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INTRODUCCION

Los combustibles de origen bioldgico o “biocombustibles” representan una de las alternativas
mas prometedoras frente a la utilizacion de combustibles fésiles tradicionales (petréleo y
carbon) ya que constituyen una fuente de energia renovable, poseen bajo impacto ambiental
y son econdémicamente competitivos. Segun Balat (2011), el bioetanol es el biocombustible
mas ampliamente utilizado para transporte en el mundo, el cual puede emplearse en motores
de combustion interna tipo Otto. En Argentina es mezlado con nafta en un 10% y se pretende
llegar a un corte de la misma del 20% para el afio 2020. En la actualidad, el bioetanol que se
comercializa es denominado de primera generacion, el cual se produce a partir de la
fermentacion de los azlcares de la cafia de azlcar y maiz principalmente. Esto puede generar
un conflicto ético ya que el uso de estas materias primas origina competencia por la tierra que
es utilizada para la producciéon de alimentos, ocacionando inconvenientes econémicos como
aumento de precios y también ecolégicos. Las investigaciones recientes se basan en explotar
sustratos alternativos como la biomasa lignocelulésica para su producciéon (bioetanol de
segunda generacion), la cual puede provenir de residuos agricolas, forestales, de la industria
papelera y subproductos de la industria alimentaria (Jonsson y col., 2013).

Enlaregion de Santa Fe y Entre Rios, estos residuos comprenden principalmente los rastrojos
de maiz y sorgo, cascaras de la produccion de jugos citricos y bagazo generado en la industria
cervecera. Estos materiales lignocelulésicos comprenden una de las mejores alternativas para
reemplazar la produccion del bioetanol de primera generacién ya que son de bajo costo, se
encuentran en gran abundancia ocacionando problemas de almacenamiento y disposicion,
por lo que podrian ser aprovechados y tienen la principal ventaja de que no son usados para
alimento.

Los procesos normalmente involucran un pre-tratamiento de los residuos, el cual puede
realizarse por métodos fisicos, quimicos o bioldgicos con el fin de mejorar la digestibilidad de
la biomasa y hacer mas eficiente la etapa posterior, seguido de una hidrélisis enzimética de
los polisacaridos para liberar la glucosa a partir de la celulosa (Zhao y col., 2011), y este
liquido azucarado luego es fermentado para obtener etanol.
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Existen todavia varios desafios para la conversion de la biomasa lignoceluldsica en etanol,
debido particularmente a que las pentosas contenidas en la hemicelulosa que son liberadas
durante el pre-tratamento, no pueden ser fermentadas a etanol y CO2 tan eficientemente, a
una tasa y rendimientos aceptables desde el punto de vista industrial, como la glucosa por
especies etanologénicas principalmente Saccharomyces cerevisiae.

Segun Wang y col. (2015), para que la produccién de bioetanol sea rentable, la co-
fermentacion de glucosa y pentosas es esencial. Para ello la estrategia que podria ser
implementada es el uso de microorganismos modificados genéticamente que puedan utilizar
las pentosas, principalmente xilosa, mediante enzimas y vias metabdlicas adecuadas. Sin
embargo, el consumo de ambos azlcares en simultdneo esta impedido ya que todos los
transportadores de xilosa en S. cerevisiae estan competitivamente inhibidos por glucosa,
como muestran los autores (Farwick y col., 2014).

En la presente actividad, el estudio se enofocé en la etapa de fermentacion y seleccion de
cepas de levaduras con las mejores caracteristicas que podrian ser empleadas como
plataforma productiva.

OBJETIVOS

Desarrollar y optimizar un proceso de base tecnoldgica para la produccién de bioetanol de
segunda generacion empleando desechos agroindustriales

Estudiar el metabolismo de numerosas cepas de levaduras disponibles en el Grupo de
Procesos Bioldgicos en Ingenieria Ambiental

Evaluar y compar el desempefio fermentativo de las cepas anteriores

Seleccionar levaduras con capacidad de metabolizar xilosa

METODOLOGIA
Screening de capacidades metabdlicas de levaduras

Se realiz6 utilizando 28 cepas de levaduras, para lo cual se ensayaron fermentaciones con
diferentes fuentes de carbono y variacién de pardmetros operacionales (microaireacion) y en
base a ello, la determinacion de la produccién de bioetanol en las distintas condiciones.

El inéculo de cada una de ellas se obtuvo cultivAndolas en el medio YPG, con agitacion
constante durante 12-18 horas a 30°C (cultivo overnight). La biomasa obtenida se separ6 por
centrifugacion, y se estimé su concentracion por espectrofotometria. Se determiné el volumen
de inéculo a sembrar en cada uno de los reactores, de forma tal que su concentracion final en
los mismos fue de 0,5 g/L. Se utilizaron un total de 10 tubos, incubados en estufa a 37°C. Los
reactores con 10 ml de medio permitieron evaluar el desempefio de las cepas en anaerobiosis,
mientras que los reactores con 2,5 ml en microaerobiosis. Los primeros incluyeron: un tubo
control (sin fuente de carbono), tubos con glucosa (50 g/L) y otros con xilosa (50g/L), como
las distintas fuentes de carbono. Los de microaerobiosis se ensayaron con xilosa (50g/L),
incluyendo un tubo control. El pH del medio de fermentacion se mantuvo alrededor de 5, como
nutrientes se adiciono extracto de levadura a todos los reactores. Se realizaron ensayos de
24 hs, sin seguimiento, con toma de muestra a tiempo inicial y a tiempo final (48 hs para los
tubos con xilosa). Para realizar las determinaciones correspondientes, se tomaron 1 ml
directamente del medio de fermentacion, se cosecharon las células por centrifugacion y se
resuspendieron en un volumen idéntico al inicial con agua destilada, luego se estimé la
concentracion de biomasa por medida espectrofotométrica a 600nm, usando una curva de
calibrado de Sélidos Suspendidos Volatiles. A los sobrenadantes obtenidos se les determin6:
azucares reductores por método colorimétrico empleando el reactivo DNS (Miller G., 1959) y
concentracion de etanol producido mediante un equipo estéatico desarrollado por el Grupo de
trabajo en base a un sensor de SnO,. En ambas técnicas se utilizaron curvas de calibrado
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elaboradas a partir de patrones de concentraciones conocidas de los azlcares, para
determinar el consumo de glucosa y xilosa, y de etanol absoluto con el fin de estimar su
produccidn. Los datos obtenidos a partir de las fermentaciones se procesaron en planillas de
calculos.

RESULTADOS

Se establecieron las cepas que crecieron en presencia de xilosa. En ellas, se observé un
aumento de la de biomasa respecto a los tubos controles, pero en la mayoria la concentracién
de esta resulté menor que en los reactores alimentados con glucosa. Solamente en estos
ultimos se detect6 etanol. Ninguna cepa que crecidé con xilosa mostré produccién de etanol.
Cuando se evaluo el consumo de azlcares, mediante la técnica por DNS, se observo que la
concentracion de glucosa al finalizar el tiempo de fermentacion disminuyé considerablemente
respecto a la inicial, en cambio para las cepas que aumentaron su biomasa en presencia de
la pentosa no se registr6 consumo evidente del azlcar. Esto podria deberse a que estas
levaduras transforman la xilosa en otros azucares que también son reductores (como por
ejemplo los de la via de las pentosas) y por lo tanto son detectados por el reactivo y la técnica.
En la tabla 1 se resumen los resultados. De las 28 cepas analizadas, se identificaron 15 que
crecieron con xilosa como Unica fuente de carbono en anaerobiosis y microaerobiosis. Las
cepas 16, 18, 19 y 21 mostraron un crecimiento superior con xilosa que con la fuente habitual,
glucosa. Las cepas 13,15,16, 17 y 18 no mostraron consumo evidente de la glucosa ni
produccion de etanol.

En esta etapa, se logré la identificacion de las cepas de levaduras con la maquinaria
metabdlica necesaria para la incorporacion de xilosa (presencia de transportadores) y su
metabolizacion.

Tablal: Resumen de los resultados obtenidos para las 28 cepas de levaduras.

Numero | Producciénde | Consumo Crecimiento Produccion de
de cepa | etanol a partir | de glucosa | con xilosa en etanol a partir
de glucosa (%) anaerobiosis/ de xilosa
(ml/) micro
aerobiosis

1 > 20 100 Silsi No

2 > 20 68 No/No -

3 Entre 15y 20 87 SilSi No

4 > 20 42,2 SilSi No

5 Entre 15y 20 87,5 No/No -

6 Entre 15y 20 85,2 No/No -

7 <15 76,7 No/No -

8 > 20 72,6 Si/Si No

9 > 20 84 No/No -

10 Entre 15y 20 67 No/No -

11 <15 32,9 No/No -

12 <15 58,5 No/No -

13 No produce 2,8 No/No -

14 <15 6,2 Si/Si No
15 No produce 0 Si/Si No

16 No produce 0 Si/Si No

17 No produce 0 No/No -

18 No produce 3,5 Si/Si No
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19 > 20 51,2 Si/Si No
20 <15 34,9 Si/Si No
21 <15 25,1 Si/Si No
22 Entre 15y 20 69,4 No/No -
23 Entre 15y 20 65,1 No/No -
24 <15 45,1 No/No -
25 <15 12 Si/Si No
26 Entre 15y 20 83 Si/Si No
27 Entre 15y 20 84,5 Si/Si No
28 <15 36 Si/Si No

A modo de conclusion, se logro identificar cepas de levaduras con la capacidad de metabolizar
xilosa. Ensayos futuros estaran centrados en el estudio de la maquinaria de transporte de las
mismas Y utilizacion de la xilosa, con énfasis en la posible represion mediada por la glucosa.
Las mejores candidatas seran identificadas hasta especie mediante herramientas moleculares
y luego empleadas como plataformas accesorias para la produccion de etanol de segunda
generacion.
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