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INTRODUCCION

Los combustibles de origen bioldgico o “biocombustibles” representan una de las
alternativas mas prometedoras frente a la utilizacibn de combustibles fosiles
tradicionales (petréleo y carbon) ya que constituyen una fuente de energia renovable,
poseen bajo impacto ambiental y son econémicamente competitivos.

En la actualidad, el bioetanol que se comercializa es denominado de primera
generacion, el cual se produce a partir de la fermentacién de los azUcares de la cafia de
azucar y maiz principalmente. Esto genera un conflicto ya que el uso de estas materias
primas origina competencia por la tierra que es utilizada para la produccién de alimentos,
ocasionando inconvenientes econémicos como aumento de precios y también dafios
ecologicos. Por lo tanto, las investigaciones recientes se basan en explotar sustratos
alternativos como la biomasa lignocelulésica para su produccion (bioetanol de segunda
generacion), la cual puede provenir de residuos agricolas, forestales, de la industria
papelera y subproductos de la industria alimentaria. Estos materiales lignocelulésicos
comprenden una de las mejores alternativas para reemplazar la produccion del bioetanol
de primera generacion ya que son de bajo costo y se encuentran en gran abundancia.
La biomasa lignocelulésica esta constituida principalmente por los polisacaridos
celulosa (40%), y hemicelulosa (30%), y un polimero fendlico heterogéneo denominado
lignina (15%) segun Zhao y col. (2011).

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 enzimatica de los polisacaridos para liberar la glucosa a partir de la celulosa,
y este liquido azucarado luego es fermentado para obtener etanol.
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En la presente actividad, el estudio se enfoc6 en la evaluacion del efecto de algunos
inhibidores (Ac. Acético, Ac. Férmico, Ac. Sérbico, Ac. Salicilico y Furfural) presentes en
los materiales lignocelul6sicos sobre la fermentacién de la cepa S. cerevisiae var.
Ethanol Red. Esta levadura es la mas utilizada en la industria alcoholera debido a que
presenta alta tolerancia al etanol e inhibidores, robustez y seguridad.

OBJETIVOS

o Desarrollar y optimizar un proceso de base tecnolégica para la produccion
sustentable de un biocombustible de alta demanda (bioetanol) empleando
desechos agricolas de base celulésica como materias primas renovables.

o Evaluar el desempefio fermentativo de una cepa industrial de S. cerevisiae en
presencia de varios inhibidores tipicos que son liberados durante el
acondicionamiento del material lignoceluldsico.

METODOLOGIA

“Screening” del efecto de diferentes inhibidores sobre el desempefio
fermentativo de la levadura

Se realizo utilizando la cepa S. cerevisiae var. Ethanol Red, para lo cual se ensayaron
fermentaciones con diferentes inhibidores a distintas concentraciones (0,25; 0,5; 1; 1,5;
2,5; y 5 ml/l) segun corresponda en un volumen de reaccion igual a 50 mL, la fuente de
carbono empleada fue glucosa 50 g/l, y la fuente de nutrientes fue extracto de levaduras
10 g/I. Se evaluaron a dos pHs (3.0 y 5.0) a una temperatura de 30° C.

Se utilizaron un total de 12 reactores (incluidos los controles para cada pH sin inhibidor).
Se realizaron ensayos de seguimientoalas0—-2—-4 -6 —8—-10- 12y 24 hs para luego
realizar determinaciones de biomasa, glucosa y etanol.

Para realizar las determinaciones correspondientes, se tomaron 1 ml directamente del
medio de fermentacion, se cosecharon las células por centrifugaciéon y se re
suspendieron en un volumen idéntico al inicial con agua destilada, luego se estimé la
concentracion de biomasa por medida espectrofotométrica a 600 nm, usando una curva
de calibrado de Solidos Suspendidos Volatiles. A los sobrenadantes obtenidos de la
centrifugacion se les determind: azlcares reductores por método colorimétrico
empleando el reactivo DNS. La concentracién de etanol producido se aproximd
mediante el empleo de un dispositivo estético desarrollado por el Grupo de Trabajo en
base a un sensor de SnO, y empleando una curva de calibrado elaborada con varias
concentraciones conocidas de etanol absoluto.

Previamente a la preparacion de los reactores, el inéculo de la cepa se obtuvo
cultivandolas en el medio YPG, con agitacion constante durante 12-18 horas a 30°C
(cultivo overnight), es decir en condiciones habituales para su desarrollo. La biomasa
obtenida se separd por centrifugacion, realizando lavados con agua destilada y re
suspendiéndola en un volumen adecuado. Se estimé su concentracibn por
espectrofotometria y se llevaron a cabo los célculos necesarios para determinar el
volumen de in6culo a sembrar en cada uno de los reactores.

Los datos obtenidos a partir de las fermentaciones se procesaron en planillas de célculo.
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RESULTADOS

Se presentan las graficas del desempefio de las levaduras en presencia de los
inhibidores “Ac. Acético” y “Ac. Salicilico” a modo representativo, donde se puede
observar el efecto inhibitorio individual sobre cada &cido a distintas concentraciones.
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Figural. Izquierda. Efecto inhibidor a distintas concentraciones en biomasa.
Derecha. Efecto inhibidor a distintas concentraciones en glucosa.

Para una concentracion fija se muestra el efecto reflejado en todos los inhibidores
empleados en los ensayos. Como en el caso anterior se ha elegido a modo
representativo una sola concentracion y a un solo pH.

Cone. 0,5 mlfl pH=5 Conc. 0,5 mlfl pH=5
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Figura 2. Izquierda. Efecto inhibidor en biomasa a una concentracion fija.
Derecha. Efecto inhibidor en glucosa a una concentracion fija.
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A modo de cierre se presenta un cuadro comparativo donde se puede observar de
mayor a menor el potencial inhibitorio para todas las concentraciones que se tuvieron
en cuenta en los ensayos asi como también para ambos pHSs.

Conc. [ml/1]
0,25 pH=3 Ac. Salicilico > Ac. Férmico > Furfural
pH=5 Ac. Férmico > Ac. Salicilico > Furfural
05 pH=3 Ac. Salicilico > Ac. Férmico > Furfural > Ac- Acético
pH=5 Furfural > Ac. Férmico > Ac. Salicilico > Ac. Acético
1 pH=3 Ac. Férmico > Ac. Salicilico > Furfural > Ac. Acético
pH=5 Furfural > Ac. Salicilico > Ac. Formico > Ac. Acético
15 pH=3 Ac. Férmico > Ac. Salicilico > Furfural > Ac. Acético
pH=5 Furfural > Ac. Salicilico > Ac. Férmico > Ac. Acético
25 pH=3 Furfural > Ac. Férmico > Ac. Salicilico > Ac. Acético
pH=5 Furfural > Ac. Salicilico > Ac. Formico > Ac. Acético

Tabla 1. Resumen del potencial inhibitorio para todas las concentraciones y pH.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten seleccionar condiciones “desafio” para cada inhibidor
(una concentracion y pH) y sientan las bases para futuros ensayos de evaluacién de
estrategias para superar o minimizar el efecto inhibitorio de los compuestos liberados
durante el acondicionamiento del material lignocelulésico.
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