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Introduccion. La utilizacion de residuos lignocelulpisicos
para producir etanol se ha limitado al uso de la glucosa
obtenida de la celulosa, por la capacidad metabdlica de
Saccharomyces cerevisiae, que es la levadura mas
usada en el proceso. Sin embargo no puede asimilar
pentosas, que representan entre 25 a 28% de la biomasa
y cuya fermentacion incrementaria el rendimiento de
etanol por tonelada de materia seca. Se han evaluado
otras levaduras como Sheffersomyces stipitis, que
produce etanol a partir de xilosa pero que tiene una
resistencia al etanol mucho menor que S. cerevisiae. Por
lo que en el presente trabajo la modificamos
genéticamente para que sobreacumule el disacarido
trehalosa, que es un osmoprotector y proporciona a los
microorganismos tolerancia al estrés ocasionado por
diversos factores.

El objetivo de este trabajo es evaluar el desempefio de la
cepa modificada en la produccion de etanol.

Metodologia. Se modificé una cepa de S. stipitits con los
genes TPS1 y TPS2 de S. cerevisiae [1] mediante la
introduccién del plasmido bifuncional pS4ScBIF, que
posee un promotor inducible por cobre [2]. Esta se
propag6 en un medio sélido a partir de glucosa, YNB sin
aminoacidos, adenina, histidina, triptéfano y agar. La
cepa se cultivd en medio liquido con xilosa al 6% como
fuente de carbono y con los compuestos ya
mencionados, a 130 rpm y 30°C, durante 72 h y se
monitoreé para medir el crecimiento microbiano por
turbidimetria y el consumo de xilosa y la producciéon de
etanol por HPLC.

Resultados. En la figura 1 se observan el consumo de
azucares y la produccion de etanol tanto para la levadura
silvestre como para la modificada, que se cultivaron bajo
las mismas condiciones, exceptuando la adicién de
uracilo, que se hace solamente en el caso de la cepa
silvestre. Es notoria la diferencia en la utilizacién de
xilosa, ya que la cepa modificada asimila més
rapidamente este sustrato y practicamente lo agota; en lo
gue respecta a la produccion de etanol hay un cambio
drastico en la cinética, puesto que se alcanza una
concentracién mayor con la cepa recombinante a un
tiempo menor, aun y cuando aparentemente se
metaboliza también después cuando la concentracion de
xilosa es baja, (>5 g/L). La cepa silvestre, por otro lado,
presenta una tendencia diferente en cuanto a la
fermentacion y el valor mayor de la concentracién de

etanol se da hacia el final del proceso (70 h). Respecto a
la trehalosa se cuantifico en las horas finales, para la
cepa silvestre no se detecta y para la recombinante se
tiene una cantidad de alrededor de 1 g/L.
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Fig. 1. Consumo de xilosa y produccion de etanol con las cepas
silvestre y modificada de S. stipitis

Conclusiones. La modificacion de S. stipitis para la
sobreproduccion de trehalosa muestra que,
independientemente de la resistencia que pueda adquirir
ante factores de estrés, también tiene cambios en el
metabolismo, tanto en el consumo de azlcares como en
el patron de produccion de metabolitos, especificamente
etanol. Aun y cuando se requiere un mayor estudio
sobre las condiciones de operacion el hecho de que
llegue a un valor mayor de concentraciéon, en menor
tiempo, le da ventajas a esta cepa sobre la silvestre [3,4].
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