INGENIERIA DE FERMENTACON PARA LA PRODUCCION DE ETANOL A TEMPERATURA
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Introduccién. El calentamiento global se relaciona con la
gquema de combustibles fosiles, los cuales se agotaran en algun
momento (1). Por lo tanto, es importante reemplazar estos
combustibles por otras fuentes que generen menos emisiones
de gases de efecto invernadero (GEI) y sean sostenibles. Una
opcién es el bioetanol lignocelulésico, el cual puede reducir
hasta en un 90% las emisiones de GEI (2). Para que esto
ocurra se debe minimizar el uso de energia en la fermentacion.
Esto se puede lograr disminuyendo la velocidad de agitacion, el
flujo de agua de enfriamiento y la aireacion (1, 2). Esto
disminuye la transferencia de masa y calor e incrementa la
temperatura y la presiébn osmética en las fermentaciones.
Aungue lo anterior ocasiona dafio térmico y alta presion
osmotica aunado a toxicidad por etanol en Saccharomyces
cerevisiae, no obstante, reduce los riesgos de contaminacion y
la energia requerida para la destilacion. Ademas, temperaturas
elevadas mejoran la hidrélisis enzimética de la celulosa y
permiten la sacarificacion y fermentacién simultdneas, lo que
reduce los costos de operacion (3). Sin embargo, se requieren
de cepas de S. cerevisiae que pueden operar a temperaturas
elevadas (>40 °C). La evolucion adaptativa en laboratorio (EAL)
y el analisis transcriptomico se han utilizado para generar
termotoleracia y aumentar la sintesis de etanol (4).

En este estudio utilizamos EAL y analisis transcriptomico para
disefiar fermentaciones a altas temperaturas para producir
etanol en condiciones industriales.

Metodologia. Para la EAL se utilizé la técnica de cultivo
secuencial en matraces, la cual consiste en realizar diluciones
diarias de poblaciones de levadura, en medio de cultivo fresco a
39.5 °C, comenzando siempre en 0.2 de densidad 6ptica a 600
nm (4). El andlisis transcriptomico se realizd por Microarreglos
de la cepa termo-tolerante 23 y su cepa parental (S288C),
ambas cultivadas en medio minimo a 30°C.

Resultados. La cepa de levadura termotolerante TT23 se aislo
de la EAL después de 1200 generaciones. Esta no presenta
duplicaciones cromosomales — es estable para el proceso.

El andlisis transcriptomico de TT23 sugiri6 lo siguiente. El
aumento de la glucolisis y fermentacion etandlica, pues
aumenté la transcripcion de los genes para los pasos de
liberacion de energia en la glucdlisis y la oxidacion del poder
reductor (NADH) a través de la sintesis de etanol; la reduccién
transcripcional de los transportadores mitocondriales de
piruvato (MPC1 y MPC3) y elementos de cadena de transporte
de electrones; asi como el aumento de la expresion de PMAL,
responsable del exporte de protones. Aunque el proceso
evolutivo mejoro la resistencia a temperatura e incremento la
biosintesis de etanol, el incremento de la expresion de PAM1
resulté en una menor resistencia a elevadas concentraciones

de etanol (5) (Fig. 1). Esta baja tolerancia al etanol — mal
adaptacion — se pudo revertir aumentando el pH inicial del
medio. En fermentaciones con 150 g/L de glucosa a 40°C, la
TT23 produce 25% méas etanol que la cepa parental. Ni la cepa
parental ni la termotolerante fermentan 100 g/L de glucosa a 42
°C a pH inicial de 5.
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Figura 1. Toxicidad del etanol y produccién de etanol a42 °Cy pH
6. Las barras y rombos blancos representan a la cepa S288C y las
barras y rombos negros a la TT23. A) al aumentar el pHde 5a 6
beneficia a ambas cepas, aunque con un mayor beneficio para la TT23.
B) Se observa una clara ventaja en la produccién de etanol de la cepa
TT23 sobre su parental al aumentar la temperatura del cultivo a 42 °C.

Conclusiones. A través de los cambios geneticos generados
por la evolucién adaptativa en laboratorio a elevada
temperatura y un cambio de un parametro fisicoquimico en la
fermentacién (de pH 5 a 6), fue posible convertir una cepa de
laboratorio en una cepa productora de etanol para
fermentaciones a 40 °C.
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