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INTRODUCCION

En la Republica Argentina, la sancion de la Ley 26.093 (“Régimen de Regulacion y Promocién
para la Produccidon y Uso Sustentable de Biocombustibles) fue el paso fundacional en el
empleo de combustibles de origen biolégico o “biocombustibles”. Estos combustibles pueden
sustituir parcialmente el consumo de combustibles fosiles tradicionales (petroleo y carbon),
constituyen una fuente de energia renovable y tienen bajo impacto ambiental. Uno de los
biocombustibles mas importantes es el BIOETANOL, el cual puede emplearse en motores de
combustién interna tipo Otto, generalmente en mezclas con naftas, aunque de-terminados
motores pueden emplearlo como unico combustible (Wheals, 1999). En nuestro pais, el corte
de las naftas (10%) es posible gracias a la capacidad de produccion de etanol a partir de cafa
de azucar y, principalmente, de maiz.

Por el contexto energético, surge la necesidad de detectar fuentes alternativas y de bajo costo
para la produccién sustentable de bioetanol. Los residuos agroindustriales de base celuldsica
representan una fuente abundante y renovable, no compiten con los alimentos ni con la
utilizacion de tierras para uso agricola y son considerados la fuente mas importante a nivel
mundial para abastecer la demanda de bioetanol (Jonsson y col., 2013; Zhao y col., 2012;
Edwards y col., 2012).

En la naturaleza, numerosos microorganismos son capaces de utilizar celulosa nativa como
fuente de carbono y energia para soportar su crecimiento y metabolismo, para lo cual
disponen de la maquinaria genética apropiada para sintetizar y secretar celulasas. Estos
hallazgos han inspirado el desarrollo de sistemas basados tanto en microorganismos
individuales como consorcios microbianos para la produccion de etanol y quimicos valiosos
directamente de biomasa lignocelulésica (Zhu y col., 2016; Jimenez y col., 2014).

Titulo del proyecto: “Produccién de compuestos con valor agregado empleando efluentes y
subproductos agroindustriales como materia prima renovable”.
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En la industria de produccién de etanol a partir de materias primas azucaradas (por €j., cana
de azucar y maiz), se emplea el término “sacarificacién y fermentacion en simultaneo” (SSF
en la literatura) para denominar al proceso productivo, e implica que la liberacion enzimatica
de los azucares presentes en la biomasa acondicionada (principalmente dextrinas) y la
fermentacion transcurren en el mismo reactor y al mismo tiempo y temperatura. Cuando se
aplica esta estrategia en la industria de produccion de etanol a partir de residuos
lignoceluldsicos, se emplea el término “sacarificacion y co-fermentacion simultanea (SSCF en
la literatura) para denominar al proceso productivo, e implica que la liberacién enzimatica de
los azucares presentes en la biomasa acondicionada (principalmente dextrinas) y la
fermentacion de azucares de 5 y 6 carbonos, que se metabolizan en forma secuencial (Lee y
col., 2017). A diferencia de las materias primas a base de azucar y almidén convencionales,
los hidrolizados de biomasa lignocelulésica contienen una cantidad significativa de azucares
de pentosa, como la xilosa y arabinosa, ademas de azucares de glucosa, manosa y galactosa.
El azucar pentosa contenida en las hemicelulosas no se puede fermentar en etanol y CO2 tan
eficientemente como los azucares de hexosa por las especies etanoldgicas convencionales
como Saccharomyces cerevisiae. Si solo se fermentan los azucares de hexosa de la biomasa,
quedando los azucares de pentosa, el rendimiento de la materia prima para la produccion de
bioetanol sera menor y, mientras tanto, las pentosas no fermentadas permaneceran con el
destilado y aumentaran la inversion de capital y el consumo de energia en el tratamiento del
destilado (Zhao y col., 2012).

Por lo tanto, el enfoque en este trabajo de investigacion es encontrar cepas bacterianas con
capacidad de fermentacion de pentosas siendo esta biomasa reconocida como segura
(GRAS) ya que determinados residuos pueden utilizarse para alimentacion animal y tolerancia
a elevadas concentraciones de etanol.

OBJETIVOS

o Caracterizar metabdlicamente diferentes cepas de bacterias lacticas aisladas
previamente como plataformas accesorias para la produccion de etanol (capacidad de
fermentar diferentes pentosas y hexosas).

e Evaluar el desempefio fermentativo de diferentes cepas bacterianas seleccionadas,
(desemperfio ante diferentes temperaturas, tolerancia a distintas concentraciones de
etanol, velocidades de crecimiento y consumo de azucares).

¢ Identificar los productos de fermentacion.

METODOLOGIA
Espectro de fuentes de carbono metabolizadas por bacterias

Empleando diferentes fuentes de carbono (xilosa, arabinosa, ribosa, glucosa, manosa,
galactosa, xilitol, glicerol y rhamnosa), se realizaron ensayos en medios liquidos, en modo
bach, considerando variables adecuadas tales como temperatura, agitacion y microaireacion
0 anaerobiosis.

Para el screening, las cepas crecieron hasta saturacion y luego se realizaron repiques
utilizaron reactores que contenian 10 ml de caldo nutritivo, sales y las respectivas fuentes de
carbono a una concentracion de 1 g/L. La biomasa se calculd por medida espectrofotométrica
a 480 nm a tiempo 0 y 48 horas.

Velocidad de crecimiento y consumo de azucares

En una segunda etapa, cepas seleccionadas se volvieron a ensayar en reactores que
contenian 50 ml de caldo nutritivo, sales y los azucares: glucosa, xilosa, arabinosa de manera
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individual y combinados, a una concentracion de 10 g/L. El seguimiento de este proceso bach
se realizé tomando muestras cada 4 horas durante dos dias.

La concentracion de biomasa se calculd correlacionando la medida espectrofotométrica (a
480 nm) con una curva de calibrado de Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV), determinados
de acuerdo con la técnica estandar (Rice y col., 2012).

Los azucares reductores se determinaron por el método colorimétrico de Miller (1959),
empleando el reactivo DNS y la glucosa se determind utilizando un kit comercial (Wiener lab)

Relacion temperatura — tolerancia a etanol

En funcion de los ensayos previos, se seleccionaron bacterias con determinadas
caracteristicas a las cuales se les hizo un seguimiento en reactores de 5 ml, con medio liquido
MRS, luego de someterlas a diferentes concentraciones de etanol (5 y 10%) y temperaturas
(37,45 y 53 °C).

La biomasa se calcul6é por medida espectrofotométrica a 480 nm a tiempo 0, 6, 24, 36, 48 y
60 horas.

Productos de fermentacion

Los productos finales de las fermentaciones, acidos organicos (lactico, acético y férmico)
fueron evaluados mediante HPLC (ThermoScientific Ultimate 3000).

RESULTADOS

Se utilizaron 56 cepas bacterianas para realizar el espectro de fuentes de carbono a partir de
las cuales se identificaron 9 potencialmente fermentadores de xilosa y 25 de arabinosa.

Para llevar a cabo la segunda etapa de fermentacion en reactores con mayor concentracion
de azucares se seleccionaron siete cepas lacticas fermentadoras de xilosa, arabinosa y
glucosa y otras tres solo de arabinosa y glucosa, la mayoria también fermentadora de
galactosa y manosa. De los resultados obtenidos pudo evidenciarse que no hay inhibicion en
el consumo de xilosa y arabinosa en presencia de glucosa, pero si se pueden observar
diferencias en el rendimiento fermentativo al aumentar la concentracion de pentosas en el
medio. Dentro de las siete cepas seleccionadas para xilosa se encontré que solamente tres
consumieron mas del 60% del azucar, mientras que las restantes entre un 20 a 50%.

Por otro lado, el consumo de hexosa en el tiempo es siempre mayor al de las pentosas.

Los productos finales de las fermentaciones fueron analizados mediante HPLC, la mayoria de
estas bacterias presentan un metabolismo heterofermentativo produciendo acido lactico,
acético y formico. Se encontraron escasas cepas homofermentativas y hasta el momento
dentro de las diez utilizadas para el seguimiento de azucares solo una presenta éste tipo de
metabolismo.

El ensayo de incubacion a diferentes temperaturas y concentraciones de etanol, realizado con
cinco cepas crecidas en un overnight con y sin el agregado de alcohol, presenté los mejores
resultados en dos cepas que evidenciaron elevados crecimientos a 37°C tolerando 5 y 10%
de etanol en ambas condiciones, entre 100 y 190% mas de biomasa inoculada a tiempo cero.
Las tres restantes solo presentaron grandes porcentajes de biomasa con 5% de alcohol.

Un resultado llamativo fue el buen crecimiento de las cinco cepas a 60°C para ambas
concentraciones de etanol, entre 90 y 150% mas de biomasa, pero en un overnight que
contenia solamente medio de cultivo.

Cabe destacar el escaso crecimiento en todas las condiciones para la temperatura de 45°C.
Finalmente, queda realizar la identificacion molecular de los géneros bacterianos que
presenten las mejores capacidades fermentadoras de pentosas y hexosas mencionadas.
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CONCLUSIONES

El screening permitié identificar candidatos interesantes para ser empleados como
microorganismos accesorios a las levaduras en la realizacion futura de un “bioprocesamiento
consolidado” buscando maximizar la conversion en bioetanol de los sustratos carbonados
liberados durante el proceso de acondicionamiento de la biomasa de base celuldsica y
disminuyendo los costos asociados al proceso global (fermentacion y disposicion de los
residuos)

Por lo tanto, estos primeros resultados obtenidos representan un aporte significativo para el
desarrollo y optimizacion de un proceso robusto y sustentable.
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