SCREENING DE MICROORGANISMOS DE INTERE§ PARA LA PRODUCCION DE
ETANOL DE BASE CELULOSICA
Carboni, Victoria

Facultad de Ingenieria y Ciencias Hidricas-UNL
Director: Comelli, Raul

Area: Ciencias Biologicas

Palabras claves: Bioetanol, Inhibidores, Screening

INTRODUCCION

Los biocombustibles son capaces de sustituir parcialmente el consumo de combustibles fésiles
tradicionales (petroleo y carbdn), constituyen una fuente de energia renovable y tienen bajo
impacto ambiental. Uno de los biocombustibles mas importantes es el bioetanol. El corte actual
de naftas (12%) es posible gracias a la capacidad de produccién de etanol a partir de cafna de
azucar vy, principalmente, de maiz, mientras que se pretende llegar a un corte del 20% o
superior para el afio 2030. Esta situacion requiere un incremento del area sembrada y de la
capacidad productiva de las tierras, lo que origina elevadas demandas sobre los recursos
naturales y competencia por la tierra que puede ser utilizada para la producciéon de alimentos.
En este contexto energético, los residuos agroindustriales de base celulésica emergen como
potencial fuente alternativa y muy atractiva para la produccioén sustentable de bioetanol. Durante
la etapa de acondicionamiento del material, se liberan compuestos inhibidores capaces de
afectar el metabolismo de los microorganismos productores del mismo, las levaduras, que
constituye uno de los desafios actuales para el desarrollo de bioprocesos robustos. En el
presente trabajo se estudia el desempefio de diferentes cepas de levaduras (aisladas
previamente por el Grupo de Trabajo) en presencia de los principales inhibidores liberados del
material lignocelulésico, asi como el aislamiento de microorganismos capaces de crecer sobre
estos compuestos como Unicos sustratos carbonados.
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OBJETIVOS

e Desarrollar y optimizar un proceso de base tecnologica para la produccién de bioetanol
empleando desechos lignocelulésicos como materias primas renovables.

e Aislar y caracterizar microorganismos capaces de crecer y/o metabolizar compuestos
presentes en hidrolizados lignocelulésicos.

e Realizar un screening de las capacidades metabdlicas de levaduras en presencia de
inhibidores liberados durante el proceso de produccién de etanol.

METODOLOGIA

Aislamiento de microorganismos: se procedié a la proliferaciéon y aislamiento (método de las
cinco estrias) de los microorganismos presentes en soluciones de inhibidores. Para ello, se
prepararon una serie de botellas compuestas por medio salino, biomasa formada por elementos
tales como yerba, corteza de arbol y hojas y distintos inhibidores (uno por cada botella):
hidroximetilfurfural, acido férmico y acido levulinico. Se dejaron las mismas en agitaciéon y una
vez turbias, se inoculd su contenido en placas de Petri con agar como medio base
suplementado con el inhibidor correspondiente. En funcién de las colonias de microorganismos
formadas en cada placa se hicieron una serie de reactivaciones en tubos Hach con caldo
nutritivo y glucosa, controles positivos en caldo nutritivo y negativos en caldo nutritivo y el
inhibidor. Una vez observado crecimiento en estos, se inoculd su contenido en placas de Petri
suplementadas con el inhibidor y se volvié a inocular el contenido de las botellas, previo lavado
y centrifugacion, en placas de Petri pero en esta oportunidad con diferentes concentraciones de
inhibidores. Una vez finalizados estos ensayos se procedid a la conservaciéon de los
microorganismos.

Screening de levaduras: Se trabajé en la puesta a punto de una metodologia para el estudio del
impacto de los inhibidores sobre el crecimiento y fermentacion de las levaduras. Se evaluaron
diferentes diluciones de inéculo, tiempos de seguimiento, temperatura de incubacién y
concentraciones de acidos. Para ello, se comenzé con una cepa S. cerevisiae largamente
estudiada en el grupo y el ensayo se realizd6 en microplacas de 24 pocillos. En cada uno de
ellos se colocé medio YPG con agar suplementado con distintas concentraciones de
inhibidores: Furfural, Acido levulinico, Acido férmico, Acido tanico, Acido galico, Acido salicilico,
Acido benzoico y Acido sérbico. Previa preparacién de las placas, el indculo de la cepa de
levadura se obtuvo cultivandola en medio YPG, con agitacién constante durante 12-18 horas a
30°C (cultivo overnight). La biomasa obtenida se separé por centrifugacién, realizando lavados
con agua destilada estéril y resuspendiéndola en un volumen adecuado. Se estim6é su
concentracién por espectrofotometria a 600nm y se llevaron a cabo los calculos necesarios
para determinar el volumen de inéculo a sembrar de forma tal que su densidad 6ptica fuera de
0,05y 0,005. Se inoculé el volumen de acido y luego del medio YPG agar de manera tal de que
el volumen final en cada pocillo fuera de 1 ml. Se sembraron 4 L de cultivo en cada pocillo, se
incubaron las microplacas a 30° C y se realizaron seguimientos de 12 hs hasta las 36 horas
posteriores al inicio del ensayo.
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A partir de los ensayos realizados se pudieron aislar microorganismos tales como Aspergillus
spp Y Aspergillus niger capaces de degradar acido levulinico y acido tanico respectivamente y
bacilos esporulados Gram (+) y un Verticilium spp. capaces de degradar furfural. En este
sentido, resulta de interés contar con microorganismos con un paquete enzimatico apto para la
degradaciéon de estos compuestos, los que podrian ser empleados como agentes de
biodetoxificaciéon en una estrategia de bioprocesos consolidados (CBP).

Ademas, se pudo corroborar que los acidos férmico, tanico, galico, benzoico, sérbico y furfural
constituyeron los inhibidores mas fuertes para el metabolismo de las levaduras, identificando las
concentraciones 6ptimas para ser empleadas en ensayos de screening y comparacion del
desempenio de las diferentes levaduras estudiadas.

Ambos resultados constituyen un aporte al conocimiento y desarrollo de procesos robustos para
la obtencion de bioetanol de segunda generacion.
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