno a 0,38, 0,43 y 0,41 h-
1, tras modificar el pHo de 3,5, 4,5 a 5,5, respectivamente (Sanchez et al., 1998). De igual
forma, en la fermentacién de D-xilosa con C. shehatae a 30°C, y modificando el pHo de 3,5,
4,0 a 4,5, se alcanzaron valores de pm superiores (0,28, 0,30 y 0,33 h!) a las obtenidas en
esta serie experimental (Sanchez et al., 1997). En ambos casos se oper6 con un biorreactor
discontinuo, tipo mezcla perfecta, y condiciones de aeracién por vortice (500 rpm). Estas
diferencias en los valores de pm se pueden justificar considerando las distintas
configuraciones del biorreactor que permiten en la investigacion previa un mayor nivel de
aeracion y concentracion de oxigeno disuelto; en este trabajo se ha operado usando
matraces Erlenmeyer de 50 cm?® (tapados con algodén) y un agitador orbital a 100 rpm.
Légicamente, estas condiciones conducen a un nivel de aeracién mas pequefio, que puede

dar lugar a un nivel de Oz disuelto tan bajo que constituya un factor limitante del crecimiento.

En la fermentacion de D-glucosa con H. polymorpha, a 45°C y modificando el pHo, en el

intervalo 3,5 a 5,5, se alcanzaron valores mas elevados para la velocidad especifica maxima
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de crecimiento (Escalante et al., 1990a). En dicha investigacion se operé utilizando
matraces Erlenmeyer agitados (100 rpm), conteniendo 100 cm?® de medio de cultivo de H.
polymorpha con 1% (p/V) de hexosa. Como consecuencia, el maximo valor alcanzado para

Mm, €n torno a 0,55 h-1, se obtuvo a un pHo. cercano a 4,5.

Tras representar x vs t, Fig. 4.28, para establecer la fase de desaceleracion en cada uno
de los experimentos, se han determinado los valores de Py, por ajuste por minimos
cuadrados de los datos de concentracion de biomasa frente a tiempo de proceso a la Ec.
4.16, Tabla 4.22.

Los valores obtenidos de P» no muestran ninguna tendencia definida con respecto al
aumento del pHo del medio de cultivo, Tabla 4.22. Parciamente, este hecho podria
justificarse considerando que en la fermentacién con H. polymorpha se han utilizado
matraces Erlenmeyer de 50 cm? ubicados de forma aleatoria dentro de un agitador orbital
(100 rpm). En efecto, fijada una temperatura constante dentro del agitador y variando el pHo
del cultivo, posiciones no similares de los matraces Erlenmeyer dentro del agitador, podrian
generar ligeras variaciones de las condiciones de operacion (T y aeracién) y por tanto,
evoluciones diferentes en lo que se refiere a formacién de biomasa. El maximo valor de
productividad en biomasa obtenido en esta serie, préximo a 0,03 g dm-2 h1, fue durante la
fermentacion microaerdbica de L-arabinosa con H. polymorpha a 40°C y pHo = 3,5 (Expto.
FS2T4-pH1). Por otro lado, y de forma general, al igual que sucede con la velocidad
especifica méxima de crecimiento, los valores de Py fueron ligeramente superiores

utilizando L-arabinosa como fuente de carbono y energia frente a D-arabinosa.

En el estudio de la fermentacion de D-xilosa con C. shehatae a 30°C, utilizando
biorreactores discontinuos de 500 cm?, tipo mezcla perfecta, con microaeracién por vortice
(500 rpm), y modificando las condiciones del pHo en el intervalo 2,5 a 6,5, se obtuvieron en
general unos valores para la productividad volumétrica de biomasa ligeramente superiores a
los alcanzados en esta serie experimental (Sanchez et al., 1997). Efectivamente, cuando el
bioproceso se llevé a cabo con un pHo entre 2,5 y 4,5, la productividad de biomasa obtenida
fue del orden de 0,02 g dm= h1; al aumentar el pHo (entre 4,5 y 6,5), también se obtuvieron

valores para Py ligeramente superiores, 0,04 g dm-=h-1,

Sanchez et al. (2008) estudid la fermentacion de 25 g dm-2 de D-xilosa con C. tropicalis a
30°C, pH = 5,0 y condiciones de microaeracion (solo vértice de agitacion), obteniendo un
valor para la productividad en biomasa, 0,0043 g dm -3 h1, inferior a la conseguida en esta

serie experimental.
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Figura 4.28 Determinacién de la productividad volumétrica en biomasa (Py), segun la Ec.
4.16, en los experimentos de fermentacién con H. polymorpha (FS1T4-pH1, F-
S1b, FS1T4-pH3, FS2T4-pH1, FS2b y FS2T4-pH3), a 40°C y en condiciones
de microaeracion, con 25 g dm de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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Con respecto a la evolucion del pH, en algunos experimentos se observa un
considerable aumento del valor inicial de éste. En este sentido, en la fermentacion
microaerébica de L-arabinosa con H. polymorpha a 35°C y pHo = 5,5, tras 66,3 h de
bioproceso el pH alcanzé un valor maximo de 7,6 (Expto. FS2T3-pH3, Tabla B.18 del Anexo
B.3). De igual forma ocurre en la fermentacion utilizando el mismo sustrato, a 40°C y un pHo
= 3,5 (Expto. FS1T4-pH1); tras 176,5 h de cultivo el pH aumenté hasta 4,5. Por otro lado,
cabe destacar el hecho de que, en general, en cada una de las temperaturas estudiadas y
para cada uno de los pHo establecidos (3,5, 4,5 y 5,5), este aumento es mas acusado
cuando la fuente de carbono y energia en la fermentacién fue L-arabinosa. Por ejemplo, en
la fermentacion microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha a pHo = 3,5 y 35°C, el pH
alcanza un valor maximo del orden de 4,4 tras 148 h de bioproceso (Expto. FS1T3-pH1).
Utilizando L-arabinosa como sustrato y manteniendo las mismas condiciones de operacion,

el pH aumento hasta un valor de 5,5 transcurridas 216 h de cultivo (Expto. FS2T3-pH1).

En esta serie experimental, la méaxima concentracion de biomasa, 4,04 g dm=3, se
alcanzo transcurridas 153 h de cultivo de la fermentacion de L-arabinosa con H. polymorpha
a 40°C, en condiciones microaerdbicas y pHo = 3,5 (Expto. FS2T4-pH1), existiendo en el

medio una concentracion final de ART en torno a 6,69 g dm-y siendo 4,8 el pH.

4.2.3.2 Consumo de sustrato

El consumo de azucares ha sido estudiado a través de la determinacion de YSagt Y garr.

Tras representar los valores de (X-Xo) Vs (ARTo-ART), Fig. 4.29, se procedi6 a la

determinacion del rendimiento global en biomasa segun Ec. 4.17, Tabla 4.23.

En general, a temperatura constante, se observa que el rendimiento global en biomasa,
independientemente del sustrato utilizado (D 6 L-arabinosa), disminuye ligeramente con el

aumento del pH del medio. En efecto, durante la fermentacién microaerébica de D-
arabinosa con H. polymorpha a 35°C, se alcanzaron valores de YX(,3ART proximos a 0,29, 0,18
y 0,16 g g tras modificar el pHo de 3,5, 4,5 y 5,5, respectivamente (Fig. 4.29). Modificando
la fuente de carbono y energia por L-arabinosa y manteniendo la temperatura de operacion

(35°C), el rendimiento global en biomasa fue del orden de 0,45, 0,30 y 0,10 g g frente a
una variacion del pHo desde 3,5, 4,5 a 5,5, respectivamente (Fig. 4.29).
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Figura 4.29 Determinacion de los rendimientos globales en biomasa (Y)SART), segun la

Ec. 4.17, en la fermentacién con H. polymorpha (FS1T3-pH1, FS1T3-pH2,
FS1T3-pH3, FS2T3-pH1, FS2T3-pH2 y FS2T3-pH3), a 35°C y en condiciones
de microaeracioén, con 25 g dm de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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De igual forma, para cada pH inicial fijo, y utilizando D 6 L-arabinosa como sustrato, en
general, YSagr disminuye con el incremento de la temperatura de operacion. En efecto,
cuando se utilizé D-arabinosa como sustrato durante la fermentacién microaerébica con H.
polymorpha, pHo = 4,5 y a las temperaturas de 35, 40 y 45°C, YS\rrfue préximo a 0,18,
0,16 y 0,12 g g?, respectivamente, Tabla 4.23. De forma similar ocurre utilizando L-

arabinosa como sustrato; cuando pHo = 4,5, el rendimiento global en biomasa disminuye
ligeramente (de 0,30 a 0,19 g g!) conforme aumenta la temperatura desde 35, 40 a 45°C.

Tabla 4.23
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA DEL pHo DEL MEDIO DE CULTIVO

Rendimientos globales en biomasa (YSART)

Condiciones de microaeracion

T YAt 2
Sustrato o pHo Expto. r
C il
gg
3,5 FS1T3-pH1 0,289 0,928
35 45 FS1T3-pH2 0,177 0,944
5,5 FS1T3-pH3 0,160 0,900
3,5 FS1T4-pH1 0,183 0,992
. F-Sla
D-arabinosa 40 45 0,161*
F-Sib
5,5 FS1T4-pH3 0,152 0,976
3,5 FS1T5-pH1 0,217 0,933
45 45 FS1T5-pH2 0,116 0,931
5,5 FS1T5-pH3 0,120 0,957
3,5 FS2T3-pH1 0,450 0,991
35 45 FS2T3-pH2 0,298 0,954
5,5 FS2T3-pH3 0,095 0,966
3,5 FS2T4-pH1 0,224 0,976
) F-S2a
L-arabinosa 40 4,5 0,193*
F-S2b
5,5 FS2T4-pH3 0,206 0,991
3,5 FS2T5-pH1 0,167 0,926
45 45 FS2T5-pH2 0,192 0,939
5,5 FS2T5-pH3 0,199 0,996

(*) Valores medios calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.11.
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En general, se alcanzaron valores de YS\zr superiores cuando se utilizé L-arabinosa

como fuente de carbono y energia, en las mismas condiciones de T y pH, tal y como se

indico en el seccion de naturaleza de sustrato (Apartado 4.2.1).

En un estudio previo sobre la fermentacion de 25 g dm-2 de D-xilosa con H. polymorpha a
30°C, modificando el pHo (3,5, 4,5 y 5,5), y en condiciones microaerdbicas conseguidas so6lo

a partir de vortice de agitacion (Sanchez et al., 1998), se obtuvo en general un valor de
YSarT inferior al alcanzado en esta serie (0,16, 0,15 y 0,12 g g%, respectivamente), si bien

es cierto que la temperatura de fermentacion en aquel experimento fue inferior a las
empleadas en esta serie experimental. Al aumentar las condiciones de pH se observé una
ligera disminucién en el rendimiento global de biomasa. En aquella investigacion se oper6
con un biorreactor discontinuo, tipo tanque agitado, con un volumen de 500 cm?® y una

agitacion de 500 rpm.

También en otro trabajo anterior sobre la influencia de la variacién de la concentracion
inicial de sustrato y extracto de levadura, durante la fermentacibn de D-xilosa con P.
tannophilus, para la produccion de etanol a 30°C y pHo = 4,5 (Bravo et al., 1995), partiendo
de una concentracién inicial de aztcar de 25 g dm=y 4 g dm= de extracto de levadura, se
alcanzo un valor del rendimiento global en biomasa, 0,094 g g%, inferior al obtenido en esta
serie, si bien es verdad que la temperatura en la que se llevé a cabo el bioproceso (30°C)
fue también inferior a todas las establecidas en esta serie experimental (35, 40 y 45°C). En
aquella investigacion se operd con un biorreactor discontinuo, tipo tanque agitado, con un

volumen util de 2 dm?3 y una agitacién de 500 rpm.

De igual forma, en la fermentaciéon de 25 g dm=2 de D-xilosa con C. shehatae a 30°C, y
modificando el pHo de 3,5, 4,5 a 4,5, se alcanzaron valores de YSarr (0,042, 0,036 y 0,052

g g inferiores a las obtenidas en esta serie experimental (Sanchez et al., 1997). En este
caso se operé con un biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta, y condiciones de

aeracion (500 rpm).

Sanchez et al. (2004), en la fermentacion de 25 g dm de D-xilosa con P. tannophilus,
pH = 4,5, y 35°C, obtuvieron un valor del rendimiento global en biomasa mas préximo a los

alcanzados en este estudio, 0,13 g g*.

La comparacion con estos trabajos previos muestra como H. polymorpha invierte mas
sustrato (D o L-arabinosa) en formacion de biomasa que P. tannophilus, C. shehatae, y ella

misma, cuando estas levaduras usan como fuente de carbono y energia D-xilosa.
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Con el fin de determinar la velocidad especifica de consumo de sustrato, se ha aplicado
inicialmente el método diferencial de tratamiento de datos cinéticos. Para ello, la ecuacion
que ofrece una mejor reproducibilidad de los datos de sustrato en mayores intervalos de
tiempo en los resultados obtenidos con H. polymorpha fue de nuevo la Ec. 4.19. Tras
linealizar esta ecuacion, Ec. 4.20, y mediante ajustes por minimos cuadrados de los valores
del In[In(ART./ART)] frente a In t, se obtuvieron los parametros a y $ en cada uno de los

experimentos, Fig. 4.30.

En esta serie experimental (Tablas B13 a B.28, Anexo B.3 y Tablas B.1 a B.5, Anexo
B.1), se observa cémo el descenso de la concentracién de sustrato en el medio fue mas
rapida desde el inicio del cultivo para después disminuir lentamente, Fig. 4.31. De nuevo se
observan sélo dos etapas de consumo de sustrato, aunque ésta no es la tendencia general
cuando la concentracion de inéculo es pequefia. Este comportamiento, en relacién al
consumo rapido de los azlcares desde t = 0 h, se justifica considerando que se ha usado
una alta concentracion de inéculo, y ello conduce a que no se aprecie la parte horizontal
inicial de la curva de consumo de sustrato. Una vez obtenidos los parametros a y B3, se
puede comprobar la bondad del ajuste recalculando los valores de ART mediante la
ecuacion Ec. 4.19. Se observa que para los experimentos anteriores la reproduccion es

satisfactoria en todo el intervalo de tiempo, Fig. 4.31 (linea continua).

A partir de la Ec. 4.21, y con los parametros a y 3, se determindé la velocidad especifica

de consumo de sustrato en funcion del tiempo (gRxr), Tablas 4.24 y 4.25.

Independientemente de la fuente de carbono y energia utilizada (D é L-arabinosa), en
cada una de las condiciones de pH. estudiadas, se observa un descenso del valor de qRgt
en el transcurso del cultivo, Tablas 4.24 y 4.25.

El valor de pHo del medio de cultivo influye en la velocidad de consumo del sustrato. En
este sentido, cuando la pentosa usada fue D-arabinosa, fijada una temperatura de 35°C, en
general se observo un ligero descenso de gRrr al incrementar el valor del pHo transcurrido
el mismo tiempo de cultivo. Efectivamente, durante la serie de fermentaciones
microaerébicas de 25 g dm= de D-arabinosa con H. polymorpha a 35°C y aumentando el
pHo del medio (3,5, 4,5y 5,5), el valor de qS; disminuye tras 50 h de cultivo (0,088, 0,057

y 0,046 g g* h', respectivamente), Tabla 4.24. Sin embargo, a 45°C cuando se modifica el

pHo de cultivo no se observa esa tendencia.
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Figura 4.30 Ajuste a la Ec. 4.20 para la determinacion de la velocidad especifica de
consumo de sustrato (qRRT) de los resultados en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS1T3-pH1, FS1T3-pH2, FS1T3-pH3,
FS2T3-pH1, FS2T3-pH2 y FS2T3-pH3), a 35°C y en condiciones de
microaeracion, con 25 g dm3 de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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Figura 4.31 Consumo de sustrato en los experimentos de fermentacién con H. polymorpha

(FS1T3-pH1, FS1T3-pH2, FS1T3-pH3, FS2T3-pH1, FS2T3-pH2 y FS2T3-pH3),
a 35°C y en condiciones de microaeracion, con 25 g dm de D-ARA, (circulo) y
L-ARA, (cuadrado), y modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a
5,5 (azul). La linea continua reproduce la Ec. 4.19 de los mismos cultivos.
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Tabla 4.24
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha. INFLUENCIA DEL pHo, DEL MEDIO

Velocidades especificas de consumo de D-arabinosa (q5x1Y dart)
Condiciones de microaeracion y D-ARA, = 25 g dm

0-2 pHo Expto. Fase :1 q%T_l inT.l
ggth ggth
LIN 50,0 0,088 0,036
35 FS1T3-pH1 LIN 100,0 0,064 0,024
EST 192,0 0,016 —
LIN 50,0 0,057 0,099
35 4,5 FS1T3-pH2 LIN 100,0 0,046 0,053
EST 380,5 0,010 —
EXP 10,0 1,164 0,925
55 FS1T3-pH3 LIN 50,0 0,046 0,071
EST 160,0 0,011 —
LIN 50,0 0,114 0,108
35 FS1T4-pH1 LIN 100,0 0,059 0,054
LIN 150,0 0,031 0,036
LIN 50,0 0,104*  0,077*
F-Sla
LIN 150,0 0,022*  0,035*
40 4,5 EXP 10,0 1,048*  0,567*
F-Sib LIN 50,0 0,130*  0,091*
LIN 150,0 0,027*  0,036*
LIN 50,0 0,084 0,085
5.5 FS1T4-pH3 LIN 100,0 0,036 0,052
LIN 150,0 0,020 0,037
EST 236,0 0,013 —
LIN 31,5 0,090 0,100
35 FS1T5-pH1 LIN 50,0 0,052 0,075
LIN 100,0 0,019 0,041
EST 140,5 0,013 —
LIN 50,0 0,139 0,128
45 FS1T5-pH2 LIN 100,0 0,107 0,074
45 LIN 150,0 0,077 0,052
EST 216,0 0,034 —
LIN 10,0 0,310 0,285
LIN 50,0 0,119 0,120
5,5 FS1T5-pH3 LIN 100,0 0,055 0,070
LIN 150,0 0,030 0,049
EST 2355 0,020 —

(*) Valores calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.12.

pag. 221



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Por el contrario, utilizando L-arabinosa como sustrato y fijada la temperatura de
operacion a 35°C, en general se observé un ligero aumento de R al incrementar el valor

del pHo del medio transcurrido el mismo tiempo de bioproceso. En efecto, durante la serie

de fermentaciones microaerébicas de 25 g dm-2 de L-arabinosa con H. polymorpha a 35°C e
incrementando el pHo del medio (3,5, 4,5 y 5,5), los valores de gRrt tras 50 h de cultivo
fueron del orden de 0,029, 0,039 y 0,116 g g h1, respectivamente, Tabla 4.25. A 40 y 45°C
no se ha observado una tendencia claramente definida.

No obstante, cabe destacar que, independientemente del sustrato, condiciones de
temperatura de operacion y pHo, los valores de kg7 tienden a aproximarse a medida que

avanza el tiempo de cultivo, Fig. 4.32, comportamiento faciimente justificable si se considera

que estamos en la fase final de consumo de sustrato.

Estos valores de q%:r (Tablas 4.24 y 4.25) son inferiores a los obtenidos en

investigaciones anteriores realizadas por este Grupo de Investigacion utilizando
biorreactores discontinuos, tipo mezcla perfecta, con un volumen de cultivo de 500 cm?3 y
500 rpm y D-xilosa como sustrato. Concretamente, en la fermentacién microaerébica de 25

g dm= de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C, y aumentando las condiciones del pHo del
cultivo (3,5, 4,5 y 5,5), tras 100 h de cultivo, los valores determinados para gRXrr fueron del

orden de 0,07, 0,09 y 0,07 g gt h1, respectivamente (Sanchez et al., 1998). De igual forma,

durante la fermentacion de 25 g dm? de D-xilosa con C. shehatae en condiciones
microaerdbicas, a 30°C y pHo = 4,5, se determiné un valor para qS de 0,8 g g h'l tras 40
h de bioproceso (Sanchez et al., 1997); al aumentar el pHo (5,5) se alcanzé un valor de

=& del orden de 2,0 g gt httras 20 h de cultivo.

Cuando el rendimiento en biomasa permanece constante en el transcurso del

experimento, y ademas se admite que no existe mantenimiento celular, es decir, Y, pgr =

YSarT, la velocidad especifica de consumo de sustrato (qart) puede ser calculado usando

el método integral de tratamiento de datos cinéticos, Ec. 4.22. En esta serie la velocidad de
consumo de sustrato se ha determinado en las fases exponencial y de desaceleracion (esta
Gltima zona de comportamiento lineal de la biomasa con el tiempo). En general, se observa
una aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas de consumo de

sustrato evaluados por los métodos diferencial (qR&7) € integral (garr), Tablas 4.24 y 4.25.

Se detecta mayor discrepancia en los valores determinados en la fase exponencial.
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Tabla 4.25

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha. INFLUENCIA DEL pHo, DEL MEDIO

Condiciones de microaeracion y L-ARA, = 25 g dm™

Velocidades especificas de consumo de L-arabinosa (qRzTY GarT)

T D
o pHo Expto. Fase 5 daRT daRT
C h g gtht g gtht
EXP 10,0 0,184 0,273
LIN 50,0 0,029 0,025
35 FS2T3-pH1
LIN 100,0 0,020 0,016
LIN 150,0 0,015 0,012
LIN 50,0 0,039 0,040
35 4,5 FS2T3-pH2
LIN 100,0 0,019 0,025
EXP 19,8 0,272 1,261
LIN 50,0 0,116 0,091
5,5 FS2T3-pH3
LIN 100,0 0,071 0,064
EST 160,0 0,047 —
LIN 28,0 0,113 0,134
3,5 FS2T4-pH1 LIN 50,0 0,068 0,083
EST 153,0 0,017 —
LIN 50,0 0,059*  0,046*
F-S2a
LIN 150,0 0,018*  0,024*
0 45 EXP 10,0 0,887*  0,569*
F-S2b LIN 50,0 0,073*  0,078*
EST 166,5 0,021* —
EXP 6,0 0,375 1,553
LIN 50,0 0,073 0,059
5,5 FS2T4-pH3
LIN 100,0 0,038 0,037
LIN 150,0 0,023 0,027
EXP 6,5 2,591 0,896
LIN 20,5 0,211 0,212
35 FS2T5-pH1 LIN 50,0 0,067 0,094
LIN 100,0 0,026 0,053
EST 140,5 0,021 —
45 LIN 50,0 0,110 0,117
4,5 FS2T5-pH2 LIN 100,0 0,064 0,055
LIN 150,0 0,043 0,036
EXP 7,0 0,713 1,158
LIN 50,0 0,086 0,061
5,5 FS2T5-pH3
LIN 100,0 0,038 0,038
LIN 150,0 0,021 0,028

(*) Valores calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.12.
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Figura 4.32 Velocidades especificas de consumo de sustrato (qERT) en los experimentos

de fermentacién con H. polymorpha (FS1T3-pH1, FS1T3-pH2, FS1T3-pH3,
FS2T3-pH1, FS2T3-pH2 y FS2T3-pH3), a 35°C y en condiciones de
microaeracion, con 25 g dm? de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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4.2.3.3 Formacion de bioproductos

En esta serie experimental centrada en el estudio de la influencia del pH inicial del
medio, donde se utiliz6 D y L-arabinosa como sustrato, el bioproducto mayoritario fue
arabitol. La méaxima concentracion determinada en etanol no super6 los 0,29 g dm= en la
fermentacion microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha a 35°C y pHo. = 3,5 (Expto.
FS1T3-pH1, Anexo B.3), no considerandose, por tanto, un producto de formacion
mayoritaria. De igual forma, no se han detectado concentraciones elevadas de acido acético
durante el cultivo, siendo 0,07 g dm= el valor mas elevado alcanzado en esta serie
utilizando D-arabinosa a 45°C y pHo = 4,5 (Expto. FS1T5-pH2, Anexo B.3).

En esta serie no se han determinado concentraciones en xilitol significativas, siendo la
maxima alcanzada 0,10 g dm-3, utilizando D-arabinosa como sustrato, a 35°C y pHo = 5,5
(Expto. FS1T3-pH3, Anexo B.3). En lo que respecta a la formacion de arabitol, se alcanzo
una concentracién maxima de 2,25 g dm-3, en la fermentacion microaerébica de D-arabinosa
con H. polymorpha, a 35°C y pHo = 4,5, tras 380,5 h (Expto. FS1T3-pH2, Anexo B.3).
Manteniendo la misma pentosa como sustrato, asi como las condiciones de pH inicial de
cultivo, se obtuvo una concentracién maxima de 1,96 g dm= tras 190 h, y 1,00 g dm- tras
216 h, cuando la temperatura de operacién se incrementdé a 40 y 45°C, respectivamente
(Exptos. F-Sla, Anexos B.1 y FS1T5-pH2 Anexo B.3). Cuando L-arabinosa fue usada como
fuente de carbono y energia, se alcanzé una concentracion maxima en arabitol de 1,54 g
dm=tras 137,0 h a 40°C y pHo = 3,5 (Expto FS2T4-pH1, Anexo B.3), siendo muy préxima
esta concentracion maxima a la obtenida tras 144,8 h, 1,37 g dm=, cuando la temperatura
se redujo a 35°C y pHo = 5,5 (Expto. FS2T3-pH3, Anexo B.3).

La formacion de bioproductos ha sido estudiada a través de la determinacion del

rendimiento instantaneo en arabitol (Ya,art), Y la velocidad especifica de formacion de

arabitol (qgp, ).

> Velocidad especifica de formacién de arabitol

Con el fin de determinar este parametro se aplicé el método diferencial de tratamiento de
datos cinéticos (qR,) a los valores experimentales de concentracion de arabitol en el medio

(Tablas B13 a B28, Anexo B.3 y Tablas B1 a B5, Anexo B.1). A partir de la representacion
de Ar versus t (Fig. 4.33), se obtiene la velocidad de produccién de arabitol por unidad de
volumen, dAr/dt, Tabla 4.26 y 4.27.
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Figura 4.33 Ajuste de la concentracion de arabitol frente al tiempo. Célculo de la velocidad
especifica de formacion de arabitol (qu) en los experimentos de fermentacion
con H. polymorpha (FS1T3-pH1, FS1T3-pH2, FS1T3-pH3, FS2T3-pH1, FS2T3-
pH2 y FS2T3-pH3), a 35°C y en condiciones de microaeracion, con 25 g dm
de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y modificando el pHo de 3,5 (simbolo
rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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En general, independientemente del sustrato utilizado (D o L-arabinosa), durante la
fermentacion microaerdbica con H. polymorpha, a temperatura constante, no se observa
una tendencia definida, aunque los mayores valores de dAr/dt se determinaron en el cultivo
realizado a pH inicial 3,5 y 40°C, usando L-arabinosa como sustrato (Expto. FS2T4-pH1).
No obstante, durante la fermentacién microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha a
45°C, la productividad volumétrica en arabitol (0,002, 0,004 y 0,006 g dm- h-1) aumenté al
incrementar el pHo de 3,5, 4,5 a 5,5 (Exptos. FS1T5-pH3, FS1T5-pH2 y FS1T5-pH3), Tabla
4.26. De igual forma, al modificar la pentosa por L-arabinosa, manteniendo la misma
temperatura de operaciéon (45°C) y aumentando el pHo de 4,5 a 5,5, se observé un ligero
incremento de dAr/dt, 0,002 y 0,005 g dm= hl, respectivamente (Exptos. FS2T5-pH2 vy
FS2T5-pH3). Por otro lado, se observa que, manteniendo el pHo, constante e
independientemente de la pentosa utilizada como sustrato (D o L-arabinosa), en general,

tampoco se observa una tendencia definida.

Por otra parte, utilizando D-arabinosa y fijada la temperatura de operacion a 35°C, la
produccion de arabitol fue mas tardia a pHo = 4,5, dando comienzo en torno a las 140,5 h
del inicio del cultivo (Expto. FS1T3-pH2, Anexo B.3), mientras que a pHo 3,5 y 5,5 esta
producciéon da comienzo practicamente al comienzo del cultivo, (Exptos. FS1T3-pH1 vy
FS1T3-pH3, Anexo B.3), Fig. 4.33.

A partir de las productividades volumétricas en arabitol se determinan las velocidades

especificas de produccion de arabitol mediante el método diferencial (X, ) segun la Ec. 4.24

(Tablas 4.26 y 4.27). Se observa que g2 disminuye a lo largo del tiempo de cultivo
independientemente de la fuente de carbono y energia empleada, asi como de las
condiciones de pH inicial y temperatura establecidas.

En general, para cualquiera de las pentosas utilizada en esta serie, y a temperatura
constante, no se aprecia una tendencia definida de R, al aumentar el pHo del medio y tras

el mismo tiempo de cultivo, Tablas 4.26 y 4.27. No obstante, utilizando D-arabinosa como
sustrato, a 40°C y aumentando el pHo (3,5, 4,5 ¥ 5,5), la velocidad de formacion de arabitol
aumento (0,0006, 0,0065 y 0,0078 g g h'1) transcurridos el mismo tiempo de bioproceso,

50h, Fig. 4.34. Por el contrario, utilizando L-arabinosa como pentosa, a 35°C y modificando

el pHo de 3,5, 4,5 a 5,5, no se observa este incremento en los valores de g .
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Condiciones de microaeracion y D-ARA, = 25 g dm

Tabla 4.26
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha. INFLUENCIA DEL pHo, DEL MEDIO

Productividad volumétrica (Qar) y velocidades especificas de formacién de arabitol (q,'ir , dar)

01—; pHo Expto. g 3:\';31?11 Fase L q?‘_llg q'“‘_ll_?
ggth ggth
EXP 10,0 0,085 0,079
35  FSI1T3-pH1 0,011 LIN 100,0 0,012 0,005
EST 192,0 0,003 —
LIN 140,5 0,084 0,073
35 45  FS1T3-pH2 0,101 LIN 3325 0,025 0,022
EST 380,5 0,029 —
LIN 50,0 0,021 0,029
55  FS1T3-pH3 0,015 LIN 144.8 0,010 0,014
EST 160,0 0,012 —
LIN 50,0 0,006 0,006
35  FS1T4-pH1 0,006 LIN 100,0 0,003 0,003
LIN 150,0 0,002 0,002
LIN 50,0 0,065* 0,063*
F-Sla 0,076 LIN 150,0 0,030* 0,029*
LIN 189,5 0,031* 0,030*
LIN 165,0 0,037* 0,030*
40 45 F-Sib 0,053 LIN 200,0 0,039* 0,032*
LIN 332,0 0,022* 0,018+
LIN 68,0 0,016* 0,014*
F-Sic 0,019 LIN 150,0 0,006* 0,006*
LIN 176,5 0,006* —
EXP 6,0 0,320 1,641
LIN 50,0 0,078 0,069
55  FS1T4-pH3 0,066
LIN 100,0 0,047 0,042
LIN 189,5 0,029 0,025
EXP 6.5 0,308 0,210
LIN 50,0 0,029 0,029
3,5  FSI1T5-pH1 0,023
LIN 116,5 0,014 0,014
EST 167,5 0,014 —
45 LIN 50,0 0,091 0,077
45  FS1T5-pH2 0,039 LIN 100,0 0,052 0,044
EST 216,0 0,019 —
55  FSIT5-pH3 0.064 LIN 100,0 0,043 0,037
LIN 150,0 0,031 0,026

(*) Valores calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.13.
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Tabla 4.27
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA DEL pHo DEL MEDIO DE CULTIVO

Productividad volumétrica (Qar) y velocidades especificas de formacion de arabitol (qu » dar)

Condiciones de microaeracion y L-ARA, = 25 g dm™

T 10 t, o
o pHo Expto. QAr_s " Fase dar 10 G 10
C gdm3h h ggtht ggtht
LIN 50,0 0,075 0,072
35 FS2T3-pH1 0,076 LIN 100,0 0,048 0,046
LIN 148,0 0,038 0,037
LIN 21,0 0,073 0,050
35 4,5 FS2T3-pH2 0,065 LIN 50,0 0,049 0,033
LIN 68,0 0,037 0,025
LIN 50,0 0,134 0,155
35,5 FS2T3-pH3 0,097 LIN 100,0 0,094 0,108
LIN 144,8 0,075 0,086
EXP 10,0 0,311 0,487
3,5 FS2T4-pH1 0,110 LIN 50,0 0,066 0,093
EST 137,0 0,036 —
LIN 21,0 0,059* 0,038*
F-S2a 0,055 LIN 50,0 0,037* 0,024*
LIN 117,0 0,021* 0,014*
40 45
EXP 10,0 0,327* 0,392*
F-S2b 0,035 LIN 50,0 0,061* 0,054*
LIN 94,0 0,039* 0,034*
EXP 6,0 0,187 0,757
LIN 20,0 0,068 0,050
5,5 FS2T4-pH3 0,045
LIN 30,5 0,053 0,038
LIN 47,0 0,042 0,031
LIN 164,5 0,012 0,011
LIN 188,0 0,010 0,009
4,5 FS2T5-pH2 0,021
LIN 216,0 0,008 0,007
4 LIN 310,5 0,006 0,005
LIN 30,0 0,053 0,053
LIN 50,0 0,039 0,039
5,5 FS2T5-pH3 0,047
LIN 100,0 0,024 0,025
LIN 140,5 0,020 0,020

(*) Valores calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.13.
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Figura 4.34 Velocidad especifica de formacién de arabitol (qu) en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS1T4-pH1, F-Sla, FS1T4-pH3, FS2T4-
pH1, F-S2a y FS2T4-pH3), a 40°C y en condiciones de microaeracién, con

25 g dm de D-ARAs (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y modificando el pHo de
3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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Los valores determinados de g% a 35°C y pHo de 3,5, 4,5 a 5,5, fueron inferiores a los

obtenidos por Sanchez et al. (1998) en la fermentacién de D-xilosa con H. polymorpha a
30°C y pHo entre 4,5 y 5,5, obteniendo xilitol como bioproducto principal; en efecto, se
determinaron unos valores de la velocidad especifica de produccién de xilitol, 0,04, 0,06 y

0,1 g g?h?, alaumentar el pHo (3.5, 4,5 y 5.5) y una vez transcurridas 80 h de cultivo.

La determinacion de la productividad global en arabitol (Y, ) se realiz6 segun Ec. 4.25,

es decir, recurriendo a la pendiente de la linea recta obtenida en la representacion de Ar vs
(X-Xo), Fig. 4.35. Durante la fermentacién de D-arabinosa con H. polymorpha, a 40°C y pHo =
4,5 (Expto. F-S1b), se obtuvo una productividad global en arabitol superior, 0,68 g g, si se
compara con el obtenido cuando 3,5 y 5,5 (0,03 y 0,54 g g?) fue el valor del pHo, (Exptos.
FS1T4-pH1 y FS1T4-pH3), Fig. 4.35. Igual tendencia se observa con L-arabinosa.

A partir de YS,, y haciendo uso de la definicion de velocidad especifica de crecimiento

(Aiba et al., 1973), se calcul6 la velocidad especifica de produccion de arabitol mediante el
método integral de acuerdo con la Ec. 4.26. Se observa una aceptable concordancia entre

los valores de las velocidades especificas de produccion de arabitol evaluados por los
métodos diferencial (g%, ) e integral (g, ), Tabla 4.26 y 4.27, fundamentalmente en la fase

de desaceleracion del crecimiento.
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Figura 4.35 Determinacion de la productividad global en arabitol (YAGr,X) segun la Ec. 4.25 en

los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1T4-pH1, F-Slb,
FS1T4-pH3, FS2T4-pH1, F-S2a y FS2T4-pH3), a 40°C y en condiciones de
microaeracion, con 25 g dm? de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3.5 (simbolo roio), 4.5 (verde) a 5.5 (azul).
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> Rendimiento en arabitol

A partir de la representacion de los valores de Ar a distintos tiempos frente a (ARTo-
ART), Fig. 4.36, se obtiene una recta cuya pendiente corresponde a Y .zr, Segun la Ec.

4.30, siendo la concentracion inicial en arabitol nula, ya que at =0 h Aro— 0.

En general, a temperatura constante, para cualquiera de las pentosas utilizadas en esta
serie, los valores de Yg gt muestran una cierta tendencia al modificar los valores de pHo,
Tabla. 4.28, diferente en ambos sustratos. En efecto, utilizando D-arabinosa como sustrato,
a 40°C y pHo = 4,5, el valor de YS.zr, 0,086 g g, fue superior al determinado a pH inicial
3,5y 5,5, Fig. 4.36. Sin embargo, al modificar la pentosa por L-arabinosa y manteniendo la
temperatura de operacion (40°C), el mayor valor de Y< arr, 0,114 g g, se alcanzé a pHo =
3,5, disminuyendo éste con el incremento del pH inicial, Fig. 4.36.

Por otro lado, al mantener constante el valor del pH inicial del medio y modificar la
temperatura de operacion, en general, no se pone de manifiesto una tendencia claramente
definida en el rendimiento global en arabitol YS .zr, Tabla. 4.28. Sin embargo, cabe

mencionar que el maximo rendimiento global en arabitol se determina con D-arabinosa a
35°C y pHo = 4,5.

En general, estos resultados obtenidos en YS  rrdurante la fermentacion de D y L-

arabinosa con H. polymorpha (Pichia augusta) son superiores a los determinados por
Fonseca et al. (2007), 0,01 g g?*, en la fermentacion de L-arabinosa con Candida
arabinofermentans PYCC 5603" a 30°C y pH = 5,5. No obstante, al modificar la levadura por
P. guilliermondii PYYCC 3012, estos autores obtuvieron un rendimiento en arabitol superior,
0,47 g g*. Este grupo de investigacion utilizé biorreactores de 1 dm3 operando con 500 cm3
de medio de cultivo, sometidos a una velocidad de agitacion de 200 rpm; también, cabe
destacar que ambas levaduras, C. arabinofermentans y P. guilliermondii, son mesdfilas a
diferencia con H. polymorpha.
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Figura 4.36 Determinacion de los rendimientos globales en arabitol (YAGr,ART) segun la Ec.

4.30 en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1T4-pH1, F-
Sla, FS1T4-pH3, FS2T4-pH1, F-S2a y FS2T4-pH3), a 40°C y en condiciones
de microaeracion, con 25 g dm3 de D-ARA, (circulo) y L-ARA, (cuadrado), y
modificando el pHo de 3,5 (simbolo rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
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Tabla 4.28
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
INFLUENCIA DEL pHo DEL MEDIO DE CULTIVO

Rendimientos globales en arabitol (YE,ART)

Condiciones de microaeraciéon

T t, -
Sustrato pHo Expto. YiART
°C h 1
gg
3,5 FS1T3-pH1 0,021
35 4.5 FS1T3-pH2 0,141
5,5 FS1T3-pH3 0,069
3,5 FS1T4-pH1 0,006
) F-Sla 0,086*
D-arabinosa 40 4,5 )
F-Sib 332 0,069
55 FS1T4-pH3 0,033
3,5 FS1T5-pH1 0,051
45 4.5 FS1T5-pH2 0,061
5,5 FS1T5-pH3 163,0 0,053
3,5 FS2T3-pH1 148,0 0,168
35 45 FS2T3-pH2 0,087
55 FS2T3-pH3 0,112
3,5 FS2T4-pH1 0,114
L-arabinosa F-S2a 0,069*
40 45 )
F-S2b 94,0 0,074™
55 FS2T4-pH3 0,046
45 4,5 FS2T5-pH2 0,055
55 FS2T5-pH3 30 0,022

() Rendimientos instantaneos (Y ararT )-

(*) Valores calculados anteriormente e indicados en la Tabla 4.15.

4.2.4 Efecto de la temperatura

En relacién al estudio de la influencia de la temperatura, para cada una de las pentosas
utilizadas como sustrato (D-arabinosa, L-arabinosa y D-xilosa), se llevé a cabo una serie
experimental de fermentaciones con H. polymorpha partiendo de una concentracion inicial
de sustrato de 25 g dm= en el medio de cultivo de Lindegren et al. (1958), en condiciones
de microaeracion (entrada de aire solo por el vortice de agitacion) y 4,5 de pH inicial. En
esta serie experimental, se modificé la temperatura dentro de un rango de 25 a 50°C con el
fin de observar el efecto de esta variable en el proceso de fermentacion de cada una de las

pentosas utilizadas, aunque este intervalo fue algo diferente para cada sustrato. En efecto,
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cuando la pentosa usada fue D-arabinosa, el rango de temperaturas fue 25 — 50°C, en L-

arabinosa 35 — 50°C y empleando D-xilosa, 30 — 50°C.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacion de
biomasa, consumo de sustrato, y formacion de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacion se han indicado en las Tablas B.29 a B.33 (Anexo B.4), y se han
representado en las Figuras B.29 a B.33 (Anexo B.4) los mismos parametros excepto el pH
y la concentracién de etanol; cuando el sustrato es D o L-arabinosa se representa la
concentraciéon de arabitol que debe ser el bioproducto de mayor concentracién, y cuando el

sustrato es D-xilosa en las graficas se muestra la concentracion de xilitol.

Los procesos de fermentacion llevados a cabo con D y L-arabinosa y D-xilosa, en
condiciones de microaeracion, pHo = 4,5 y 40°C ya se mencionaron en el Anexo B.1 referido
al estudio de la influencia de la naturaleza del sustrato (Exptos. F-Sla, F-S1b, F-Slc, F-S2a,
F-S2b y F-S3).

Los resultados de los experimentos de fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha,
a 30°C y pHo = 4,5, en condiciones de microaeracion, fueron expuestos en el Anexo B.2
dentro del estudio de la influencia de la aeracién (Exptos. FS1-Ma y FS1-Mb). Bajo las
mismas condiciones de operacién, se llevé a cabo la fermentaciéon de D-xilosa con H.

polymorpha, mostrandose los resultados en Anexo B.2 (Expto. FS3-M).

Utilizando D y L-arabinosa como sustrato, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion, se
realizaron fermentaciones con H. polymorpha a diferente temperatura, 35 y 45°C. Estos
experimentos se muestran en el Anexo B.3 destinado al estudio de la influencia del pH del
medio de cultivo en la fermentacién con H. polymorpha (Exptos. FS1T3-pH2, FS1T5-pH2,
FS2T3-pH2 y FS2T5-pH2).

4.2.4.1 Formacion de biomasa

La evaluacioén de la formacion en biomasa durante la fermentacion con H. polymorpha se
llev6 a cabo mediante los pardmetros caracteristicos del crecimiento celular, es decir,
velocidad especifica maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa. En
general, en estos experimentos, se ha observado un periodo exponencial de muy corta
duracién y por esta razén en algunos cultivos no se ha podido evaluar pum durante esta fase,
ya que no se pudo caracterizar ésta de forma exhaustiva (Exptos. FS1-Ma, FS1-Mb, FS1T3-
pH2, F-Sla, FS1T5-pH2, FS2T3-pH2, F-S2a, FS2T5-pH2 y FS3-M).
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Tras establecer el periodo de crecimiento exponencial en las curvas de crecimiento, Fig.
4.37, se determinaron los valores de um mediante ajuste por minimos cuadrados, a la Ec.
4.15, los datos del logaritmo neperiano de la concentracién adimensional de biomasa y
tiempo de operacion, Tabla 4.29. En esta serie experimental s6lo se aprecia una corta fase
de latencia, 1,5 h, previa a la fase de crecimiento exponencial, durante la fermentacion
microaerdbica de L-arabinosa con H. polymorpha, a 40°C y pHo = 4,5 (Expto. F-S2b). En la
fermentacion microaerobica de D-xilosa a 40°C y pHo = 4,5, se observa una corta fase de
crecimiento exponencial, 4 h. Del mismo modo, se aprecia una duracién de 6 h de fase

exponencial, al sustituir el sustrato por D-arabinosa, a 50°C y pHo. =4,5.

El maximo valor alcanzado de la velocidad especifica maxima de crecimiento en esta
serie, proximo a 0,18 h'l, corresponde a los procesos de fermentacion microaerébica de D-
arabinosa y D-xilosa a 50°C y pHo = 4,5 (Exptos. FS1-T6b y FS3-T6), Tabla 4.29. Por el
contrario, en esta serie experimental se observa que la velocidad especifica maxima de
crecimiento adquiere un valor minimo, 0,06 h-1, utilizando D-arabinosa como sustrato a 25°C
y pHo =4,5 (Expto. FS1-T1).

Se observa que la velocidad especifica maxima de crecimiento aumenta con el
incremento de la temperatura de fermentacion cuando la pentosa utilizada fue D-arabinosa,
alcanzandose un valor de pm del orden de 0,06, 0,09 y 0,15 h! cuando la temperatura
aument6 de 25, 40 a 50°C, Tabla 4.29 (Exptos. FS1-T1, F-S1b + F-Slc, y FS1-T6a + FS1-
T6b). Cabe destacar que, cuando se utilizd6 D-xilosa como fuente de carbono y energia
durante la fermentacién microaerdbica con H. polymorpha a pHo = 4,5 y una temperatura de
bioproceso de 45 y 50°C, se alcanzé un valor de pm similar en ambos casos, 0,18 h1
(Exptos. F-S3 y FS3-T6). No obstante, cuando el sustrato fue L-arabinosa, se aprecia una
disminucién de um con el aumento de la temperatura, Tabla 4.29; efectivamente, durante la
fermentacion microaerébica de L-arabinosa a pHo = 4,5 y 40°C se determind una velocidad
especifica maxima del orden de 0,11 h! (Expto. F-S2b), valor que es superior al alcanzado

para pm cuando la temperatura de fermentacion fue 50°C, 0,08 h-! (Expto. FS2-T6).

Al igual que en las series experimentales anteriores, se determina que los valores mas
elevados de pm se alcanzan cuando el sustrato es D-xilosa. Este hecho indica que H.
polymorpha metaboliza de forma mas favorable D-xilosa que D o L-arabinosa. Sin embargo,
en esta serie no se ha observado diferencias apreciables entre los valores de um calculados

para D o L-arabinosa.
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Figura 4.37 Curvas de crecimiento. Determinaciértl’ dhe velocidades especificas maximas de
crecimiento en los experimentos de fermentacién (FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-
pH2, F-S1b, FS1T5-pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, F-S2b, FS2T5-pH2, FS2-T6,
FS3-M, F-S3 y FS3-T6), en condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g
dm3 de D-ARA, (O), L-ARA, (1J) y D-XILo (A) y modificando la temperatura de
25 (azul), 30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrdn). 45 (rosa) a 50°C (roio).
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Tabla 4.29
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA
Velocidad especifica maxima de crecimiento (um) y productividad volumétrica en biomasa (Pb)
Condiciones de microaeracion y pHo = 4,5

T Hm ) Pb 10 .
Sustrato oC Expto. hi r i r
25 FS1-T1 0,062 0,900 0,056 0,939
FS1-Ma —
30 0,091°¢
FS1-Mb —
35 FS1T3-pH2 — 0,119 0,955
D-arabinosa F-Sla —
40 F-Sib 0,133
0,085
F-Slc
45 FS1T5-pH2 — 0,064 0,968
FS1-T6a
50 0,1512 0,1052
FS1-T6b
35 FS2T3-pH2 — 0,160 0,982
F-S2a —
. 40 0,109
L-arabinosa F-S2b 0,105
45 FS2T5-pH2 — 0,113 0,975
50 FS2-T6 0,080 0,993 0,076 0,999
30 FS3-M — 0,161¢
D-xilosa 40 F-S3 0,175 0,972 0,244b 0,994
50 FS3-T6 0,179 0,954 0,075 0,962

. Valores medios (?).
Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.10 (°) y 4.16 ().

Durante la revision bibliogréafica realizada al inicio de esta Tesis Doctoral, no se ha
encontrado referencias de trabajos centrados en la fermentacion de D o L-arabinosa con H.
polymorpha que determinen velocidades especificas maximas de crecimiento. Por el
contrario, si existen trabajos de investigacion que estudian la fermentacién con otras
levaduras no tradicionales y con D-xilosa como sustrato. En efecto, en la fermentaciéon de D-
xilosa pura con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5 (Sanchez et al., 1998), se alcanz6 un
valor de pm en torno a 0,43 h', velocidad que es considerablemente superior a las
determinadas para cualquier temperatura en esta serie experimental (Tabla 4.29). De igual
forma, manteniendo el sustrato y las condiciones de operacién, pero sustituyendo la
levadura por C. shehatae (Sanchez et al., 1997), se determiné una velocidad especifica
maxima de crecimiento de biomasa, 0,33 h, superior a las obtenidas en esta investigacion
(Tabla 4.29).
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Por otra parte, durante la fermentacion de 25 g dm-= en D-xilosa con P. tannophilus, a
30°C y pHo = 4,5, partiendo de 4 g dm- de extracto de levadura (Bravo et al., 1995), la
velocidad especifica maxima de crecimiento determinada fue también superior, 0,26 h1, a
las obtenidas en esta serie experimental. En estas investigaciones mencionadas se opero
con un biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta, y condiciones de aeracion por vértice
(500 rpm). Estas diferencias en los valores de pm se pueden justificar considerando las
distintas configuraciones del biorreactor que permiten en la investigacion previa un mayor
nivel de aeraciéon y concentracion de oxigeno disuelto; en este trabajo se ha operado
usando matraces Erlenmeyer de 50 cm? (tapados con algodén) y un agitador orbital a 100
rpm. Légicamente, estas condiciones conducen a un nivel de aeracién mas pequefio, que
puede dar lugar a un nivel de O: disuelto tan bajo que constituya un factor limitante del

crecimiento.

Durante la fermentacion de D-glucosa con H. polymorpha, a 45°C y modificando el pHo
(en el rango de 3,5 a 5,5), se alcanzé un valor para pum del orden de 0,55 h-t cuando el pHo
estuvo proximo a 4,5 (Escalante et al.,, 1990a). Esta velocidad es de nuevo superior a las
alcanzadas en esta serie experimental (Tabla 4.29). En dicha investigacion se operé
utilizando matraces Erlenmeyer agitados (100 rpm), conteniendo 100 cm?3 de medio de
cultivo de H. polymorpha con 1% (p/V) de hexosa. Al mismo tiempo, estos autores llevaron a
cabo un estudio del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la levadura. Para ello
se realiz6 una serie de fermentaciones con medio de cultivo al 5% en D-glucosa usando H.
polymorpha a diferentes temperaturas (40, 45, 48 y 50°C), pHo = 4,8, en un biorreactor con
una velocidad de agitacion de 500 rpm, y un volumen de trabajo de 1,5 dm?3. A medida que
la temperatura de operacion se incrementaba, el valor obtenido de pm fue disminuyendo. En
efecto, a 45°C el valor determinado de pm, 0,5 h', fue inferior al obtenido a 40°C, que fue
préximo a 0,6 hl. Ambos valores de pm son superiores a los obtenidos en esta serie

experimental (Tabla 4.29).

En un estudio de investigacion sobre la influencia de la temperatura en la fermentacion
de D-xilosa por P. tannophilus para producir etanol y xilitol (Sanchez et al., 2004), a partir de
25 g dm-2 de D-xilosa, pHo = 4,5, y temperaturas en el rango de 10 — 40°C, se determiné un
valor para pm en torno a 0,26 h-! cuando la temperatura de fermentacion fue 30 y 35°C. Al
aumentar la temperatura de fermentacién, 37°C, se alcanzé una velocidad especifica
maxima del orden de 0,15 h, valor que es proximo al obtenido en esta serie experimental,
0,18 h%, utilizando D-xilosa a 40°C y pHo = 4,5 y con H. polymorpha en el proceso de
fermentacion (Expto. F-S3), Tabla 4.29.
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Una vez representados los datos de x vs t, Fig. 4.38, se obtienen los valores de Py por
ajuste por minimos cuadrados de los datos de concentracion de biomasa y tiempo de
proceso a la Ec. 4.16, Tabla 4.29.

Los valores obtenidos de P, no muestran ninguna tendencia definida con respecto al
aumento de la temperatura de fermentacion, Tabla 4.29. Parcialmente, este hecho podria
justificarse considerando que en la fermentacion con H. polymorpha se han utilizado
matraces Erlenmeyer de 50 cm? ubicados de forma aleatoria dentro de un agitador orbital
(100 rpm). En efecto, fijado un pH inicial constante dentro del agitador y variando la
temperatura de fermentacién, posiciones no similares de los matraces Erlenmeyer dentro
del agitador, podrian generar ligeras variaciones de las condiciones de operacion (T y

aeracion) y por tanto, evoluciones diferentes en lo que se refiere a formacién de biomasa.

Durante la fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha a pHo = 4,5, la productividad
volumétrica aumenta (0,006 a 0,013 g dm= h'1) con el incremento de la temperatura de 25 a
40°C, Tabla 4.29. Sin embargo, al aumentar a temperaturas superiores (45 y 50°C), Po
disminuye, 0,006 y 0,011 h-1. Por otro lado, cuando se sustituye la pentosa por L-arabinosa,
los valores obtenidos de P» disminuyen (0,016 a 0,008 g dm- h?1) al aumentar la
temperatura desde 35 a 50°C. Finalmente, utilizando D-xilosa como fuente de carbono y
energia, los valores determinados de P no manifiestan una tendencia definida,
obteniéndose un valor maximo, 0,024 g dm-2 h-1, cuando la temperatura de fermentacién fue
40°C, Tabla 4.29.

El maximo valor de productividad en biomasa obtenido en esta serie, 0,024 g dm-= h,
fue durante la fermentacion microaerdbica de D-xilosa con H. polymorpha, a 40°C y pHo =
4,5 (Expto. F-S3). Valores de Py cercanos a este valor maximo, se alcanzaron utilizando D y
L-arabinosa como sustrato, a pHo = 4,5 y una temperatura de bioproceso de 50 y 35°C,
respectivamente (Exptos. FS1-T6b y FS2T3-pH2), Tabla 4.29. Por otra parte, y de forma
general, al igual que sucede con la velocidad especifica maxima de crecimiento, los valores
de Py fueron ligeramente superiores utilizando D-xilosa como fuente de carbono y energia

frente a D y L-arabinosa.
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Figura 4.38 Determinacion de la productividad volumétrica en biomasa, segun la Ec. 4.16,
en los experimentos de fermentacion (FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-pH2, F-Slb,
FS1T5-pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, F-S2b, FS2T5-pH2, FS2-T6, FS3-M, F-S3 y
FS3-T6), en condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-
ARA. (O), L-ARA, () y D-XILo (A) y modificando la temperatura de 25 (azul),

30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).
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Los valores de P» obtenidos son inferiores a los determinados en otros trabajos que
también utilizan levaduras no tradicionales. Asi durante la fermentacion de D-xilosa con C.
shehatae a 30°C y pHo = 4,5 (S&nchez et al.,, 1997), se alcanz6 una productividad
volumétrica en biomasa, 0,024 g dm= h-1, superior a la obtenida en esta serie experimental,
0,016 g dm= h1, bajo las mismas condiciones de operacion (Expto. FS3-M), Tabla 4.29. De
igual forma, a partir de la misma concentracién inicial en D-xilosa y manteniendo las
condiciones de operacion (30°C y pHo = 4,5), se estudié la fermentacién con P. tannophilus,
partiendo de 4 g dm-2 de extracto de levadura (Bravo et al., 1995), obteniéndose un valor de
Pv, también superior si se compara con el alcanzado en este estudio, 0,023 g dm- h-l. En
estas investigaciones se operd con un biorreactor discontinuo, tipo mezcla perfecta, y
condiciones de aeracion por vortice (500 rpm) mientras que en este trabajo se ha operado
usando matraces Erlenmeyer de 50 cm? (tapados con algodén) y un agitador orbital a 100

rpm.

En otro estudio de investigacion sobre la influencia de la temperatura en la fermentacion
de D-xilosa por P. tannophilus para producir etanol y xilitol (Sanchez et al., 2004), a partir de
25 g dm-2 de D-xilosa, pHo = 4,5, y temperaturas en el rango de 10 a 40°C, se determiné un
valor de Py proximo a 0,02 g dm-3h cuando la temperatura de fermentacion fue 40°C. Este
valor es del mismo orden al determinado durante la fermentacion microaerébica de D-xilosa
con H. polymorpha a 40°C y pHo = 4,5 (Expto. F-S3), Tabla 4.29. En cierta medida, al igual
que en el trabajo de P. tannophilus, se observa que el periodo de crecimiento lineal
comienza antes a medida que aumenta la temperatura; esta tendencia general se pone
claramente de manifiesto cuando el sustrato utilizado por H. polymorpha es D-arabinosa.
Este comportamiento puede explicarse por el hecho de que la solubilidad del oxigeno en el
cultivo disminuye concomitantemente con un aumento de la temperatura. La duracién de la
fase de crecimiento lineal también disminuye con respecto a la temperatura: a 25°C dura
527,5 h, mientras que a 50°C no dura mas de 160 h, lo que podria esperarse si tenemos en
cuenta que el coeficiente de difusién efectivo de un gas (en este casos oxigeno) en el medio

liquido, aumenta exponencialmente con la temperatura (Bennett y Myers, 1973).

Por otra parte, en esta serie experimental, cabe destacar que las méaximas
concentraciones de biomasa, 6,09 y 6,67 g dm-3, se alcanzaron transcurridas 815 y 504 h de
cultivo en los procesos de fermentaciéon de D-arabinosa a las mas bajas temperaturas (25 y
30°C), en condiciones microaerébicas y pHo = 4,5, existiendo todavia una concentracion
final de ART en el medio del orden de 2,54 g dm= y siendo 4,3 el valor del pH (Expto FS1-

T1 y Expto. FS1-Mb, Anexos B.4 y B.2). En general, para los tres monosacaridos, se

pag. 243



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

observa que la formacién de biomasa en los tiempos finales del cultivo disminuye cuando se
incrementa la temperatura del experimento. Este comportamiento es facilmente justificable
si se considera que cuando se aumenta la temperatura la solubilidad del oxigeno en el
medio liquido disminuye; es decir, cuando se aumenta la temperatura se avanza desde

condiciones semiaerdbicas a condiciones anaerébicas.

Finalmente, en cuanto a la evolucion del pH durante el bioproceso, en algunos
experimentos de esta serie se observa un aumento del valor inicial (4,5). En efecto, en la
fermentacion microaerébica de D-arabinosa a 25°C y pHo = 4,5, el pH alcanz6 un valor
maximo de 6,8 tras 214,5 h de cultivo (Expto. FS1-T1, Tabla B.29 del Anexo B.4). Cuando
se utilizd L-arabinosa como sustrato a 40°C y pHo = 4,5, valores de pH préximos a 7,0 se
alcanzaron una vez transcurridas 167 h (Expto. F-S2b). Durante la fermentacion de D-xilosa
a 30°C y pHo = 4,5, tras 452,8 h de cultivo se alcanz6 un pH de 6,4, no variando

significativamente hasta finalizar el bioproceso (Expto. FS3-M, Tabla B.11, Anexo B.2).

4.2.4.2 Consumo de sustrato

Para evaluar el consumo de azlcares se determinG YSazr Y Oart. Una vez
representados los valores de (x-Xo) vsS (ARTo-ART), Fig. 4.39, se obtuvo el rendimiento

global en biomasa segun la Ec. 4.17, Tabla 4.30.

En general, se observa que a pH inicial constante, independientemente de la pentosa
utilizada en la fermentacién, el rendimiento global en biomasa disminuye con el aumento de
la temperatura de bioproceso, Tabla 4.30. En efecto, durante la fermentacion microaerébica
de L-arabinosa a pH inicial constante (4,5) y temperaturas en el rango de 35 a 50°C, se
alcanzaron valores de YSarr desde 0,30 a 0,13 g g. Este tendencia de Y5zt ya se puso
de manifiesto en la seccion de influencia del pH del medio de cultivo (Apartado 4.2.3). Por
otro lado, a pH inicial constante (4,5) y en las mismas condiciones de temperatura de
operacion, en general, se alcanzaron valores de Y,Sagr superiores cuando L-arabinosa fue
utilizada como fuente de carbono y energia, tal y como ya se indicé en la serie de naturaleza
del sustrato (Apartado 4.2.1).
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Determinacion de los rendimientos globales en biomasa (YSART), segln la Ec.

4.17, en la fermentacion con H. polymorpha (Exptos. FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-pH2,
F-Sla, FS1T5-pH2, FS1-T6a, FS2T3-pH2, F-S2a, FS2T5-pH2, FS2-T6, FS3-M, F-
S3 y FS3-T6), en condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-
ARA, (O), L-ARA, () y D-XILo (A), modificando la temperatura de 25 (azul), 30
(amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).

pag. 245



Hidrdlisis y fermentacién de materiales lignoceluldsicos con H. polymorpha

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha

Tabla 4.30

EFECTO DE LA TEMPERATURA

Rendimientos globales en biomasa (Y)SART)

Condiciones de microaeracion y pHo = 4,5

25 FS1-T1 0,226 0,811
20 FS1-Ma 0,200¢
FS1-Mb
35 FS1T3-pH2 0,177¢ 0,944
D-arabinosa F-Sla
40 0,161°
F-Sib
45 FS1T5-pH2 0,116d 0,931
FS1-T6a
50 0,1692
FS1-T6b
35 FS2T3-pH2 0,298d 0,954
F-S2a
. 40 0,193
L-arabinosa F-S2b
45 FS2T5-pH2 0,192d 0,939
50 FS2-T6 0,129 0,979
30 FS3-M 0,175¢ 0,920
D-xilosa 40 F-S3 0,109P 0,953
50 FS3-T6 0,073 0,947

Valores medios (?).

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.11 (°), 4.17 () y 4.23 (9).

En estudios previos del Grupo de Investigacion Bioprocesos (Sanchez et al., 1998),
durante la fermentacion de 25 g dm- de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5, y

en condiciones microaerdbicas conseguidas sélo a partir de vortice de agitacion, se obtuvo
un valor de YgarT, 0,15 g g, ligeramente inferior al alcanzado en esta serie. Por otro parte,
en la fermentacién de 25 g dm- de D-xilosa con C. shehatae a 30°C, y pHo = 4,5, se
alcanzaron valores de YSagr, 0,036 g g7, inferiores a los obtenidas en esta serie
experimental (Sanchez et al.,, 1997). En ambos casos se oper6 con un biorreactor

discontinuo, tipo mezcla perfecta, y condiciones de aeracién (500 rpm).

Por otro lado, Sanchez et al. (2004), en la fermentacion de 25 g dm- de D-xilosa con P.

tannophilus, pH = 4,5, y temperaturas en el rango de 10 — 37°C, obtuvieron un valor de
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YAt Mas proximo al obtenido en esta serie, del orden de 0,13 y 0,18 g g, cuando la

temperatura de operacién fue 35 y 37°C, respectivamente.

Para determinar la velocidad especifica de consumo de sustrato, se aplico inicialmente el
método diferencial de tratamiento de datos cinéticos, utilizando la Ec. 4.19. Tras linealizar
esta ecuacion, Ec. 4.20, y mediante ajustes por minimos cuadrados de In[In(ART./ART)] vs

In t, se obtuvieron los parametros a y B en cada uno de los experimentos, Fig. 4.40.

En esta serie experimental (Tablas B.1 a B.6, Anexo B.1; Tablas B.7, B.8 y B.11, Anexo
B.2; Tablas B.14, B.17, B.24 y B.27, Anexo B.3; Tablas B.29 a B.33, Anexo B.4), se observa
cémo el descenso de la concentracion de sustrato en el medio fue mas rapida desde el
inicio del cultivo para después disminuir lentamente, Fig. 4.41. De nuevo se observan sélo
dos etapas de consumo de sustrato, aunque ésta no es la tendencia general cuando la
concentracién de inéculo es pequefia. Este comportamiento, en relacién al consumo rapido
de los azucares desde t = 0 h, se justifica considerando que se ha usado una alta
concentracién de in6culo, y ello conduce a que no se aprecie la parte horizontal inicial de la
curva de consumo de sustrato. A partir de a y B, se comprobé la bondad del ajuste
recalculando los valores de ART mediante la ecuacion Ec. 4.19, observdndose una

reproduccién satisfactoria en todo el intervalo de tiempo, Fig. 4.41 (linea continua).
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Figura 4.40 Ajuste a la Ec. 4.20 para la determinacién de la velocidad especifica de
consumo de sustrato (qRkr) de los resultados en los experimentos de

fermentacién con H. polymorpha (FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-pH2, F-Sla, FS1T5-
pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, FS2a, FS2T5-pH2, FS2-T6, FS3-M, F-S3 y FS3-T6
), en condiciones de microaeraciéon y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-ARA, (O),
L-ARA, () y D-XILo (A) y modificando la temperatura de 25 (azul), 30
(amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).
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Figura 4.41 Consumo de sustrato en los experimentos de fermentacion FS1-T1, FS1-Mb,
FS1T3-pH2, F-Sla, FS1T5-pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, FS2a, FS2T5-pH2,
FS2-T6, FS3-M, F-S3 y FS3-T6, en condiciones de microaeraciéon y pHo = 4,5,
con 25 g dm® de D-ARA. (O), L-ARA, () y D-XILo (A) y modificando la
temperatura de 25 (azul), 30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a
50°C (rojo). La linea continua reproduce la Ec. 4.19 de los mismos cultivos.
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A partir de la Ec. 4.21, y con los parametros a y B, se determindé la velocidad especifica

de consumo de sustrato en funcion del tiempo (qR&7), Tablas 4.31 a 4.33.

Tabla 4.31
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Velocidades especificas de consumo de D-arabinosa (qRRT Y darT)
Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5 y D-ARA, = 25 g dm-3

LIN 150,0 0,021 0,021
LIN 200,0 0,021 0,017
25 FS1-T1 LIN 300,0 0,019 0,012
LIN 400,0 0,015 0,010
EST 647,0 0,004 —
LIN 50,0 0,092° 0,046
FS1-Ma LIN 150,0 0,024 0,025°
LIN 200,0 0,016 0,021°
30 LIN 50,0 0,043 0,092°
FS1-Mb LIN 150,0 0,027° 0,030°
LIN 200,0 0,022 0,023°
LIN 50,0 0,057¢ 0,099¢
35 FS1T3-pH2 LIN 100,0 0,046¢ 0,053¢
EST 380,5 0,010¢ —
FS1a LIN 50,0 0,1042 0,0772
LIN 150,0 0,022 0,035
40 EXP 10,0 1,0482 0,5672
F-Sib LIN 50,0 0,130 0,0914
LIN 150,0 0,0272 0,036
LIN 50,0 0,139¢ 0,128¢
45 FS1T5-pH2 LIN 100,0 0,107¢ 0,074¢
LIN 150,0 0,077¢ 0,052¢
EST 216,0 0,034¢ —
LIN 52,0 0,197 0,179
FS1-T6a LIN 100,0 0,081 0,087
LIN 150,0 0,048 0,058
>0 EXP 6,0 0,550 0,817
FS1-T6b LIN 50,0 0,045 0,090
EST 142,5 0,018 —

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.12 (%), 4.18 (%), y 4.24 ().
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FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha

Tabla 4.32

EFECTO DE LA TEMPERATURA

Velocidades especificas de consumo de L-arabinosa (qRRTy JdaRT)

Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5y L-ARA, = 25 g dm™3

LIN 50,0 0,039 0,040°
35 FS2T3-pH2
LIN 100,0 0,019° 0,025k
LIN 50,0 0,0592 0,0462
F-S2a
LIN 150,0 0,0182 0,0242
40 EXP 10,0 0,8872 0,5692
F-S2b LIN 50,0 0,0732 0,0782
EST 166,5 0,0212 —
LIN 50,0 0,110° 0,117°
45 FS2T5-pH2 LIN 100,0 0,064° 0,055
LIN 150,0 0,043 0,036
LIN 52,0 0,131 0,121
50 FS2-T6 LIN 100,0 0,058 0,069
LIN 150,0 0,032 0,048

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.12 (%) y 4.25 (°).

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha

Tabla 4.33

EFECTO DE LA TEMPERATURA

Velocidades especificas de consumo de D-xilosa (qR&1Y GarT)

Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5 y D-XILo = 25 g dm3

LIN 50,0 0,088 0,085°
30 FS3-M LIN 150,0 0,031 0,034°
LIN 200,0 0,018 0,026°
EXP 2,0 1,5082 1,6022
40 F.53 LIN 10,0 0,530? 0,5182
LIN 50,0 0,0952 0,159
EST 153,0 0,0212 —
LIN 50,0 0,224 0,196
50 FS3-T6 LIN 100,0 0,120 0,114
LIN 150,0 0,065 0,080

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.12 (%) y 4.18 (°).
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Independientemente de la pentosa utilizada durante la fermentacién con H. polymorpha,

a pH inicial constante (4,5) y en cada una de las condiciones de temperaturas estudiadas,

se observa un descenso del valor de qR7 en el transcurso del cultivo, Tablas 4.31 a 4.33.

En general, en los tres monosacaridos utilizados en la fermentacion, se observé un ligero
aumento del valor de la velocidad especifica de consumo de sustrato con el incremento de
la temperatura del bioproceso transcurrido el mismo tiempo de cultivo. Efectivamente, en la

serie de fermentaciones microaerdbicas de 25 g dm3 de D-arabinosa con H. polymorpha,
pHo = 4,5 y aumentando la temperatura en un rango de 30 — 50°C, el valor de o2&

aumenta tras 50 h de cultivo, desde 0,092 a 0,197 g g h1, respectivamente, Tabla 4.31.

De igual forma, usando L-arabinosa, en un rango de temperatura de operacién de 35 —
50°C, el valor de qRzr aumenté desde 0,039 a 0,131 g g* h! tras 50 y 52 h de cultivo,
respectivamente, Tabla 4.32. Utilizando D-xilosa como fuente de carbono y energia, se

observo la misma tendencia de gRgy, Tabla 4.33.

No obstante, cabe destacar que, a pHo constante (4,5), e independientemente del
sustrato y condiciones de temperatura de operacion, los valores de g2 tienden a

aproximarse a medida que avanza el tiempo de cultivo, Fig. 4.42, comportamiento

facilmente justificable si se considera que estamos en la fase final de consumo de sustrato.

Estos valores de qRzr (Tablas 4.31 a 4.33) son inferiores a los obtenidos en

investigaciones anteriores realizadas por este Grupo de Investigacion utilizando
biorreactores discontinuos, tipo mezcla perfecta, con un volumen de cultivo de 500 cm?3 y
500 rpm. Concretamente, en la fermentacién microaerébica de 25 g dm-3 de D-xilosa con H.
polymorpha a 30°C y pHo = 4,5, los valores determinados para Ry fueron del orden de
0,11 y 0,09 g g? hl, tras 75 y 100 h de cultivo, respectivamente, una vez que la fase
exponencial hubo terminado (Sanchez et al., 1998). De igual forma, manteniendo las
mismas condiciones de operacion asi como el sustrato, durante la fermentacién con C.
shehatae, se determin6 un valor para q3r en torno a 0,8 g g htras 40 h de bioproceso

(Sanchez et al., 1997).
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Figura 4.42 Velocidades especificas de consumot’dg sustrato (qRRT) en los experimentos
de fermentacién con H. polymorpha (FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-pH2, F-Sla,
FS1T5-pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, FS2a, FS2T5-pH2, FS2-T6, FS3-M, F-S3 y
FS3-T6 ), en condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-
ARA, (O), L-ARA, (L) y D-XILo (A) y modificando la temperatura de 25
(azul), 30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).
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Cuando se estudié la fermentacion de D-xilosa con P. tannophilus, a 30°C y pHo = 4,5,
los valores determinados de X7 fueron del orden 0,29 y 0,18 g g h'l tras 50 y 75 h de

cultivo (Bravo et al., 1995). Por otro lado, Sanchez et al. (2004), en la fermentacion de 25 g

dm- de D-xilosa con P. tannophilus, pH = 4,5, y temperaturas en el rango de 10 — 37°C,

aRxr observaron la misma tendencia tras las mismas horas de proceso.

La velocidad especifica de consumo de sustrato (gar7) Se calcul6 mediante el método
integral de tratamiento de datos cinéticos, a partir de la Ec. 4.22, considerando que Y, gt =

YSarr- EN general, se observa una aceptable concordancia entre los valores de las
velocidades especificas de consumo de sustrato evaluados por los métodos diferencial
(qB&7) € integral (garr), Tablas 4.31 a 4.33. Se detecta mayor discrepancia en los valores

determinados en la fase exponencial.

Al igual que en las series anteriores, estos datos, indican, que desde el punto de vista de
formacion de bioproductos, H. polymorpha es mas eficiente cuando utiliza D-xilosa frente a
D-arabinosa o L-arabinosa, pues consume mas sustrato y forma menos concentracion de

biomasa.

4.2.4.3 Formacion de bioproductos

En esta serie experimental los bioproductos mayoritarios formados durante la
fermentacion de D-arabinosa y L-arabinosa con H. polymorpha fueron arabitol, y en el caso
de D-xilosa, xilitol. La méaxima concentracién determinada en etanol no supera los 0,25 g
dm-3, utilizando D-xilosa como sustrato, en condiciones de microaeracién, 30°C y 4,5 de pH
inicial (Tabla B.11 del Anexo B.2), no considerandose un bioproducto de formacién
mayoritaria. Por otro parte, la maxima concentraciéon alcanzada de acido acético fue del
orden de 0,5 g dm (Tabla B.7, Anexo B.2).

En lo que se refiere a la formacion de arabitol, se alcanzé una concentracion maxima de
2,25 g dm3, en la fermentacion microaerébica de D-arabinosa con H. polymorpha, a 35°C y
pHo = 4,5, tras 380,5 h (Expto. FS1T3-pH2, Anexo B.3). Cuando se modificé la pentosa por
L-arabinosa, la maxima concentracion en arabitol no supera los 0,65 g dm tras 117,0 h a
40°C, pHo = 4,5 y en condiciones microaerdbicas (Expto F-Sla, Anexo B.1). Finalmente,

durante la fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha, se alcanz6é una concentracion
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maxima en xilitol del orden de 3,57 g dm- tras 176,5 h, cuando la temperatura de operacion

fue 40°C, pHo = 4,5 y en condiciones de microaeracion (Expto. F-S3, Anexo B.1).

Con el fin de estudiar la formacion de los bioproductos se determinaron los rendimientos
instantaneos en arabitol y xilitol, asi como las velocidades especificas de formacion de
arabitol y xilitol.

> Velocidad especifica de formacién de arabitol

Para la determinacién de este parametro se aplicé el método diferencial de tratamiento
de datos cinéticos (g2 ) a los datos experimentales de concentracion de arabitol,
obteniéndose el valor de la productividad volumétrica en arabitol, Fig. 4.43, y a partir de ésta

se determin6 g% segun la Ec. 4.24 (Tablas 4.34 y 4.35).

En general, utilizando D-arabinosa como fuente de carbono y energia, durante la
fermentacion microaerébica, en condiciones de pH inicial constante, no se aprecia una
tendencia definida en cuanto a la productividad volumétrica en arabitol. No obstante,
aumentando la temperatura en un rango de 25 — 35°C, el valor de dAr/dt se increment6
desde 0,7 a 10,1 mg dm= h (Exptos. FS1-T1, FS1-Ma + FS1-Mb, y FS1T3-pH2), Tabla
4.34,

Por otro lado, cuando el sustrato utilizado fue L-arabinosa, se observa una disminucion
de la productividad volumétrica en arabitol, desde 6,5 hasta 2,4 mg dm-=2 h'1, a medida que la
temperatura aumenta en un rango de 25 — 50°C (Exptos FS2T3-pH2, FS2a + FS2b, FS2T5-
pH2 y FS2T6), Tabla 4.35.
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Figura 4.43 Ajuste de la concentracion de arabitol frente al tiempo. Calculo de la velocidad
especifica de formacion de arabitol (qu) en los experimentos de fermentacién
con H. polymorpha (FS1-T1, FS1-Mb, FS1T3-pH2, F-Sic, FS1T5-pH2, FS1-
T6b, FS2T3-pH2, FS2a, FS2T5-pH2 y FS2-T6), en condiciones de
microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm® de D-ARA, (O), L-ARA, (L0) y
modificando la temperatura de 25 (azul), 30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrén),
45 (rosa) a 50°C (rojo).
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Tabla 4.34
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Productividad volumétrica (Qar) y velocidades especifica de formacion de arabitol (q,'ir , Qar)
Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5y D-ARA, = 25 g dm™

LIN 200 0,005 0,003

25 FS1-T1 0,007 LIN 526 0,002 0,002
EST 647 0,001 —

LIN 50,0 0,019° 0,013°

FS1-Ma 0,013
LIN 150,0 0,010° 0,007°
30 LIN 169,8 0,005P 0,006°
FS1-Mb 0,010

LIN 200,0 0,004° 0,005P

LIN 140,5 0,08¢ 0,073¢

35 FS1T3-pH2 0,101 LIN 332,5 0,025¢ 0,022¢
EST 380,5 0,029¢ —

LIN 50,0 0,0652 0,0632

F-Sla 0,076 LIN 150,0 0,0302 0,0292

LIN 189,5 0,0312 0,0302

LIN 165,0 0,0372 0,0302

40 F-Sl1b 0,053 LIN 200,0 0,0392 0,0322

LIN 332,0 0,0222 0,0182

LIN 68,0 0,0162 0,0142

F-Slc 0,019 LIN 150,0 0,0062 0,0062
LIN 176,5 0,0062 —

LIN 50,0 0,091° 0,077¢

45  FS1TS-pH2 0,039 LIN 100,0 0,052¢ 0,044¢
EST 216,0 0,019¢ —

LIN 7,5 0,543 0,800

Fs1T6a 0.044 LIN 27,0 0,225 0,331

LIN 52,0 0,215 0,317

50 LIN 92,0 0,142 0,209

EXP 4,0 0,798 1,216

S 1T6D 0,057 LIN 50,0 0,068 0,134

LIN 68,0 0,049 0,097
EST 142,5 0,040 —

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.13 (?), 4.19 (°) y 4.26 (°).
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Tabla 4.35
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Productividad volumétrica (Qar) y velocidades especificas de formacion de arabitol (q,&’r » dar)

Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5 y L-ARAo, = 25 g dm3

N et PR S A S
ggth ggth
LIN 21,0 0,073° 0,050°
35 FS2T3-pH2 0,065 LIN 50,0 0,049 0,033°
LIN 68,0 0,037° 0,025P
LIN 21,0 0,0592 0,0382
F-S2a 0,055 LIN 50,0 0,0372 0,0242
LIN 117,0 0,0212 0,0142
40 EXP 10,0 0,3272 0,3922
F-S2b 0,035 LIN 50,0 0,0612 0,0542
LIN 94,0 0,0392 0,0342
LIN 164,5 0,012b 0,011b
LIN 188,0 0,010° 0,009
45 FS2T5-pH2 0,021
LIN 216,0 0,008° 0,007°
LIN 310,5 0,006° 0,005°
EXP 10,0 0,318 0,229
50 FS2-T6 0,024 LIN 52,0 0,050 0,045
LIN 92,0 0,030 0,027

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.13 (%) y 4.27 (°).

En general, para cualquiera de las pentosas utilizada en esta serie, y a pH inicial
constante, g2 disminuye a lo largo del tiempo de cultivo, Tablas 4.34 y 4.35. Cuando se

utilizé6 D-arabinosa como sustrato, la velocidad especifica de formacion de arabitol aument6
desde 1,9 hasta 21,5 mg g* h' transcurridos practicamente el mimo tiempo de bioproceso
(50 y 52 h respectivamente), con el aumento de la temperatura de fermentacion desde 30 a
50°C, Tabla 4.34. Por el contrario, utilizando L-arabinosa como pentosa, a pHo = 4,5, no se
aprecia una tendencia definida al aumentar la temperatura de fermentacién y tras el mismo

tiempo de cultivo, Fig. 4.44.

Por otro parte, los valores alcanzados para g5, , en las mismas condiciones de operacion

(pHo y temperatura), fueron superiores cuando la pentosa usada fue D-arabinosa; en efecto,
durante la fermentacion microaerdbica a pHo = 4,5 y 40°C, y tras 50 h de cultivo, se

determind una velocidad especifica de formacién de arabitol de 6,5 mg dm-3 h utilizando D-
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arabinosa (Expto. F-Sla), valor superior al alcanzado cuando el monosacéarido fue L-
arabinosa, 3,7 mg dm- h! (Expto. F-S2a).
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Figura 4.44 Velocidad especifica de formacién de arabitol (qR,) en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS1-T1, FS1-Ma, FS1T3-pH2, F-Sla,
FS1T5-pH2, FS1-T6b, FS2T3-pH2, F-S2a, FS2T5-pH2 y FS2-T6), en
condiciones de microaeracién y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-ARA. (O), L-
ARA, () y modificando la temperatura de 25 (azul), 30 (amarillo), 35
(verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).
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En la revision bibliografica realizada al inicio de esta Tesis Doctoral, no se ha encontrado
referencias de trabajos que traten la fermentacién de D o L-arabinosa con H. polymorpha y
que determinen velocidades especificas de formacién de arabitol. Sin embargo, si existen
referencias sobre la asimilacién de D-xilosa por otras levaduras no tradicionales con vista a

la formacién de xilitol.

Durante la fermentacion microaerdbica de D o L-arabinosa con H. polymorpha, a pH
inicial constante (4,5), los valores determinados de la productividad global en arabitol no
muestran una tendencia definida con el incremento de la temperatura de fermentacién, Fig.

4.45. No obstante, cuando el sustrato utilizado fue L-arabinosa, en general, los valores
alcanzados de YS, fueron inferiores a los obtenidos cuando el monosacarido fue D-

arabinosa; en efecto, durante la fermentaciéon microaerébica de L-arabinosa a pHo = 4,5y
35°C (Expto. FS2T3-pH2), se alcanz6 una productividad global en arabitol, 0,28 g g%,
inferior a la determinada usando D-arabinosa bajo las mismas condiciones de fermentacion,
0,74 g g* (Exptos. FS1T3-pH2).

Una vez calculada g, de la misma forma que en series anteriores, y tras comparar los
valores obtenidos de velocidades especificas de produccion de arabitol evaluados por los

métodos diferencial (R, ) e integral (q, ), se observa una aceptable concordancia entre

ambos, fundamentalmente en la fase de desaceleracién del crecimiento, Tablas 4.34 y 4.35.
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Figura 4.45 Determinacién de la productividad global en arabitol (YAGr,X) segun la Ec. 4.25
en los experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS1-T1, FS1-Mb,
FS1T3-pH2, F-Slc, FS1T5-pH2, FS1-T6a, FS2T3-pH2, F-S2a, FS2T5-pH2 y
FS2-T6), en condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-
ARA. (O), L-ARA, () y modificando la temperatura de 25 (azul), 30 (amarillo),

35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).
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» Velocidad especifica de formacién de xilitol

A partir de la determinacion analitica de Qxi como pendiente de la representacion de los
datos Xi vs t, Fig. 4.46, se calculo g%, Tabla 4.36. Durante la fermentacién microaerébica

de D-xilosa, a pH inicial constante (4,5), se detecta que los valores globales alcanzados de
Qxi disminuyen con el aumento de la temperatura de bioproceso, Tabla 4.36. En este
sentido, cuando la temperatura de operacion fue 40°C (Expto. F-S3), se determind un valor
de productividad volumétrica en xilitol, 0,18 g dm-2 h-1, superior al alcanzado a 50°C (Expto.
FS3-T6), 0,07 g dm-3 h, Fig. 4.46.

En general, a pHo = 4,5, durante la fermentacién de D-xilosa se alcanzaron valores de
Qx superiores a los alcanzados para Qar cuando D o L-arabinosa fue utlizada como
sustrato bajo las mismas condiciones, Tablas 4.34 a 4.36. En efecto, en la fermentacion de
D-xilosa a pHo = 4,5 y 50°C, se determind un valor de Qxi, 0,07 g dm= h'1 (Expto. FS3-T6)
superior al alcanzado usando D-arabinosa, 0,04 g dm= h-1 (Expto. FS1-T6a) y L-arabinosa,

0,02 g dm- h'1 (Expto. FS2-T6) en las mismas condiciones de operacion.

4,0

Xi, g dm™

0 50 100 150 200 250 300 350
t,h

Figura 4.46 Ajuste de la concentracion de xilitol frente al tiempo. Calculo de la velocidad
especifica de formacion de xilitol (q%) en los experimentos de fermentacion
con H. polymorpha (FS3-M, F-S3 y FS3-T6), en condiciones de microaeracion
y pHo = 4,5, con 25 g dm de D-XILo (A) y modificando la temperatura de 30
(amarillo). 40 (marrén) a 50°C (roio).
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Tabla 4.36

FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Productividad volumétrica (Qxi) y Velocidades especificas de formacién de xilitol (Q)Dq Y Oy )

Condiciones de microaeracion, pHo = 4,5 y D-XILo = 25 g dm®

LIN 44,8 0,114 0,114
LIN 50,0 0,078 0,078
30 FS3-M 0,084*
LIN 150,0 0,031 0,031
LIN 200,0 0,024 0,024
LIN 10,0 0,4152 0,766
LIN 16,5 0,2922 0,539
LIN 28,0 0,198 0,3652
40 F-S3 0,179
LIN 50,0 0,127 0,235
EST 153,0 0,077 —
EST 176,5 0,0682 —
EXP 4,0 0,815 1,522
LIN 50,0 0,131 0,123
50 FS3-T6 0,068 LIN 100,0 0,076 0,071
LIN 150,0 0,054 0,050
LIN 200,0 0,041 0,039

(*) Valor puntual.

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.14 (?) y 4.20 (°).

De forma similar a lo observado en qf,, la velocidad especifica de formacion de xilitol

disminuye a medida que aumenta el tiempo de cultivo en cualquiera de las temperaturas de

operacion, Tabla 4.36. Por otra parte, si se comparan los valores alcanzados de ¢,

transcurridas las mismas horas de cultivo, en fermentaciones microaerébicas y pH inicial

constante (4,5), donde Unicamente se modificéd la temperatura de operacién, se observa

gue, en general, la velocidad especifica de formacién de xilitol es mas elevada a 40°C,

Tabla 4.36; en efecto, a 40°C y transcurrido un tiempo préximo a 150 h de cultivo, el valor

que se determiné de q% (7,7 mg g h), fue superior al valor alcanzado a 30 y 50°C (3,1 y

5,4 mgg!h?),
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Por otro lado, los valores alcanzados para qY , en las mismas condiciones de operacion
(pHo y temperatura), y tras las mismas horas de proceso, Fig. 4.47, fueron superiores a los

determinados para g cuando la pentosa empleada fue D o L-arabinosa, Fig. 4.44.
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Figura 4.47 Velocidad especifica de formacion de xilitol (Q)Dq) en los experimentos de

fermentacion con H. polymorpha (FS3-M, F-S3 y FS3-T6), en condiciones de
microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm= de D-XILo (A) y modificando la
temperatura de 30 (amarillo). 40 (marrén) a 50°C (roio).

La velocidad especifica de produccion de xilitol, determinada a 30°C y pHo = 4,5, y tras
50 h de cultivo, es muy inferior, 7,8 mg g* h' (Tabla 4.36) a la obtenida por Sanchez et al.
(2004) durante la fermentacién de D-xilosa con P. tannophilus, en las mismas condiciones
de temperatura y pH inicial, tras el mismo tiempo de cultivo, cuyo valor fue 25,0 mg g* h1,
De igual forma, se han obtenido unos valores para qf inferiores si se comparan con las
determinadas en la fermentacién de D-xilosa con H. polymorpha a 30°C y pHo de 4,5
(Sanchez et al., 1998); en efecto, en dicha investigacién se obtuvieron valores de qf
proximos a 60 g g* h't, una vez transcurridas 80 h de cultivo, superior al alcanzado en esta

serie experimental y tras el mismo tiempo de fermentacién, Expto. FS3-M (Tabla 4.36). Es

importante considerar que estas investigaciones previas se realizaron con biorreactores
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discontinuos, tipo mezcla perfecta, 500 cm?3 y 500 rpm (microaeracién por vortice), mientras
gue en este estudio se ha operado utilizando matraces Erlenmeyer de 50 cm? y un agitador
orbital con velocidad de 100 rpm.

A partir de la productividad global en xilitol, Fig. 4.48, se determind qy , Tabla 4.36. Al

igual que sucede en el arabitol, tras comparar los valores obtenidos de velocidades

especificas de produccién de xilitol evaluados por los métodos diferencial e integral, se

observa una buena concordancia entre q% yqy , Tabla 4.36.

4,0

Xi, g dm?

X - X, gdm?

Figura 4.48 Determinacion de la productividad en xilitol segin la Ec. 4.28 en los
experimentos de fermentacion con H. polymorpha (FS3-M, F-S3 y FS3-T6), en
condiciones de microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm? de D-XILo (A)y
modificando la temperatura de 30 (amarillo), 40 (marrén) a 50°C (rojo).

> Rendimiento en arabitol

A partir de la representacion de los valores de Ar versus (ART.-ART), Fig. 4.49, y tal y

como se especificd en las series anteriores, se determind el rendimiento global en arabitol,

Y arT, Tabla 4.37.
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Figura 4.49 Determinacion de los rendimientos globales en arabitol (YAGr,ART) segun la

Ec. 4.30 en los experimentos de fermentacidon con H. polymorpha (FS1-T1,
FS1-Ma, FS1T3-pH2, F-Sla, FS1T5-pH2, FS1-T6a, FS2T3-pH2, F-S2a,
FS2T5-pH2 y FS2-T6), en condiciones de microaeraciéon y pHo = 4,5, con 25
g dm? de D-ARA, (O), L-ARA, (IJ), y modificando la temperatura de 25
(azul), 30 (amarillo), 35 (verde), 40 (marrén), 45 (rosa) a 50°C (rojo).

pag. 266



4. Resultados y discusion

Tabla 4.37
FERMENTACION DE PENTOSAS CON H. polymorpha
EFECTO DE LA TEMPERATURA

Rendimientos globales en arabitol y xilitol (YE‘,,ART , Y)?,ART )
Condiciones de microaeracion y pHo = 4,5

25 FS1-T1 0,027
20 FS1-Ma 0,020°
FS1-Mb
35 FS1T3-pH2 0,141°¢
D-arabinosa FSia 0.086°
40 F-Sib 332,0 0,069*2
45 FS1T5-pH2 0,061¢
50 FSl-Tea 0,114
FS1-T6b
35 FS2T3-pH2 0,087¢
40 F-S2a 0,0692
L-arabinosa F-S2b 94,0 0,074*2
45 FS2T5-pH2 0,055¢
50 FS2-T6 0,036
30 FS3-M 308,3 0,122*
D-xilosa 40 F-S3 0,1492
50 FS3-T6 0,068

(*) Rendimientos instantaneos (Y aarT » YXiART )-

Valores calculados anteriormente e indicados en las Tablas 4.15 (%), 4.21 (°)y 4.28 ().

En general, a pH inicial constante, cuando el sustrato utilizado fue D-arabinosa, los
valores de Y.< st N0 muestran una tendencia definida con el incremento de la temperatura
de operacion, Tabla 4.37. No obstante, cuando el monosacéarido utilizado en la fermentacién
fue L-arabinosa, se observa una disminucion de YS sy a medida que aumenta la
temperatura; en este sentido, durante la fermentacién de L-arabinosa con H. polymorpha, a
pHo = 4,5 y en el rango de temperaturas de 35 — 50°C, se alcanzaron valores de Y& gy,

desde 0,087 a 0,036 g g?!, Tabla 4.37. Cabe destacar el hecho de que el maximo
rendimiento global en arabitol se determina con D-arabinosa a 35°C y pHo = 4,5 (Expto.
FS1T3-pH2).
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En general, estos resultados obtenidos en Yg  zrdurante la fermentacion de D y L-

arabinosa con H. polymorpha son superiores a los determinados por Fonseca et al. (2007),
0,01 g g}, en la fermentaciéon de L-arabinosa con Candida arabinofermentans PYCC 56037
a 30°C y pH = 5,5. No obstante, al modificar la levadura por P. guilliermondii PYYCC 3012,
estos autores obtuvieron un rendimiento en arabitol superior, 0,47 g g. Este grupo de
investigacion utilizé biorreactores de 1 dm® operando con 500 cm® de medio de cultivo, y
una velocidad de agitacion de 200 rpm; también, cabe destacar que ambas levaduras, C.
arabinofermentans y P. guilliermondii, son mesdfilas a diferencia con H. polymorpha.

Por otro lado, el rendimiento global en arabitol determinado a 45°C utilizando como
sustrato D-arabinosa (0,061 g g1) y L-arabinosa (0,055 g g), Tabla 4.37, son similares o
ligeramente inferiores a los determinados por Escalante et al. (1990b), 0,064 g g%, en la
fermentacion de 30 g dm de D-glucosa con H. polymorpha a 45°C y pH = 4,8; este grupo
de investigacion utiliza fermentadores de 2 dm?® de capacidad con una velocidad de
agitacion de 1.000 rpm e introduciendo aire esterilizado (1,0 v/v/min), y no explica el
mecanismo de formacion de arabitol partiendo de una hexosa como es D-glucosa.

» Rendimiento en xilitol

En este caso, durante la fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha, a pHo constante,
se observa que Y$ gt disminuye con el aumento de la temperatura de operacion, Fig. 4.50.

En efecto, durante la fermentacién de D-xilosa a 40°C, se obtuvo un valor del rendimiento
global en xilitol, 0,15 g g (Expto. F-S3), que fue superior al obtenido cuando la temperatura
se incrementd a 50°C, 0,068 g g (Expto. FS3-T6), Tabla 4.37. Cuando la fermentacion se
desarrollé a 30°C, sélo se ha podido calcular el rendimiento instantaneo en xilitol por no

existir valores experimentales suficientes referidos a concentracion de xilitol en la fase de

linealidad de xilitol que apoyen dicha etapa con el fin de poder calcular Y gt -

Estos valores de rendimiento en xilitol son ligeramente superiores a los obtenidos por
Sanchez et al. (2004), en torno a 0,10 g g1, en la fermentacién de 25 g dm-2 de D-xilosa con
H. polymorpha a 30°C, pHo = 4,5 y en condiciones microaerébicas logradas sélo a partir del
vortice de agitacién en un biorreactor discontinuo, tipo tanque agitado. Sin embargo, cuando

la temperatura de fermentacion aumenté a 35°C, Yygart disminuy6 a la mitad, 0,05 g g2.
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Figura 4.50 Determinacién del rendimiento en xilitol segun la Ec. 4.31 en el experimento de
fermentacion con H. polymorpha (FS3-M, F-S3 y FS3-T6), en condiciones de
microaeracion y pHo = 4,5, con 25 g dm® de D-XlLo (A) y modificando la
temperatura de 30 (amarillo), 40 (marrén) a 50°C (rojo).
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4.3 SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA

Estos procesos se llevan a cabo en una Unica etapa, en un mismo reactor, donde la
hidrélisis enzimatica y la fermentacion se desarrollan al mismo tiempo y en las mismas
condiciones de operacion (Wyman et al., 1992). En definitiva, los enzimas transforman los
polisacaridos en monosacaridos fermentables. Simultaneamente, se lleva a cabo la
fermentacion, con el microorganismo seleccionado, de estos monosacaridos obtenidos,
convirtiéndose de forma continua a bioproductos (p. ej. etanol, xilitol, arabitol), sin
acumulacion de azlcares en la mezcla de reaccion. La presencia de la levadura junto con
los enzimas reduce la acumulacién del sustrato debido a su continua conversion a
bioproductos por la fermentacién; este hecho puede suponer un aumento en la velocidad de
sacarificacion y del rendimiento en bioproductos. La sacarificacion y fermentacién
simultanea también reduce los costes econdémicos, asi como el riesgo de contaminacién

microbiana (De Bari et al., 2002).

Tras someter el material de poda (exento de hoja y con un tamafio de particula fijo entre
0,300 y 0,425 mm) a un pretratamiento de hidrdlisis acida (acido sulfarico 0,05 M) con agua
caliente a presion y una relacion S/L = 1/6 (p/V), apartado 3.6.1, se consigue hidrolizar la
fraccion hemiceluldsica, Tabla 4.1 y 4.8, facilitando asi el posterior ataque enzimatico en el
proceso SFS. El hidrolizado procedente de esta hidrdlisis acida a presion, compuesto por
fase sélida y liquida, se somete al proceso de sacarificacién y fermentacién simultanea con
los enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21], usando la levadura H.

polymorpha.

Con el fin de establecer las condiciones de operacién mas adecuadas en el proceso
SFS, se realiz6 series experimentales donde la concentracién del indculo y el pHo del cultivo
se modificaron en un rango de 0,11 - 0,36 g dm=2 y 3,5 — 5,5, respectivamente,

manteniéndose constante la temperatura de bioproceso (45°C).

Hay que destacar el hecho de que, para realizar un seguimiento de la evolucion del
cultivo con el tiempo con el fin de determinar el crecimiento celular, en este proceso SFS no
se ha podido determinar la concentracién en biomasa a lo largo del tiempo (x) a partir de la
absorbancia de la suspension celular medida a A = 620 nm, segun se indica en Apartado
3.9.1 de Materiales y Métodos. Esto es debido a que el proceso SFS se llevé a cabo a partir
del hidrolizado pretratado que esta constituido por una mezcla S + L; en efecto, a pesar
permanecer el reactor sin agitacion unos minutos antes de la toma de muestra, con el fin de

conseguir la sedimentacién de la fase sdélida, las muestras contienen particulas sélidas que
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provocan un aumento de Aes2 Yy por consiguiente una determinacion errénea de la

concentracion en biomasa.

No obstante, en algunos experimentos de esta serie se ha estudiado la evolucion del
cultivo a lo largo del tiempo a partir del contaje de células en microscopio 6ptico, Ncelulas,
segun se indica en Apartado 3.9.2 de Materiales y Métodos. A partir del valor obtenido para
Ncsiuas @ 10 largo del tiempo de proceso, se determind posteriormente la concentracion
celular de la muestra durante el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea, N,
segun la Ec. 3.24.

Conocida la concentracion celular en el reactor (por contaje celular) al comienzo del
proceso, No, durante el crecimiento exponencial, una representacion de In (N/No) vs t
conduciria a un ajuste lineal, es decir, una linea recta, a partir de cuya pendiente se podria

determinar un valor de la velocidad especifica méxima de crecimiento, um, Ec. 4.32.

N ,
N = Hmt+Z [4.32]
(o]

siendo Z" una ordenada en el origen no nula.

Durante la sacarificacion y fermentacion simultanea se determind la concentracion
celular en aquellos experimentos donde se hayan evaluado (N), la concentraciéon de
monosacaridos fermentables como D-glucosa (D-GLU), D-xilosa (D-XIL), arabinosa (ARA),
D-galactosa (D-GAL), D-manosa (D-MAN), D-fructosa (D-FRU), asi como azlcares totales
(AT). Con respecto a los bioproductos, se calcul6 la concentracion en etanol (E), xilitol (Xi) y
arabitol (Ar). Finalmente, ante la posible existencia de inhibicion, se determin6 la
concentraciéon en acido acético (Ac), asi como el indice de inhibidores (Ii). Por otro lado, se
calcul6 la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) existentes en los
hidrolizados finales tras el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea. Todos estos

datos primarios se presentan en el Anexo C de esta Memoria.

A partir de estos resultados, se llevé a cabo un estudio del consumo de sustrato y
formacion de bioproductos a través de los parametros cinéticos: velocidad volumétrica de
consumo de sustrato (QP), asi como productividad volumétrica y rendimientos en

bioproductos.
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4.3.1 Experimento de referencia

En este caso, el hidrolizado obtenido tras el pretratamiento de hidrélisis a presién
(apartado 3.6.1) se sometié a un proceso de filtracién, tal y como se indica en el apartado
3.7.2, con el fin de obtener la fase liquida.

Fijada la temperatura de operacion (45°C) y el pHo (4,5), y manteniendo las condiciones
de microaeracion (entrada de aire solo por el vortice de agitacion), se sometié el hidrolizado
liquido a un proceso de fermentacion con H. polymorpha, apartado 3.7.2. La concentracion
inicial de inéculo en el reactor fue en torno a 0,27 g dm-3.

Este ensayo (FHP-pH2) se desarrollé6 en un biorreactor tipo tanque agitado, tal y como
fue descrito en el apartado de Materiales y Métodos, seccién 3.7.2, sin la adicion de los
enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21], debido a que en este caso no
se pretendia sacarificacién y fermentacion simultanea, sino solo el proceso de fermentacion

del hidrolizado.

Durante la fermentacion se estudié la evolucién del pH y se determiné la concentracion
celular. En relacion al sustrato, se determinaron las concentraciones de monosacéaridos
fermentables como D-glucosa (D-GLU), D-xilosa (D-XIL), arabinosa (ARA), D-galactosa (D-
GAL), D-manosa (D-MAN), D-fructosa (D-FRU), asi como azlcares totales (AT). Con
respecto a los bioproductos, se calculé la concentracién en etanol (E), xilitol (Xi) y arabitol
(Ar). Finalmente, ante la posible existencia de inhibicion, se determiné la concentracién en
acido acético (Ac), asi como el indice de inhibidores (l}). Todos estos datos primarios se
presentan en la Tabla C.1 del Anexo C de esta Memoria. A partir de estos datos
experimentales, se ha llevado a cabo una representacion grafica de la formacion de los
bioproductos (Figura C.1), de los consumos de azlcares totales, D-glucosa, D-xilosa y

arabinosa (Figura C.2).

A partir de estos resultados, se llevo a cabo un estudio de la formacién de biomasa,
consumo de sustrato y formacién de bioproductos a través de los parametros cinéticos:
velocidad especifica maxima de crecimiento, productividad en biomasa, velocidad especifica
de consumo de sustrato, rendimiento en biomasa, velocidad especifica de formacion de
productos y rendimientos en bioproductos en este experimento de fermentacion.
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4.3.1.1 Formacion de biomasa

La evaluacién de la formacion en biomasa durante el proceso de fermentacion del
hidrolizado con H. polymorpha se llevdé a cabo mediante la determinacién de la velocidad

especifica maxima de crecimiento y la productividad volumétrica en biomasa.

Tras establecer la fase de crecimiento exponencial en la curva de crecimiento, Fig. 4.51,
mediante ajuste por minimos cuadrados, a la Ec. 4.15, de los datos del logaritmo neperiano
de la concentracion adimensional de biomasa y tiempo de operacion, se determind un valor
de pm igual a 0,036 h' (r? = 0,998). Esta velocidad especifica maxima es inferior a la
determinada en las series experimentales de fermentacién de pentosas con H. polymorpha
en un agitador orbital. En efecto, el valor minimo determinado de um, 0,062 h1, se alcanzé
durante la fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha, en agitador orbital, a 25°C, pHo
= 4,5 y en condiciones microaerébicas (Expto. FS1-T1), Tabla 4.29; el valor maximo de pm,
0,320 hl, se obtuvo a 40°C, pHo = 5,5, en condiciones microaerdbicas y utilizando L-
arabinosa (Expto.FS2T4-pH3), Tabla 4.22.

2,5 3,0
() - 2,5
o0
) - 2,0
2 ° o e
-~ L 1 5 ©
23 o Yo
= <
® - 1,0
' -
o | 0,5
: ‘ ; T ‘ T ‘ 0,0
0 100 200 300 400 500

t,h

Figura 4.51 Curva de crecimiento. Determinacion de la velocidad especifica maxima de
crecimiento y de la productividad volumétrica en biomasa en la fermentacion
del hidrolizado a presion con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5, y
con una concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm-3. Valores de In(x/xo) vs
t@®;xvs t@.
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Esta fase exponencial abarca un periodo de 19 h, duracién comparable con las
obtenidas durante la fermentacion de pentosas con H. polymorpha en un agitador orbital
(apartado 4.2).

La velocidad especifica maxima alcanzada en este experimento de fermentacién del
hidrolizado a presién con H. polymorpha a 45°C, pHo 4,5 y en condiciones microaerdbicas
(FHP-pH2), es considerablemente inferior a las obtenidas en otros estudios de
fermentacion. En efecto, durante la fermentacién en un biorreactor discontinuo, tipo mezcla
perfecta, de D-xilosa pura con H. polymorpha a 30°C y pHo = 4,5 y 500 rpm (Sanchez et al.,
1998), se alcanz6 un valor de pm en torno a 0,43 h1, velocidad que es considerablemente

superior a las determinadas en este experimento FHP-pH2.

Durante la fermentaciéon de D-glucosa con H. polymorpha, a 45°C y modificando el pHo
(en el rango de 3,5 a 5,5), se alcanz6 un valor para pm del orden de 0,55 h-t cuando el pHo
estuvo proximo a 4,5 (Escalante et al.,, 1990a). Esta velocidad es de nuevo superior a las
alcanzadas en este experimento de fermentacion de hidrolizado pretratado a presién con H.
polymorpha FHP-pH2. En dicha investigacibn se operé usando matraces Erlenmeyer
agitados (100 rpm), conteniendo 100 cm?® de medio de cultivo de H. polymorpha con 1%
(p/V) de hexosa.

Sin embargo, en la fermentacion de hidrolizados de tallos de girasol utilizando esta
misma levadura, el mismo dispositivo experimental (reactores tipo tanque agitado), 30°C y
una velocidad de agitacion de 500 rpm (Martinez et al., 2012), el valor de pm fue menor
(0,008 h1).

Una vez representada x vs t, Fig. 4.51, y establecida la fase de desaceleracién en el
experimento FHP-pH2, se ha determinado P, por ajuste por minimos cuadrados de los
datos de concentracién de biomasa frente a tiempo de proceso a la Ec. 4.16, obteniéndose
un valor en torno a 0,008 g dm= hl (r2 = 0,970). Este resultado es muy préximo a los
determinados en la fermentacion de azlcares puros en esta investigacién, usando las
mismas condiciones de operacion, Tabla 4.22. También, este valor de Py es muy préximo al
obtenido en la fermentacién de hidrolizados de tallos de girasol con H. polymorpha, la
misma configuracion de reactor, 30°C y una velocidad de agitacién de 500 rpm, (Martinez et
al., 2012), donde P»= 0,0091 g dm= h-L.

En este experimento, la maxima concentracién de biomasa, 2,18 g dm, se alcanz6
transcurridas 338 h de cultivo, existiendo en el medio una concentracion final de AT en torno

a 15,25 g dm y siendo 4,5 el valor de pH.
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En lo que se refiere a la evolucién del pH, en este experimento (FHP-pH2) se ha
observado un mantenimiento del valor inicial (4,5) a lo largo de todo el proceso de
fermentacion. En efecto, solo en el periodo final del proceso (a partir de 358,5 h) se detectd
una ligera disminucion del pH con respecto al valor inicial, manteniéndose en torno a 4,3 el
pH minimo alcanzado.

4.3.1.2 Consumo de sustrato

Este consumo ha sido estudiado a través de la determinacion del rendimiento global en
biomasa (YX?AT) basado en el consumo de azlcares totales y la velocidad especifica de

consumo de sustrato (qg ).

Si el rendimiento permanece constante a lo largo del experimento, una representacion de

los valores de (x-Xo) a distintos tiempos frente a (ATo.-AT) deberia conducir a una recta de
pendiente Y, r Y de ordenada en el origen nula. Aunque no fuese nula, el rendimiento
obtenido mediante la pendiente corresponderia a todo el experimento y por tanto, para

distinguirlo del instantaneo, se podria denominar rendimiento global, YX?AT, Fig. 4.52.
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Figura 4.52 Determinacion del rendimiento global en biomasa (YX(,EAT), segun la Ec. 4.17,

en la fermentacion del hidrolizado a presion con H. polymorpha (FHP-pH2), a
45°C, pHo = 4,5, y con una concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm-3.
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En este experimento (FHP-pH2) se alcanzé un valor de YSar, 0,56 g g (12 = 0,950),

ligeramente superior al obtenido para Y,Sxrt, 0,45 g g2, durante la fermentacion de 25 g dm-

8 de L-arabinosa con H. polymorpha, en agitador orbital, a 35°C, pHo = 3,5 y en condiciones
de microaeracion, Tabla 4.23 (Expto. FS2T3-pH1). No obstante, este rendimiento es muy
superior al alcanzado en estas series experimentales de fermentacién de pentosas con H.

polymorpha (seccion 4.2) bajo las mismas condiciones de operacion; en efecto, a 45°C, pHo
= 4,5 y en condiciones microaerdbicas, se alcanzo6 un valor para Y,5agr de 0,12y 0,19 g g

cuando la pentosa utilizada fue D y L-arabinosa, respectivamente (Exptos. FS1T5-pH2 y
FS2T5-pH2), Tabla 4.30.

Con el fin de determinar la velocidad especifica de consumo de sustrato, se ha aplicado
inicialmente el método diferencial de tratamiento de datos cinéticos. La ecuacién que ofrece
una mejor reproducibilidad de los datos de sustrato en mayores intervalos de tiempo en los
resultados obtenidos con H. polymorpha fue de nuevo la Ec. 4.19, pero referida en este
caso a la variacion de la concentracion de azlcares totales y monosacaridos. Tras linealizar
esta ecuacion, Ec. 4.20, se obtuvieron los parametros a y B en cada uno de los casos, Fig.
4.53.

En general, en la fermentacion de hidrolizado a presion con H. polymorpha, en
condiciones microaerébicas, 45°C y pHo = 4,5 (Expto. FHP-pH2) se observa que la
concentracién de sustrato disminuye muy lentamente en las primeras horas del cultivo para,
a continuacion, descender bruscamente hasta que se encuentra muy agotado, Fig. 4.54. No
obstante, el consumo de arabinosa se mantiene en esta primera etapa, no sufriendo este
descenso acusado de concentracion; en efecto, partiendo de una contenido inicial en
arabinosa de 1,66 g dm= se determiné una concentracién en este monosacarido de 0,41 g
dm- al final del bioproceso (t = 455,5 h). Este comportamiento es similar al observado

durante la fermentaciéon de medios de cultivos conteniendo azlcares puros, seccion 4.2.
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Figura 4.53 Ajuste a la Ec. 4.20 para la determinacién de la velocidad especifica de consumo
de sustrato (azUcares totales, D-glucosa, D-xilosa y arabinosa) en la fermentacion
del hidrolizado a presién con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm,

Una vez obtenidos los parametros a y B, se puede comprobar la bondad del ajuste
recalculando los valores de AT, D-GLU, D-XIL y ARA mediante la ecuacién 4.19. Se
observa que para el experimento FHP-pH2 la reproduccion es aceptable en todo el intervalo

de tiempo, Fig. 4.54 (linea continua).
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Figura 4.54 Consumo de azUcares totales (), D-glucosa (@), D-xilosa (®) y arabinosa ()
en la fermentacion del hidrolizado a presion con H. polymorpha (FHP-pH2), a
45°C, pHo = 4,5, y con una concentracion inicial de in6culo de 0,27 g dm=. La
linea continua reproduce la Ec. 4.19 del mismo cultivo.

A partir de la Ec. 4.21, y haciendo uso de los parametros a y B, se determiné las
velocidades especificas de consumo de sustrato en funcién del tiempo (qSD), Fig. 4.55. En
general, se observa una disminucién de la velocidad en el transcurso del cultivo.

Los valores de la velocidad especifica de consumo referidos a arabinosa a lo largo del
cultivo fueron inferiores a los determinados para D-glucosa y D-xilosa; en efecto, tras 261 h
bioproceso se alcanz6 un valor de qg’, 0,43 mg g h, 10 veces inferior al determinado para

D-glucosa y D-xilosa, Fig. 4.55. En general, la velocidad especifica determinada ha sido de
menor orden a la alcanzada en los experimentos de fermentacién de pentosas con H.
polymorpha en las mismas condiciones de operacion (45°C, pHo = 4,5 y microaeracion por
vortice de agitacion) y tras el mismo tiempo de cultivo. En efecto, utilizando D-arabinosa

como sustrato (Expto. FS1T5-pH2) y tras 100 h de proceso, se determiné un valor para la
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velocidad especifica de consumo de sustrato, 0,11 g g1 h-1, muy superior al obtenido en la

fermentacién del hidrolizado a presion, 0,65 mg g h'1 (referido a consumo de arabinosa).

1,4
1,2
1,0
F"E
"= 08
(@)
=
06
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o
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0,2 o
—S——C—=r
0,0 . — .
0 100 200 300 400 500
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Figura 4.55 Velocidades especificas de consumo de sustrato qg’ (azlcares totales

D-glucosa @, D-xilosa @ y arabinosa ), en la fermentacion del hidrolizado a
presion con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5, y con una
concentracion inicial de indculo de 0.27 a dm.

Cuando el rendimiento en biomasa permanece constante en el transcurso del

experimento, y ademas se admite que no existe mantenimiento celular, es decir, Y, =

Y Sar, la velocidad especifica de consumo de sustrato referida a azdcares totales puede ser

calculada usando el método integral de tratamiento de datos cinéticos, Ec. 4.22. En general,

se observa una aceptable concordancia entre los valores de las velocidades especificas de

consumo de sustrato evaluados por los métodos diferencial (qET) e integral (gar).
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4.3.1.3 Formacion de bioproductos

Los bioproductos mayoritarios formados durante la fermentacion de hidrolizado a presién
con H. polymorpha, a 45°C, pHo = 4,5 y en condiciones de microaeracion (FHP-pH2), han
sido xilitol, arabitol, y etanol. Las concentraciones méximas alcanzadas en etanol y arabitol,
0,11 y 0,17 g dm3, fueron inferiores a la maxima obtenida en el caso de xilitol, 0,44 g dm-3
(Tabla C.1, Anexo C.1)

En lo que se refiere a la concentracion de &cido acético, no se han detectado
concentraciones muy elevadas durante la fermentacién, siendo 1,84 g dm- el valor mas alto
detectado tras 3,5 h de cultivo; posteriormente su concentracién disminuye con el tiempo lo
cual indica que la levadura lo esta consumiendo usandolo como sustrato (Tabla C.1, Anexo
C.1). Enlo que se refiere al indice de inhibicion se observa que los valores mas elevados se
determinan al comienzo del experimento y posteriormente se detecta una disminucién

progresiva que facilmente se ajusta a una relacion lineal segun Ec. 4.33, (Fig. 4.56).

I, =-0,358t + 218,959 r’=0,988 [4.33]

300,0

250,0 ~
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— 150,0

100,0

50,0 ~

0,0 ‘ . ‘ : ‘ . ‘ ,
0 100 200 300 400 500

t,h

Figura 4.56 Evolucién del indice de inhibidores vs tiempo en el experimento FHP-pH2 con
H. polymorpha, a 45°C, en condiciones de microaeracion, pHo = 4,5, y con una
concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm.
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Al igual que con el &cido acético, considerando que se determina una disminucion de la
concentraciéon del indice de inhibicién, por tanto de las concentraciones de los principales
compuestos inhibidores (acido acético, furfural y HMF), cabria pensar que también el furfural
e 5-(hidroximetil)-2-furaldehido es consumido por H. polymorpha.. Este hecho pone de
manifiesto, que el efecto de la inhibicion en el cultivo disminuye con el tiempo de proceso.

La formacién de bioproductos ha sido estudiada a través de la determinacion de los
siguientes parametros: velocidades especificas de formacion de arabitol (g, ) y etanol (qg),

asi como rendimientos instantaneos en arabitol referido a azlcares totales y arabinosa

(Yauar Y Yayara ) Y €n etanol referido a azlcares totales (Ygar )-

> Velocidad especifica de formacién de bioproductos

Para el céalculo de la velocidad de producciéon de arabitol, inicialmente es preciso
determinar Qar como pendiente de la representacién de los datos Ar vs t, Fig. 4.57. Durante
la fermentacién de hidrolizado a presién con H. polymorpha a 45°C, pH inicial constante
(4,5), y en condiciones microaerébicas, la productividad volumétrica en arabitol, 0,6 mg dm-3
h, se prolonga hasta tiempos cercanos a las 190 h de bioproceso, Fig. 4.57. Tras

determinar Qar se calcula las velocidades especificas de formacion de arabitol por el método
diferencial, observandose una disminucion de q%. a medida que avanza el tiempo de cultivo,
Tabla 4.38.

En general, la velocidad especifica de formacion de arabitol determinada en la
fermentacion del hidrolizado a presién con H. polymorpha (Expto. FPH-pH2) es inferior a la
determinada durante la fermentacion de azlcares sintéticos utilizando la misma levadura,

Seccion 4.2. En efecto, bajo las mismas condiciones de operacién (45°C, pHo = 45y

condiciones microaerd@bicas) y utilizando L-arabinosa como sustrato (Expto. FS2T5-pH2) se
alcanz6 un valor de g%, 1,0 mg g h, superior al obtenido en este experimento FHP-pH2,

0,3 mg g h'i, tras un periodo de cultivo proximo a las 190 h.
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Figura 4.57 Ajuste de la concentracion de arabitol (®) y xilitol (@) frente al tiempo. Célculo
de la velocidad especifica de formacion de arabitol (q,'ir) en la fermentacion

del hidrolizado a presion con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5,y
con una concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm-3.

Tabla 4.38
FERMENTACION DE HIDROLIZADO A PRESION CON H. polymorpha.

Velocidades especificas de formacion de arabitol (q,'ir Y Qp ) Y etanol (qE Y ge)

Experimento FHP-pH2, T = 45°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

EXP
EXP
EXP
EXP
LIN
LIN
LIN
LIN

0,0
15
3,5
5,0
19,0
30,5
117,0
189,0

0,024
0,022
0,020
0,019
0,012
0,010
0,004
0,003

0,029
0,029
0,029
0,029
0,011
0,010
0,004
0,003

0,729
0,505
0,422

0,638
0,638
0,638
0,638
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A partir de la representacidon de los valores arabitol a lo largo del tiempo frente al

incremento neto de biomasa, se determiné la productividad global en arabitol, 0,079 g g7,
Fig. 4.57. Con este valor de Y5, se determiné la velocidad especifica de produccion de

arabitol por el método integral, observandose una buena concordancia entre los valores

evaluados por los métodos diferencial e integral, Tabla 4.38.
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Figura 4.58 Determinacion de la productividad en arabitol (YAGr,X ) mediante la Ec. 4.25, y
en etanol (YE(?X ) segun Ec. 4.37, en la fermentacion del hidrolizado a presion

con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5, y con una concentracién
inicial de in6culo de 0,27 g dm3.

La velocidad especifica de produccion de etanol, se define segun la Ec. 4.34,

_1dE
Je = dt [4.34]
Con objeto de calcular la productividad volumétrica de etanol (Qe), se han ensayado
diferentes ecuaciones empiricas con el fin de ajustar los datos experimentales. Entre estas

expresiones empiricas, la que permite obtener una mejor reproducibilidad de los datos de la
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concentraciéon de etanol en mayores intervalos de tiempo en los resultados obtenidos con H.
polymorpha ha sido la Ec. 4.35,

Em
Ey -E

tB
=A [4.35]
donde Ewm representa la concentracion méaxima de etanol alcanzable, basada en el
rendimiento de Gay-Lussac, es decir, si el rendimiento de la transformaciéon de azlcares
totales en etanol fuese tedrico. A partir de la linealizacion de la ecuacion 4.34, se obtiene la
Ec. 4.36,

Em
Ey -E

In(In )= BInt+In(InA) [4.36]

y mediante ajustes por minimos cuadrados de los valores del primer miembro frente a los
del logaritmo neperiano del tiempo, los parametros empiricos (A y B) pueden ser
determinados, puesto que parat = 0 h, Ec = 0. Una vez evaluados estos pardmetros
empiricos, a partir de la Ec. 4.35, se puede determinar analiticamente dE/dt, y por tanto,
sustituyendo en la Ec. 4.34, obtener la expresion para la velocidad especifica de produccién

de etanol en funcion del tiempo, Ec. 4.37,

[4.37]

> EmB(nA ®H@at)
0.

q X

donde se sustituye la concentracion de biomasa, x, por el valor correspondiente al tiempo
considerado.

En la fermentacién del hidrolizado a presién con H. polymorpha (Expto. FPH-pH2) la
productividad volumétrica en etanol, 14,14 mg dm- h-1, es considerablemente superior a Qar
(0,6 mg dm= h), abarcando Unicamente el periodo inicial del bioproceso, es decir, las 5

primeras horas de cultivo. Al igual que en el caso del arabitol, se observa una disminucion
de g2 a lo largo del tiempo, Tabla 4.38. No obstante, si se comparan la velocidad de
formacién de arabitol y etanol, transcurridas las mismas horas de cultivo, se detecta que los
valores de g2 son superiores a los determinados para g5, a lo largo de todo el proceso, Fig.

4.59; efectivamente, transcurridas 5 h de fermentacion, el valor que se determiné de o2,

42,2 mg g* h', fue superior al valor alcanzado para qR,, 1,8 mg g h.

Durante la fermentacion de hidrolizados de tallos de girasol utilizando esta misma

levadura, con reactores tipo tanque agitado, 30°C y una velocidad de agitacion de 500 rpm
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(Martinez et al., 2012), el valor de ¢ tras 30 h de proceso fue 14 mg g h?, fue del mismo

orden al determinado durante la fermentacion de hidrolizado a presién a 45°C (Expto. FHP-
pH2).

0,8 }) 0,5

- 0,4
0,6 T

q°: 10,gg™h*
qDAr 102! g g_l h_l

0 50 100 150 200
t,h

Figura 4.59 Velocidad especifica de formaciéon de arabitol (q,'ir ®) y etanol (q,';D ) en la

fermentacion del hidrolizado a presién con H. polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo =
4,5, y con una concentracion inicial de inéculo de 0,27 g dm.

Por otra parte, la productividad instantanea en etanol se define segin Ec. 4.38.

v . dE
E/x — d(x_ Xo) [438]

Si este parametro permanece constante durante la fermentacién, y en experimentos
donde no exista concentracion en etanol a tiempo cero, una representacion de E vs (X-Xo)

daria lugar a una linea recta cuya pendiente se obtendria la productividad global en etanol,

Y, , Fig. 4.58. En este experimento de fermentacion con H. polymorpha (Expto. FH-pH2) se

ha alcanzado un valor de Y5, , 1,75 g g1, muy superior al obtenido en el caso de arabinosa,

0,08 g g}, Fig. 4.58.
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Durante la fermentacion de hidrolizados de tallos de girasol utilizando esta misma

levadura, y biorreactores tipo tanque agitado, operando a 30°C y con una velocidad de
agitacion de 500 rpm (Martinez et al., 2012), se determiné un valor de Y$,, 1,16 g g4,
ligeramente inferior al obtenido en este experimento.

A partir de la definicion de velocidad especifica de crecimiento (Aiba et al., 1973), usando

las ecuaciones 4.33 y 4.37, y admitiendo la ausencia de mantenimiento celular, la velocidad

especifica de produccion de etanol puede expresarse segun Ec. 4.39,

O = Yeix 4 [4.39]

A partir de la productividad global en etanol (Y5, ), Fig. 4.58, se determiné la velocidad

especifica de formacion de bioproductos por el método integral, Tabla 4.38, observandose
una buena concordancia entre los valores obtenidos de velocidades especificas de

produccion de bioproductos evaluados por los métodos diferencial e integral. Cabe destacar
gue en este experimento FHP-pH2, gz sélo se pudo determinar en la fase exponencial
debido a que el periodo de produccién de este bioproducto fue muy corto y abarcé esa fase
inicial.

En lo que se refiere a la formacién de xilitol, la méxima concentracion, 0,44 g dm, se

alcanzo al inicio del proceso (t = 0 h), disminuyendo de forma lineal hasta alcanzar un valor
de 0,06 g dm-3tras 455,5 h de cultivo.

» Rendimiento en bioproductos

A partir de la representacion de los valores de Ar a distintos tiempos frente a (ATo-AT)

asi como Ar versus (ARAo.-ARA), Fig. 4.61, se obtienen en ambos casos una recta cuya

pendiente corresponde a Yoar Y YSara » FESPECtivamente, segln la Ec. 4.30, Tabla 4.39.

En la fermentacion del hidrolizado a presion con H. polymorpha a 45°C, pHo =4,5 y en
condiciones de microaeraciéon (Expto. FHP-pH2), el rendimiento global en arabitol
alcanzado, basado en el consumo neto de arabinosa, 0,12 g g, l6gicamente muy superior

al referido a azucares totales, 0,02 g g1, Tabla 4.39.
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Figura 4.60 Determinacién de los rendimientos globales en arabitol (Yﬁ,ART oy YE,,ARA m)

segun la Ec. 4.30, en la fermentacién del hidrolizado a presion con H.

polymorpha (FHP-pH2), a 45°C, pHo = 4,5, y con una concentracion inicial de
inéculo de 0,27 g dm3.

Tabla 4.39
FERMENTACION DE HIDROLIZADO A PRESION CON H. polymorpha.

Rendimientos globales en arabitol (YAGr,AT y YAC',‘_/ARA ) e instantaneo en etanol (Yg/at)
Experimento FHP-pH2, T =45°C, pHo = 4,5 y condiciones de microaeracion

0,020 0,121 189,0 0,022

No obstante, si se comparan estos valores con los obtenidos durante la fermentacion de
azlcares sintéticos con la misma levadura y en las mismas condiciones de operacion,

utilizando D 6 L-arabinosa como sustrato (Exptos. FS1T5-pH2 y FS2T5-pH2) se obtuvo un
valor de Y Az, 0,06 g g%, superior al determinado en este experimento de fermentacion de

hidrolizado a presion para Y., Tabla 4.39.
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El valor obtenido para YS,ra €n la fermentacion de hidrolizado a presion con H.

polymorpha a 45°C, pHo =4,5 y en condiciones de microaeracién, 0,12 g g1, es superior al
rendimiento global determinado por Escalante et al. (1990b), 0,064 g g1, en la fermentacién
de 30 g dm= de D-glucosa con H. polymorpha a 45°C y pH = 4,8; este grupo de
investigacion utiliza fermentadores de 2 dm® de capacidad con una velocidad de agitacién
de 1.000 rpm e introduciendo aire esterilizado (1,0 v/v/min), y no explica el mecanismo de
formacion de arabitol partiendo de una hexosa como es D-glucosa.

De la misma forma que para el arabitol, el rendimiento instantaneo en etanol basado en
el consumo neto de azlcares totales (Ygar ), Se puede definir segun la Ec. 4.40,
d(E -Ep)
Y, = —

E/AT d(AT, - AT) [4.40]
de tal forma que si Ygar permanece constante a lo largo del experimento, una
representacién de los valores de (E-Eo) a distintos tiempos frente a (ATo.-AT) deberia
conducir a una recta de pendiente YSar. Logicamente, no se considera la concentracion
inicial de etanol puesto que at=0h, Eo = 0.

En este caso, no ha sido posible el ajuste de los valores de etanol frente al consumo
neto de azlcares totales con lo que Unicamente se ha podido determinar el rendimiento

instantaneo, siendo méximo tras 189 h de cultivo (Ygr = 0,02 g g1), Tabla 4.39.

En un estudio previo donde se llevo a cabo la fermentacion de hidrolizados de tallos de
girasol con H. polymorpha en fermentadores discontinuos tipo mezcla perfecta, a 30°C y
una velocidad de agitacion de 500 rpm (Martinez et al., 2012), se obtuvo un rendimiento

global en etanol, 0,14 g g%, muy superior al obtenido en este experimento.

4.3.2 Influencia de la concentracion de inéculo y del pH inicial del cultivo

En el proceso SFS, tanto los enzimas como la levadura actian de forma simultanea;
efectivamente, la hidrélisis enzimatica del material lignocelulésico existente en suspension
en el hidrolizado pretratado, a partir del cual se obtienen azlcares (oligosacéaridos y
monosacaridos) en disolucién, es paralela a la generacion de bioproductos mediante la
fermentacion de los monémeros con H. polymorpha. En general, esto lleva como
consecuencia que no se observe un comportamiento caracteristico en cuanto al consumo

de sustrato ya que a la vez que se genera por parte de la hidrdlisis, se consume durante la
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fermentacion. En definitiva, este comportamiento determina la imposibilidad de ajustar todo
el intervalo de tiempo mediante ecuaciones empiricas de mayor o menor complejidad y por
tanto la dificultad de evaluar el consumo de sustrato y determinar de forma cuantitativa sus

pardmetros

En esta serie experimental se llevé a cabo la sacarificacion y fermentacion del
hidrolizado (s6lido y liquido) con los enzimas, celulasa y B-glucosidasa, usando la levadura
H. polymorpha, a 45°C, y en condiciones de microaeracion (entrada de aire sélo por el
vortice de agitacién, 500 rpm). En este caso, se modificé la concentracion de indculo inicial
dentro del reactor ([ | ]so) desde 0,11 hasta 0,36 g dm-® para cada una de los valores de pHo

(3,5, 4,5y 5,5), con el fin de estudiar el efecto de ambas variables en el bioproceso.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucién del pH, consumo de
sustrato, y formacion de bioproductos en el transcurso del proceso SFS se han indicado en

las Tablas D.1 a D.13 y se han representado en las Figuras D.1 a D.26 del Anexo D.

4.3.2.1 Evaluacién del crecimiento celular

El contaje celular se llevd a cabo en los procesos SFS con una concentracion inicial de
inoculo de 0,15 y 0,36 g dm-3. Una vez obtenidos los datos del nimero de células por unidad
de volumen en cada muestra en el proceso SFS a lo largo del tiempo, N, segun la Ec. 3.24,
una representacion de In (N/No) versus t, Fig. 4.61, permite obtener, tras su ajuste lineal, un

valor de um, segun Ec. 4.32, Tabla 4.40.

Durante los procesos de SFS llevados a cabo a 45°C y pH constante, se observa que la
velocidad especifica maxima de crecimiento en general disminuye con el incremento de la
concentracion inicial de inéculo. En efecto, a pHo = 4,5y [ | ]so = 0,15 g dm= (Expto. SFS3-
pH2a), el valor de pm, 0,042 h, fue superior al alcanzado cuando la concentracién de
indculo aumenté a 0,36 g dm=3, Expto. SFS4-pH2, Tabla 4.40. Sélo cuando el proceso se
llevdé a cabo a pHo = 3,5 se observé un aumento de um al incrementar el valor de [ | ]go
(Tabla 4.40). Por otra parte, en general, cuando la concentracién inicial de inéculo se
mantuvo constante, al aumentar el pH inicial del cultivo, no se aprecié un comportamiento
definido. Esto es, durante los procesos de SFS llevados a cabo a 45°C, con una
concentracién inicial de in6culo de 0,15 g dm-3, el valor de pm se mantuvo en torno a 0,04 h-
1, al modificar el pHo en el rango de 3,5 a 5,5 (Exptos. SFS3-pH1, SFS3-pH2a, SFS3-pH3),
Fig. 4.61.
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Figura 4.61 Curvas de crecimiento en funcién del nimero de células. Determinacién de

las velocidades especificas méaxima de crecimiento segun la Ec. 4.32 en los
experimentos SFS con H. polymorpha, a 45°C y en condiciones de
microaeracion, variando el pHo de 3,5 (rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul).
Concentracion inicial de inéculo de 0,15 g dm= (circulo) y 0,36 g dm
(cuadrado).
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Tabla 4.40
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE INOCULO ([ | Jeo) Y DEL pHo DE CULTIVO
Velocidad especifica maxima de crecimiento (pim)
Condiciones de microaeracion y T = 45°C

0,15 SFS3-pH1 0,038 0,955
33 0,36 SFS4-pH1 0,062 0,451
45 0,15 SFS3-pH2a 0,042 0,789
0,36 SFS4-pH2 0,021 0,827
5.5 0,15 SFS3-pH3 0,045 0,934
0,36 SFS4-pH3 0,013 0,962

En los procesos SFS con H. polymorpha a 45°C se alcanzaron valores de velocidad
especifica maxima de crecimiento inferiores a los obtenidos en el caso de fermentacion de
pentosas utilizando la misma levadura. Efectivamente, mientras que el valor maximo de pm
determinado durante el proceso SFS no superé el valor de 0,05 h?, utilizando una
concentracién inicial de inéculo de 0,15 g dm=y un pHo = 4,5 y 5,5 (Exptos.SFS3-pH2a y
SFS3-pH3), en la fermentaciéon con H. polymorpha a la misma temperatura, el valor minimo
de um alcanzado, 0,12 h%, utilizando 25 g dm- de D-arabinosa y un pHo = 3,5 (FS1T5-pH1),
fue superior. Este hecho indica que en estos procesos de SFS, correspondientes a esta

serie, existe inhibicién por sustrato.

De igual forma, los valores alcanzados de velocidad especifica maxima de crecimiento
en esta serie, Tabla 4.40, son considerablemente inferiores a los obtenidos en trabajos
previos a esta investigacion, donde el pHo también fue modificado a temperatura constante.
En efecto, en la fermentacién de D-xilosa pura con H. polymorpha a 30°C, se alcanz6 un
valor de la pum en torno a 0,38, 0,43 y 0,41 h', tras modificar el pHo de 3,5, 4,5 a 5,5,
respectivamente (Sanchez et al., 1998). En este caso también se oper6 con un biorreactor

discontinuo, tipo mezcla perfecta, y condiciones de aeracién por vortice (500 rpm).
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4.3.2.2 Consumo de sustrato

En la sacarificacion y fermentacién simultanea, la hidrélisis enzimatica del material
lignoceluldsico y la generacion de bioproductos mediante la fermentacion de mondémeros
con H. polymorpha se produce al mismo tiempo. Esta generacién simultanea tanto de
azlcares como de bioproductos provocd un comportamiento no caracteristico en cuanto al
consumo de sustrato y por tanto no fue posible ajustar su evolucién, mediante ecuaciones
empiricas de mayor o menor complejidad, a lo largo de todo el intervalo de tiempo. De igual

forma, por la misma razén, no se pudo determinar la velocidad volumétrica de consumo de

sustrato (QP).

En general, se observa que, a pHo constante, las concentraciones maximas alcanzadas
de los monosacaridos disminuyen a medida que aumenta la concentracion inicial de inéculo
([ 1 ]so), Tablas 4.41 a 4.43. En efecto, en condiciones microaerébicas, manteniendo las
condiciones de temperatura y pH inicial en el biorreactor durante el proceso SFS (45°C y
pHo = 3,5), la concentracion de azlcares totales disminuyo desde 35,2 a 10,8 g dm-3 cuando
se incrementé la, concentracién de inéculo inicial desde 0,11 a 0,36 g dm-3, Tabla 4.41. De
igual forma ocurre a pHo = 4,5y 5,5 (Tablas 4.42 y 4.43).

Por otro lado, a 45°C, en condiciones de microaeracion y una concentracion inicial de
in6culo constante, la modificacion del pH inicial (3,5, 4,5 y 5,5) no provocé una variacion
considerable en las concentraciones maximas alcanzadas de los monosacéridos.
Efectivamente, a 45°C y [ | ]so = 0,36 g dm- la concentracion méxima en azlcares totales se
mantuvo constante, préximo a 11,0 g dm- ante la modificacion del pHo del medio desde 3,5
a 5,5 Tablas 4.41 a 4.43.

En todas las condiciones de operacion, manteniendo 45°C y microaeracion, el
monosacarido encontrado en mayor concentracion fue D-glucosa. En concreto, utilizando
una concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm-2y un pHo = 5,5, la concentracién maxima
alcanzada de D-glucosa fue 26,5 g dm-=tras 18,5 h de proceso SFS. En lo que se refiere a
arabinosa, se determinaron unas concentraciones méaximas inferiores a 1,7 g dm-2 (cultivo

realizado a pHo=3,5y[1]eo = 0,11 g dm-3).
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Tabla 4.41
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE INOCULO ([ I] 8o) Y DEL pHo DE CULTIVO
Concentracion méaxima y minima de los monosacéridos. Maxima diferencia de concentracion
Condiciones de microaeracién, T = 45°C y pHo = 3,5

AT 185 35,17 164,0 10,28 24,90 70,78

D-GLU 185 24,27 1640 598 18,29 75,35

D-XIL 18,5 6,9 1640 2,50 4,40 63,76

0,11 SFS1-pH1 ARA 185 1,72 1640 0,73 0,99 57,33
D-FRU 210,0 1,30 1640 0,24 1,06 81,46

D-GAL 185 0,73 1640 0,38 0,35 47,47

D-MAN 2100 082 3525 041 0,41 50,12

AT 103,8 17,52 0,0 4,39 13,13 74,95

D-GLU 103,8 11,27 0,0 2,17 9,10 80,76

D-XIL 103,8 3,85 0,0 1,21 2,64 68,64

0,13 SFS2-pH1 ARA 34,3 0,98 0,0 0,59 0,39 39,47
D-FRU 103,8 0,73 0,0 0,00 0,73 100,00

D-GAL 343 0,46 0,0 0,29 0,17 37,64

D-MAN 343 042 0,0 0,13 0,29 68,48

AT 329,8 18,07 5985 7,56 10,51 58,15

D-GLU 3298 1169 0,0 3,86 7,84 67,00

D-XIL 3298 3,47 5985 0,75 2,71 78,24

0,15 SFS3-pH1 ARA 3298 099 5985 0,49 0,50 50,20
D-FRU 329,8 1,02 5985 0,30 0,72 70,88

D-GAL 21355 043 5985 0,22 0,21 48,25

D-MAN 3298 048 5985 0,25 0,23 47,62

AT 92,3 10,80 164,3 5,57 5,23 48,41

D-GLU 92,3 6,51 0,0 3,03 3,48 53,41

D-XIL 92,3 236 1643 111 1,24 52,78

0,36 SFS4-pH1 ARA 0,0 1,00 1643 0,53 0,47 46,69
D-GAL 92,3 040 3893 0,24 0,16 40,40

D-MAN 92,3 033 3893 0,22 0,11 32,42

D-FRU 0,0 0,34 3893 0,10 0,24 71,64
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SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha

Tabla 4.42

EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE INOCULO ([ | Jeo) Y DEL pHo DE CULTIVO
Concentracion méaxima y minima de los monosacéridos. Maxima diferencia de concentracion
Condiciones de microaeracion, T = 45°C y pHo = 4,5

AT 18,5 35,80 352,5 12,27 23,53 65,72

D-GLU 1140 2511 0,0 7,71 17,40 69,29

D-XIL 185 6,69 3525 2,00 4,68 70,07

0,11 SFS1-pH2 ARA 185 1,67 3525 0,77 0,90 53,90
D-FRU 3050 1,45 3525 0,22 1,23 84,59

D-GAL 185 0,75 3525 0,35 0,40 53,52

D-MAN 185 082 3525 0,32 0,51 61,53

AT 367,8 21,30 0,0 6,49 1481 69,53

D-GLU 367,8 1381 0,0 3,12 10,69 77,40

D-XIL 367,8 4,68 0,0 1,86 2,81 60,13

0,13 SFS2-pH2 ARA 103,8 0,99 0,0 0,73 0,27 26,76
D-FRU 367,8 0,96 0,0 0,13 0,83 86,55

D-MAN 367,8 0,49 0,0 0,31 0,18 36,50

D-GAL 103,8 0,48 0,0 0,34 0,14 29,29

AT 159,3 16,40 5985 7,76 8,64 52,67

D-GLU 159,3 10,64 0,0 4,57 6,07 57,03

D-XIL 159,3 3,31 5985 1,42 1,89 57,04

SFS3-pH2a ARA 0,0 094 5985 0,52 0,42 45,05

D-FRU 159,3 0,64 4953 0,24 0,40 62,11

D-MAN 2135 0,45 4953 0,26 0,19 42,22

D-GAL 1593 045 5985 0,24 0,21 47,02

0.15 AT 140,0 1945 4535 133 18,12 93,17
D-GLU 140,0 13,59 4535 0,00 13,59 100,00

D-XIL 187,0 3,44 4535 0,80 2,64 76,75

SFS3-pH2b ARA 1400 1,28 4535 0,35 0,93 72,79

D-FRU 90,5 1,23 4535 0,00 1,23 100,00

D-GAL 259,0 0,58 4535 0,18 0,40 68,79

D-MAN 187,0 052 4535 0,00 0,52 100,00

AT 49,0 10,67 3893 531 5,36 50,26

D-GLU 49,0 6,36 0,0 2,96 3,40 53,46

D-XIL 490 235 3893 1,15 1,20 51,15

0,36 SFS4-pH2 ARA 49,0 093 3893 0,48 0,45 48,70
D-GAL 49,0 036 3893 0,20 0,16 43,65

D-MAN 49,0 0,33 3893 0,20 0,13 39,39

D-FRU 49,0 0,34 1643 0,00 0,34 100,00
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Tabla 4.43
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE INOCULO ([ | Jeo) Y DEL pHo DE CULTIVO
Concentracion méaxima y minima de los monosacéridos. Maxima diferencia de concentracion
Condiciones de microaeracién, T = 45°C y pHo = 5,5

AT 185 37,66 3525 3,60 34,06 9043

D-GLU 185 26,48 3525 0,00 26,48 100,00

D-XIL 185 7,18 3525 2,50 4,69 65,21

0,11 SFS1-pH3 ARA 185 1,71 3525 0,77 0,93 54,60
D-FRU 185 1,03 2815 0,00 1,03 100,00

D-GAL 185 0,75 3525 0,33 0,42 56,08

D-MAN 1140 0,75 3525 0,00 0,75 100,00

AT 343 18,61 3678 6,03 1259 67,61

D-GLU 343 11,37 3678 0,35 11,02 96,91

D-XIL 34,3 4,16 0,0 1,77 2,39 57,40

0,13 SFS2-pH3 ARA 343 1,30 0,0 0,72 0,58 44,35
D-FRU 343 080 3678 0,08 0,73 90,51

D-GAL 343 0,52 0,0 0,35 0,18 33,91

D-MAN 103,8 0,48 367,8 0,12 0,36 75,68

AT 329,8 19,07 0,0 8,22 10,85 56,89

D-GLU 3298 12,19 0,0 3,78 8,41 68,98

D-XIL 3298 395 5985 2,02 1,94 49,03

0,15 SFS3-pH3 ARA 159,3 0,96 5985 0,61 0,34 35,84
D-FRU 3298 097 888 0,34 0,63 65,12

D-GAL 3298 047 5985 0,27 0,19 41,08

D-MAN 3298 054 5985 0,29 0,25 46,83

AT 92,3 10,69 164,3 545 5,24 48,99

D-GLU 92,3 6,40 0,0 3,01 3,39 52,99

D-XIL 92,3 235 1643 1,23 1,12 47,64

0,36 SFS4-pH3 ARA 0,0 0,98 164,3 0,59 0,40 40,22
D-GAL 92,3 037 3893 0,23 0,14 37,77

D-MAN 923 039 3893 0,21 0,19 47,70

D-FRU 92,3 029 1643 0,00 0,29 100,00

Con el fin estudiar la presencia de monosacaridos en el medio durante el proceso SFS
enfocados a un correcto desarrollo del bioproceso, se ha empleado un pardmetro, Q,
definido como la méxima diferencia de concentracion de un monosacérido concreto (AC)
con respecto a su concentracion maxima alcanzada en un determinado momento (Cmax), EC.
4.41.
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AC

Q= 100 [4.41]

max

siendo AC la diferencia entre la concentracion maxima (Cmax) y minima (Cmin) de dicho

monosacarido.

Cuanto menor sea este porcentaje, significara un mejor desarrollo del proceso de
sacarificacion y fermentacion simultanea ya que disminuiria la presencia de azlcares en el
medio. El valor minimo se alcanz6 en el caso de D y L-arabinosa, 26,8%, durante el proceso
SFS realizado a pHo = 4,5 y con una concentracién inicial en el medio de 0,13 g dm-3 (Expto.
SFS2-pH2), Tabla 4.42. No obstante, cuando Q fue referido a azlcares totales, el porcentaje
minimo, 48,4%, se alcanz6 con un valor de pH inicial de 3,5 y [ | ]Jso = 0,36 g dm-2 (Expto.
SFS4-pH1), Tabla 4.41.

En general, se observa que conforme se aumenta la concentracion de inéculo, el valor
del parametro Q es menor, hecho facilmente justificable considerando que al haber mayor
concentracion de biomasa en el medio el consumo de los azlcares es mas rapido. Este
parametro presenta elevados valores, practicamente en todos los casos, superiores al
30,0%, lo que quiere decir que existe un desajuste entre el proceso de hidrdlisis enzimatica
y el bioproceso de fermentaciéon. Es decir, la velocidad de hidrélisis (en relacién a la
generacion de azlcares) es mas elevada que el consumo de estos azlcares en el proceso
de fermentacién. Légicamente, este hecho indica que se debe operar con una concentracién

de in6culo superior a la utilizada en esta investigacion.

En relacion al pH inicial, se detecta que a pHo = 4,5 el parametro Q presenta mayor
numero de porcentajes menores en los procesos de SFS llevados a cabo, lo que podria

indicar que los procesos de hidrolisis y de fermentacion estdn méas acoplados.

4.3.2.2 Formacion de bioproductos

Los bioproductos mayoritarios formados durante la sacarificacién y fermentacion
simultanea con H. polymorpha han sido arabitol, xilitol y etanol. La formacién de

bioproductos ha sido estudiada a través de la determinacién de los siguientes parametros:
productividades volumétricas en arabitol (Q,, ), xilitol (Qy ) e instantanea en etanol (Qg ), De
igual forma, se han determinado el rendimiento méximo, referido al solido seco inicial

sometido al pretratamiento a presion, en arabitol (Y,ys), Xilitol (Yys ) y etanol (Ygs ).
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> Productividad volumétrica en arabitol

La velocidad de produccion de arabitol por unidad de volumen, dAr/dt, se obtiene a partir
de la representacion de la concentracion de arabitol versus t, observandose que estos datos

experimentales se ajustan de forma aceptable a una ecuacion lineal, Fig. 4.62. En definitiva,
Qur Se obtendria de manera sencilla como la pendiente resultante de representar Ar vs t

(Fig. 4.62), Tabla 4.44. Sélo en el caso del experimento de sacarificacion y fermentacién

simultanea con H. polymorpha a 45°C, pHo = 3,5 y partiendo de una concentracion inicial de
in6culo en el biorreactor de 0,36 g dm (Expto. SFS4pH1), no se pudo determinar Q,, ya

gue la concentracion de arabitol en el medio disminuia a lo largo del tiempo.

0,5 0,5
lgo] = 0,11 g dm?3 lgo] = 0,13 g dm?
0'47[5] gdm 0147[3] g o
£ 031 £ 03 )
o o
Z 0,2 o
5 . 0,2
0,1 1 0,1 | ¢
0,0 : : w 0,0 .éz/.
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
t,h t,h
0,3 0,12
[ lgo ] =0,15¢g dm-3 [ IBO] =0,36¢ dm-3
o ®_ 0,08
= =
(2] o
< < 0,04
< ®
‘ ‘ ‘ 0,00 /
0O 100 200 300 400 0 25 50 75 100
t, h t, h

Figura 4.62 Ajuste de la concentracion de arabitol frente al tiempo en los experimentos de SFS
con H. polymorpha, a 45°C y en condiciones de microaeracién, modificando el pHo
desde 3,5 (rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul). Variaciéon de [ Iso ] desde 0,11, 0,13, 0,15
hasta 0,36 g dm .
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En general, se aprecia que en los cultivos realizados a igual pHo, Qa, disminuye con el

incremento de la concentracion de indculo inicial. En efecto, en los experimentos
microaerébicos de SFS con H. polymorpha realizados a 45°C, pHo=5,5y [ | ]Jeo = 0,11 g dm,
se alcanzé una productividad volumétrica en arabitol, 1,0 mg dm- h?, superior a la
determinada tras aumentar la concentracion de in6culo inicial a 0,36 g dm-3, Tabla 4.44. Por

otro lado, si lo que se mantiene constante durante el proceso SFS es [ | ]o, la variacion del

pHo conduce a un comportamiento no definido en cuanto a los valores de Q,, , Fig. 4.62.

Tabla 4.44
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE [ | ]so Y DEL pHo DE CULTIVO

Productividad volumétrica en arabitol (Qp, ), xilitol (Qy ) y maxima instantanea en etanol (QE)
Condiciones de microaeracion, T = 45°C

0,11 SFS1-pH1 1,2 7,0 — 0,0
3,5 0,13 SFS2-pH1 0,3 — — 0,0
0,15 SFS3-pH1 0,3 — 237,5 0,1

0,11 SFS1-pH2 2.1 27,7 305,0 0,0

0,13 SFS2-pH2 0,1 — — 0,0

45 015 SFS3-pH2a 0,3 — — 0,0
SFS3-pH2b 0,7 — 307,5 25,8

0,11 SFS1-pH3 1,0 — 210,0 19,1

5.5 0,13 SFS2-pH3 0,9 — 367,8 26,9
0,15 SFS3-pH3 0,2 — 159,3 0,3

0,36 SFS4-pH3 0,3 5,0 389,3 0,9

En general, la productividad volumétrica alcanzada en arabitol durante los procesos SFS
fue inferior a la obtenida en la fermentacién de pentosas con H. polymorpha, bajo las
mismas condiciones de operacién (45°C y microaeracion). No obstante, durante la

sacarificacion y fermentacion simultdnea con H. polymorpha, [ | ]Jso = 0,11 g dm3y pHo = 4,5,
se alcanz6 un valor de Qa, 2,1 mg dm= h?, similar a la obtenida en el proceso de

fermentacion de L-arabinosa en las mismas condiciones de operacion (Expto. FS2T5-pH2).

En un estudio sobre la produccion de arabitol mediante la fermentacion de D-glucosa con

H. polymorpha, a pH constante (4,8), 45°C y 1.000 rpm (Escalante et al., 1990b), se alcanz6
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una productividad volumétrica en arabitol de 0,357 g dm- h! tras 42 h de fermentacion,
valor muy superior a las obtenidas en esta serie de experimental de sacarificacion y

fermentacion simultadnea con H. polymorpha, Tabla 4.44.

> Productividad volumétrica en xilitol

Como en el caso del arabitol, Qy se obtendria tras representar Xi vs t, como la

pendiente resultante del ajuste lineal (Fig. 4.63), Tabla 4.44.

8,0

6,0 1

.’/0

4,0 1

Xl,gdm3

2,0 1

0,0 \ T ‘ ‘ : ‘ ; ‘
0 100 200 300 400

t,h
Figura 4.63 Ajuste de la concentracion de Xi frente al tiempo en los experimentos de SFS
con H. polymorpha, a 45°C y en condiciones de microaeracion, modificando el
pHo desde 3,5 (rojo), 4,5 (verde) a 5,5 (azul). [ Iso ] = 0,11 g dm= (A), Exptos.
SFS1-pH1 y SFS1-pH2; 0,15 g dm (O), Expto. SFS3-pH3; 0,36 g dm ()
Expto. SFS4-pH3.

En esta serie experimental, en general, no se ha podido determinar Qy ya que, excepto

en los experimentos realizados con [ | Jeo = 0,11 g dm a pHo = 3,5 y 4,5 respectivamente,
asi como [ | ]Jso = 0,36 g dm3y 5,5 de pHo se produjo un consumo del xilitol producido en el
bioproceso y de forma simultanea a su generacion. Este hecho es facilmente justificable si
se considera la ruta metabdlica de produccion de etanol establecida para levaduras no
tradicionales donde el xilitol es un producto intermedio (Apartado 2.6.3). De forma que si

experimentalmente se detecta disminucién de la concentracién de xilitol con el tiempo
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(consumo del mismo por la levadura) paralelamente se observa incremento de la
concentraciéon de etanol, circunstancia que se ha puesto claramente de manifiesto en

algunos procesos de esta serie, Fig. 4.64.

En la fermentacion de mezclas de D-glucosa y D-xilosa con C. tropicalis a 30°C
utilizando un biorreactor discontinuo tipo tanque agitado, en condiciones de microaeracion
por voértice (500 rpm) y sin aeracién adicional, a pH = 5,0, y partiendo de una concentracién
total inicial de sustrato de 25 g dm-® (Sanchez et al., 2008), se alcanz6 una productividad
volumétrica en xilitol inferior a la determinada en esta serie experimental de SFS, Tabla
4.44, siendo 19,0 mg dm-2 h'1 el valor maximo alcanzado en dicha investigaciéon, con una

concentracién inicial de D-xilosa y D-glucosa de 5y 20 g dm-3, respectivamente.

15,0 6,0
(] L
12,0 - 5.0
o
® “ - 4,0
o 907 o
£ £
© »
o ® 30 o
Yo60- <
- 2,0
3,0 -
() - 1,0
00@ : ; O ; : ; : 0,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura 4.64 Evolucion de la concentracion de Xi (@) y E (@) frente al tiempo en los
experimentos de SFS con H. polymorpha, a 45°C, en condiciones de
microaeracion, pHo = 5,5y [ Iso ] = 0,13 g dm™3 (Expto. SFS2-pH3).

Durante la fermentacién de D-xilosa con H. polymorpha a pHo constante (4,5), se alcanz6
una productividad volumétrica en xilitol de 179,0 y 68,0 mg dm- h-! cuando la temperatura
de operacion fue 40 y 50°C, respectivamente (Exptos. F-S3 y FS3-T6); este valor de Qxi es

muy superior al obtenido en los experimentos de SFS, Tabla 4.44.
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> Productividad volumétrica instantdnea maxima en etanol

En estos experimentos de sacarificacion y fermentacién simultanea con H. polymorpha,
en condiciones microaerébicas a 45°C, donde se modificé tanto el pH inicial del medio (3,5,

4,5 y 5,5) como la concentracidon de indculo en un rango de 0,11 — 0,36 g dm=, se ha

determinado la velocidad instantanea de produccion de etanol por unidad de volumen, Q.

En cada uno de los experimentos SFS, se selecciond el valor maximo de Qg, Tabla 4.44.

En general, fijada la concentracién de indculo inicial dentro del biorreactor, se observa un
incremento de Qg conforme se aumenta el pHo del medio. Efectivamente, cuando [ | Jso =

0,13 g dm3, la productividad volumétrica instantdnea méaxima en etanol pasé de ser nula
hasta 26,9 mg dm- h'! cuando el pHo se incrementé hasta 5,5 (Expto. SFS2-pH3), Tabla
4.44. No obstante, cuando el pH inicial permanece constante, una variacién de la

concentracion de indculo inicial en el medio no manifiesta una tendencia definida por parte
de Q.

Estos valores determinados para la productividad volumétrica instantdnea maxima en
general son inferiores a los obtenidos utilizando S. cerevisiae. En efecto, durante un estudio
previo de sacarificacion y fermentacion simultdnea de material lignoceluldsico procedente de
poda del olivar con S. cerevisiae, utilizando matraces Erlenmeyer de 125 cm?, a 40°C y pH
4,8, (Cuevas et al., 2010), se alcanzé un valor superior, 130 mg dm= hl, tras 12 h de
fermentacion, con unas condiciones de pretratamiento préximas a las empleadas en esta

investigacién (210°C y una disolucién de acido sulftrico 0,05 M).

> Rendimiento maximo en arabitol

Este pardmetro, Y,,s, se determina a partir de la concentracion maxima en arabitol

obtenida experimentalmente, en las muestras procedentes de los experimentos SFS con H.
polymorpha, a 45°C y en condiciones de microaeracion, y referido al sélido seco inicial

sometido al pretratamiento a presion, segun la Ec. 4.42.

kg arabitolen muestrade SFS
kg residuosecoinicial

Yans = 100 [4.42]
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En general, a pH inicial constante, no se observa un comportamiento definido 6
caracteristico en cuanto a Y,,g ante un incremento de la concentracion del in6culo inicial.

No obstante, cuando la [ | Jso fue constante, en general el rendimiento maximo en arabitol

aumentd conforme se incrementé el valor del pH inicial en el biorreactor, Tabla 4.45. De
hecho, las condiciones de operacion en las cuales se alcanz6 el maximo valor en Y,ys,

0,69%, fue [ ]so = 0,13 g dm2y pHo = 5,5, tras 321,8 h de proceso SFS (Expto. SFS2-pH3).

Tabla 4.45
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE [ | ]so Y DEL pHo DE CULTIVO

Rendimiento méaximo en arabitol (Y s ), xilitol (Yy,s ) y etanol (Yg/5)

Condiciones de microaeracién, T = 45°C

0,11 SFS1-pH1 1140 0,21 352,5 6,39 * 0,00
0,13 SFS2-pH1 103,8 0,07 0,0 8,50 * 0,00
3> 0,15 SFS3-pH1 3298 0,18 159,3 10,91 237,5 0,05
0,36 SFS4-pH1 0,0 0,02 236,5 9,42 236,5 0,01
0,11 SFS1-pH2 42,5 0,16 210,0 6,82 305,0 0,03
0,13 SFS2-pH2 367,8 0,09 0,0 8,32 * 0,00
4,5 0.15 SFS3-pH2a 159,3 0,14 159,3 10,88 * 0,00
SFS3-pH2b 307,5 0,40 28,5 11,13 307,5 14,91
0,36 SFS4-pH2 * 0,00 236,5 9,20 * 0,00
0,11 SFS1-pH3 2815 0,44 184,0 3,93 210,0 5,04
5.5 0,13 SFS2-pH3 321,8 0,69 0,0 9,02 367.,8 17,52

0,15 SFS3-pH3 329,8 0,18 88,8 10,67 237,5 0,09
0,36 SFS4-pH3 92,3 0,06 236,5 9,06 389,3 0,64

(*) A'lo largo de todo el intervalo de tiempo del bioproceso.

» Rendimiento maximo en xilitol

Al igual que en el caso del arabitol, el rendimiento maximo en xilitol, Yy,g , se determina

segun Ec. 4.42 pero aplicado a este bioproducto. En los experimentos de SFS con H.

polymorpha, a 45°C y manteniendo el pH inicial constante, en general, se aprecia un
aumento de Yy,;s con el incremento de la concentracion del indculo inicial en el biorreactor.

En efecto, cuando pHo = 5,5, el rendimiento maximo en xilitol aumentd desde 3,9 a 9,1%,
cuando [ | ]so se incrementé en un rango de 0,11 — 0,36 g dm-® (Exptos. SFS4-pH1, SFS4-
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pH2 y SFS4-pH3), Tabla 4.45. Por otro lado, cabe destacar el hecho de que cuando [ | ]zo Se
mantiene constante, el valor alcanzado para Yy,s apenas se ve influenciado por la variacion
del pH inicial. Efectivamente, durante los experimentos microaerobicos de SFS con H.
polymorpha a 45°C y [ | ]so = 0,15 g dm3, el valor alcanzado para Y, (10,9, 10,9y 9,1), se

mantuvo practicamente constante ante la variacion del pHo, desde 3,5, 4,5 a 5,5,
respectivamente (Exptos. SFS3-pH1, SFS3-pH2a y SFS3-pH3), Tabla 4.45. Se alcanzo el

rendimiento méaximo en xilitol (Yy,s = 11,13%, equivalente a 11,13 k de xilitol por cada 100

kg de biomasa seca) a 45°C, un pHo = 4,5y [ | ]so = 0,15 g dm3, siendo este valor de Yyg

superior al obtenido por Garcia J.F. (2007), 4,2%, durante la fermentacién realizada sobre

un hidrolizado acido con C. tropicalis.

> Rendimiento maximo en etanol

Este pardmetro, al igual que Y,,s Y Yy s ,» S€ determina utilizando la Ec. 4.42, aplicada al
etanol como bioproducto. En general, a pH inicial constante, no se observa un
comportamiento definido ¢ caracteristico en cuanto a Ygg ante un incremento de la

concentracion del inéculo inicial en el biorreactor. No obstante, cuando la [ | ]so fue
constante, en general el rendimiento maximo en etanol aument6 conforme se incrementé el

valor del pH inicial en el biorreactor, Tabla 4.45. De hecho, las condiciones de operacion en
las cuales se alcanz6 el méaximo valor en Ygg, 17,52%, fue [ | ]Jso = 0,13 g dm3y pHo = 5,5,

tras 367,8 h de proceso SFS (Expto. SFS2-pH3).

Si se compara estos valores de rendimiento maximo en etanol con los alcanzados en un
estudio previo de sacarificacion y fermentacion simultdnea de material lignoceluldsico
procedente de poda del olivar con S. cerevisiae, a 40°C y pH 4,8, (Cuevas et al., 2010), se
observa que bajo unas condiciones de pretratamiento proximas a las empleadas en esta

investigacion (210°C y una disolucién de &cido sulfarico 0,05 M) se alcanz6 un valor de

Ygis» 6,6% , en general inferior a los determinados en esta serie experimental, Tabla 4.45.
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4.3.3 Compuestos antioxidantes o inhibidores

En lo que se refiere a la concentracion de compuestos fendlicos totales, se determin6 a
tiempo final de proceso, sélo para los experimentos llevados a cabo con una [ | ]so de 0,13,
0,15y 0,36 g dm3, y un pHo de 3,5, 4,5y 5,5, Tabla 4.46.

Tabla 4.46
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE [ | ]so Y DEL pHo DE CULTIVO
Concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) existentes tras el proceso SFS
Condiciones de microaeracion, T = 45°C

pHo §[l Id]::fé Expto. g(;l:’_a c
0,13 SFS2-pH1 1,95 0,02
3,5 0,15 SFS3-pH1 1,60 0,03
0,36 SFS4-pH1 1,83 0,03
0,13 SFS2-pH2 1,82 0,01
4,5 0,15 SFS3-pH2a 1,64 0,02
0,36 SFS4-pH2 1,54 0,03
0,13 SFS2-pH3 1,92 0,05
55 0,15 SFS3-pH3 1,60 0,03
0,36 SFS4-pH3 1,67 0,03

Con el fin de poder estudiar otros compuestos con efecto inhibitorio en el proceso de
sacarificacion y fermentacion simultanea con H. polymorpha, se llevd a cabo una
determinacion tanto de la concentracion de &cido acético como del indice de inhibidores en

las muestras extraidas del biorreactor a diferentes tiempos de proceso, Anexo D.

En estos experimentos de sacarificacion y fermentacién simultdnea con H. polymorpha a
45°C, en general se observa que el acido acético disminuye a lo largo del tiempo,
pudiéndose considerar que es consumido por la propia levadura. No obstante, cuando el
pHo = 5,5, el contenido en este compuesto aumenté conforme a la evolucién del bioproceso
(Exptos. SFS1-pH3, SFS2-pH3, SFS3-pH3, Anexo D), excepto cuando [ | Jso = 0,36 g dm3
gue se mantuvo constante e igual a 0,0 g dm-3 (Expto. SFS4-pH3, Anexo D). El maximo
valor en Ac, 3,68 g dm3, se alcanz6 durante el proceso SFS con H. polymorpha a 45°C, pHo
=5,5yconunall]so =0,13 g dm= (Expto. SFS2-pH3).

En cuanto al indice de inhibidores, independientemente de la concentracion de in6culo
inicial asi como del pHo, Ii disminuye a lo largo del bioproceso de SFS con H. polymorpha,

Anexo D. Una representacion de | frente al tiempo se ajusta de forma a una ecuacion lineal,
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Fig. 4.65. A titulo de ejemplo para cada uno de los pHo de trabajo el ajuste condujo a las

siguientes expresiones:

-ParapHo =35 11=-0,215t+ 178,48 r2=0,993
-ParapHo =45 1=-0,194t+ 153,27 r2=0,995
-ParapHo =55 11=-0,215t+ 166,90 r2=0,979

En todos los casos estas ecuaciones presentan pendiente negativa en concordancia con
la disminucion de la concentracion de estos compuestos con el tiempo; ademas el valor de
estas pendientes es muy préximo. Cuando se mantiene constante [ | ]go, €l contenido en
inhibidores fue superior cuando pHo fue 3,5, mientras que los valores menores en contenido

de inhibidores se obtuvieron con un valor 4,5 de pH inicial, Fig. 4.65.

250,0

200,0

150,0

100,0 +

50,0 -

0,0 T T T T T T T T
0 100 200 300 400
t,h

Figura 4.65 Evolucién del indice de inhibidores vs tiempo en los experimentos de SFS con
H. polymorpha, a 45°C, en condiciones de microaeracion, [ lgo ] = 0,36 g dm=3y
modificando el pHo de 3,5 (#), 4,5 (®) a 5,5 (®), Exptos SFS4-pH1, SFS4-pH2
v SFS4-pH3.

4.3.4 Caracterizacion del residuo solido tras la sacarificaciéon y fermentacion simultanea

Una vez finalizado el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea, se filtro el

contenido del biorreactor mediante un embudo biichner con el fin de retener la fase sélida
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en el papel de filtro. Transcurridos un minimo de 72 h para asegurar su secado, el residuo
sélido se caracteriz6 segun su contenido en HMV, CEL, HEM, LAIl, CEN y EXT, en base
seca, tal y como se indica en el apartado 3.8, Tabla 4.47. Las determinaciones se realizaron
a partir de los residuos secos procedentes de los experimentos SFS donde [ | ]so fue mas
elevada, 0,15 y 0,36 g dm, y con pHo en el rango de 3,5 a 5,5 (Exptos. SFS3-pH1, SFS3-
pH2a, SFS3-pH3, SFS4-pH1, SFS4-pH2, SFS4-pH3). En todos los casos la caracterizacion
se llevd a cabo por duplicado, calculandose asi su desviacion estandar.

) Tablz’a 4.47 )

SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON H. polymorpha
EFECTO DE [ ]go Y DEL pHo DE CULTIVO

Caracterizacion del residuo separado tras el experimento de SFS con H. polymorpha
Condiciones microaerébicas, T = 45°C

3,5 9,28 £ 0,03 7,48 £ 0,22
HMV, % 7,24 £0,02 5,68 £ 0,02 4,5 7,97 £ 0,05 7,09 £ 0,02
55 9,07 £ 0,08 6,65 + 0,09
3,5 1,40 £ 0,09 4,97 +0,15
HOL, % 53,54 + 0,49 36,07 +0,01 4,5 5,75+ 0,57 10,56 + 0,17
55 0,89+ 0,08 0,87 +£0,01
3,5 0,21 +0,04 3,33+£0,18
CEL, % 29,85+0,80 35,06 £ 0,05 4,5 2,38+0,18 6,68 +0,17
55 0,13+0,11 0,16 £ 0,05
3,5 1,19+0,04 1,64+0,34
HEM, % 23,69 +0,31 1,01+ 0,06 4,5 3,37+£0,38 3,88 £ 0,00
55 0,76 £ 0,19 0,70 £ 0,06
3,5 51,70 £ 0,29 49,63 £ 0,40
LAI, % 15,58 + 0,43 42,97 £0,01 4,5 49,74 £0,74 46,69 +£0,19
55 53,49 £ 0,34 53,09 £ 0,01
3,5 3,93 +£0,02 5,08 £0,19
CEN, % 2,80+0,20 2,00 £0,09 4,5 4,57 +£0,03 5,26 £ 0,07
55 6,76 £ 0,03 8,33+0,08
3,5 33,68 £ 0,15 32,84 +£0,16
EXT, % 20,32 £ 0,27 13,28 + 0,06 4,5 31,97 +£0,16 30,40 £ 0,07
55 29,79 +0,37 31,06+0,14

(*) Caracterizacion del material de poda del olivo determinado anteriormente y expuesto en la Tabla 4.1.
(**) Caracterizacion del residuo una vez separado del hidrolizado tras la finalizacion del pretratamiento

a presion, calculado con anterioridad y mostrado en Tabla 4.8.
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En general, se observa una clara disminucién del contenido celulésico asi como
hemicelulésico (holocelulésico) tras someter el residuo procedente del pretratamiento a
presion a un proceso de sacarificacion y fermentacidon simultanea con H. polymorpha. Por
otro lado, légicamente, el porcentaje referente a la fraccién LAl aumenta ligeramente tras el

proceso SFS.

En general, cuando el pHo permanece constante, un aumento de [ | ]Jso provoca una
modificacion en la composicion del residuo sélido final, detectandose un incremento en el
contenido en CEL, HEM, LAI, CEN y EXT. Es la fraccion celuldsica quien se ve claramente
mas influenciada por dicha variacién, repercutiendo por tanto en el contenido holocelulésico;
efectivamente, a pHo = 4,5, la fraccion celuldsica se increment6 desde 2,4 a 6,7% cuando la

concentracién de inéculo inicial aumenté de 0,15 a 0,36 g dm-3, Tabla 4.47.

Por otra parte, si se mantiene constante la concentracion inicial de inéculo, [ | ]so, Se
observa un incremento en los porcentajes de las fracciones HOL, CEL, y HEM con el
aumento del pHo desde 3,5 a 4,5, para disminuir posteriormente a pHo = 5,5. En efecto, con
una concentracién de inéculo inicial constante de 0,15 g dm-3, la fraccién holocelulosica
aumento de 1,4 a 6,6% tras la modificaciéon del pHo desde 3,5 a 4,5, siendo un porcentaje
menor el determinado a pHo = 5,5 (0,89%), Tabla 4.47. Por otro lado, el porcentaje referente
a la fraccion CEN aumenta con el incremento del pHo cuando se mantuvo la concentracion

de in6culo inicial constante.
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5. Conclusiones

A partir de la investigacion realizada y de la discusién de los resultados experimentales

reflejados en esta Memoria, se han podido deducir las siguientes conclusiones:

1. En esta investigacion se utilizé un material de poda de olivo sin hoja, triturado y tamizado
(tamafio de particula de 0,300 a 0,425 mm), con un contenido inicial celulésico,
hemicelulésico, asi como de lignina &cido insoluble en torno a 29,9, 23,7 y 15,6%,
respectivamente, que indica un porcentaje elevado de la fraccion hololocelulésica y con

ello un alto potencial de azlcares fermentables.

2. El material lignocelulésico se someti6é a un pretratamiento de hidrolisis acida a presion en
un reactor discontinuo a 250 rpm, con temperatura maxima de 200°C, una relacion
sélido/liquido de 1/6 (p/V), y una concentracion de &cido sulfdrico de 0,05 M. Al final del
proceso, en el residuo sélido separado del hidrolizado se observé una disminucion
elevada del contenido hemicelulésico (HEM = 1,01%), apreciandose un claro efecto de
las disoluciones &cidas sobre la fraccion hemicelulésica, facilitando el posterior ataque
enzimatico en el proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS). En lo que
respecta a las conversiones fraccionales determinadas, Xcer, Xuem, Yy Xta, la
hemicelulésica es practicamente completa (Xuem = 98,5%), la fraccion celuldsica fue
transformada en un porcentaje elevado, préximo al 58%, mientras que la lignina

permanecié inalterada a pesar de ser un tratamiento acido a presion.

En este pretratamiento se determind un factor de severidad (log Ro) de 3,52 + 0,13,
generandose concentraciones de D-glucosa, D-xilosa y D/L-arabinosa de 14,3, 8,4y 2,6
g dm3, respectivamente; estas concentraciones se corresponden con un rendimiento de
hidrélisis elevado, 29 kg de azlcares reductores totales por cada 100 kg de poda de
olivar seca. En lo que se refiere a los rendimientos en D-xilosa (Yxi) y D/L-arabinosa

(Yara), se alcanzaron unos valores de 5,8 y 1,8%, respectivamente.

3. En los hidrolizado liquido pretratado se determind la concentracion de compuestos
fendlicos mediante HPLC-MS, no alcanzandose, en general, valores muy altos, lo que
indica que la degradacion de la lignina se ha producido en muy poca extension o ha
permanecido inalterada a pesar del pretratamiento acido a presion (resultado acorde

con la baja conversion fraccional obtenida en lignina). Se observa que los dos
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compuestos fendlicos en mayor concentracion fueron hidroxitirosol y vanillina, 141,5 y

55,3 mg dm-3, respectivamente.

4. En la fermentacién de D-xilosa, D y L-arabinosa con H. polymorpha (25 g dm= del
monosacarido en medio liquido) variando la temperatura (35 — 50°C), el pH (3,5 -5,5), ¥
el nivel de aeracién (microaerébico y anaerébico), se ha puesto de manifiesto la
capacidad de esta levadura no tradicional para fermentar D-xilosa, asi como D y L-
arabinosa. Este proceso metabdlico se invirti6 en la generacion de biomasa, xilitol,

arabitol, y bajas concentraciones de etanol, asi como acido acético.

4.1 El periodo de crecimiento exponencial es de escasa duracidon. En general, se
alcanzaron velocidades especificas maximas de crecimiento (um) superiores cuando la
pentosa utilizada fue D-xilosa frente a las obtenidas con D/L-arabinosa; el valor maximo
de pm usando D-xilosa, 0,18 h'l, se alcanz6 con microaeracion, a 50°C y pHo = 4,5; en
estas condiciones y sustituyendo el monosacérido por D y L-arabinosa, el valor de pm fue
inferior, 0,15 y 0,08 h-1, respectivamente, lo que indica que H. polymorpha metaboliza de
forma adecuada D y L-arabinosa aunque con mas dificultad que D-xilosa. Sin embargo,
en la fase de desaceleracién del crecimiento, se observa un amplio intervalo donde la
biomasa presenta un incremento lineal con el tiempo. En este periodo, la productividad

en biomasa no presenta una tendencia definida con respecto a la naturaleza del sustrato.

4.2 La velocidad especifica de consumo de sustrato (gr7) fue ligeramente superior
cuando la pentosa fue D-arabinosa frente a L-arabinosa. En relacion a las condiciones
de operacion, gRzr fue levemente superior con microaeracion, no siguiendo una

tendencia definida ante la variaciéon del pHo del cultivo, pero si un ligero aumento con el
incremento de la temperatura transcurrido el mismo tiempo de cultivo. Cabe destacar

que, independientemente de las condiciones de aeracion, fuente de carbono y energia, y
temperatura, los valores de qRrr tienden a aproximarse a medida que avanza el tiempo

de cultivo, comportamiento justificable si se considera que se esta en la fase final de

consumo de sustrato.

4.3 Se alcanzé rendimientos en biomasa (YSagr) Superiores utilizando L-arabinosa
frente a D-arabinosa, y menor en ambos casos cuando el sustrato usado fue D-xilosa.
Por otro lado, en medio anaerdbico YSagr fue inferior frente a un medio microaerdbico, a

la vez que disminuy6é su valor con el incremento del pH inicial del medio 6 de la

pag. 316



5. Conclusiones

temperatura. En condiciones de microaeracion, el maximo valor obtenido con D-
arabinosa fue 0,29 g g (a 35°C y pH=3,5), utilizando L-arabinosa, 0,30 g g (a 35°C y
pH=4,5) y finalmente con D-xilosa 0,18 g g (a 30°C y pH=4,5).

4.4 Las velocidades especificas de formacion de arabitol, g%, , y xilitol, g% , disminuyen a
con el tiempo de cultivo independientemente de las condiciones de proceso. EI maximo
valor alcanzado de g% y g%, utlizando D-arabinosa y D-xilosa como sustrato,
respectivamente, fue 0,08 g g* hl tras t = 4 h a 50°C, pHo = 4,5 y en condiciones de
microaeracion, en ambos casos. Cuando la pentosa fue L-arabinosa, el maximo de o,

0,03 g gt h'l, se alcanz6 tras 10 h de fermentacién microaerébica, a 40°C y pHo = 4,5.

4.5 En relacion a los rendimientos globales en bioproductos, utilizando D-arabinosa, los
mayores rendimientos en arabitol (Y$ a7 ), 0,14 g g1, se obtuvieron con microaeracion,

a 35°C y pHo = 4,5; modificado el sustrato a L-arabinosa, el mayor rendimiento en

arabitol, 0,11 g g%, se alcanz6 en condiciones microaerdbicas, 40°C y pHo =3,5. En la
produccion de xilitol el rendimiento (Ygart) fue 0,17 g g (condiciones anaerdbicas,

30°C y pHo=4,5) usando D-xilosa como sustrato. En todos los experimentos, los

rendimientos en etanol fueron muy bajos, inferiores a 0,02 g g*.

5. En la fermentacion microaerdbica del hidrolizado liquido, con una concentracion inicial de
inoculo de 0,27 g dm, a 45°C y pHo = 4,5, los valores de la velocidad especifica maxima
de crecimiento en biomasa, consumo de sustrato, y formacién de arabitol fueron
inferiores a los obtenidos en la fermentacion de pentosas, manteniendo las condiciones

de operacion y tras el mismo tiempo de cultivo. Se alcanzé un bajo rendimiento global en

arabitol, 0,02 g g basado en el consumo de azlcares totales (YS.r), ¥ 0,12 g gt si se

considera el consumo de D 6 L-arabinosa (Y5 ara ). Se detectd una fuerte inhibicion

provocada por la presencia en el hidrolizado de acido acético, furfural, 5-(hidroximetil)-2-
furaldehido y compuestos fendlicos. Este efecto fue evaluado mediante el parametro
indice de inhibicion, cuyo valor fue disminuyendo en el transcurso del proceso de
fermentacion, observandose paralelamente que la concentracion de acido acético, tras
alcanzar un valor maximo, disminuyd con el tiempo, lo que indica que este compuesto

fue usado como sustrato por la levadura.
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6. En los procesos de sacarificacion y fermentacién simultaneos se alcanzaron valores de
Mm inferiores a los determinados en la fermentacion de azlcares puros en las mismas

condiciones, indicando que existe inhibicién por sustrato.

6.1 La productividad volumétrica alcanzada en arabitol, Q,, , en general fue inferior a la

obtenida en la fermentacién de pentosas bajo las mismas condiciones de operacion,
oscilando en un rango de 0,1 — 2,1 mg dm= h'l, En esta serie experimental, se produjo
un consumo del xilitol producido en el bioproceso y de forma simultanea a su generacion.
Este hecho es facilmente justificable si se considera la ruta metabdlica de produccion de
etanol establecida para levaduras no tradicionales donde el xilitol es un producto
intermedio. De forma que si experimentalmente se detecta disminucion de la
concentraciéon de xilitol con el tiempo (consumo del mismo por la levadura)

paralelamente se observa incremento de la concentracién de etanol.

6.2 En general, durante los procesos de SFS con H. polymorpha se alcanzaron unos
rendimientos méximos en xilitol superiores a los obtenidos en arabitol y etanol. A 45°C,

un pHo = 4,5 y utilizando una concentracién inicial del in6culo de 0,15 g dm=3, se

determino el valor mas alto del rendimientos en xilitol (Yy,s = 11,13%).

7. Considerando los objetivos planteados al inicio de la Tesis Doctoral y analizando el
proceso global de tratamiento de la biomasa (pretratamiento acido a presion,
fermentacion de pentosas, sacarificacion y fermentacion simultanea), se deduce que H.
polymorpha, levadura no tradicional termotolerante, presenta una alta capacidad de
fermentar pentosas, incluidas D y L-arabinosa, y transformar los hidrolizados
procedentes de tratamientos acidos a presién en bioproductos, fundamentalmente xilitol,
mediante un proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea. En las condiciones
mas favorable, partiendo de un hidrolizado de astillas de poda de olivar (sin hojas)
obtenido a 200°C (con th = 0 s), mediante un proceso SFS a 45°C, pHo =4,5, y utilizando
los enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21] (a una concentracion y
actividad de 20 UPF celulasa / g sélido seco y 10 Ul B-glucosidasa / g sélido seco) se

alcanzaron rendimientos de 11,1 kg de xilitol por 100 kg de poda seca.
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A

AAcBo

Ancs1

Ancs2

AAco

Aact

Aac2

Aeg1

Aeg2

Ae1

Ae2

Axig1

Axis2

Axi1

Axiz

Azso
Aes20
As40
A72s

Ac

Absorbancia a diferentes longitudes de onda, nm.

Absorbancia inicial del blanco para la medida de &cido acético a una
longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.27.

Absorbancia del blanco al comienzo de la reaccion para la medida de acido
acético a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.27.

Absorbancia del blanco al final de la reaccion para la medida de acido
acético a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.27.

Absorbancia inicial de la muestra a t = 0 min para la medida de &cido
acético a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.27.

Absorbancia de la muestra al comienzo de la reaccion para la medida de
acido acético a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.27.

Absorbancia de la muestra al final de la reaccién para la medida de acido
acético a una longitud de onda de 340 nm segun Ec. 3.27.

Absorbancia del blanco al comienzo de la reaccién para la medida de etanol
a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.34.

Absorbancia del blanco al final de la reaccién para la medida de etanol a
una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.34.

Absorbancia de la muestra al comienzo de la reaccién para la medida de
etanol a una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.34.

Absorbancia de la muestra al final de la reaccion para la medida de etanol a
una longitud de onda de 340 nm, segun Ec. 3.34.

Absorbancia del blanco al comienzo de la reaccién para la medida de xilitol
a una longitud de onda de 492 nm, segun Ec. 3.37.

Absorbancia del blanco al final de la reaccion para la medida de xilitol a una
longitud de onda de 492 nm, segun Ec. 3.37.

Absorbancia de la muestra al comienzo de la reaccién para la medida de
xilitol a una longitud de onda de 492 nm, segun Ec. 3.37.

Absorbancia de la muestra al final de la reaccion para la medida de xilitol a
una longitud de onda de 492 nm, segun Ec. 3.37.

Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de A=280 nm.
Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de A=620 nm.
Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de A=640 nm.
Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de A=725 nm.
Parametro empirico en la Ec. 4.35.

Pendiente de la ecuacion lineal que representa el aumento de la
temperatura respecto del tiempo en la zona de calentamiento, durante el
tratamiento acido a presion (Ec. 3.3), °C min-.

Constante de la funcién polinbmica que representa el descenso exponencial
de la temperatura respecto del tiempo en la zona de enfriamiento durante el
tratamiento acido a presion (Ec. 3.4), °C min-.

Concentracién de acido acético, g dm-3.
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ACS
ADH
AFEX
Al-DH
AMP
Ar
Aro
ARA
ARA.
ART

ARTo

ASTM
AT
ATo
ATCC
ATP

B

Bcifc1...cq)

b

b
BLANCOG
BLANCOw
BLANCOgc
CmaX

Cnmin

Ci[1...4]

Cin..4

Enzima acetil-CoA sintetasa.

Enzima alcohol deshidrogenasa.

‘Ammonia fiber explosion’

Enzima aldehido deshidrogenasa.
Adenosin-monofosfato.

Concentracion de arabitol, g dm-3.
Concentracion inicial de arabitol, g dm-3.
Concentracién de D y L-arabinosa, g dm-3.
Concentracion inicial de D y L-arabinosa, g dm-,

Concentraciéon en azucares reductores totales obtenido a partir del método
de Miller, g dm-3.

Concentracion inicial en azucares reductores totales obtenido a partir del
método de Miller, g dm-3.

‘American Society of Testing and Materials’.
Concentracién de azlcares totales, g dm-3,
Concentracion inicial de azlcares totales, g dm-3.
‘American Type Culture Collection’. Rockuville, EU.
Adenosin-5-trifosfato.

Parametro empirico en la Ec. 4.35.

Diferentes concentraciones del blanco en celulasa, de menor a mayor, en la
determinacion de la actividad del enzima celulasa.

Ordenada en el origen de la Ec. 3.3, °C.
Constante empirica en la Ec. 3.4, °C min.

Muestra del blanco para disoluciones de D-glucosa en medida de actividad
de celulasa.

Muestra del blanco para las disoluciones de 4-nitrofenol en la medida de la
actividad de B-glucosidasa.

Muestra del blanco para las disoluciones del enzima B-glucosidasa en la
medida de la actividad de B-glucosidasa.

Méxima concentracién del monosacarido durante el proceso SFS con H.
polymorpha a 45°C, g dm-3.

Minima concentracién del monosacarido durante el proceso SFS con H.
polymorpha a 45°C, g dm-3.

Disoluciones finales del enzima celulasa, de menor a mayor, obtenidas a
partir de las disoluciones C; en disolucién tampén de citrato sodico (0,05M y
pH = 4,8), en la determinacion de la actividad de celulasa.

Disoluciones del enzima celulasa en disolucién tampén de citrato sodico
(0,05M y pH = 4,8), de menor a mayor concentracion, en la determinacion
de la actividad de celulasa.
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c Constante empirica en la Ec. 3.4, °C.

CEL Celulosa, %.

CEN Cenizas, %.

CFT Compuestos fendlicos totales, mg dm-3.

CoA Coenzima A.

CODEX Calidad farmacopea y alimentaria. Productos y disoluciones que satisfacen

los requisitos de pureza de los productos usados en el sector farmacéutico
(exigencias de farmacopeas) y alimentario.

CSs Enzima citrato sintasa.

d Didmetro, mm.

DNS Reactivo 3,5 dinitrosalicilico.

D-ARAo Concentracion inicial de D-arabinosa, g dm.

D-GAL Concentracion de D-galactosa, g dm-3.

D-GAL, Concentracion inicial de D-galactosa, g dm.

D-GLU Concentracién de D-glucosa, g dm-3,

D-GLUo Concentracion inicial de D-glucosa, g dm-3.

D-MAN Concentracién de D-manosa, g dm-3.

D-MANo, Concentracién inicial de D-manosa, g dm-3.

D-FRU Concentracién de D-fructosa, g dm-3.

D-FRUo Concentracién de D-fructosa, g dm-3.

D-XIL Concentracién de D-xilosa, g dm-3.

D-XILo Concentracion inicial de D-xilosa, g dm-3,

E Concentracién de etanol, g dm-3.

Ea Energia de activacion aparente, kJ mol-.

Em Concentracion maxima de etanol alcanzable a partir del rendimiento de
Gay-Lussac, g dm-3.

Eo Concentracion inicial de etanol, g dm.

EST Fase estacionaria del crecimiento celular.

EXP Fase exponencial del crecimiento celular.

EXT Extractos, %.

Filucion Factor de dilucion.

Fevaporacion Factor de evaporacion.

FAD Fibra Acido Detergente, %.

FCR Reactivo de Folin-Ciocalteu.

FND Fibra Neutro Detergente, %.

FSC Factor de severidad combinado.
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Gi[1...4] Disoluciones finales de diferentes concentraciones de D-glucosa, de menor
a mayor, obtenidas a partir de las disoluciones Gi en disolucién tampén de
citrato sodico (0,05M y pH = 4,8), en la determinacién de la actividad del
enzima celulasa.

Git..4 Disoluciones de diferentes concentraciones de D-glucosa en disolucion
tampon de citrato sodico (0,05M y pH = 4,8), de menor a mayor, en la
determinacion de la actividad del enzima celulasa.

BGip...10 Disoluciones de diferentes concentraciones de enzima B-glucosidasa, de
menor a mayor, en la determinacién de la actividad del enzima -
glucosidasa.

HMV Humedad y Materia Volatil, %.

HEM Hemicelulosa, %.

I indice de inhibicién.

INT Cloruro de iodotetrazolio de formula C19H13ICINsO2.

INT-formazédn Ci9H14IN5O2.

K Paso de luz de cubeta, cm.

LAI Lignina Acido Insoluble, %.

LCD ‘Liquid Crystal Display’, referido a pantallas 6 monitores.

LIN Fase lineal del crecimiento celular.

L-ARA. Concentracion inicial de arabinosa, g dm-=3,

L-MDH Enzima L-malato deshidrogenasa.

Mat Masa de agua evaporada del Erlenmeyer tras un tiempo de fermentacion, g.
Me Peso del crisol sin muestra, g.

MCcEeN Peso crisol y residuo calcinado 6 ceniza, g.

Met Peso del Erlenmeyer a tiempo t de fermentacion, g.

Meo Peso total del Erlenmeyer al inicio de la fermentacion (t = 0), g.

ms Peso del crisol y muestra de material lignocelulésico seca (sin humedad), g.
MFAD Peso de la placa porosa y la fraccién insoluble (FAD), g.

MEND Peso de la placa porosa y la fraccion insoluble (FND), g.

MLl Peso de la placa porosa con lana de vidrio y la fraccion insoluble (lignina), g.
Mp Peso de la placa porosa vacia, g.

Mpi Peso de la placa porosa vacia con lana de vidrio, g.

Ms Masa de material lignoceluldsico seco o de humedad conocida, g.

Mo Masa inicial de muestra hUmeda de material lignocelulésico, g.

N Concentracién mediante contaje celular, n° células dm-3.

Necélulas Numero total de células tras contaje celular en cAmara de Neubauer.

No Concentracién inicial por contaje celular, n® células dm.
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Ni[1...5]

NAD
NADH
nkat

Po

PA
PA-ACS

PA-ACS-ISO

pHo

PM

PMac

PMe

PMxi

PRS
PRS-CODEX

Psi
p/p
p/VvV
Qar
Qar
Qe

Qe

D
S

Qx
Qx

dar

D
dar

Disoluciones de diferentes concentraciones de 4-nitrofenol, de menor a
mayor, en la determinacién de la actividad del enzima B-glucosidasa.

Dinucleétido nicotinamida-adenina.

Dinucleétido nicotinamida-adenina en forma reducida.

Actividad enzimatica definida en Ec. 3.2, nanomol s

Productividad volumétrica en biomasa, g dm= h-1.

Reactivo especialmente indicado para aplicaciones analiticas generales.

Reactivo indicado para aplicaciones analiticas generales y que cumple con
las normas de ‘American Chemical Society’ especificas para él.

Reactivo indicado para aplicaciones analiticas generales y que cumplen no
sélo las normas de ‘American Chemical Society’ especificas para él, sino
también las de la ‘International Standard Organization’.

Valor del pH a tiempo cero.

Peso molecular, g mol2.

Peso molecular del acido acético, g mol-2.

Peso molecular del etanol, g mol-.

Peso molecular del xilitol, g mol-.

Productos de pureza apta como auxiliar en andlisis quimico.

Producto de pureza apta como auxiliar en analisis quimico y que ademas
satisface los requisitos de pureza de los productos quimicos usados en el
sector farmacéutico (exigencias de farmacopea).

Unidad de medida de presion que equivale a 6,894 kPa.

Relacion peso/peso, %.

Relacién peso/volumen, %.

Productividad volumétrica en arabitol, g arabitol dm-=h-1,
Productividad volumétrica instantanea en arabitol, g arabitol dm-=3h-1,
Productividad volumétrica en etanol, g etanol dm-3h-1,

Productividad volumétrica instantanea en etanol, g etanol dm-h-.

Velocidad volumétrica de consumo de sustrato, segun el método diferencial
de tratamiento de datos cinéticos, g sustrato dm- h-1,

Productividad volumétrica en xilitol, g xilitol dm-=h-1,
Productividad volumétrica instantanea en xilitol, g xilitol dm-=3h-1,
Ordenada en el origen en la Ec. 4.16, g dm,

Velocidad especifica de formacién de arabitol segun el método integral de
tratamientos de datos cinéticos, g arabitol (g biomasa)? h-1.

Velocidad especifica de formacién de arabitol, segun el método diferencial
de tratamiento de datos cinéticos, g arabitol (g biomasa)* h-t.
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dART
D

JART

qat

D
QAT

e

Ro
(Ro)calen

(Ro)enfr

R
r
S

SDH
SR
SFS
S/L

Tmax
Tr

Velocidad especifica de consumo de sustrato (ART) segin el método
integral de tratamiento de datos cinéticos, g sustrato (g biomasa)?® h-1.

Velocidad especifica de consumo de sustrato (ART), segin el método
diferencial de tratamiento de datos cinéticos, g sustrato (g biomasa)? h1.

Velocidad especifica de consumo de azlcares totales por el método integral
de tratamiento de datos cinéticos, g azlcares totales (g biomasa)?® h-1.

Velocidad especifica de consumo de azlcares totales segun el método
diferencial de tratamiento de datos cinéticos, g azUcares totales (g
biomasa)* h,

Velocidad especifica de formacion de etanol segun el método integral de
tratamientos de datos cinéticos, g etanol (g biomasa)* h-1.

Velocidad especifica de formacion de etanol, segun el método diferencial de
tratamiento de datos cinéticos, g etanol (g biomasa)* h1.

Velocidad especifica de consumo de sustrato, segun el método integral de
tratamiento de datos cinéticos, g sustrato (g biomasa)* h-1.

Velocidad especifica de consumo de sustrato, seglin el método diferencial
de tratamiento de datos cinéticos, g sustrato (g biomasa)* h.

Velocidad especifica de formacion de xilitol segin el método integral de
tratamientos de datos cinéticos, g xilitol (g biomasa)* h-1.

Velocidad especifica de formacion de xilitol, segun el método diferencial de
tratamiento de datos cinéticos, g xilitol (g biomasa)* h-1.

Severidad global del proceso, segun Ec. 3.7.

Severidad en zona de calentamiento durante el tratamiento de hidrélisis
acida a presion, segun Ec. 3.11.

Severidad en zona de calentamiento durante el tratamiento de hidrélisis
acida a presién, segun Ec. 3.12.

Constante universal de los gases, 8,31434 J mol* K1,
Constante empirica en la Ec. 3.25, g dm=.

Factor de severidad que equivale a log Ro, segun Ec. 3.8.
Constante empirica en la Ec. 3.25, g dm=.

Enzima sorbitol deshidrogenasa.

Sdélido Recuperado, %.

Sacarificacién y fermentacion simultanea.

Relacién sélido/liquido.

Temperatura, °C.

Temperatura méxima del tratamiento &cido a presion, °C.

Temperatura base para un tiempo inicial en el tratamiento hidrotérmico por
debajo de la cual no existen alteraciones significativas en la estructura de
los polisacaridos de esta biomasa, 100°C.

Tiempo, min, h.
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th
to
t1

t2

TAPPI

UPF
Vextraido

Ve

Vi
Vm

Vo
VsEt

VIV
Vagit

Ve

VE

Vevap
VM
v/v/min

w

XcEL
XHEM
Xi
Xial

X1

Tiempo de operacién del tratamiento acido a presion a Tmax, mMin.
Tiempo inicial del pretratamiento a acido a presion, donde T=100°C, min.

Tiempo transcurrido en el reactor de hidrélisis acida a presién hasta que se
alcanza la temperatura maxima de 200°C, min.

Tiempo transcurrido en el reactor de hidrodlisis acida a presion hasta que se
enfria a 100°C, min.

‘Technical Association of the Pulp and Paper Industry’.

Unidad de actividad enzimatica. Es la cantidad de enzima que en una
reaccion enzimatica cataliza la conversion de 1 umol de sustrato por minuto.
60 106 U equivale a 1 katal (unidad del Sl para la actividad catalitica).

Unidad de papel de filtro para la actividad enzimética.
Volumen de muestra extraida del biorreactor en Ec. 3.15, cm3.

Volumen total final resultante en la cubeta para la determinacién de la
concentracién de acido acético, etanol 6 xilitol, cm3,

Volumen de indculo introducido en el biorreactor seguiin Ec. 3.14, cm3.

Volumen de muestra introducida en la cubeta para la determinacion de la
concentracion de acido acético, etanol 6 xilitol, cm3,

Volumen total inicial en el biorreactor segun Ec. 3.14, cm?.

Volumen en el biorreactor a un tiempo t sin tener en cuenta la evaporacion,
en Ec. 3.32, cm?,

Volumen en el biorreactor a un tiempo t en Ec. 3.32, cm3.

Relacion volumen/volumen, %.

Velocidad de agitacion, rpm.

Velocidad de calentamiento, °C min-t,

Velocidad de enfriamiento, °C min-t,

Velocidad de evaporacién en el biorreactor en Ec. 3.15, cm3h-1,

Valor medio.

Velocidad de aeracion, volumen de aire por volumen de medio y por minuto.

Constante definida en la hidrélisis para cada tipo de biomasa y sus
fracciones, en funcién de la constante de los gases, la temperatura base
considerada y la energia de activacion aparente (Ec. 3.5), K.

Conversion fraccional referida a la celulosa, %.

Conversion fraccional referida a la hemicelulosa, %.
Concentracion de xilitol, g dm-3.

Conversion fraccional referidad a la lignina acido detergente, %.
Concentracién en biomasa, g dms.

Concentracion de biomasa al inicio del experimento, g dm-=3.

Concentracion de biomasa al inicio de la fase exponencial, g dm-.
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YArA

YART

Y AARA
Y A/ARA
Y ArART
Y ART

Yaris

Y araT
G
Y Ar/AT

YAr/x
G
YAr/x

Ye/aT
G
YEIAT

Yeis

YE/><
Yei
YoeaL
YoLu
Yman

YxiL

Yyi/aRT
G
YxIART

Yxis

Yxiix

Rendimiento en D/L-arabinosa, g g*.
Rendimiento en azlcares reductores totales, g g1

Rendimiento instantaneo en arabitol, basado en el consumo de arabinosa, g
arabitol (g arabinosa).

Rendimiento global en arabitol, basado en el consumo de arabinosa, g
arabitol (g arabinosa).

Rendimiento instantdneo en arabitol, basado en el consumo de azlcares
reductores totales, g arabitol (g sustrato)*.

Rendimiento global en arabitol, basado en el consumo de azlcares
reductores totales, g arabitol (g sustrato)*.

Rendimiento maximo en arabitol referido al material lignocelulésico seco
inicial utilizado para la etapa previa de pretratamiento de hidrélisis a presion,
g arabitol (g material lignocelulésico seco inicial)1.

Rendimiento instantaneos en arabitol, basado en el consumo de azlicares
totales, g arabitol (g azUcares totales)™.

Rendimiento global en arabitol, basado en el consumo de azlcares totales,
g arabitol (g azUcares totales)™.

Productividad instantanea en arabitol, g arabitol (g biomasa)'.
Productividad global en arabitol, g arabitol (g biomasa).

Rendimiento instantaneo en etanol, basado en el consumo de azlcares
totales, g etanol (g azUcares totales)1.

Rendimiento global en etanol, basado en el consumo de azucares totales, g
etanol (g azlcares totales)™.

Rendimiento maximo en etanol referido al material lignoceluldésico seco
inicial utilizado para la etapa previa de pretratamiento de hidrélisis a presion,
g etanol (g material lignocelulésico seco inicial)?.

Productividad instantanea en etanol, g etanol (g biomasa).
Productividad global en etanol, g etanol (g biomasa)™.
Rendimiento en D-galactosa, g g-*.

Rendimiento en D-glucosa, g g1.

Rendimiento en D-manosa, g g.

Rendimiento en D-xilosa, g g*.

Rendimiento instantaneo en xilitol, basado en el consumo de azlcares
reductores totales, g xilitol (g sustrato).

Rendimiento global en xilitol, basado en el consumo de azucares reductores
totales, g xilitol (g sustrato)1.

Rendimiento méximo en xilitol referido al material lignocelulésico seco inicial
utilizado para la etapa previa de pretratamiento de hidrélisis a presién, g
xilitol (g material lignoceluldsico seco inicial)™.

Productividad instantanea en xilitol, g xilitol (g biomasa).
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G
Yyix

Yx/iART
G
Yx/ART
Yy/aT
G
Yx/AT
Z
7
[H]

[1]

[1]Bo

Productividad global en xilitol, g xilitol (g biomasa).

Rendimiento instantaneo en biomasa, basado en el consumo de azlcares
reductores totales, g biomasa (g sustrato)1.

Rendimiento global en biomasa, basado en el consumo de azlcares
reductores totales, g biomasa (g sustrato)1.

Rendimiento instantaneo en biomasa, basado en el consumo de azUlcares
totales, g biomasa (g azUcares totales).

Rendimiento global en biomasa, basado en el consumo de azlcares totales,
g biomasa (g azlcares totales)™.

Ordenada en el origen en la Ec. 4.15.
Ordenada en el origen en la Ec. 4.32.

Concentracion de celulasa correspondiente a 2 mg de D-glucosa por 0,5
cm? de disolucioén de citrato sédico 0,05 M a pH 4,8, g dm=3.

Concentracion de suspension celular, segun el valor de la absorbancia a A =
620 nm, antes de ser inoculada al biorreactor, g dm-3, segun Ec. 3.14.

Concentracion inicial de indculo en el biorreactor, g dm-3.

LETRAS GRIEGAS

a

B
AAAC

AAe

AAxi

AC

AV

Eac

Ee

Exi

Parametro empirico definido en la Ec. 4.19.
Parametros empirico definido en la Ec. 4.19.

Variacion de absorbancia con respecto al blanco en la determinacién de
acido acético en la Ec. 3.26.

Variacion de absorbancia con respecto al blanco en la determinacion de
etanol en la Ec. 3.33.

Variacion de absorbancia con respecto al blanco en la determinacion de
xilitol en la Ec. 3.36.

Maxima diferencia de concentracion (Cmax - Cmin) indicada en la Ec. 4.41, g
dm.

Variacion del volumen en el interior del biorreactor de tanque agitado, segin
Ec. 3.15, cms.

Coeficiente de absorcion del NADH a 340 nm, equivalente a 6,3 dm3 mM-1
cm, utilizado en la Ec. 3.26.

Coeficiente de absorcion del NADH a 340 nm, equivalente a 6,3 dm3 mM-1
cm, utilizado en la Ec. 3.33.

Coeficiente de absorcion del INT-formazan a 492 nm, equivalente a 19,9
dm3 mM-1 cm-1, utilizado en la Ec. 3.36.

Longitud de onda, nm.
Velocidad especifica de crecimiento, h-1.

Velocidad especifica maxima de crecimiento, h2.

pag. 329



Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Q Méxima diferencia de concentracion de un monosacéarido concreto con
respecto a su concentracion maxima alcanzada en un determinado
momento segun Ec. 4.41, %.

SERIES EXPERIMENTALES
> Hidrélisis acida a presién (acido sulfdrico 0,05 M, relacién S/L =1/6)

Al [i=1...15] Pretratamiento &cido a presion con &cido sulfurico 0,05 M,
relacion S/L 1/6, Tmax = 200°C, 250 rpm, y th = 0 min.

> Fermentacion de pentosas con H. polymorpha

F-Si (=1, 2, 3] Fermentacién microaerébica de 25 g dm-3 de D 6 L-arabinosa,
0 D-xilosa, a 40°C y pHo = 4,5.

FSi-M (=1, 3] Fermentacién microaerébica de 25 g dm- de D y D-xilosa, a
30°C y pHo = 4,5.

FSi-A [i=1,3] Fermentacién de 25 g dm=2 de D-arabinosa 6 D-xilosa, en
condiciones anaerdbicas, a 30°C y pHo = 4,5.

FS1T3-pHi [i=1, 2, 3] Fermentacién microaerébica de 25 g dm- de D-arabinosa, a
35°Cy pHo =3,5,4,5y5,5.

FS1T4-pHi [i=1, 3] Fermentacién microaerébica de 25 g dm- de D-arabinosa, a
40°Cy pHo =3,5y5,5.

FS1T5-pHi [i=1, 2, 3] Fermentacién microaerébica de 25 g dm- de D-arabinosa, a
45°C y pHo =3,5,4,5y5,5.

FS2T3-pHi [i=1, 2, 3] Fermentacién microaerdbica de 25 g dm= de L-arabinosa, a
35°C y pHo =3,5,4.5y5,5.

FS2T4-pHi [i=1, 3] Fermentacién microaerdbica de 25 g dm= de L-arabinosa, a
40°Cy pHo = 3,5y 5,5.

FS2T5-pHi [i=1, 2, 3] Fermentacién microaerobica de 25 g dm- de L-arabinosa, a
45°C y pHo = 3,5,4,5y5,5.

FS1-Ti [i=1,6] Fermentacién microaerébica de 25 g dm- de D-arabinosa, a

pHo = 4,5 y una temperatura de 25 y 50°C.

FS2-Ti [i=1] Fermentacién microaerébica de 25 g dm= de L-arabinosa, a
50°C y pHo = 4,5.

> Fermentacion del hidrolizado a presiéon con H. polymorpha.

FHP-pH2 Fermentacion microaerébica del hidrolizado liquido obtenido
del pretratamiento acido a presién, a 45°C, pHo = 4,5, 500 rpm
y[1]so =0,27 g dm-3,

» Sacarificacién y fermentacién simultdnea con H. polymorpha

SFS1-pHi [i=1,2, 3] Sacarificacién y fermentacién simultdnea microaerdbica, [ | Jso =
0,11 gdm=3,a45°CypHo=3,5,4,5y5,5.

pag. 330



6. Nomenclatura

SFS2-pHi

SFS3-pHi

SFS4-pHi

=12 3]
=12 3]
=12 3]

Sacarificacién y fermentacion simultanea microaerdbica, [ | Jso =
0,13 gdm=3,a45°Cy pHo =3,5,4,5y5,5.

Sacarificacién y fermentacién simultanea microaerdbica, [ | Jso =
0,15 gdm=,a45°Cy pHo =3,5,4,5y5,5.

Sacarificacién y fermentacién simultanea microaerdbica, [ | Jso =
0,36 gdm=3, a45°C y pHo = 3,5,4,5y5,5.
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7. Anexos

ANEXO A. HIDROLISIS A PRESION CON ACIDO SULFURICO

En este apartado se presentan los datos de temperaturas, presiones y tiempos de

proceso para todos los tratamientos de hidrolisis acida a presion. También se muestran las

graficas de T frente a t, asi como los calculos de las velocidades y factores de severidad.

Hidrolisis acida a presion. Acido sulfarico 0,05 M, y relacion S/L=1/6

t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min °C kPa
0,0 100 103,5 25,0 105 1331,1
2,0 112 165,5 25,5 100 951,8
3,0 118 193,1 26,0 93 641,4
4,0 124 2414 27,0 86 213,8
5,0 130 282,8 28,0 80 117,3
6,0 135 3449 29,0 75 89,7
7,0 141 372,4 30,0 72 69,0
8,0 146 455,2 31,0 69 62,1
9,0 151 503,5 32,0 67 48,3
10,0 157 600,1 33,0 66 48,3
11,0 163 675,9 34,0 64 48,3
12,0 166 751,8 35,0 62 48,3
13,0 171 862,1 36,0 60 34,5
14,0 177 979,4 37,0 58 34,5
15,0 182 1096,6 38,0 56 34,5
16,0 188 1262,2 39,0 56 34,5
17,0 193 1407,0 41,0 59 27,6
18,0 198 1613,9 42,0 60 34,5
i 19,0 200 17243 43,0 57 34,5
20,0 177 103,5 44,0 54 27,6
21,0 158 165,5 49,0 43 34,5
22,0 155 193,1 54,0 36 34,5
23,0 153 241,4 59,0 30 27,6
24,0 124 282,8 62,0 29 27,6
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Figura A.1 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,30 °C min* = 0,998
b = 102,6°C

Region de enfriamiento T(t) =a t* + b t* + ¢ t+d’

a’ =-0,64 °C min® r’=0,976
b’ = 42,39 °C min™

¢’ =-944,3°C min™

d" =7229°C

ve=dT/dt=-1,92 t* + 84,78 t - 944,3 °C min™*

Ro=3799,65 IlogR,=358 FSC=2,28
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Tabla A.2

Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6

t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min ®C kPa
0,0 100 62,1 21,0 192 772,5
1,0 105 89,7 22,0 149 193,1
2,0 109 124,2 23,0 124 124,2
3,0 112 151,7 24,0 107 82,8
4,0 118 165,5 24,5 100 69,0
5,0 122 193,1 25,0 97 48,3
6,0 128 262,1 26,0 82 27,6
7,0 133 303,5 27,0 76 34,5
8,0 139 358,7 28,0 72 27,6
9,0 144 427,6 29,0 69 34,5
10,0 149 475,9 30,0 66 27,6
11,0 154 544.,9 31,0 64 20,7
12,0 159 620,7 32,5 61 20,7
13,0 164 689,7 33,0 60 13,8
14,0 169 813,9 34,0 59 13,8
15,0 174 910,4 35,0 58 13,8
16,0 179 1034,6 36,0 56 13,8
17,0 186 11725 41,0 53 0,00
18,0 191 1310,5 46,0 40 0,00
19,0 196 14415 51,0 33 0,00
20,0 200 1600,1 56,0 29 0,00
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Figura A.2 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t)=at+ b

a=vc=5,10 °C min* r*= 0,999
b =98,1°C

Region de enfriamiento T() =a" t* +b" t? + ¢  t+d

a’ = 2,36 °C min® r’=0,989
b =-156,4 °C min™

¢’ = 3424 °C min

d'=-24578 °C

ve=dT/dt = 7,08 t* - 312,8 t + 3424 °C min™

Ro=6450,79 logRo,=3,81 FSC=251
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Tabla A.3
Hidrélisis acida a presion. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min ®C kPa
00 100,00 0,00 | 270 20000 12001 |
2,0 111,00 55,2 29,0 180,00 724,2
4,0 117,00 103,5 30,0 174,00 620,7
6,0 126,00 158,6 31,0 168,00 538,0
8,0 133,00 200,0 32,0 152,00 89,7
10,0 139,00 269,0 33,0 143,00 27,6
12,0 147,00 358,7 34,0 122,00 -0,3
14,0 155,00 475,9 35,0 100,00 -0,3
15,0 160,00 538,0 36,0 99,00 -0,3
16,0 164,00 606,9 37,0 98,00 -0,3
17,0 168,00 717,3 41,0 98,00 -0,3
18,0 171,00 765,6 44,0 94,00 -0,3
19,0 175,00 841,4 47,0 85,00 -0,3
20,0 178,00 882,8 48,0 84,00 -0,3
21,0 180,00 924,2 49,0 80,00 -0,3
22,0 183,00 979,4 50,0 76,00 -0,3
23,0 185,00 1041,5 51,0 68,00 -0,3
24,0 187,00 1096,6 53,0 62,00 -0,3
25,0 189,00 1131,1 54,0 56,00 -0,3
26,0 191,00 1193,2 56,0 52,00 -0,3
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Figura A.3 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=3,55°C min* r*= 0,992
b = 104,28 °C

Regién de enfriamiento T()=a’ t* + b" t*+ ¢ t +d’

a’ =-0,21°C min™ r’=0,997
b" = 18,39 °C min™

¢’ =-548,94 °C

d" = 5714,05

ve=dT/dt = -0,63 t* + 36,78 t — 548,94 °C min™

Ro=4998,96 IlogRo,=3,70 FSC=2,40
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Tabla A.4
Hidrdlisis acida a presion. Acido sulfarico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 1,0 21,0 131 137,9
1,0 103 1,2 22,0 123 103,5
2,0 108 158,6 23,0 100 89,7
3,0 114 200,0 24,0 89 62,1
4,0 119 220,7 25,0 87 62,1
5,0 124 275,9 26,0 79 48,3
6,0 130 296,6 27,0 74 48,3
7,0 135 358,6 28,0 72 48,3
8,0 141 406,9 29,0 73 48,3
9,0 146 482,8 30,0 70 48,3
10,0 151 565,6 31,0 67 48,3
11,0 158 689,7 32,0 66 34,5
12,0 164 758,7 33,0 60 34,5
13,0 170 875,9 34,0 59 27,6
14,0 174 965,6 35,0 57 27,6
15,0 180 1117,3 36,0 56 27,6
16,0 185 1276,0 37,0 54 27,6
17,0 191 1413,9 40,0 53 0,00
| 180 200 15794 450 45 0,00
19,0 177 1331,1 50,0 37 0,00
20,0 154 641,4 55,0 31 0,00

pag. 341



Hidrdlisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

250
200
150
O
(=]
=
100 ¢
...l
......
50 A ° o
(¢}
@
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
t, min

Figura A.4 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,54°C min* r*= 0,998
b =97,16 °C

Reqién de enfriamiento T(t) =a’ t* +b" t+ c't

a’ = 1,07 °C min” r’=0,992
b =-63,50 °C min™

¢’ =995,8 °C

ve=dT/dt = 2,14 t - 63,50 °C min™

Ro=2434,22 logRo,=3,39 FSC=2,09

pag. 342



7. Anexos

Tabla A.5
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 96,6 26,0 75 48,3
1,0 102 117,3 27,0 72 41,4
2,0 107 158,6 28,0 70 41,4
3,0 112 172,4 29,0 68 27,6
4,0 118 206,9 30,0 67 27,6
5,0 123 241,4 31,0 65 27,6
6,0 129 289,7 32,0 64 27,6
7,0 135 358,7 33,0 64 27,6
8,0 141 406,9 34,0 62 34,5
9,0 146 475,9 36,0 61 34,5
10,0 151 544,9 37,0 60 34,5
11,0 157 613,8 38,0 59 34,5
12,0 162 710,4 39,0 57 34,5
13,0 168 820,8 44,0 54 13,8
14,0 173 917,3 46,0 51 13,8
15,0 179 1055,3 47,0 49 13,8
16,0 184 1200,1 48,0 46 13,8
17,0 189 1344,9 50,0 43 0,0
| 180 200 15381 51,0 41 0,0
19,0 184 965,6 52,0 38 0,0
20,0 165 227,6 53,0 36 0,0
21, 138 131,0 55,0 35 0,0
22,0 121 103,5 56,0 33 0,0
23,0 100 82,8 58,0 30 0,0
24,0 93 55,2 61,0 78 0,0
25,0 84 55,2
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Figura A.5 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacién en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,52°C min* r*= 0,997
b = 96,44 °C

Reqi6n de enfriamiento T(ty=a’ t* +b” t+ ¢

a’ =-0,30 °C min™ r’=0,996
b" =-8,01°C min™

¢’ =444°C

ve = dT/dt = -0,60 t - 8,01 °C min™

Ro=2575,09 IlogRo,=3,41 FSC=211
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Tabla A.6
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 103,5 22,0 106 82,8
1,0 104 117,3 22,5 100 69,0
2,0 109 137,9 23,0 93 55,2
3,0 114 172,4 24,0 86 48,3
4,0 119 206,9 25,0 78 48,3
5,0 125 2414 26,0 75 41,4
6,0 130 303,5 28,0 71 34,5
7,0 135 358,7 30,0 70 34,5
8,0 141 413,8 31,0 69 27,6
9,0 147 482,8 32,0 69 27,6
10,0 153 572,5 34,0 69 27,6
11,0 158 634,5 35,0 69 27,6
12,0 164 7449 37,0 68 27,6
13,0 170 848,3 40,0 68 27,6
14,0 175 979,4 42,0 66 27,6
15,0 180 1117,3 44,0 63 27,6
16,0 185 1276,0 46,0 61 27,6
17,0 192 1489,8 52,0 63 0,0
18,0 200 1613,9 54,0 60 0,0
19,0 157 558,7 57,0 50 0,0
20,0 151 165,5 60,0 41 0,0
21,0 127 117,3 62,0 37 0,0
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Figura A.6 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,53°Cmin* r*= 0,998
b = 97,65 °C

Regién de enfriamiento T()=a’ t* + b" t*+ ¢ t +d’

a’ = -1,45 °C min? r’=0,980
b" = 89,57 °C min™

¢’ =-1861°C

d’ =13132

ve=dT/dt = -4,35t* + 179,14 t - 1861 °C min™

Ro=2275,14 logRo,=3,36 FSC=2,06
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Tabla A.7
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,

min °C kPa min G kPa
0,0 100 193,1 31,0 90 0,0
3,0 115 248,3 33,0 85 0,0
4,0 122 310,4 34,0 82 0,0
5,0 127 379,3 36,0 80 0,0
6,0 133 455,2 38,0 77 0,0
7,0 138 517,3 40,0 73 0,0
8,0 144 579,4 41,0 72 0,0
9,0 150 689,7 42,0 71 0,0
10,0 156 793,2 43,0 69 0,0
11,0 161 910,4 46,0 67 0,0
12,0 167 1027,7 47,0 65 0,0
13,0 174 11794 48,0 64 0,0
14,0 179 13311 49,0 63 0,0
15,0 184 1469,1 50,0 62 0,0
16,0 189 1648,4 51,0 62 0,0
| 170 200 17381 520 61 0,0
18,0 175 248,3 53,0 60 0,0
19,0 147 110,4 54,0 59 0,0
20,0 133 82,8 55,0 58 0,0
21,0 120 62,1 56,0 57 0,0
22,0 116 48,3 57,0 57 0,0
23,0 114 48,3 59,0 55 0,0
24,0 108 27,6 60,0 55 0,0
25,0 105 27,6 61,0 54 0,0
26,0 102 27,6 67,0 43 0,0
27,0 100 20,7 70,0 32 0,0
28,0 96 20,7 71,0 29 0,0

29,0 95 13,8
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Figura A.7 Evolucién de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax= 200°C, t,= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b
a=vc=5,77 °Cmin™ r’=0,998
b =98,37°C

Region de enfriamiento T(t) =a’ t* + b" t*+ ¢ t +d

a’ =-0,19 °C min™ r’=0,996
b" = 13,94 °C min™

¢ =-343°C

d = 2936

Ve = dT/dt = -0,57 t* + 27,88 t - 343 °C min™

Ro=2371,63 logR,=3,38 FSC=2,08
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Tabla A.8
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,

min °C kPa min G kPa
0,0 100 131,0 26,0 90 27,6
1,0 101 186,2 27,0 87 20,7
2,0 102 200,0 28,0 84 20,7
3,0 105 269,0 29,0 81 20,7
4,0 111 289,7 30,0 78 13,8
5,0 120 338,0 32,0 74 13,8
6,0 128 413,8 33,0 71 0,0
7,0 134 455,2 34,0 69 0,0
8,0 141 5449 35,0 68 0,0
9,0 147 613,8 36,0 66 0,0
10,0 153 710,4 37,0 64 0,0
11,0 159 800,1 38,0 62 0,0
12,0 164 917,3 39,0 61 0,0
13,0 170 1055,3 40,0 59 0,0
14,0 175 1207,0 41,0 58 0,0
15,0 180 1351,8 42,0 57 0,0
16,0 185 1531,2 43,0 56 0,0
17,0 192 1703,6 44,0 54 0,0
18,0 196 1841,5 45,0 53 0,0
| 190 200 18553 460 52 0,0
20,0 171 11449 47,0 51 0,0
21,0 138 269,0 48,0 50 0,0
22,0 124 82,8 52,0 49 0,0
23,0 116 48,3 54,0 38 0,0
24,0 105 41,4 55,0 33 0,0
24,5 100 27,6 66,0 29 0,0
25,0 96 27,6 67,0 26 0,0
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Figura A.8 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b
a=vc=5,76 °C min™ r’=0,993
b=93,41°C

Reqién de enfriamiento T(ty=a’ t* +b" t + ¢’

a’ = 2,97 °C min” r’=0,991
b" =-146,8 °C min™

¢ =1917°C

ve=dT/dt = 5,94 t - 146,8 °C min™

Ro=3182,30 logRo,=3,50 FSC=2,20
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Tabla A.9
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,

min °C kPa min G kPa
0,0 100 124,2 27,0 95 34,5
1,00 101 158,6 29,0 88 20,7
2,0 102 193,1 30,0 84 20,7
3,5 105 255,2 31,0 82 13,8
4,0 116 275,9 32,0 80 13,8
5,0 124 358,7 33,0 77 13,8
6,0 131 427,6 34,0 76 13,8
7,0 137 517,3 35,0 73 13,8
8,0 142 565,6 36,0 71 13,8
9,0 148 648,3 37,0 69 0,0
10,0 154 751,8 38,0 67 0,0
11,0 159 827,7 39,5 65 0,0
12,0 165 944,9 40,0 64 0,0
13,0 170 1062,2 41,0 63 0,0
14,0 175 1207,0 42,0 61 0,0
15,0 180 1331,1 43,0 60 0,0
16,0 185 1455,3 44,0 59 0,0
17,0 190 1600,1 45,0 57 0,0
18,0 194 1724,3 46,0 56 0,0
| 190 200 18208 | 470 55 0,0
20,0 166 282,8 48,0 54 0,0
21,0 138 103,5 49,0 53 0,0
22,0 125 82,8 50,0 51 0,0
23,0 119 55,2 55,0 42 0,0
24,0 111 48,3 57,0 32 0,0
25,0 106 48,3 58,0 28 0,0

26,0 100 41,4
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Figura A.9 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t)=at+ b

a=vc=5,64°C min* r*= 0,990
b = 95,18 °C

Reqién de enfriamiento T()=a t? + b’ t + ¢’

a’ = 2,41 °C min” r’=0,981
b" =-121,4 °C min™

¢’ =1632°C

ve=dT/dt=4,82t-121,4°C min*

Ro=3084,62 IlogRo,=3,49 FSC=219
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Tabla A.10

Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 34,5 250 111 20,7
2,0 110 103,5 25,5 100 20,7
4,0 121 200,0 26,0 87 20,7
6,0 133 296,6 28,0 83 13,8
7,0 136 338,0 29,0 80 13,8
8,0 143 393,1 31,0 76 13,8
9,0 146 420,7 32,0 74 13,8
10,0 152 469,00 33,0 73 13,8
11,0 158 565,6 34,0 72 13,8
12,0 162 641,4 35,0 70 0,0
13,0 165 675,9 36,0 70 0,0
14,0 171 827,7 37,0 69 0,0
15,0 173 855,2 38,0 68 0,0
16,0 178 993,2 40,0 67 0,0
17,0 181 1055,3 42,0 66 0,0
18,0 188 1255,3 44,0 66 0,0
19,0 190 1303,6 49,0 64 0,0
20,0 193 1400,1 54,0 62 0,0
21,0 197 1517,4 59,0 59 0,0
é 22,0 200 1531,2 64,0 48 0,0
23,0 176 351,8 69,0 32 0,0
24,0 143 20,7 71,0 27 0,0
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Figura A.10 Evolucién de la temperatura con el tiempo de operacién en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax= 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=4,55° min* r*= 0,992
b =104,3°C

Reqién de enfriamiento T(t)=a’ t* +b” t+ ¢’

a’ = -0,604 °C min™ r’=0,997
b" =-0,79 °C min™

¢ =510,9°C

Ve = dT/dt = -1,208 t - 0,79 °C min™

Ro=4418,57 logRo,=3,65 FSC=2,35
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Tabla A.11
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,

min °C kPa min G kPa
0,0 100 158,6 37,0 71 20,7
2,0 111 227,6 38,0 71 13,8
5,0 132 365,6 39,0 71 13,8
6,0 141 441.,4 41,0 70 13,8
7,0 145 475,9 43,0 70 6,9
8,0 149 517,3 44,0 69 6,9
10,0 159 613,8 46,0 69 6,9
12,0 167 724,2 47,0 68 6,9
13,0 171 786,3 48,0 68 0,0
14,0 175 855,2 51,0 67 0,0
15,0 178 938,00 52,0 67 0,0
16,0 182 1034,6 53,0 66 0,0
17,0 186 1172,5 54,0 66 0,0
18,0 189 1262,2 55,0 65 0,0
19,0 193 1344,9 56,0 65 0,0
20,0 196 1448,4 57,0 65 0,0
21,0 200 1510,5 58,0 64 0,0
22,0 175 179,3 59,0 64 0,0
23,0 130 89,7 61,0 63 0,0
24,0 106 55,2 63,0 62 0,0
24,5 100 48,3 65,0 61 0,0
25,0 94 48,3 66,0 61 0,0
26,0 86 34,5 67,0 61 0,0
27,0 83 34,5 68,0 60 0,0
28,0 81 34,5 69,0 60 0,0
29,0 80 34,5 70,0 59 0,0
30,0 78 34,5 73,0 58 0,0
31,0 77 27,6 78,0 51 0,0
32,0 76 27,6 81,0 41 0,0
33,0 74 27,6 83,0 33 0,0
34,0 73 27,6 85,0 27 0,0

36,0 72 20,7
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Figura A.11 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacién en el proceso
de hidrdlisis acida a presiéon (Tmax= 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b
a=vc=4,57°Cmin" r’=0,980
b =108,6 °C

Reqién de enfriamiento T(ty=a’ t* +b" t + ¢’

a’ = 2,34°C min” r’=0,984
b" =-136,6 °C min™

¢’ =2042°C

ve = dT/dt = 4,68t - 136,6 °C min™

Ro=4389,85 IlogRo,=3,64 FSC=234
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Tabla A.12
Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfirico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 165,5 28,0 76 27,6
1,0 113 220,7 33,0 70 27,6
2,0 118 262,1 34,0 69 27,6
3,0 125 303,5 35,0 69 20,7
4,0 132 413,8 36,0 68 20,7
5,0 137 441.,4 38,0 67 13,8
6,0 143 524,2 39,0 67 13,8
7,0 148 593,2 40,0 66 6,9
8,0 153 655,2 41,0 66 6,9
9,0 159 738,0 42,0 66 6,9
10,0 164 807,0 43,0 66 6,9
11,0 169 882,8 44,0 65 6,9
12,0 174 979,4 45,0 65 0,0
13,0 179 1055,3 46,0 64 0,0
14,0 183 1207,0 48,0 63 0,0
15,0 187 1282,9 49,0 63 0,0
16,0 191 1372,5 50,0 62 0,0
17,0 194 14415 51,0 62 0,0
| 180 200 15381 520 61 0,0
19,0 183 227,6 53,0 61 0,0
20,0 132 117,3 54,0 60 0,0
21,0 100 41,4 55,0 60 0,0
22,0 91 41,4 56,0 59 0,0
23,0 87 34,5 62,0 46 0,0
24,0 83 34,5 63,0 37 0,0
26,0 79 34,5 65,0 30 0,0
27,0 78 27,6
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Figura A.12 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,26°C min* r’= 0,989
b = 108,8 °C

Region de enfriamiento T(t) =a’ t* + b" t*+ ¢ t +d

a’ = 8,83 °C min” r’=1,000
b" =-520,5 °C min™

¢’ =10170°C

d =-65728

Ve = dT/dt = 26,49 t* -1041 t + 10170 °C min™

Ro=3418,73 logR,=3,53 FSC=2,23
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Tabla A.13

Hidrdlisis acida a presion. Acido sulfarico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 158,6 22,0 107 27,6
1,0 108 206,9 23,0 100 27,6
2,0 114 227,6 24,0 93 27,6
3,0 116 248,3 25,0 90 27,6
4,0 122 303,5 26,0 88 27,6
5,0 128 365,6 27,0 85 27,6
6,0 133 434,5 28,0 83 20,7
7,0 138 496,6 29,0 80 20,7
8,0 145 606,9 30,0 78 20,7
9,0 149 669,0 32,0 75 20,7
10,0 155 779,4 33,0 73 13,8
11,0 162 910,4 34,0 72 13,8
12,0 168 1055,3 35,0 70 13,8
13,0 174 1213,9 36,0 68 13,8
14,0 180 1372,5 37,0 67 13,8
15,0 186 1579,4 38,0 66 13,8
16,0 193 1758,8 39,0 64 0,0
17,0 200 1889,8 40,0 63 0,0
18,0 183 344,9 44,0 57 0,0
19,0 145 103,5 47,0 39 0,0
20,0 125 48,3 49,0 32 0,0
21,0 116 41,4 50,0 29 0,0
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Figura A.13 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacién en el proceso
de hidrdlisis acida a presiéon (Tmax= 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,74°C min* r*=0,997
b = 99,59 °C

Reqién de enfriamiento T(ty=a’ t* +b” t+ ¢

a’ = 2,58 °C min” r’=0,985
b" =-120,5 °C min™

¢’ = 1506 °C

ve= dT/dt = 5,16 t - 120,5 °C min™

Ro=2493,88 IlogR,=3,40 FSC=2,10
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Tabla A.14

Hidrdlisis acida a presién. Acido sulfarico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,
min °C kPa min G kPa
0,0 100 117,3 27,0 88 27,6
1,0 107 144,8 28,0 86 27,6
2,0 114 200,0 29,0 85 13,8
3,0 120 227,6 30,0 83 13,8
4,0 128 310,4 31,0 81 13,8
5,0 133 358,7 32,0 79 13,8
6,0 139 469,0 33,0 78 13,8
7,0 146 572,5 34,0 77 13,8
8,0 153 675,9 35,0 75 13,8
9,0 161 786,3 36,0 74 13,8
10,0 168 938,0 37,0 73 13,8
11,0 173 1055,3 38,0 71 13,8
12,0 179 1234,6 39,0 70 0,0
13,0 185 1413,9 40,0 69 0,0
14,0 191 1607,0 41,0 68 0,0
15,0 197 1772,6 42,0 67 0,0
| 160 200 19174 430 65 0,0
17,0 177 434,5 44,0 65 0,0
18,0 135 89,7 45,0 64 0,0
19,0 124 89,7 49,0 54 0,0
20,0 119 48,3 50,0 46 0,0
21,0 111 41,4 51,0 40 0,0
23,0 100 34,5 52,0 37 0,0
24,0 96 27,6 53,0 34 0,0
25,0 93 27,6 54,0 30 0,0

26,0 90 27,6
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Figura A.14 Evolucion de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, tn= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=6,41°C min* r*= 0,998
b =101,3°C

Region de enfriamiento T(t) =a’ t* +b" t* + ¢" t +d

a’ =-0,41 °C min® ’=0,978
b" = 26,41 °C min™

¢’ =-574,7°C min™

d’ = 4306 °C

ve=dT/dt = -1,23 t* + 52,82 t - 574,7 °C min™

Ro=324354 IlogRo,=351 FSC=221
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Tabla A.15
Hidrdlisis acida a presion. Acido sulfarico 0,05 M, y relacién S/L=1/6
t, T, P, t, T, P,

min °C kPa min G kPa
0,0 100 117,3 24,0 100 34,5
1,0 105 124,2 25,0 97 34,5
2,0 110 144,8 26,0 92 27,6
3,0 115 172,4 27,0 90 27,6
4,0 121 227,6 28,0 87 27,6
5,0 128 303,5 29,0 84 27,6
6,0 135 358,7 30,0 82 27,6
7,0 137 400,0 31,0 80 20,7
8,0 146 517,3 32,0 78 13,8
9,0 150 579,4 33,0 76 13,8
10,0 156 682,8 34,0 74 13,8
11,0 163 827,7 35,0 72 13,8
12,0 169 965,6 36,0 71 13,8
13,0 173 1055,6 37,0 70 13,8
14,0 175 1227,7 38,0 68 13,8
15,0 181 1372,5 39,0 67 6,90
16,0 186 1482,9 40,0 66 0,0
17,0 191 1655,3 41,0 64 0,0
| 180 200 18139 460 51 0,0
19,0 187 220,7 47,0 45 0,0
20,0 134 96,6 48,0 40 0,0
21,0 122 55,2 49,0 36 0,0
22,0 114 48,3 50,0 32 0,0

23,0 108 48,3
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Figura A.15 Evolucién de la temperatura con el tiempo de operacion en el proceso
de hidrdlisis acida a presion (Tmax = 200°C, th= 0 min).

Reqion de calentamiento T(t) =at+b

a=vc=5,49 °C min* r*= 0,997
b =100,1°C

Reqién de enfriamiento T(ty=a’ t* +b" t + ¢’

a’ = 3,19 °C min” r’=0,955
b" =-151 °C min™

¢’ =1890 °C

ve= dT/dt = 6,38 t - 151 °C min™

Ro=2833,28 IlogRo,=3,45 FSC=2,15
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ANEXO B. FERMENTACION DE PENTOSAS CON Hansenula polymorpha
B.1 Influencia de la naturaleza del sustrato

Fijada la temperatura a 40°C y 4,5 de pH inicial, asi como las condiciones de
microaeracion (entrada de aire sélo por el vértice de agitacion), se realizé una serie de
experimentos de fermentacién con H. polymorpha, modificAndose Unicamente la pentosa a
fermentar (D-arabinosa, L-arabinosa y D-xilosa), partiendo de igual concentracién inicial en
la misma, 25 g dm™. Los procesos de fermentacion llevados a cabo con D-arabinosa y L-

arabinosa se realizaron como minimo por duplicado.

Se pretende observar el efecto de la modificacion del sustrato en el proceso de
fermentacion. Toda esta serie experimental se ha realizado utilizando un agitador orbital tal

como fue descrito en el apartado de Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacién de
biomasa, consumo de sustrato, y formacion de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacién se han indicado en las Tablas B.1 a B.6, y se han representado en
las Figuras B.1 a B.6 los mismos parametros excepto el pH y la concentracion de etanol;
cuando el sustrato es D o L-arabinosa se representa la concentracion de arabitol que debe
ser el bioproducto de mayor concentracion, y cuando el sustrato es D-xilosa en las gréficas

se muestra la concentracion de xilitol.

En esta serie experimental de naturaleza del sustrato se han realizado 6 experimentos
cuya nomenclatura es F-Sn, donde F simboliza fermentacién, S sustrato y n es el nimero
que representa a la pentosa fermentada, siendo 1, 2 y 3 los correspondientes a D-
arabinosa, L-arabinosa y D-xilosa respectivamente. En caso de experimentos realizados
como minimo por duplicado, se ha finalizado la nomenclatura con letras del alfabeto en serie

(a, b, c, etc.).
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Tabla B.1
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. F-Sla T =40°C pHo=4,5 microaeracion D-ARA, =25¢g dm?

0,0 4,5 0,072 24,750 0,000 0,005 0,000
21,0 6,2 0,665 19,938 0,000 0,006
45,5 6,3 1,286 18,273 0,000 0,002 0,000 0,159

117,0 6,1 2,030 13,243 0,000 0,011 0,047

164,5 6,0 2,463 10,086 0,000 0,006 0,047 0,385
189,5 59 3,301 4,604 0,000 0,003 1,964
214,0 5,8 3,183 3,355 0,002 0,004 0,035 0,938

| (@) & A
ART X Ac Ar
gdm® gdm?®
30,0 1 40 50 30
0] " © @ a0 [?°

3,0 -
20,0 - ] A L 2,0
[ ] o - 3,0
15,0 1 2,0 - (@) - 1,5
]
L 2,0
10,0 A ) ] A - 1,0
10 1,0
5,0 - (©) A B - - 0,5
A
001 008—— : —O—O—>—+00 Lloo
0 50 100 150 200 250
t, h

Figura B.1 Variacién de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
F-Sla con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en condiciones de
microaeracion con D-ARA, =25 g dm?.
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Expto. F-S1b T =40°C

Tabla B.2
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHo = 4,5

microaeracion

D-ARA, = 25 g dm’

0,0 45 0,044 2473363 0,005 0,000
1,5 46 0,048 23,314 0,023 0,000
17,0 4.8 0,215 22,660 0,000 0,003
46,0 47 0,405 21,044 0,001 0000 0,009
92,5 5,6 0,580 18,274 0,001 0,000
165,0 5,3 1,441 0,004 0,004 0,013 0,044
207,0 6,4 1,075 0,002 0,002 0010 0,008
332,0 a7 2,409 11,887 0,020 0,082 0,083 0,862
380,0 4.6 2,398 11,292 0,009 0,003 0,029 0,573
404,0 4.4 2,656 5978 0,003 0,004 0,075
| @) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
30,0 1 4,0 50 3,0
25,0 1 B 40 [25
3,0 7l =
20,0 - [0) 2,0
[ ] o 0 - 3,0
1501 2,0 1 1,5
B g 2,0
10,0 - © R - 1,0
1,0 - )
5,0 1 ® AR 10 Lo
@)
@)
00! 00Q0>O>——b8— OB Loo loo

t,h

Figura B.2 Variacién de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
F-S1b, con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en condiciones de
microaeracion con D-ARA, =25 g dm?.
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Tabla B.3
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, &cido acético, etanol,
xilitol, arabitol y el indice de inhibicién

Expto. F-S1c T =40°C pHo = 4,5 microaeracion D-ARA, =25¢g dm?

4,0 4,6 0,230 5,800 0,000
16,5 55 0,553 0,000 3,900 0,028 0,001
28,0 5,6 0,527 4,400 0,000
46,5 58 0,667 6,700 0,000 0,001
68,0 58 1,213 0,000 6,350 0,000 0,007 0,004
137,0 54 2,839 5,700 0,002 0,067

153,0 53 3,011 0,000 8,300 0,000 0,007 0,161
176,5 52 2,925 0,000 8,300 0,000 0,011 0,214

@) & A
X Ac Ar
g dm? g dm
4,0 50 3,0
a0 [ 20
3,0 1 ° ® o
- 2,0
- 3,0
2,0 1 L 1,5
- 2,0
° 1,0
1,0 1
. . . B 1,0 L 0’5
4'—0 A A 2
0,0 —& : 25 00 '00
0 50 100 150 200
t h

Figura B.3 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores

totales (ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de
fermentacion F-Slc, con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en
condiciones de microaeracion con D-ARA, =25 g dm>.
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Expto. F-S2a

T = 40°C

Tabla B.4
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHo = 4,5

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™

0,0 45 0,083 24,750 0,000 0,009 0,000
21,0 6,3 0,935 22,068 0,000 0,023 0,100
455 6,4 1484 19,819 0,000 0004 0,035 0,415
117,0 6,3 2,649 14,918 0,012 0,005 0082 0,644
164,5 6,3 2,731 13,665 0,000 0,009 0,023 0,304
189,5 6,2 3,430 9353 0,000 0,004 0,056
214,0 6,0 3,086 9,500 0,000 0,004 0047 0,504
| @) & A
ART X Ac Ar

gdm? gdm?®

3001 40 50 3,0

i (@) |

25,0 u a0 [ 25

307 m
20,0 1 m © - 2,0
- 3,0
150 { 2,0 - L 1,5
]
- 2,0
10,0 + ® ] 1,0
1,0 1
© - 1,0
5,0 1 A - 0,5
A
00) 0082 o OB >—~too lopo

0

50 100

150

200

250

Figura B.4 Variacion de la concentracién de biomasa (x), azicares reductores totales
(ART), acido aceético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
F-S2a, con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en condiciones de
microaeracion con L-ARA, =25 g dm.
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Expto. F-S2b

T = 40°C

Tabla B.5
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHo = 4,5

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™

0,0 45 0,047 24,336 0,012 0,000
15 4,5 0,047 23,745 0,015 0,000
3,0 4,6 0,048 0,000 0,001 0,090
18,5 4,7 0,263 0,005 0,033 0,323
47,5 52 0,641 0,000 0,005 0,014 0,341
94,0 5,8 0,908 17,955 0,001 0,002 0,471
166,5 6,7 1,024 16,844 0,000 0,000 0,016 0,183
208,5 6,7 1,280 0,008 0,008 0,010 0,231
333,5 6,5 1,871 15,179 0,000 0,000 0,009 0,010
381,5 6,5 1,775 14,465 0,002 0,000
405,5 6,3 2,215 12,244 0,003 0,000 0,010 0,009
| (@) & A
ART X Ac Ar
g dm? g dm?
30,07 3,0 50 30
25,0 A 2,5 l 40 L 25
(@}
20,01 2,0 1 ° - 2,0
[ | - @) - 3,0
15,0 A 1,5 1 [ | ] 15
© B 20
10,01 1,0 A o @ - 1,0
504 05 - © (10 Los
é A A A
00! 008>-O>—>—O— —A—O-& 00 Lopo
0 100 200 300 400
t,h
Figura B.5 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales

(ART), &cido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
F-S2b, con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en condiciones de
microaeracion con L-ARA, =25 g dm.

pag. 370



7. Anexos

Tabla B.6

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,

acido acético, etanol, xilitol y el indice de inhibicion

Expto. F-S3

T =40°C pHo=4,5

microaeracion

D-XIL, = 25 g dm™

0,0 4,5 0,142 23,803 5,250 0,000
1,0 4,4 0,151 23,335 7,800
2,5 4,4 0,217 7,250
4,0 4,4 0,273 5,050 0,000
16,5 4,7 0,613 20567 0,000 7,400 0,063 0,140
28,0 4,6 0,905 19,309 7,850 0,113 0,770
46,5 4,6 1,243 16,542 7,700 0,875
68,0 41 1,884 11,510 0,000 7,600 0,002
137,0 3,8 1,914 5723 7,550
153,0 3,8 2,334 3,710 0,000 7,150 0,000 2,250
176,5 3,8 2,645 3509 0,000 6900 0000 3,568
| @) & A
ART X Ac Xi
g dm g dm™
2507 3,0 - 50 5,0
_ I | L L
20,0 2.4 - @ 4,0 4,0
A
]
15,0 1 1,8 - © -30 30
] A
10,0{ 1.2 A ® 120 |20
@)
501 064 © 1,0 1,0
A A E m
0,0 - o,oLG ; ; & 00 '00
0 50 100 150 200

t,h

Figura B.6 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y xilitol (Xi) en el experimento de fermentacion F-S3,
con H. polymorpha, 40°C y 4,5 de pH, en condiciones de microaeracién con
D-XILo = 25 g dm™.
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B.2 Efecto del nivel de aeracién

En las siguientes series experimentales se llevd a cabo la fermentacion con H.
polymorpha utilizando como sustrato, en cada caso, D-arabinosa y D-xilosa, partiendo de
una concentracion inicial de 25 g dm?. Fijado el pH a 4,5 y 30°C de temperatura, se

modificaron las condiciones de aeracion:

- Microaeracion: entrada de aire s6lo por el vértice de agitacion.

- Sin aeracién 6 condiciones anaer@bicas: impidiendo dicha entrada por cierre del

Erlenmeyer mediante un tapon de rosca.

En esta serie experimental se pretende observar el efecto del nivel de aeracion en el
proceso de fermentacion de las pentosas utilizadas como sustrato. Toda esta serie
experimental se ha realizado utilizando un agitador orbital tal como fue descrito en el

apartado de Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.

Los procesos de fermentacion llevados a cabo con D-arabinosa se realizaron por

duplicado.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacién de
biomasa, consumo de sustrato, y formacién de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacién se han indicado en las Tablas B.7 a B.12, y se han representado
en las Figuras B.7 a B.12 los mismos parametros excepto el pH y la concentracién de
etanol; cuando el sustrato es D-arabinosa se representa la concentracién de arabitol que
debe ser el bioproducto de mayor concentracion, y cuando el sustrato es D-xilosa en las

graficas se muestra la concentracion de xilitol.

En esta serie sobre el efecto de aeracion se han realizado 6 experimentos cuya
nomenclatura es FSn-M 6 FSn-A, donde F simboliza fermentacién, S sustrato y n es el
namero que representa la pentosa fermentada, siendo 1 y 3 los correspondientes a D-
arabinosa y D-xilosa respectivamente. Las condiciones de aereacion establecidas en el
proceso de fermentacion se han indicado como M, en caso de tratarse de microaeracion, 6
A cuando se traté de condiciones anaerobias. En caso de experimentos realizados como

minimo por duplicado, se ha finalizado con letras del alfabeto.
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Tabla B.7
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1-Ma T =30°C pHo=4,5 D-ARA, =25¢g dm? microaeracion

0,0 4,5 0,102 24,750 0,000
44,8 5,8 0,800 17,832 0,035
166,0 6,9 14,469 0,029 0,000 0,140 0,209

308,3 4,3 1,786 12,162 0,351 0,000 0,014 0,007
452,8 4,0 3,334 6,972 0,487 0,000 0,019 0,016

526,0 4,3 3,356 0,408 0,000 0,020
620,5 4,7 5829 0,381 0,000 0,014
| (@) & A
ART X Ac Ar
g dm g dm
30,07 4,0 50 3,0
25,0 - ] @ © 40 [ 25
3,0 -
20,0 - - 2,0
[ | - 3,0
15,0 1 2,0 - m - 1,5
‘ - 2,0
10,0 - - 1,0
1,0 A [
5,0 © u 10 Los
A o S o 0
0,0 - 0,0 !—A : : A — A : 0,0 L 0,0
0 100 200 300 400 500 600 700

t,h

Figura B.7 Variacion de la concentraciéon de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), &cido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-Ma, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-ARA, = 25 g dm®y
en condiciones de microaeracion.
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Expto. FS1-Mb

T =30°C

Tabla B.8
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHo = 4,5

D-ARA, = 25 g dm™®

microaeracion

0,0 45 0,040 24,750 0,000
24,0 4,8 0,482 0,011 0,000
96,5 5,4 1,183 21,362 0,014 0,002
114,5 6,0 1,368 21,281 0,004 0,006
169,8 6,0 2,116 19,781 0,012 0,005 0,004
264,0 6,6 3,430 0,005 0,005 0,007
287,8 6,4 0,032 0,000 0,011
338,5 5,5 4193 9,990 0,019 0001 0,007 0,185
432,0 6,6 4215 12,510 0,005 0,000 0,008 0,252
504,0 6,0 6,667 1,779 0,016 0,001 0,106
528,0 5,9 5334 2,856 0,017 0000 0,007 0,184
600,0 6,0 5162 1556 0,016 0,020
648,0 5,8 4990 1,306 0,047 0015 0,011
[ | (@) & A
ART X Ac Ar
gdm?® g dm®
3007 80 50 30
25,0 1 m 6) 40 [ 25
1 mm
20,0 - = @ o ° - 2,0
- 3,0
150 1 4,0 1 © o 1,5
* = - 2,0
10,0 - m - 1,0
2,0 - o
5,0 1 e © 10 Los
@ A A
007 00 - 00 100
0 100 200 300 400 500 600 700
t,h

Figura B.8 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-Mb, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-ARA, = 25 g dm™ y en
condiciones de microaeracion.
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Expto. FS1-Aa

T =30°C

Tabla B.9
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHoz 4,5

D-ARA, = 25 g dm™®

anaerobia

0,0 45 0102 24,750 0,000
21,0 53 0,588 0,000
118,3 73 1849 14,782 0084 0000 0,027 1,355
285,0 4,3 0369 0000 0022 0015
3575 4.4 2286 10,270 0275 0,002 0,011
500,8 a1 7554 0523 0,000 0,019
549,3 4,3 3,614 3,422

| @) & A
ART  x Ac  Ar
gdm? gdm?

3007 5,0 50 30

2501 ,oW a0 |25

o
20,0 - L 2.0
3,0 - L 30
15,0 - 15
)+ 5
2,0 - L 2.0
10,0 - * | - 1,0
]
50l 107 . . 10 | .
& o <
00! 00RaA : : A, : : 00 L00
0 100 200 300 400 500 600
t h

Figura B.9 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-Aa, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-ARA, = 25 g dm? y en

condiciones aerdbicas.
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Expto. FS1-Ab

T =30°C

Tabla B.10
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

pHoz 4,5

D-ARA, = 25 g dm™®

anaerobia

0,0 45 0,040 24750 0,000 0,000 0,000
24,0 438 0,467 0,000 0,000
96,5 5,4 1,045 21,851 0,000 0,002 0,329
114,5 6,5 1,377 19,280 0,000 0,000 0,394
169,8 7.5 20,788 0,002 0,000 0,744
264,0 6,3 1,990 19,966 0,013 0,000 0,013 0,007
287,8 6,0 2,742 14,405 0013 0,009
338,5 5,7 2,989 13624 0019 0000 0012 0,006
432,0 5,6 9,016 0015 0026 0,045
504,0 5,9 6,048 0,010 0,001 0,234
528,0 4.4 3721 10,834 0005 0002 0,009
600,0 6,0 5377 0837 0006 0,000
648,0 6,3 3979 7,593 0011 0000 0,011
| (@) & A
ART X Ac Ar
gdm?® g dm’
3007 6,0 50 3,0
(@)
2501 50mW a0 |25
" a
20,0 1 4,0 A - ] ° 6) - 2,0
- 3,0
1501 3,0 B : 1,5
- 2,0
10,0 1 2,0 A @) - . - 1,0
oA m
501 1,0 : A u 10 Los
(@) A
00 0,080V B—O—O—B- 100 Loo
0 100 200 300 400 500 600 700
t, h

Figura B.10 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azlUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-Ab, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-ARA, = 25 g dm y en
condiciones aerobicas.
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Tabla B.11
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS3-M T =30°C pHo = 4,5 D-XIL, =25¢g dm? microaeracion

0,0 4,5 0,113 24,750 0,000
44,8 4,9 0,740 22,014 0,000
166,0 4,6 3,441 7,139 0,194 0,248 0,000

308,3 5,0 5,033 3,420 0,274 0,177 2,591
452,8 6,4 4,033 0,591 0,220 0,002 0,042
526,0 6,5 4,544 0,626 0,138 0,007 0,077
620,5 6,1 3,743 1,150 0,084 0,009 0,047

] o & A
ART X Ac Xi
gdm? gdm?
3007 6,0 50 5
2501 50m © 40 L4
m (@)
20,01 4,0 4 @)
® © |30 |3
1501 3,0 - A
- 20 2
100 1 2,0 -
]
504 1,0 - r10 il
® [ ]
© e §
0,0 - 0,0‘ . <> : . : 0,0 L 0

0 100 200 300 400 500 600 700
t,h

Figura B.11 Variacién de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS3-M, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-XIL, =25 ¢ dm™ y en
condiciones de microaeracion.
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Tabla B.12
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS3-A T =30°C pHo=4,5 D-XIL, =25¢ dm? anaerobia

0,0 4,5 0,113 24,750 0,000
21,0 4,6 0,441 21,515
118,3 52 2,172 14,078 0,180 0,069 1,341 0,000
285,0 57 5,325 0,341 0,077 3,291
357,5 6,5 4,033 0,084 0,007 1,644 0,000

500,8 6,2 3,711 0,591 0,261 0,002 0,056
549,3 6,4 4,280 0,591

[ | (@) & A
ART  x Ac  Xi
g dm™ g dm
3007 50 50 50
i o
2510 4,0 - ‘ r 4,0 B 4,0
m o
20,0 A
3.0 - 30 |30
15,0 .
20 1 20 |20
10,0 A
A
5.0 - 1,0 1 ] 1,0 1,0
© &
001 o00®R < : : : ﬁ—- 00 Ll00
0 100 200 300 400 500 600
th

Figura B.12 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacién
FS3-A, con H. polymorpha, 30°C y 4,5 de pH, con D-XIL, = 25 g dm™ y en
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B.3 Influencia del pH, del medio cultivo

Para cada una de las pentosas utilizadas como sustrato en cada caso, D-arabinosa y L-
arabinosa, se llevd a cabo una serie experimental de fermentaciones con H. polymorpha a
35, 40 y 45°C, en condiciones de microaeracion (entrada de aire sélo por el vortice de
agitacion), modificando el pH inicial del medio de cultivo (3,5, 4,5 y 5,5) en cada una de

dichas temperaturas.

La concentracién inicial de pentosa en medio de cultivo de Lindegren et al. (1958) fue 25
g dm™ en todos los casos. Los procesos de fermentacién se han realizado utilizando un
agitador orbital tal como fue descrito en el apartado de Materiales y Métodos, apartado
3.7.1.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucién del pH, generacion de
biomasa, consumo de sustrato, y formaciéon de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacion se han indicado en las Tablas B.13 a B.28, y se han representado
en las Figuras B.13 a B.28 los mismos pardmetros excepto el pH y la concentracion de
etanol; debido a que el sustrato es D 6 L-arabinosa se representa la concentraciéon de

arabitol que debe ser el bioproducto de mayor concentracion.

Los procesos de fermentacion llevados a cabo con D-arabinosa, pH 4,5 y 40°C, en
condiciones de microaeracion, ya fueron expuestos en el Anexo B.1 en el estudio de la
influencia de la naturaleza del sustrato (Exptos. F-Sla, F-S1b y F-Slc, Tablas B.1 a B.3).
De igual forma sucede con L-arabinosa como sustrato, bajo las mismas condiciones
(Exptos. F-S2a y F-S2b, Tablas B.4 y B.5).

En esta serie experimental de efecto de aeracién se han llevado a cabo 16
fermentaciones con H. polymorpha que junto con 5 de los experimentos de la serie de
influencia de la naturaleza de sustrato (F-Sla, F-Slb, F-Silc, F-S2a y F-S2b), suman un
total de 21. La nomenclatura de los realizados es FSnTn"-pHn™, donde F simboliza
fermentacion, S sustrato y T temperatura. Por otro lado, n es el nimero que indica la
pentosa fermentada, siendo 1 y 2 los correspondientes a D-arabinosa y L-arabinosa
respectivamente; n” es un nimero que representa la temperatura a la que se ha realizado la
fermentacion (3, 4 y 5 equivalen a 35, 40 y 45°C, respectivamente); finalmente n”” es el
namero que representa el pH inicial del medio de cultivo (1, 2 y 3 equivalen a 3,5, 4,5y 5,5,
respectivamente). En caso de experimentos realizados como minimo por duplicado, se ha

finalizado con letras del alfabeto en serie (a, b, c, etc.).
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Tabla B.13
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1T3-pH1 microaeracién D-ARA,=25gdm?® T=35C pH,=35

0,0 3,5 0,059 24,192 0,000
1,0 34 0,059

2,0 3,4 0,059

3,5 3,4 0,059

5,0 34 0,070

6,5 34 0,091 0,004 0,000 0,001

19,0 3,5 0,372

23,5 3,5 0,413 0,008 0,000 0,001

30,5 3,5 0,467

47,5 3,7 0,654 22,296 0,052
715 3,9 0,701 20,465 0,006 0,000 0,001

148,0 4,4 1,187 19,5707 0,007 0,000 0,001

167,5 3,9 3,079 14,800

192,0 3,9 3,251 14,001 0,001 0,000 0,004 0,159
216,0 3,2 3,260 10,4010 0,007 0,285 0,075

236,0 3,8 3,974 12,078 0,010 0,000 0,005 0,303

| @) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?

30,07 5,0 50 30
2071 a0m @ (40 [?°

]

20,0 1 L mg, © 0 - 2,0

3,0 - - 3,0
15,0 - g - 1,5

2.0 - B 20
10,0 - m 1,0

o
501 10 o 10 | 4g
oo © A
A
00! 00— O ‘ O O—>—+ 00 Loo
0 50 100 150 200 250
t h

Figura B.13 Variacion de x, ART, Ac y Ar en el experimento de fermentacién FS1T3-pH1, con
H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, = 25 g dm, a 35°C y
3,5 de pH.
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Tabla B.14

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1T3-pH2 microaeracion  D-ARA, =25 g

dm® T=35°C pHo=45

0,0 45 0089 24750 0,003 0,005
21,0 50 0,579 0,000 0,005
455 53 0660 23623 0011 0,006
68,0 50 0802 22985 0,000 0,004
1405 60 1,200 20592 0,000 0,002 0,004
1885 55 2451 13574 0000 0,008 0,013
2135 57 2936 12,976 0003 0004 0,009 0,233
3085 52 7713 0,004 0,023 1,617
3325 51 4044 6550 0,000 0,012 0,019
3805 45 3495 3944 0006 0,006 2,248
4760 44 3420 1,938 0003 0008 0012 0,354
5000 51 3441 1701 0,003 0,006 0,345
| @) & A
ART X Ac Ar
gdm? g dm?
3007 5,0 50 3,0
2501 ,oM ny ° R 40 [25
20,0 1 L © o0 - 2.0
3,0 ® - 3,0
15,0 o A - 15
2,0 = - 2,0
10,0 - 1,0
so] 101 o © “u 10 | s
0© A | AA
[ ]
0,07 0080CO—#—OO—OO—O—— 00 Loo
0 100 200 300 400 500 600
t h

Figura B.14 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T3-pH2, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracién, D-ARA, =

25 gdm™, a35°Cy 4,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Expto. FS1T3-pH3

microaeracion

Tabla B.15
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

D-ARA, = 25 g dm™®

T =35°C

pHo=5,5

0,0 5,5 0,034 24,384
1,0 55 0,034
2,0 52 0,034
3,0 5,3 0,034 21,815
4,0 5,4 0,037
19,8 5,7 0,396 20,473 0,000 0,000 0,006
26,8 6,3 0,471 19,669
43,3 7.1 0,798 18,365 0,036 0,000 0,014 0,000
66,3 75 0,878 18,442 0,007
144.8 6,9 1,463 0,000 0,000 0,104 0,147
160,0 7,2 1,239 16,219 0,014 0,000 0,050 0,155
[ | (@) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
3001 2,0 50 3,0
25,0 - 40 [ 25
15 @)
20,0 - By - 2,0
E = ©® - 3,0
1501 1,0 " 1,5
@ © 2,0
10,0 - - 1,0
0,5 - )
5,0 - © (10 Los
A A
00) 0@ ¢ & A : O 00 Loo
0 50 100 150 200
t h

Figura B.15 Variacion de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T3-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, =
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Expto. FS2T3-pH1

Tabla B.16
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™®

T=35°C pHo=35

6,5 3,4 0,076 24,056 0,010 0,000
19,0 3,5 0,376 23,989
23,5 3,6 0,531 0,000 0043 0,001
30,5 3,7 0,660
475 41 1,080 21,764 0,042
71,5 4,6 1,720 0,008 0,000 0,002 0,049
148,0 5,0 1,096 19,674 0,008 0000 0,012 0,758
167,5 5,0 2314 19,405 0,143
192,0 4,9 2,314 19,202 0,003 0,000 0009 0,043
216,0 5,5 3,028 17,854 0,010 0,000 0,010
236,0 5,4 3,277 17,652 0,000 0,000 0,008 0,007
| @) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?®
30,0 1 4,0 50 30
201 mm o O 40 [2
3,0 1 -
20,0 - EE g - 2,0
© o B m[30
1501 2,0 - 6) 15
- 2,0
10,0 A - 1,0
1,0 - o A
5,0 A ’Q "10 g5
A
00) 00@ A A& A o & 1too Lloo
0 50 100 150 200 250
t h

Figura B.16 Variaciéon de x, ART, Ac y Ar en el experimento de fermentacién FS2T3-pH1,
con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, = 25 g dm?3, a
35°Cy 3,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.17
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS2T3-pH2 microaeracion  L-ARA,=25gdm?® T=35C pHo=4,5

0,0 4,5 0,135 24,750 0,021 0,014 0,000
21,0 54 0,886 22,793 0,000 0,005

45,5 5,8 1,136 22,455 0,003 0,010 0,016 0,206
68,0 6,1 1,763 19,409 0,000 0,001 0,012 0,463

140,5 6,1 2,748 17,582 0,000 0,008 0,008 0,043

[ | (@) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
30,07 3,0 50 30

@)
2501 25m®m L 40 - 2,5
L m
20,01 2,0 A ] - 2,0
@) m 30
15,01 1,5 1 - 1,5
1) - 2,0
10,0 1 1,0 1 - 1,0
(@)
501 05 1 A 10 15
A
0,0 - 0,0& T T T T T e_. 0,0 L 0,0
0 25 50 75 100 125 150
t,h

Figura B.17 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2T3-pH2, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, = 25
gdm™ a35°Cy 4,5 de pH.
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Tab

la B.18

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS2T3-pH3

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™®

T=35°C pHo=55

0,0 55 0,035 24,384
1,0 5,2 0,035
2,0 5,2 0,035
3,0 5,2 0,036
4,0 55 0,037
19,8 5,9 0,310 22,531 0,000 0000 0,010
26,8 6,3 0,564 0,066
433 6,8 21,836 0,000 0,012 0,008 0,155
66,3 7,6 0,843 0,596
144.8 55 1,299 10,452 0,023 0,000 0033 1,372
160,0 6,4 1,248 13,856 0,000 0,014 0051 1,237
[ | (@) & A
ART X Ac Ar
gdm® gdm?®
30,07 20 50 3,0
25,0 - N 4o [ 25
1,5 1 ] ]
20,0 - - 2,0
e | 3,0
1501 1,0 - A » - 15
© L 2,0
10,0 L - 1,0
0,5 - ®
5,0 - @ A (10 Los
00/ 00@ A : : —O>—O—+00 Loo
0 25 50 75 100 125 150 175
t, h

Figura B.18 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2T3-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, =
25gdm?® a35°Cy5,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.19
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1T4-pH1 microaeracion D-ARA,=25gdm?> T=40°C pH,=35

0,0 3,5 0,142 23,683
1,0 3,6 0,157
2,5 3,5 0,174
4,0 3,4 0,200 0,000
16,5 3,8 0,458 0,000 0,043 0,004
28,0 4,0 0,572 0,000 0,006
46,5 4,2 0,830 19,654 0,007 0,004
68,0 4,4 1,308 18,180 0,000 0,000 0,004
137,0 4,5 2,538 11,955 0,021

153,0 4,3 3,215 6,765 0,000 0,000 0,002
176,5 4,5 3,495 5,345 0,000 0,000 0,003 0,098

| @) & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
3004 40 50 3,0

(@)
25,0 - L 2,5
, o) - 4,0 '
3,0 .
20,0 - m L 2,0
m ® 30
1504 2,0 L 1,5
] 2,0
10,0 1 ® - 1,0
1,0 1
I} . . i
50 - 0 ® ] 10 Los
007 00 ,—O A ; A A 00 '0,0
0 50 100 150 200
t h

Figura B.19 Variaciéon de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacién
FS1T4-pH1, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, = 25
gdm? a40°Cy 3,5 de pH.
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Expto. FS1T4-pH3 microaeracion

Tabla B.20
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

D-ARA, = 25 g dm™®

T=40°C pH,=5,5

0,0 5,5 0,057 24,481 0,000
2,0 5,2 0,061
4,0 5,0 0,082
6,0 5,4 0,207 23,130
20,0 6,2 0,450 22,424
30,5 6,3 0,490 20,498 0,000 0,005 0,005
47,0 6,3 0,942 17,673 0,182
69,0 6,4 1,093 18,531 0,000 0,002 0,005 0,610
93,0 6,3 1,454 15875 0,223
168,0 6,2 12,922
189,5 5,5 2,297 0,034 0032 0042 1,277
213,0 5,9 13,436 0,000 0,000 0,014 0,538
236,0 5,2 2,219 9969 0,000 0011 0012 0,010
| & A
ART X Ac Ar
g dm g dm
300 1 3,0 50 30
2501 25 n . o 40 [25
o
20,01 2,0 1 u - 2,0
m B - 3,0
150 { 15 - o) 1,5
A B - 2,0
100 { 1,0 - ® ] - 1,0
501 051 @O A A 10 o5
A A
0,0 - o,o‘ . : - O—O—4—+00 00
0 50 100 150 200 250

t,h

Figura B.20 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T4-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, =
25 g dm™, a40°Cy 5,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.21

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS2T4-pH1

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™®

T = 40°C

pHo.= 3,5

0,0 3,5 0,146 23,683 0,000
1,0 3,6 0,146
25 3,5 0,168
4,0 3,6 0,204 0,000
16,5 3,9 0,662 21,583 0,000 0,045 0,012
28,0 45 1,039 21,920 0,000 0,013
46,5 4,7 1,406 18,213 0,015 0,710
68,0 4,6 2,323 13,046 0,000 0,000 0,086 0,922
137,0 4,9 3,022 12,765 0,024 1,536
153,0 4,8 4,043 6,868 0,000 0,000 0,056 0,989
176,5 4,9 3,925 7,654 0,000 0,000 0,051 0,797
[ | o & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
3007 5,0 50 3,0
25,0 - 10m e o a0 2,5
m n
20,0 - - 2,0
3,0 - | o - 3,0
15,0 - g A - 1,5
20 - = L 2.0
10,0 1 A A - 1,0
1,0 1 @} x u . - 1,0
5,0 A ° - 0,5
0,0 - 0.0L<> : : &> 00 '0,0
0 50 100 150 200
t h

Figura B.21 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), &cido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2T4-pH1, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, =
25 g dm™ a40°Cy 3,5 de pH.
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Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,

Expto. FS2T4-pH3

Tabla B.22
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

acido acético, etanol, xilitol y arabitol

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™®

T = 40°C

pHo.=5,5

0,0 5,5 0,059 24,481 0,000
2,0 5,0 0,067
4,0 5,0 0,103
6,0 5,6 0,241 24,077 0,087
20,0 5,9 0,658 21,912 0,184
30,5 6,7 0,856 21,777 0014 0,011 0,007 0,360
47,0 6,3 1,067 20,086 0,164
69,0 6,5 1,548 0,000 0,001 0,001 0,069
168,0 6,0 2,839 12,579
189,5 6,3 2,976 10,820 0,000 0,002 0,004 0,066
213,0 6,0 11,023 0,000 0,000 0,014
236,0 6,0 3,190 8926 0,000 0,001 0,000 0,093
[ & A
ART X Ac Ar
g dm?® g dm
3007 4,0 50 30
25,0 1 N @ 40 |[2°
30| mm e
20,0 - [ ] - 2,0
- 3,0
1501 2,0 - - 1,5
) 2,0
10,0 - = L 1,0
) ]
1,0 - ®
5,0 A (0) "10 g5
A
A A
0,0 - o,o‘ A ; ; $+<>—~6— 00 Y00
0 50 100 150 200 250
t h

Figura B.22 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2T4-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, =
25gdm?, a40°Cy 5,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.23
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1T5-pH1 microaeracién D-ARA,=25gdm?> T=45C pH,=35

5,0 3,5 0,060 22,495
6,5 3,5 0,075 22,805 0,000 0,000 0,000
20,5 3,6 0,342 20,895
31,5 3,8 0,607 20,998 0,000 0,000 0,001
46,5 3,8 0,817 21,256
116,5 4,3 1,660 15,941
140,5 4,4 1,686 0,000 0,000 0,016 0,204

167,5 4,5 1,695 16,560 0,000 0,000 0,004 0,180
190,5 4,7 1,514 16,199 0,000 0,000 0,004 0,602

[ | o & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
3007 20 50 30
25,0 1 e ©O © L 25

| - 4,0
1,5 I8 - (@)
20,0 L - 2,0
= - 3,0
1501 1,0 A u o - 1,5
@ - 2,0
10,0 - ° - 1,0
0,5 -
Al
5,0 - (@) 101 0,5
A A
0,0 - o,ot . . . 0,0 L0,0
0 50 100 150 200
t, h

Figura B.23 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T5-pH1, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, = 25
gdm? a45°Cy 3,5 de pH.
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Tabla B.24
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,

acido acético, etanol, xilitol, arabitol y el indice de inhibicion

Expto. FS1T5-pH2 microaeracion D-ARA,=25¢ dm’® T =45°C

pHo = 4,5

0,0 45 0,086 24265 0011 7,500 0,003 0,000
22,5 4,8 0,329 0,000 6550 0,001
46,5 55 0,435 0,000 8000 0,001
68,0 5,2 0,409 21,031 0,002 6250 0,000
139,5 55 1,002 16,914 0,000 8750 0,011
164,5 57 0,000 8600 0001 0,005 0,119
188,0 4,8 1342 10,623 0065 7,785 0,096 0,718
216,0 5.4 2056 9281 0009 9250 0016 0013 1,004
[ & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm’
3001 3,0 50 30
2501 25g4 a0 [ 25
2001 20 1 = ) L 2.0
L 3,0
]
1501 1,5 - L 1,5
(@)
L 2.0
1004 1,0 - 5) 'Y L 1,0
A L 1,0
501 05 - o © © L 0,5
007 00 &—<>—<>—<>ﬁ——<>ﬂ—$—4>ﬂ—<>— 00 o0
0 50 100 150 200 250

t,h

Figura B.24 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T5-pH2, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, =
25gdm?®, a45°Cy 4,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.25

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1T5-pH3 microaeracion D-ARA,=25¢ dm’®

T = 45°C

pHo=5,5

0,0 55 0,054 24,3124
2,0 55 0,069
35 55 0,088
5,0 5,6 0,192
7,0 5,6 0,211
19,0 6,0 0,428 22,262 0,002 0,000 0,000
30,0 6,2 0,755 20,357
44,0 6,2 0,860 20,547 0,001 0,003 0,004
68,0 6,3 1,019 0,009
140,5 6,0 2,099 10,053 0,152
163,0 5,9 2,159 9,261 0,003 0012 0,009 0,798
187,0 5,6 0,000 0,000 0011 0,694
2355 5,9 1957 7,493 0,019 0,046 0,015 0,479
[ | (@) O A
ART X Ac Ar
gdm?® g dm?
3007 3,0 50 3,0
2501 25m 40 [ 25
[ |
200{ 20{ @ H o © ® - 2,0
- 3,0
1501 15 A - 1,5
- 2,0
1004 1,0 A (@} [ ] - 1,0
(@) © ’ A [ ]
501 051 o A [ tos
£<>—<>v—A 4
00- 00 - —O—O— 00 0,0
0 50 100 150 200 250
t, h

Figura B.25 Variacion de la concentracién de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), &cido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1T5-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, D-ARA, =
25 gdm?, a45°Cy 5,5 de pH.
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Expto. FS2T5-pH1  microaeracion

Tabla B.26
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

L-ARA, = 25 g dm™®

T = 45°C

pHo.= 3,5

0,0 3,5 0,030 24,249
1,0 3,5 0,032
2,0 3,5 0,035 23,610
3,5 3,5 0,044
5,0 3,5 0,054
6,5 3,5 0,066 22,567 0,000 0,000 0,004
20,5 3,8 0,598 21,654
31,5 3,9 1,037 0,000 0,000 0,018
46,5 42 1,338 20,285
116,5 47 2,718 10,834
140,5 5,0 2,323 11,682 0,010 0,000 0,085
167,5 5,5 2,348 10,639 0,000 0,000 0,077
190,5 5,5 2,520 7,249 0,000 0,000 0,096
@) O
ART X Ac
gdm? gdm?
30,0 3,0 5,0
(@)
(@)
25,0 2,5 ‘ ‘ . - 4,0
]
20,0 2,0 - |
- 3,0
15,0 1,5 -
© m 2,0
1004 1,0 - ©) u u
]
5,0 0,5 1 © - 1.0
0,0 00 @ - - - - 0,0
0 50 100 150 200
t h

Figura B.26 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores
totales (ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de
fermentacion FS2T5-pH1, con H. polymorpha, en condiciones de
microaeracion, L-ARA, = 25 g dm™, a 45°C vy 3,5 de pH.
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Hidrolisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla B.27
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azucares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol, arabitol y el indice de inhibicion

Expto. FS2T5-pH2 microaeracion L-ARA, = 25 g dm” T =45°C pHo=4,5

0,0 4,5 0,076 24,265 0,004 7,650 0,002
22,5 4,8 0,372 23,745 0,004 7,850 0,001
46,5 54 0,508 0,000 7,400 0,001
68,0 53 0,602 0,000 7,850 0,000
139,5 59 1,226 15,536 0,000 8,350 0,000
164,5 6,2 13,394 0,000 8,400 0,000 0,011 0,075
188,0 59 12,680 0,004 7,650 0,000 0,079

216,0 6,2 2,606 12,125 0,001 9,500 0,000 0,013 0,156
240,0 6,2 2,443 10,301 0,000 9,350 0,011
310,5 6,1 3,552 7,961 0,012 11,300 0,000 0,018 0,364

| @) & A
ART X Ac Ar
g dm g dm
30,0 1 4,0 50 3,0
@)
25,0 1 . 40 [ 25
3,0 1
20,0 1 ) 2,0
@ - 3,0
1501 2.0 A L - 15
By
] - 2,0
10,0 - ® | - 1,0
1,0 n Lo
5,0 - - - 0,5
° @ © A
A
00) 008 O>—— BB o >Loo Loo

t,h

Figura B.27 Variacién de la concentracion de biomasa (x), azlGcares reductores totales (ART),
acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion FS2T5-pH2,
con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, = 25 g dm?, a 45°C
y 4,5 de pH.
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Tabla B.28
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS2T5-pH3 microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™®

T = 45°C

pHo.=5,5

0,0 55 0,051 24,312
2,0 55 0,065
35 5,5 0,085 23,501
5,0 5,6 0,183
7,0 5,6 0,220 23,146
19,0 6,2 0,604 21,946 0,024 0,000 0,000
30,0 6,3 0,890 20,297 0,089
44,0 6,3 0,001 0,018 0,002
68,0 6,3 1,746 0,155
140,5 6,2 2,357 0,590
163,0 6,2 2,804 10,599 0,000 0,086 0,004 0,149
187,0 6,0 3,398 8199 0,001 0000 0,002 0,176
235,5 5,9 3,817 4,500 0,000 0,099 0,000
| @) & A
ART X Ac Ar
g dm g dm
3007 50 50 3,0
2501 40 I . o [40 | 2,5
20,0 1 | e - 2,0
3,0 - ® - 3,0
15,0 A ° 1,5
2,0 - - 2,0
10,0 - ) - 1,0
|
501 107 .. A . 10 | s
00! 00@oho A B8 oloo loo
0 50 100 150 200 250
t, h

Figura B.28 Variacién de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2T5-pH3, con H. polymorpha, en condiciones de microaeracion, L-ARA, = 25

g dm, a 45°C y 5,5 de pH.
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Hidrdlisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

B.4 Efecto de la temperatura

En este caso, para cada una de las pentosas utilizadas como sustrato (D-arabinosa, L-
arabinosa y D-xilosa), se llevo a cabo una serie experimental de fermentaciones con H.
polymorpha partiendo de una concentracién inicial de sustrato de 25 g dm™ en medio de
cultivo de Lindegren et al. (1958), en condiciones de microaeracion (entrada de aire sélo por
el vortice de agitacion) y 4,5 de pH. En esta serie experimental, se modificd la temperatura
dentro de un rango de 25 a 50°C con el fin de observar la influencia de esta variable en el
proceso de fermentacion de cada una de las pentosas utilizadas como sustrato. Toda esta
serie experimental se ha realizado utilizando un agitador orbital tal como fue descrito en el

apartado de Materiales y Métodos, apartado 3.7.1.

Con D-arabinosa, las temperaturas estudiadas fueron 25, 30, 35, 40, 45 y 50°C. Con este
sustrato, los procesos de fermentacioén llevados a cabo a 30, 40 y 50 °C se realizaron como
minimo por duplicado. Cuando el sustrato utilizado fue L-arabinosa, la fermentacién se
desarrollé a 35, 40, 45 y 50°C, efectuandose por duplicado el proceso de fermentacién
llevado a cabo a 40°C. Finalmente, el estudio de la influencia de la temperatura en la
fermentacion de la D-xilosa con H. polymorpha se realizé a 30, 40 y 50°C.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacion de
biomasa, consumo de sustrato, y formacién de bioproductos durante el transcurso del
proceso de fermentacion se han indicado en las Tablas B.29 a B.33, y se han representado
en las Figuras B.29 a B.33 los mismos pardmetros excepto el pH y la concentracion de
etanol; cuando el sustrato es D o L-arabinosa se representa la concentracion de arabitol que
debe ser el bioproducto de mayor concentracion, y cuando el sustrato es D-xilosa en las

graficas se muestra la concentracién de xilitol.

Los procesos de fermentacion llevados a cabo con D-arabinosa, en condiciones de
microaeracion, pH 4,5 y 40°C ya se mencionaron en el Anexo B.1 referido al estudio de la
influencia de la naturaleza del sustrato (Tablas B.1 a B.3 junto con sus correspondientes
Figuras B.1 a B.3, que muestran los resultados de los Exptos. F-Sla, F-S1b, F-Sic,). De
igual forma sucede con L-arabinosa como sustrato, bajo las mismas condiciones (Tablas
B.4 y B.5 asi como Figuras B.4 y B.5, que muestran los Exptos. F-S2a y F-S2b) y D-xilosa
(Tabla B.6 y Figura B.6 que muestra el Expto. F-S3).

Los resultados de los experimentos de fermentacion de D-arabinosa con H. polymorpha,
a 30°C y pH 4,5, en condiciones de microaeracion, fueron expuestos en el Anexo B.2 dentro

del estudio de la influencia de la aeracion en el proceso de fermentacion (Tablas B.7 y B.8,
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Exptos. FS1-Ma y FS1-Mb,). Bajo las mismas condiciones de operacion, se llevé a cabo la
fermentacion de D-xilosa con H. polymorpha, mostrandose los resultados en Anexo B.2

(Tabla B.11 y Figura B.11 que muestra los resultados del Expto. FS3-M)

Utilizando D-arabinosa como sustrato, pH 4,5 y condiciones de microaeracion, se
realizaron dos fermentaciones con H. polymorpha a diferente temperatura, 35 y 45°C.
Ambos se muestran en el Anexo B.3 destinado al estudio de la influencia del pH del medio
de cultivo en la fermentacién con H. polymorpha (Tablas B.14 y B.24 asi como Figuras B.14
y B.24, que representan los resultados de los Exptos. FS1T3-pH2 y FS1T5-pH2

respectivamente).

Los resultados de los experimentos de fermentacién de L-arabinosa con H. polymorpha
llevados a cabo a pH 4,5, en condiciones de microaeracion, tanto a 35 como 45°C se
muestran en el Anexo B.3 de estudio de la influencia del pH del medio de cultivo en el
proceso de fermentacién (Tablas B.17 y B.27 junto con sus Figuras B.17 y B.27, que

muestra los Expto. FS2T3-pH2 y FS2T5-pH2, respectivamente).

En definitiva, en esta serie experimental de estudio del efecto de la temperatura se han
llevado a cabo 5 fermentaciones con H. polymorpha que junto con los 6 experimentos del
Anexo B.1 de influencia de la naturaleza de sustrato (Exptos. F-Sla, F-S1b, F-Slc, F-S2a,
F-S2b y F-S3), 3 de los experimentos de la serie experimental del Anexo B.2 del efecto de la
aeracion (Exptos. FS1-Ma, FS1-Mb y FS3-M) y finalmente 4 del Anexo B.3 de la influencia
del pH en el proceso de fermentacion (Exptos. FS1T3-pH2, FS1T5-pH2, FS2T3-pH2 y
FS2T5-pH2) suman un total de 18.

La nomenclatura de los realizados y no nombrados previamente es FSn-Tn", donde F
simboliza fermentacién, S sustrato y T temperatura. Por otro lado, n es el nimero que indica
la pentosa fermentada, siendo 1, 2 y 3 los correspondientes a D-arabinosa, L-arabinosa y D-
xilosa, respectivamente; n” es un nimero que representa la temperatura a la que se ha
realizado la fermentacién (1, 2, 3, 4, 5 y 6 equivalen a 25, 30, 35, 40, 45 y 50°C,
respectivamente).En caso de experimentos realizados como minimo por duplicado, se ha

finalizado con letras del alfabeto en serie (a, b, c, etc.).
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Tabla B.29
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1-T1 pHo=4,5 microaeracion D-ARA, =25¢g dm? T =25°C

0,0 4,5 0,043 24,750 0,000 0,002
215 50 0,368 0,012 0,000
45,5 54 0,729 0,008 0,000
136,0 6,5 1,222 22,968 0,000 0,002
189,5 6,6 1,153 22,110 0,000 0,000 0,000
2145 6,8 1,557 19,460 0,000 0,000 0,021 0,030
309,5 6,4 18,758 0,003 0,002 0,011
357,5 4,6 2,202 12,703 0,026 0,000
405,0 55 16,943 0,000 0,006 0,013 0,079

503,5 4,1 3,720 8,938 0,000 0,000
526,0 4,4 2,914 8,335 0,002 0,013 0,008

573,0 4,2 3,538 0,000 0,007 0,158
647,0 4,8 6,086 6,001 0,011 0,000 0,006 0,416
815,0 4,3 2,539 0,006 0,010 0,044
836,0 4,2 0,000 0,002 0,007
| o & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
30,0 7 10,0 50 3,0
25,0 1 go® . a0 | 2,5
]
20,0 A m - 2,0
| | @ |
6,0 - 3,0
15,0 - 1,5
]
4,0 - 2,0
10,0 ® e 10
o R
5.0 1 2,0 1 ® : F1,0 | 0.5
(ONG)
@) A u
00~ 0,0 M——OM&—%——@—- 00 10,0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
t,h
Figura B.29 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), &cido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacién
FS1-T1, con H. polymorpha, 4,5 de pH y en condiciones de microaeracion,
D-ARA, = 25 g dm™ y 25°C de temperatura.
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Tabla B.30

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,

Expto. FS1-T6a

pHo= 4,5 microaeracion

acido acético, etanol, xilitol y arabitol

D-ARA, = 25 g dm™

T =50°C

0,0 4,5 0,033 23,982 0,000
2,0 4,1 0,042
3,0 4,1 0,049
4,0 4,1 0,051
5,0 4,1 0,059
7,5 4,2 0,081 0,000 0,000 0,000
27,0 4,3 0,196 0,156
52,0 4,4 0,204 21,295 0,000 0,000 0,183
67,5 4,5 0,207 21,099 0,000 0,000 0,211
92,0 4,2 0,310 19,923 0,000 0,001 0,000 0,463
167,5 4,3 0,770 17,492 0,137 0,085 0,000 0,126
| o & A
ART X Ac Ar
gdm? g dm™
30,07 1,0 50 30
25,0 1 0,8 L 40 | 2,5
20,0 - ol | - 2,0
0,6 - - 3,0
15,0 - 1,5
0,4 - - 2,0
10,0 f - 1,0
504 021 @ O o 10 |
S
00- 0,0 T T 00 -0,
0 50 100 150 200
t,h

Figura B.30 Variacién de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-T6a, con H. polymorpha, 4,5 de pH y en condiciones de microaeracion,

D-ARA,=25¢ dm® y 50°C de temperatura.
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Tabla B.31
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS1-T6b pHo= 4,5 microaeracion D-ARA,=25¢g dm? T =50°C

6,0 4,6 0,127 23,785

20,0 4,8 0,254 22,970 0,009 0,013 0,003

30,0 55 0,542 22,766

47,0 5,6 0,757 21,910 0,009
68,0 57 1,153 20,075 0,005 0,023 0,006 0,274
142,0 53 1,428 0,488
166,5 51 1,471 0,017 0,071 0,023 1,297
190,0 52 18,103 0,001 0,029 0,024 0,779

213,0 5,6 1,523 17,463 0,004 0,024 0,023 0,578

[ & A
ART X Ac Ar
gdm? gdm?
30,07 20 50 130
25,0 1 ‘ ag o L 40 2,5

15 [ ) Q
20,0 1 ] 2,0
19) | [} - 3,0
1501 1,0 1,5
19) A - 2,0
10,0 - 1,0
os{ © A
5,0 ® A A F10 o5
A
0,0 - 0,0£0 A— - —O—O—O—+00 100
0 50 100 150 200 250
t h

Figura B.31 Variacion de la concentracién de biomasa (x), azlUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS1-T6b, con H. polymorpha, 4,5 de pH y en condiciones de microaeracion,
D-ARA,=25¢g dm’® y 50°C de temperatura.
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Tabla B.32

FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS

Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS2-T6

pHo= 4,5

microaeracion

L-ARA, = 25 g dm™

T =50°C

0,0 45 0,033 23,983 0,000
2,0 36 0,040
3,0 41 0,042
4,0 4.2 0,044
5,0 4.2 0,051
75 45 0,070 0,000 0,004 0,000
27,0 47 0,284 0,200
52,0 4.2 19,475 0,008 0,000 0,122
67,5 45 18,913 0,002
92,0 57 0,804 16,950 0,001 0,004 0,000 0,261
167.,5 6,1 1,351 14,144 0,000 0,000 0,000 0,119
[ ] (@) O A
ART X Ac Ar
g dm? g dm?
3007 20 50 3,0
25,0 N 40 [ 25
15 1
20,0 A m g o . - 2,0
- ,
1501 1,0 1 - 1,5
@} - 2,0
10,0 - - 1,0
05
5,0 1 ® (10 Los
A A
0,0 - o,o@ A : —A 00 L00
0 50 100 150 200
t,h

Figura B.32 Variacion de la concentracién de biomasa (x), azlcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y arabitol (Ar) en el experimento de fermentacion
FS2-T6, con H. polymorpha, 4,5 de pH y en condiciones de microaeracion, L-
ARA,=25¢ dm y 50°C de temperatura.
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Tabla B.33
FERMENTACION DE AZUCARES SINTETICOS
Variacion del pH, y de las concentraciones de biomasa, azlcares reductores totales,
acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FS3-T6 pH,=4,5 microaeracion D-XIL,=25¢ dm?® T=50°C

ART, Ac,
gdm® gdm?
0,0 4.5 0,049 24,475 0,000
1,0 4.5 0,053
2,5 4.4 0,064
4,0 4,5 0,083
6,0 4.5 0,144
20,0 4.6 0,325 22,448 0,008 0,024 0,315
30,0 4,6 0,342 22,114
47,0 4,7 0,527 21,070
68,0 4,7 0,757 18,897  0,0048 0,021 0,770

142,0 4,7 1,222 11,002
166,5 4,4 1,144 8,454 0,115 0,225 1,341

190,0 4,2 1,514 4,527 0,177 1,621
213,0 4,7 1,918 3,691 0,172 1,376
] o & A
ART X Ac Xi
g dm g dm
3007 3,0 50 5
25,0 T 2,5 . . L 4,0 - 4
200 1 2,0 1 " =
u ¢ 30 3
1504 1,5 1 (@)
g o F20 2
1001 1,0 1 A
5) u A
1,0 1
501 05 - © A ’
ge “ =
0,0 - 0,0 t(} T T T . 0,0 L 0
0 50 100 150 200 250
t h

Figura B.33 Variacion de la concentracion de biomasa (x), azUcares reductores totales
(ART), acido acético (Ac) y xilitol (Xi) en el experimento de fermentacion FS3-T6,
con H. polymorpha, 4,5 de pH y en condiciones de microaeracion, D-XIL, = 25 g
dm™y 50°C de temperatura.
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ANEXO C. FERMENTACION DE HIDROLIZADO PRETRATADO A PRESION CON

Hansenula polymorpha

Fijada la temperatura de operacion (45°C) y el pH, (4,5), y manteniendo las condiciones
de microaeracion (entrada de aire sélo por el vértice de agitacién), se realizd6 un
experimento de fermentacién del hidrolizado liquido procedente del pretratamiento de
hidrélisis a presién. La concentracion inicial de inéculo en el reactor fue en torno a 0,27 g

dm®.

Este ensayo se desarroll6 en un biorreactor tipo tanque agitado, tal y como fue descrito
en el apartado de Materiales y Métodos, apartado 3.7.3, sin la adicion de la enzima celulasa
[EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21], debido a que en este caso no se pretende
sacarificacion y fermentacién simultanea, sino solo el proceso de fermentacién del
hidrolizado.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucion del pH, generacién de
biomasa, consumo de azUcares totales, evolucion de la concentracion de monosacéridos
fermentables, formacién de bioproductos, asi como evolucion de la concentracién de acido
acético e indice de inhibicién durante el transcurso del proceso de fermentacion, se han
indicado en la Tablas C.1. A partir de estos datos experimentales, se ha llevado a cabo una
representacién grafica de la formacién de los bioproductos (Figura C.1) asi como de los

consumos de azucares totales, D-glucosa, D-xilosa y arabinosa (Figura C.2).

La nomenclatura general de esta serie experimental es FHP-pHn, donde FHP simboliza
fermentaciéon con H. polymorpha de hidrolizado a presién, y n es el nUmero que representa
el pH inicial (1, 2 y 3 corresponde a 3,5, 4,5 y 5,5). De este modo, el Unico experimento
desarrollado en esta serie (pH, = 4,5) se denomina FHP-pH2.
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T =45°C

Tabla C.1

FERMENTACION DE HIDROLIZADO PRETRATADO A PRESION CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azlcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. FHP-pH2

pHo = 4,5

microaeracion

[go = 0,27 g dm®

0,0 4,5 0,273 17,984 0,443 0,025
1,5 4,5 0,296
35 4,5 0,318 17,984 0,086 0,065
50 4,5 0,336 0,108
6,5 4,5 0,348
19,0 4,5 0,553 17,984 0,094 0,069
30,5 4,4 0,652
92,5 4,3 0,088 0,102
117,0 4,3 1,504 13,811 0,069
142,0 4.4 1,621 0,056 0,386
165,5 4,5 1,779
189,0 4,5 1,788 12,928 0,112 0,168
261,0 4.4 1,886 14,891 0,000 0,246 0,089
309,5 4,4 15,446 0,000 0,201 0,102
338,0* 4,4 2,180 15,247 0,000 0,033
358,5 4,3 1,696 10,449 0,018 0,046
429,5 4,3 1,414 7,191 0,000 0,015
455,5 4,3 1,094 4,624 0,008 0,059 0,001
476,0 4,3 0,563
(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
[ J @ ©
Xi E Ar
gdm? gdm?®
0,5 L 0,3
0,4 T .
- 0,2
0,3 1 )
[ ]
o2 ) © ° : - 0.1
0,1 © @) ®
(©) [
o o0 86
0,0 T T - 0,0
0 100 200 300 400 500

t, h

Figura C.1 Variacion de Xi, E, y Ar con el tiempo en el experimento FHP-pH2, a
45°C y pH, = 4,5, en condiciones microaerébicas, y [[]go = 0,27 g dm™
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Tabla C.1 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 8,835 6,197 1,663 0,678 0,564 0,047
3,5 8,835 6,197 1,663 0,678 0,564 0,047
19,0 8,835 6,197 1,663 0,678 0,564 0,047
92,5 6,797 1,071 0,443 0,498 0,061
117,0 0,970 0,400 0,448 0,045
189,0 5,911 4,686 1,267 0,531 0,424 0,110
261,0 6,992 0,578 0,483 0,000
309,5 6,809 1,186 0,540 0,313 0,087
338,0* 7,144 1,159 0,476 0,286 0,241
358,5 4,761 3,907 0,998 0,412 0,372 0,000
429,5 3,435 2,587 0,631 0,253 0,252 0,033
455,5 2,167 0,413 0,162 0,154 0,012

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o () O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm? gdm?
20,0[933 10,0

- 8,0
15,0 - mp 0@
O
O
(€ ) - 6,0
i O
10,0 oo ®
Y L 4,0
® e % ° ® a
5,0 - Y (]
B 1.,
O o [ ) '
o0 O OO [ )
Co
0,0 - - - - 0,0
0 100 200 300 400 500
t, h

Figura C.2 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
FHP-pH2, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracién, y con
mmcmwemmdmnmdmdeM&mbdeOZ?gdm?
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Tabla C.1 (cont.)
Variacion de la concentracién de acido acético

t, Ac,
h gdm®
3,5 1,842
19,0 1,805
92,5 1,636
309,5 1,014
338,0* 1,013
358,5 0,647
429,5 0,399
455,5 0,360

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla C.1 (cont.)
Variacion del indice de inhibicién

t,

h
6,5 209,20
30,5 212,73
189,0 159,30
358,5 81,92
429,5 69,04
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ANEXO D. SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula
polymorpha

D.1 Influencia de la concentracion del indculo y del pH inicial

En este caso, manteniéndose constante la temperatura del bioproceso (45°C) asi como
las condiciones microaerébicas (entrada de aire sélo por el vértice de agitacion), se realizé
una serie experimental donde el hidrolizado procedente del pretratamiento de hidrélisis
acida a presion (fase sélida y liquida) fue sometido a un proceso de sacarificacién y
fermentacion simultdnea con las enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC
3.2.1.21], usando la levadura H. polymorpha. Estos experimentos de SFS fueron llevados a
cabo bajo diferentes concentraciones iniciales de inéculo (rango de 0,11 — 0,36 g dm™),
modificandose el pH inicial (3,5, 4,5 y 5,5) en cada una de dichas concentraciones, con el fin
de estudiar el efecto del contenido inicial de indculo (no quiero repetir concentracionij) asi
como el pHy; en definitiva, establecer las condiciones de operacién mas adecuadas en este
proceso SFS con las enzimas celulasa [EC 3.2.1.4] y B-glucosidasa [EC 3.2.1.21], usando la
levadura H. polymorpha. Estos experimentos se realizaron en un biorreactor tipo tanque

agitado, tal y como fue descrito en el apartado de Materiales y Métodos, apartado 3.7.2.

Los resultados experimentales obtenidos en cuanto a evolucién del pH, concentracion
celular por contaje celular (sélo en los Exptos. SFS3-pH1, SFS3-pH2a, SFS3-pH3, SFS4-
pH1, SFS4-pH2 y SFS4-pH3), consumo de azlcares totales, evolucion de la concentracién
de monosacaridos fermentables, formacion de bioproductos, asi como evoluciéon de la
concentracién de acido acético e indice de inhibiciébn durante el transcurso del proceso de
fermentacion, se han indicado en las Tablas D.1 a D.13. A partir de estos datos
experimentales, se ha llevado a cabo una representacion grafica de la formacion de los
bioproductos asi como de los consumos de azlcares totales, D-glucosa, D-xilosa y

arabinosa, Figuras D.1 a D.26.

En esta serie se han llevado a cabo 13 experimentos SFS con H. polymorpha. La
nomenclatura de los realizados es SFSn-pHn’, donde SFS simboliza sacarificacion vy
fermentacion simultanea, n es el nimero que indica la concentracién inicial de in6culo,
siendo 1, 2, 3 y 4 los correspondientes a 0,11, 0,13, 0,15y 0,36 g dm; finalmente n” es el
namero que representa el pH inicial (1, 2 y 3 equivalen a 3,5, 4,5 y 5,5, respectivamente).
En caso de experimentos realizados como minimo por duplicado, se ha finalizado con letras

del alfabeto en serie (a, b, c, etc.).
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Tabla D.1
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS1-pH1 T = 45°C pHo=3,5 microaeracion [go = 0,11 g dm™

0,0 3,5 15,737 0,018
18,5 3,9 35,174 0,048
42,5 29,089
114,0 3,7 30,337 0,158
163,0* 3,7
164,0 3,7 10,279 0,000 3,465 0,024
184,0 17,724 0,000 3,463 0,017
210,0 28,228 0,000 3,672 0,039
281,5 27,247 0,000 0,031
305,0 27,694 0,000 0,121
352,5 13,882 0,000 4,718 0,000

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o O
Xi E Ar
gdm? gdm?
6,0 0,3
5,0 1
O
4,0 - o 0,2
(0)O)
3,0 1 ©
@
2,0 4 0.1
1 4
010 ® °
? oS
0,0 + - 000 o0 © 0,0
0 100 200 300 400
th

FiguraD.1 Variaciéon de Xi, E, y Ar con el tiempo en el experimento SFS1-pH1, a
45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm’.
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Tabla D.1 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 8,330 4,418 1,313 0,660 0,575 0,442
18,5 24,273 6,895 1,718 1,090 0,731 0,468
42,5 20,090 5,501 1,465 0,900 0,602 0,532
114,0 20,088 6,822 1,286 0,835 0,716 0,591
164,0 5,984 2,499 0,733 0,241 0,384 0,438
184,0 11,621 3,652 1,042 0,460 0,463 0,488
210,0 18,582 5,843 1,102 1,300 0,578 0,824
281,5 17,913 5,477 1,317 1,186 0,551 0,802
305,0 18,312 5,753 1,462 0,934 0,594 0,638
352,5 8,931 2,914 0,935 0,304 0,387 0,411
[ o (] O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm? gdm?
40,0 15,0
O
12,0
30,0 A O
O o m =
- 9,0
2001 o @
® ® e® _ [60
10,0 a :
. ' - 3,0
O
0,0 + . . . 0,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.2 Variacién de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS1-pH1, a 45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm™.
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Tabla D.1 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,

h gdm®
1,5 0,002 £ 0,001
18,5 0,084 £ 0,015

114,0 0,052 £ 0,010
210,0 0,987 £ 0,003
352,5 1,002 £ 0,011

Tabla D.1 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t,

h
0,0 237,200
18,5 240,796
114,0 227,341
210,0 171,503
352,5 163,826
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Tabla D.2
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS2-pH1 T = 45°C pHo=3,5 microaeracion [go = 0,13 g dm™

0,0 3,5 4,389 0,000 4,781 0,000
19,3 3,7
34,3 16,746 0,023
103,8 3,6 17,520 0,037
153,3* 0,000 4,623
154,3 3,6
321,8 14,153 0,004
351,8 3,5
367,8 15,149 0,000 4,298 0,015

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

e e ©
Xi E Ar
gdm?® gdm®
6,0 0,3
5,0 A
< =
[0)
4,0 - - 0,2
3,0 1
2,0 - - 0,1
1,0 -
@
@
000 - —— —& 90,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.3 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS2-pH1, a
45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de inéculo de 0,13 g dm™.
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Tabla D.2 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 2,17 1,208 0,594 0,000 0,285 0,133
34,3 10,563 3,621 0,983 0,701 0,457 0,422
103,8 11,267 3,852 0,893 0,731 0,381 0,395
321,8 9,070 3,053 0,727 0,571 0,383 0,350
367,8 9,710 3,166 0,895 0,605 0,382 0,391
O (] ] O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm? gdm?
30,0 14,0
25,0 A 12,0
- 10,0
20,0 1
= =) - 8,0
15,0 7 ﬂ ﬁ
. - 6,0
100{ @« e ©
& < 4,0
e ©
5,0 - 2,0
= & e ©
0,0 - T T T 0,0
0 100 200 300 400
t h

Figura D.4 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS2-pH1, a 45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de indculo de 0,13 g dm™.
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Tabla D.2 (cont.)

Variacién de la concentracién de acido

t,

h
0,0
6,0

153,3*
321,8
367,8

Ac,
gdm®
2,452 £ 0,010
2,125 £ 0,090
1,488 + 0,010
1,400 £ 0,010
1,394 £ 0,152

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.2 (cont.)

Variacién del indice de inhibiciéon

t,

h
15
19,3
153,3*
154,3
351,8

165,43
168,81
150,79
142,04
115,06

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.3
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS3-pH1 T = 45°C pHo = 3,5 microaeracion [I]so = 0,15 g dm™®
N 10°, AT, i
células dm™ gdm?
0,0 3,5 9,375 8,079 5,609 0,003
3,0 5,351
4,5 16,190
18,0 3,9 0,000 5,617
245 3,9 30,615
415 52,788 0,000
88,8 3,7 65,040 8,269 5,447 0,000
159,3* 76,963 13,292 0,010 5,693 0,033
162,5 3,6
213,5 57,238 15,537 0,057
237,5 51,995 0,028 4,685
261,5 3,4 44,471
329,8 32,085 18,072 5,191 0,095
352,0 44,515
400,3** 3,2 32,374 0,023
495,3 3,3 26,992 9,196 0,000 4,051 0,000
520,5 25,086
548,5 16,687
598,5 7,563 0,000 3,971 0,000
Se afiade al reactor (*) 100 cm®y (**) 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
o o
Xi E Ar
gdm? gdm?
7,0 0,3
6,0 ]
5,0 1 e
’ 1S4 0,2
4,0 1 o e
3,0 A
2,0 o o1
1,0 0] I. ;
o022 | o @ loo

0 100 200 300 400 500 600

t, h
FiguraD.5 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en SFS3-pH1, a 45°C y pH, =
3,5, en condiciones de microaeracion, y [l]zgo = 0,15 g dm?.

pag. 414



7. Anexos

Tabla D.3 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,859 2,302 0,737 0,472 0,372 0,339

88,8 5,105 1,588 0,609 0,336 0,313 0,318
159,3* 8,425 2,600 0,804 0,692 0,398 0,372
213,5 9,873 3,184 0,832 0,746 0,429 0,473
329,8 11,694 3,465 0,990 1,020 0,421 0,483
495,3 6,061 1,757 0,499 0,366 0,260 0,253
598,5 5,544 0,754 0,493 0,297 0,222 0,253

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O (] @ @)
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm'3 gdm?
20,0 8,0
=
15,0 - % = - 6,0
&

10,0 - 7Y - 4,0

=
&
m = i e 2
L 2
5,0 : Py (] - 2,0
o
P . 4
0,0 - . . . . . . 0,0

0 100 200 300 400 500 600
t,h

Figura D.6 Variacién de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS3-pH1, a 45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,15 g dm™.
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Tabla D.3 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac

h gdm

0,0 1,245 + 0,023
159,3* 0,641 £ 0,043
400,3** 1,287 + 0,062
598,5 0,333 £ 0,055

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm?® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.3 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h

0,0 236,000
3,0 243,408
18,0 229,555
41,5 237,456
159,3* 206,098
186,0 186,513
237,5 178,153
329,8 146,673
400,3** 140,024
495,3 115,807
548,5 108,876

598,5

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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TablaD.4
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS4-pH1 T = 45°C pHo=3,5 microaeracion [go = 0,36 g dm®
N 10°,
células dm™
0,0 3,5 22,500 6,838 0,013
3,0 34,272
4,5 27,998
19,5 3,9
27,5
49,0 3,7 47,423 6,976
73,5
92,3* 35 39,410 10,800 0,004
164,3 37,105 5,572 0,000
236,5** 3,6 26,763 7,384 0,005 5,193 0,000
332,8 3,5 19,114 7,157 0,000 4,590 0,000
355,5 15,267 4,427
389,3 6,317 0,000 4,704 0,000

(*) Se afiade al reactor 133 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

@) o O
Xi E Ar
gdm? gdm?
7,0 0,3
6,0 -

5,0 A &

S iS4 - 0,2

4,0 A

3,0 A

20 - 0,1
1,0 -

00? O O0——F——O0—0O 0,0

0 100 200 300 400 500
t,h

Figura D.7 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS4-pH1, a
45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de in6culo de 0,36 g am’,
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Tabla D.4 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,032 1,812 0,996 0,361 0,303 0,335
49,0 4,097 1,475 0,700 0,287 0,290 0,126
92,3* 6,506 2,357 0,965 0,401 0,327 0,244
164,3 3,274 1,113 0,531 0,249 0,239 0,167

236,5** 4,475 1,566 0,648 0,276 0,255 0,165
332,8 4,277 1,545 0,695 0,251 0,241 0,148
389,3 3,809 1,365 0,586 0,239 0,222 0,095

(*) Se afiade al reactor 133 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o ®@ O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm? gdm?
14,0 8,0

12,0
=
10,0 - 6.0
8,0 A
I m L
] Ot_j E== ® - 4.0
' o
] @ ®
4,0‘ L 2 - @ 20
e < ® o
20 ®
& o & e o
0,0 - - - - 0,0
0 100 200 300 400
t,h

Figura D.8 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS4-pH1, a 45°C y pH, = 3,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de indculo de 0,36 g am’,
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Tabla D.4 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,
h gdm?
0,0 0,000
6,0 0,000
73,5 0,000
332,8 0,000
389,3 0,000

Tabla D.4 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h

0,0 177,600
3,0 173,080
6,0 178,107
27,5 174,855
73,5 167,792
92,3* 159,982
236,5** 123,324
332,8 101,029
389,3 101,067

(*) Se afiade al reactor 133 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azlcares totales, acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS1-pH2

T =45°C

pHo=4,5

microaeracion

[go = 0,11 g dm™

0,0 4.5 15,479 0,034
18,5 4,6 35,802 0,061
42,5 28,636 0,122
114,0 4.5 35,118 0,050
163,0* 4.4
164,0 4.4 16,187 0,000 3,805 0,000
184,0 14,260 0,000 4,413 0,000
210,0 24,102 0,000 5,083 0,108
2815 25,340 0,000 3,233 0,071
305,0 28,087 0,022 0,088
352,5 12,274 0,000 4,952 0,000

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
O e o
Xi E Ar
gdm gdm?
6,0 0,3
5,0 - ©)
4,0 - o - 0,2
O
3,0 -
2,0 - - 0,1
(O]
1,0 1 © (@)
(0]
0,0 - 00 O o 0,0
100 400

Figura D.9 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS1-pH2, a
45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracién, y con una

concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm™.
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Tabla D.5 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 7,711 4,315 1,372 0,998 0,614 0,469
18,5 24,675 6,685 1,666 1,200 0,753 0,824
425 20,232 5,338 1,448 0,323 0,641 0,654
114,0 25,108 5,895 1,602 1,223 0,707 0,582
164,0 11,332 2,669 0,970 0,469 0,425 0,323
184,0 9,930 2,347 0,806 0,412 0,366 0,399
210,0 16,294 4,372 1,339 1,023 0,573 0,497
281,5 17,126 4,383 1,187 1,370 0,519 0,755
305,0 18,977 4,949 1,329 1,454 0,568 0,810
352,5 8,614 2,001 0,768 0,224 0,350 0,317
O ([ @ O
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm g dm?
40,0 15,0
O o
12,0
3001 g -
® o o = - 9,0
20,0
® o (] - [ ® - 6,0
10,0 e o ® ® -
®e : - 3,0
0,0 - : : : 0,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.10 Variaciéon de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS1-pH2, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm™.
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Tabla D.5 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,

h gdm
1,5 0,802 £ 0,011
18,5 0,602 £ 0,001

114,0 1,202 + 0,010
210,0 1,100 + 0,002
352,5 1,357 £ 0,014

Tabla D.5 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h
0,0 339,000
18,5 324,365
114,0 296,392
210,0 221,705
352,5 213,471
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Tabla D.6
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS2-pH2 T = 45°C pHo=4,5 microaeracion [go = 0,13 g dm?

0,0 4,5 6,487 0,000 4,664 0,000
19,3 4,6

34,3 16,285 0,017
103,8 4,5 19,167 0,002
153,3* 0,000 4,325
154,3 4,4
321,8 4,4 14,539
367,8 21,296 0,000 4,055 0,050

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o ©
Xi E Ar
gdm? gdm?
6,0 0,3
5,0 1
a -
4,0 - T o2
3,0 -
2,0 1 - 0,1
1,0 A I [}
0,00 O—0 ; : @— 0,0
0 100 200 300 400

t,h

Figura D.11 Variacién de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS2-pH2, a
45°C y pHo, = 4,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de in6culo de 0,13 g am’.
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Tabla D.6 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,120 1,864 0,728 0,129 0,308 0,338
34,3 10,244 3,586 0,957 0,592 0,439 0,468
103,8 12,529 3,098 0,994 0,687 0,481 0,478
321,8 9,218 3,241 0,831 0,433 0,427 0,389
367.,8 13,808 4,675 0,969 0,959 0,485 0,400
O [ ) ] O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm® gdm?
25,0 15,0
20,0 - = % L 120
15,0 - E % E L 9,0
S
100] @ i L 6,0
[ )
o &
5,0 1 * [ ] - 3,0
& & e
0,0 + T T T 0,0
0 100 200 300 400

t,h

Figura D.12 Variaciéon de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS2-pH2, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,13 g dm™.
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Tabla D.6 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,

h gdm?

0,0 0,000

6,0 0,000
153,3* 0,000
177,8 0,540 £ 0,011
321,8 0,740 £ 0,011
367,8 1,720 + 0,404

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.6 (cont.)

Variacién del indice de inhibicion

t,

h
15
19,3
153,3*
154,3
351,8

138,29
137,67
130,19
122,72
104,09

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.7
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS3-pH2a T = 45°C pHo = 4,5 microaeracion [I]so = 0,15 g dm™®
N 10°, AT,
células dm™ gdm?
0,0 4,5 8,750 9,723 5,539 0,000
3,0 5,181
4,5 17,462
18,0 4,6 0,000 5,097
24,5 57,120
41,5 50,506 0,000
88,8 4,6 128,432 9,760 5,472 0,013
159,3* 16,399 0,000 5,685 0,074
186,0 4.4 77,178
213,5 109,823 14,369 0,046
237,5 55,551 0,000 4,943
261,5 4,3 78,055
329,8 56,596 13,154 0,000 4,695 0,020
352,0 70,045 13,002 0,000
400,3** 4,1 59,081 0,000
495,3 4,2 59,061 8,244 0,000 4,196 0,000
520,5 45,983
548,5 53,460
598,5 7,761 0,000 3,981 0,000
Se afiade al reactor (*) 100 cm®y (**) 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
[®) © ©
Xi E Ar
gdm? gdm?
7,0 0,3
6,0 % o N
>0 © o - 0,2
4,0 - S @
3,0 -
| - 0,1
2,0 I
1,0 1 ©®
0,0 COO ’ o0—& -M0,0
0 100 200 300 400 500 600

t, h
Figura D.13 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en SFS3-pH2a, a 45°C y pH,

= 4,5, en condiciones de microaeracion, y [l]zgo = 0,15 g dm?.
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Tabla D.7 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 4,572 2,798 0,939 0,571 0,428 0,415

88,8 6,176 1,851 0,734 0,344 0,323 0,331
159,3* 10,639 3,312 0,926 0,636 0,433 0,453
213,5 9,103 3,015 0,845 0,526 0,450 0,431
329,8 8,395 2,697 0,769 0,513 0,412 0,368
352,0 8,561 2,525 0,700 0,513 0,353 0,351
495,3 5,359 1,586 0,531 0,241 0,260 0,266
598,5 5,057 1,423 0,516 0,250 0,275 0,239

(*) Se afiade al reactor 100 cm?® de agua ultrapura esterilizada.

] o ®@ O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm?® gdm?®
18,0 8,0

mm
15,0 A =
- 6,0
12,0 A %
9,0 iz ol L 2 { @ L 4.0
* mm
6,0 [ ] ﬁ ® -
S 2,0
3,0 L L 2
= e o S = = o
0,0 - . . . . : —+ 0,0
0 100 200 300 400 500 600

t,h

Figura D.14 Variacién de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS3-pH2a, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracion, y
con una concentracion inicial de inéculo de 0,15 g dm’,
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Tabla D.7 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,

h gdm®

0,0 1,251 + 0,069
159,3* 0,632 + 0,006
400,3** 0,604 + 0,011
598,5 0,598 + 0,002

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.7 (cont.)
Variacién del indice de inhibiciéon

t,

h
0,0 220,400
3,0 219,685
18,0 220,858
41,5 233,908
159,3* 208,995
186,0 187,971
237,5 186,652
329,8 175,210
400,3** 159,292
495,3 135,448
548,5 128,874

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.8

SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

T =45°C

Expto. SFS3-pH2b

pHo

=45

microaeracion

[go = 0,15 g dm™

0,0 4.5 10,593 5,760 0,000
1,5 4.4
3,0 4.4 12,617 0,000 0,000
4,5 4.4 0,017
17,0 4.4 17,898 0,046 0,000
28,5 4.4 15,167 5,916 0,000
90,5 4,3 15,058 0,056 0,058
115,0 4,3 13,956 0,045
140,0 4,3 19,448
163,5 4.4 18,975 5,720
187,0 4.4 17,169 0,075
259,0 4,3 17,141 1,627 5,609 0,163
307,5 4,3 10,678 7,924 0,211
336,0* 4,2 8,405 7,405 0,200
356,5 4,2 7,925 7,068 5,316 0,158
427,5 4,2 3,760 6,643 0,109
453,5 4,2 1,328 5,675 0,000
474,0 4,2 2,257 4,708
(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
o o (O]
Xi E Ar
3 -3
g dm g dm
10,0 0,5
8,0 - @) - 0,4
%o
(@)
6,0 O O @) - 0,3
@) o QO
4,0 - ®e - 0,2
(O]
2,0 1 © - 0,1
®e
0,0 GD—O O - —@—+ 0,0
0 100 200 300 400 500
t, h

Figura D.15 Variaciéon de Xi, E y Ar versus t en el Expto. SFS3-pH2b, a 45°C y pH, =
4,5, en condiciones microaerébicas, y con una concentracion inicial de
inoculo de 0,15 g dm™.

pag. 429



Hidrdlisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla D.8 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 5,421 2,712 0,975 0,650 0,445 0,391
3,0 8,402 2,192 0,832 0,472 0,377 0,343
17,0 11,990 3,195 1,027 0,818 0,469 0,399
28,5 10,282 2,923 0,995 0,114 0,434 0,419
90,5 9,658 2,909 0,609 1,225 0,254 0,403
115,0 9,727 2,550 0,564 0,593 0,249 0,273
140,0 13,588 2,999 1,279 0,718 0,481 0,384
163,5 13,562 3,261 1,006 0,227 0,450 0,469
187,0 11,257 3,437 1,000 0,508 0,447 0,521
259,0 10,915 3,331 1,161 0,784 0,580 0,370
307,5 5,032 3,166 1,044 0,655 0,480 0,303
336,0* 3,213 2,993 0,971 0,457 0,439 0,332
356,5 2,825 3,001 0,890 0,497 0,395 0,318
427,5 0,523 1,904 0,679 0,159 0,318 0,176
453,5 0,000 0,799 0,348 0,000 0,181 0,000
474,0 0,000 1,515 0,514 0,000 0,228 0,000

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O (] (] O
AT D-GLU D-XIL ARA
gdm® gdm?
21,0 8,0

O
18,0 1@ - -
1501 @ @ - 6.0
Dee
12,0
° L ® o - 4,0
e © o=
6,0 i
Y ® o 2.0
O
0,0 - ; ; ; ; .4507 0,0
0 100 200 300 400 500
t h

Figura D.16 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS3-pH2b, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracion, y
con una concentracion inicial de inéculo de 0,15 a dm™,
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Variacién de la concentracién de acido acético

t,

h
0,0
17,0
115,0
140,0
187,0
307,5
336,0*
356,5
427,5
453,5

Tabla D.8 (cont.)

Ac,
gdm®
0,715
0,115
0,149
0,144
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.8 (cont.)

Variacién del indice de inhibicion

t,

h
4,5
187,0
336,0*
356,5
4275

91,842
85,780
40,570
38,829
32,862

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.9
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS4-pH2 T = 45°C pHo=4,5 microaeracion [go = 0,36 g dm®
N 10°, AT,
células dm™ gdm®

0,0 4,5 21,000 6,257 0,000
3,0

4.5 27,982

19,5 4,6 33,600

27,5 30,246

49,0 4,5 44,154 10,666 0,000
73,5 48,460
92,3* 4,4 7,819 0,000
164,3 42,771 7,120 0,000

236,5** 4,6 8,895 0,000 5,075 0,000

332,8 4,4 26,824 6,629 0,000 4,572 0,000
355,5 22,774 4,403
389,3 5,306 0,000 4,581 0,000

(*) Se afiade al reactor 135 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o e
Xi E Ar
gdm? gdm?
7,0 0,3
6,0 A
5,0 - =g
@r@@ - 0,2
4,0 1
3,0 A
20 - 0,1
1,0 A
0090—00—0—0—0—0 - - 0,0
0 100 200 300 400 500 600
t,h

Figura D.17 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS4-pH2, a
45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de in6culo de 0,36 g dm’,
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Tabla D.9 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0
49,0
92,3*
164,3

236,5**
332,8
389,3

2,961 1,698 0,817 0,349 0,308 0,124
6,362 2,348 0,926 0,362 0,330 0,338
4,631 1,749 0,732 0,297 0,272 0,137
4,330 1,597 0,612 0,284 0,297 0,000
5,383 1,994 0,710 0,303 0,299 0,206
3,960 1,503 0,584 0,240 0,251 0,091
3,197 1,147 0,475 0,204 0,200 0,083

(*) Se afiade al reactor 135 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Figura D|

O (] @ O
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm? g dm?
12,0 8,0

O
10,0 -
m 6,0
8,0 -
[ _
ol @ L 4,0
. E I
4,0 - ® g *
S ® 50
I 3
2.0 o & ® o
0,0 - - - - 0,0
0 100 200 300 400

t,h

18 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento

SFS4-pH2, a 45°C y pH, = 4,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,36 g dm™.
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Tabla D.9 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,
h gdm?
0,0 0,000
6,0 0,000
73,5 0,000
332,8 0,000
389,3 0,000

Tabla D.9 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h

0,0 151,200
3,0 155,475
6,0 150,561
27,5 148,666
73,5 139,383
92,3* 135,750
236,5** 107,645

332,8 84,874

389,3 80,583

(*) Se afade al reactor 135 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.10
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azlcares totales, acido acético, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS1-pH3 T = 45°C pH,=5,5 microaeracion [go = 0,11 g dm?

0,0 55 15,063 0,000
18,5 52 37,661 0,002
42,5 34,280 0,108
114,0 51 32,487 0,038
163,0* 52
164,0 52 21,146 0,000 1,188
184,0 21,356 0,000 3,128 0,199
210,0 4,007 1,848
281,5 6,793 3,757 1,154 0,352
305,0 7,008 3,656 0,678 0,258
352,5 3,603 2,816 1,409 0,120

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

o O (@)
Xi E Ar
gdm?® gdm?®
5,0 0,4
4,0 (@)
@) @ - 0,3
3,0 - o ©
@)
o - 0,2
2,0 7 O
1,0 - © o o O Lo
’ o
(@)
0,0 0©® ; O-O— : 0,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.19 Variaciéon de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS1-pH3, a
45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de inéculo de 0,11 g am’,

pag. 435



Hidrdlisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla D.10 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 7,745 4,458 1,204 0,672 0,548 0,436
18,5 26,478 7,184 1,705 1,026 0,749 0,519
42,5 23,902 6,521 1,623 0,971 0,697 0,565
114,0 21,415 7,008 1,589 0,964 0,669 0,751
164,0 14,492 4,077 1,002 0,547 0,443 0,495
184,0 14,501 4,192 1,028 0,690 0,434 0,512
281,5 0,592 4,327 1,195 0,000 0,478 0,200
305,0 0,509 4,537 1,245 0,069 0,475 0,173
352,5 0,000 2,500 0,774 0,000 0,329 0,000
O () (] O
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm’ g dm
40,0 10,0
O
O
] - 8,0
300 1 o °
(Y
(] - 6,0
20,0 - ¢ oo
: @ °® L 4.0
. 1
10,0 1 e
L 2.0
gO O e oo
oYe) ©0 5
0,0 - ‘o e o 0,0
0 100 200 300 400
t h

Figura D.20 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS1-pH3, a 45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,11 g dm™.
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t,

h
15
22,0
164,0
184,0
210,0
2815
305,0
352,5

Tabla D.10 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

Ac,
gdm®
0,053 £ 0,010
0,553 £ 0,010
1,030 £ 0,652
1,130 £ 0,483
1,707 £ 0,613
0,958 £ 0,878
2,195 £ 0,605
2,552 £ 0,196

Tabla D.10 (cont.)

Variacién del indice de inhibicién

t,

h
0,0
18,5
114,0
210,0
352,5

231,600
268,159
187,087
87,234
65,819
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Tabla D.11
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS2-pH3 T = 45°C pHo=5,5 microaeracion [go = 0,13 g dm™

0,0 55 6,513 0,000 5,084 0,000
19,3 51
34,3 18,614 0,126
103,8 55 17,169 0,046
153,3* 0,000 4,293
154,3 54
321,8 12,955 2,582 3,872 0,389
351,8 51 6,926 4,074
367,8 6,030 9,877 4,920 0,287

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

o @ @
Xi E Ar
gdm?® gdm?
12,0 0,5
10,0 1 . € o4
8,0 -
o0 | 0,3
6,0 -
< o D o2
4,0 1 o
[0}
& i
20 1 E 0,1
0,00 T o T T 0,0
0 100 200 300 400

t,h

Figura D.21 Variacion de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS2-pH3, a
45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de inéculo de 0,13 g dm™.
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Tabla D.11 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,193 1,772 0,724 0,176 0,345 0,304
34,3 11,373 4,162 1,301 0,801 0,522 0,456
103,8 10,906 3,613 0,997 0,718 0,458 0,477
321,8 6,884 3,689 0,896 0,652 0,448 0,384
367,8 0,352 3,988 1,072 0,077 0,425 0,116
O (] @ O
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm? g dm?
25,0 10,0
20,0 - @ - 8,0
15,0 1 - 6,0
g =
10,0 1 FY & @ |40
A E==4
50 2,0
0,0 4 : : : ® |00
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.22 Variacion de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS2-pH3, a 45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de inoculo de 0,13 g dm?.

pag. 439



Hidrdlisis y fermentacion de materiales lignocelulésicos con H. polymorpha

Tabla D.11 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac

h gdm

0,0 0,621 + 0,010
153,3* 0,861 + 0,058
321,8 1,589 + 0,010
351,8 3,675 + 0,564
367,8 2,856 + 0,251

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.11 (cont.)
Variacién del indice de inhibicion

t,
I

h
15 131,094
19,3 142,454
153,3* 118,116
154,3 113,410
351,8 41,607

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.12
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS3-pH3 T = 45°C pHo=5,5 microaeracion [go = 0,15 g dm™
N 10°,
células
dm
0,0 55 8,125 8,220 5,107 0,020
3,0 5,075
4.5 17,453
18,0 54 0,000 5,375
24,5 32,328
41,5 67,013 0,000
88,8 5,3 73,869 10,696 5,611 0,060
159,3* 145,053 16,324 0,042 5,507 0,058
162,5 51
186,0 114,677
213,5 115,280 15,763 0,051
237,5 114,624 0,045 4,790
261,5 54 101,891
329,8 19,067 0,000 5,231 0,093
352,0 150,654 12,951 0,018
400,3** 51 87,668 0,000
495,3 5,2 99,107 11,251 0,000 4,033 0,003
520,5 117,233
548,5 90,198
598,5 9,480 0,000 3,661 0,003
Se afiade al reactor (*) 100 cm®y (**) 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
@) © o
Xi E Ar
gdm?® gdm?
7,0 0,3
6,0 - e o
@
aofﬁ% & o
4,0 a -
3,0 1
20 - = 0,1
o+ © &%

o,o%o _— L —&—@— 0,0
0 100 200 300 400 500 600
t h

Figura D.23 Variacion de Xi, E y Ar versus t en Expto. SFS3-pH3, a 45°C y pH, = 5,5,
en condiciones de microaeracion, y [l]zo = 0,15 g dm™.
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Tabla D.12 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,782 2,487 0,765 0,454 0,374 0,358

88,8 6,744 2,141 0,766 0,339 0,365 0,340
159,3* 10,722 3,141 0,957 0,637 0,419 0,448
213,5 10,279 3,146 0,795 0,704 0,394 0,445
329,8 12,189 3,953 0,952 0,972 0,465 0,536
352,0 8,245 2,665 0,818 0,489 0,354 0,381
495,3 7,178 2,362 0,661 0,368 0,314 0,368
598,5 5,948 2,015 0,614 0,344 0,274 0,285

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O (] () @)
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm? g dm?
25,0 10,0
20,0 - - - 8,0

0=
15,0 - [i] - 6,0
o= =
10,0 m [) @ @ L 4.0
o ® © L
o & : i
5,0 4 L 2.0
e T o = e o
0,0 A - - - - - : 0,0

0 100 200 300 400 500 600

Figura D.24 Variacién de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS3-pH3, a 45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracién, y con
una concentracion inicial de inéculo de 0,15 g dm™.
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Tabla D.12 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t, Ac,

h gdm®

0,0 1,159 £ 0,051
159,3* 0,506 + 0,040
400,3** 1,084 + 0,003
598,5 0,612 + 0,002

(*) Se afiade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.

Tabla D.12 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h
0,0 195,000
3,0 189,665
18,0 194,879
41,5 205,670
159,3* 185,218
186,0 173,191
2375 175,199
329,8 149,397
400,3** 139,132
495,3 114,319
548,5 110,877

(*) Se afade al reactor 100 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 128 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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Tabla D.13
SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA CON Hansenula polymorpha
Variacion del pH, y de las concentraciones de azUcares totales, etanol, xilitol y arabitol

Expto. SFS4-pH3 T = 45°C pHo=5,5 microaeracion [go = 0,36 g dm®
N 10°, AT, [
células dm™ gdm®

0,0 55 19,500 6,517 0,000 0,009
3,0 24,919

4,5

19,5 51

27,5

49,0 5,2 9,670 0,001
73,5 54,323
92,3* 54 55,737 10,691 0,033
164,3 45,680 5,454 0,000

236,5** 5,3 5,985 0,022 0,000

332,8 55 27,233 6,145 0,000 4,195 0,000
355,5 37,901 4,250
389,3 5,801 0,353 4,470 0,008

(*) Se afiade al reactor 138 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O o o
Xi E Ar
gdm? gdm?
7.0 0,4
6,0 ()
50 . - 0,3
&
4,0 - oe
- 0,2
3,0 -
2.0 - 0,1
1,0 -
© &
00— e——@ —0—@, 0,0
0 100 200 300 400
t h

Figura D.25 Variaciéon de Xi, E y Ar con el tiempo en el experimento SFS4-pH3, a
45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracién, y con una
concentracion inicial de in6culo de 0,36 g dm’.
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Tabla D.13 (cont.)
Variacion de la concentracion de cada uno de los azlcares generados

0,0 3,010 1,716 0,982 0,338 0,295 0,177
49,0 5,826 2,011 0,960 0,351 0,330 0,192
92,3* 6,403 2,353 0,888 0,368 0,392 0,287
164,3 3,140 1,232 0,587 0,260 0,235 0,000

236,5** 3,600 1,279 0,616 0,240 0,250 0,000
332,8 3,644 1,311 0,607 0,243 0,224 0,117
389,3 3,452 1,269 0,601 0,229 0,205 0,045

(*) Se afiade al reactor 138 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.

O ([ (] O
AT D-GLU D-XIL ARA
g dm? g dm?
12,0 6,0

O
10,0 - = - 5,0
8,0 - - 4,0
=
6,0 - L % @ = - 3,0
4,0 1 2,0
o ® o
o e
209 © O - 1,0
& T o o
0,0 T T T T 0,0
0 100 200 300 400
t, h

Figura D.26 Variacién de AT, D-GLU, D-XIL y ARA con el tiempo en el experimento
SFS4-pH3, a 45°C y pH, = 5,5, en condiciones de microaeracion, y con
una concentracion inicial de indculo de 0,36 g am’,
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Tabla D.13 (cont.)
Variacién de la concentracién de acido acético

t,

h

0,0 0,000
6,0 0,000
73,5 0,000
332,8 0,000
389,3 0,000

Tabla D.13 (cont.)
Variacién del indice de inhibicién

t
) I

h

0,0 158,000
3,0 164,664
6,0 163,709
27,5 166,241
73,5 156,266
92,3* 151,248
236,5** 115,197

332,8 97,602

389,3 79,272

(*) Se afade al reactor 138 cm® de agua ultrapura esterilizada.
(**) Se afiade al reactor 110 cm® de agua ultrapura esterilizada.
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