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Resumen

La demanda de etanol carburante esta en aumento debido al rapido crecimiento de la
poblacion y el aumento en la industrializacion. Los cultivos convencionales, como la cafia de
azucar o el maiz, no son capaces de satisfacer la demanda mundial de producciéon de
biocombustibles, debido a su uso primario como alimentos y las limitaciones de estos cultivos.
Surge entonces, la biomasa lignocelulésica como alternativa renovable, accesible y abundante
a dichas materias primas. Algunos ejemplos son los residuos agricolas o forestales, el papel o
el cartdén y los cultivos energéticos. Arundo donax, o cafia comun, es un cultivo energético con
una gran distribucién en el Uruguay, el cual tiene potencial para ser utilizado como materia
prima para la produccion de bioetanol. El proceso de produccion de etanol de segunda
generacion consta de cuatro etapas clave: el pretratamiento fisicoquimico, donde se elimina
principalmente la lignina y se solubiliza parte de la hemicelulosa: la hidrélisis enzimatica, en
donde varias enzimas liberan azlcares simples a partir de las fibras de celulosa y
hemicelulosa; la fermentacién microbiana, donde uno o varios microorganismos se encargan

de la conversion de las hexosas y pentosas en etanol; y finalmente la destilacién del alcohol.

El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar varios modelos para la conversion de
Arundo donax en etanol. En primer lugar, se probaron distintos pretratamientos utilizando
hidrélisis acida a 121°C con acido sulfdrico o acido fosférico a concentraciones entre 0.5 y 2%
(p/v) durante 10 a 30 minutos; evaluando la liberacion de azlcares y la generacion de
inhibidores del crecimiento bacteriano. A continuacion, se optimizd la sacarificaciéon de las
fracciones sdlidas obtenidas utilizando el coctel enzimético Cellic CTec2 de Novozymes. Por
ultimo, se evalué la produccién de etanol en dos configuraciones: sacarificacién y fermentacion
por separado (SHF), o sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF), utilizando las cepas
de Escherichia coli etanologénicas MS04 wt 0 MS04 (pTrc99A-EndoG).

Se determind que la combinacion del pretratamiento a 121°C con acido sulfdrico 2%
durante 20 minutos, seguida de la sacarificacién con Cellic CTec2 (100 FPU/ g biomasa)
durante 72 horas a 50°C, para finalmente fermentar utilizando la cepa MS04 (pTrc99A-EndoG)
durante 72 horas a 38°C, permitié la generacién de 26 g/L de etanol, con un rendimiento del
94% respecto al maximo teérico. Mientras que realizando la sacarificacion y fermentacién en
simultaneo se obtuvieron 24,4 g/L de etanol, siendo esta configuracibn mas ventajosa en
términos econdmicos. Estos resultados demuestran que el cultivo de Arundo donax posee gran
potencial para la produccion de etanol carburante y que, la expresion de enzimas celuloliticas

en la etapa de fermentacion, permiten una mayor conversion de la biomasa a etanol.
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1. Introduccion

1.1. Combustibles fésiles

En los dltimos tiempos ha aumentado la demanda de los combustibles derivados del
petréleo, los cuales no son renovables y sus limitadas fuentes son consumidas de forma muy
rapida. La emision de gases de efecto invernadero, principalmente metano y diéxido de
carbono?, ha dado lugar a efectos negativos como el cambio climatico y el calentamiento

global?.

A su vez, la distribucién de los yacimientos de petrdleo no es equitativa.
Aproximadamente el 70% de las reservas estan concentradas en un area pequefia del planeta.

Esto conlleva a la dependencia del resto del mundo frente a estos paises?.

Esto ha dado lugar a la busqueda de materias primas alternativas para la produccion
de combustibles con mejores caracteristicas que los anteriores. Se espera que los mismos
sean rentables, que se obtengan a partir de fuentes ubicuas, sustentables, eficientes y que su
produccién y utilizacién no dafie al medio ambiente2. Encontrar un suministro de energia limpia

y suficiente es uno de los retos mas dificiles de la sociedad*.

1.2. Biocombustibles

Los biocombustibles son combustibles renovables derivados de materias primas
biolégicas. Se considera que tiene un balance neutro de carbono ya que el diéxido de carbono
liberado durante la combustion de los mismos se ve compensado por la fijacién de carbono

durante el crecimiento de las plantas?.

Los beneficios de la produccion de biocombustibles son incuestionables. No solo
reduce las emisiones de gases de efecto invernadero al medio ambiente!, a la vez,
implementar su produccién puede ayudar a paises no productores de petréleo a reducir su
dependencia energética®. En comparacion con los combustibles fésiles, los biocombustibles
pueden ser producidos en diferentes regiones alrededor del mundo® y su produccién puede

generar nuevos ingresos y fuentes de trabajo en areas rurales®.

Mediante el uso de diversos procesos y a partir de variadas materias primas se pueden
producir diferentes tipos de biocombustibles. El etanol y el biodiesel son los mas importantes y

en los que hay mas desarrollo. Estos se mezclan con gasolinas y gasoil respectivamente2.

El etanol (alcohol etilico) es un biocombustible liquido que puede ser producido a partir
de diferentes materias primas, generalmente material renovable y mediante tecnologias de

conversion adaptadas a cada materia prima. En términos generales, se obtiene a partir de la



fermentacion microbiana de azlcares simples y puede ser utilizado como combustible en si o

mezclado con gasolina®S.

El biodiesel es producido a partir de aceites vegetales o grasas animales mediante un
proceso de trans-esterificacion mono-alcohdlica, donde los triglicéridos reaccionan con un
alcohol, en presencia de un catalizador alcalino, acido o enzimatico. Tiene propiedades de

combustion similares a las del diesel y es producido comercialmente para vehiculos?.

Dependiendo de las materias primas utlizadas para la elaboracion de los

biocombustibles, estos se clasifican en tres generaciones.

En la primera generacién se agrupan aquellos biocombustibles que se producen a
partir de biomasa rica en azlcares, almidon o aceites, como la cafia de azlcar, la remolacha
azucarera, el maiz, el trigo, diversos granos y semillas, como el girasol, aceite de colza y la
soja. Estos cultivos son alimentos para el hombre y los animales, por lo tanto, la produccion
sostenible de biocombustibles de primera generacibn ha sido objeto de un analisis
exhaustivo?®. Entre otros factores, destinarlos para la produccién de combustibles puede
conllevar un aumento en los precios de los alimentos. También se debe tomar en cuenta las
necesidades de estos cultivos para su crecimiento, la cafia de azlcar, por ejemplo, necesita un
clima tropical, ya que la temperatura esta directamente vinculada con el rendimiento y la
cantidad de azucar producida®, por lo que su cultivo esta limitado a determinadas regiones

climaticas.

Los biocombustibles de segunda generaciéon al contrario que los de primera, se
obtienen a partir de materias primas ricas en lignocelulosa, como residuos agronémicos —pajas,
bagazos y rastrojos-, de la industria forestal —chips y cortezas- y cultivos energéticos, los cuales
son materiales baratos y abundantes. Los biocombustibles producidos a partir de estas
biomasas podrian ayudar a reducir la dependencia en la utilizacion de combustibles derivados

del petréleo y disminuir las emisiones de CO:%, sin interferir con la produccion de alimentos.

La tercera generaciébn de biocombustibles son los generados a partir de algas,
ofreciendo una excelente alternativa para desplazar a los combustibles fésiles'®. Estas
presentan una serie de ventajas que las hacen atractivas para su uso en biocombustibles. Por
ejemplo, se puede producir durante todo el afio, genera una disminuciéon en los impactos
ambientales y no hay interferencia con la produccion de alimentos. El crecimiento es rapido y
no requiere de fertilizantes ni de pesticidas®. Por otra parte, una de las mayores desventajas
de las microalgas para la produccion de biocombustibles es su necesidad de reactores
especialmente disefiados para que tengan una mayor exposicion a la radiacion solar, lo que,
combinado con los pequefios tamafios de las algas hace la cosecha de la biomasa de algas

relativamente costosa’.
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1.3. Biomasa lignocelulgsica

La biomasa lignocelulésica es un sustrato renovable, derivado de arboles, residuos
agroforestales, hierbas, y plantas acuaticas?. Estd compuesta principalmente de celulosa,

hemicelulosa y lignina (Figura 1).

La celulosa es el componente principal de las paredes celulares, es un polisacarido que
se forma por la unién de moléculas de B-glucopiranosa mediante enlaces B-1,4-O-glucosidico,
formando una estructura altamente ordenada gracias a la interaccién entre las fibrillas de

celulosa mediante enlaces de hidrégeno.

La hemicelulosa es el segundo componente en mayor cantidad, es una barrera fisica
que cubre las fibras de celulosa y la protege de la hidrélisis enzimatica. Estd compuesta por
pentosas -xilosa y arabinosa- y hexosas -galactosa, glucosa y manosa-, la estructura no es
cristalina y por lo tanto es mas facil de hidrolizar'l. Se ha demostrado que la eliminacién de la
hemicelulosa aumenta la accesibilidad y la hidrélisis de la celulosa®!. Algunos azlcares de la
hemicelulosa presentan sustituyentes como acetilo o 4-0-metil glucurénico. Se ha visto, que el
grado de acetilacion en la hemicelulosa es un factor importante, éstos grupos se unen a la
matriz de hemicelulosa, dificultando la ruptura del polisacérido y generando &cido acético

durante el pretratamiento?2.

La lignina es un polimero fendlico que proporciona resistencia estructural siendo el
tercer componente principal de la biomasa lignocelulésica. Es responsable de la integridad, la
rigidez estructural y la prevencion de la hinchazon de material lignocelulésico??, la presencia de
lignina dificulta el acceso de las enzimas a la celulosa y hemicelulosa, reduciendo asi la
eficiencia de la hidrélisis3. Por lo tanto, los procesos de deslignificacion eficientes mejoran la
hidrélisis enzimatica!. La celulosa y la hemicelulosa representan aproximadamente el 70% de
toda la biomasa y estan estrechamente vinculados a la lignina a través de enlaces covalentes y
puentes de hidrégeno!4. Otros componentes de menor importancia presentes en la biomasa

son proteinas, cenizas, acidos organicos y otros materiales no estructurales®5-17,

Actualmente las materias primas celulésicas mas abundantes derivadas de residuos
vegetales en los Estados Unidos, América del Sur, Asia y Europa son: rastrojo de maiz, bagazo

de cafia de azucar, cascara de arroz y paja de trigo, respectivamente?4.

Los cultivos perennes son los principales candidatos para ser utilizados como cultivos
energéticos, ya que producen biomasa lignoceluldsica para la produccion de combustible a
bajo costo y porque muestran una buena capacidad de adaptacion a distintos entornos.
Idealmente, los cultivos energéticos deben dar altos rendimientos de energia y deben ser

producidos con el minimo aporte energético?s.
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Cultivo energético

NN Células vegetales

Fibras de
celulosa

leucosa

Figura 1. Componentes estructurales en biomasa lignoceluldsica. Se
muestra la estructura ordenada de la celulosa, fibras, y su interaccion con la
hemicelulosa y la lignina. Fuente: Genome Management Information
System, Oak Ridge National Laboratory.
http://ucce.ucdavis.edu/files/repository/calag/fig6304p186thumb.jpg

1.4. Arundo donax

Arundo donax, también conocido como cafia comun (Figura 2), es uno de los cultivos
mas prometedores para la produccién de energia debido a su ripida tasa de crecimiento, su
capacidad de adaptarse en diferentes tipos de suelo y condiciones climaticas, los altos

rendimientos y la resistencia a la sequia'®.

A. donax es una planta anual perenne rizomatosa de la familia Poaceae. Es originaria
de Asia, aunque crece de manera espontanea en varias regiones, encontrdndose usualmente
en ambientes calidos y himedos. Alcanza entre 2 a 8 metros de altura, y puede generar hasta

100 toneladas/hectarea de biomasa?®.

Actualmente es posible encontrar A. donax en Asia, sur de Europa, norte de Africa,

Medio Oriente, también en América del Norte y del Sur y en Australia. Esta expansion
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internacional se explica ya que es un cultivo multi-propésito. Los tallos se utilizan para hacer
cercas, cestas, cafias de pescar, estacas para plantas, techos, instrumentos musicales, entre
otros. En la medicina tradicional, se utiliza como diurético, sudorifico y para el tratamiento de

edemas e industrialmente ha sido utilizada para producir rayon, celulosa y papel?°.

g &

- o SRWAY

Figura 2. Fotografia de la planta Arundo donax. Fuente: http://ichn.iec.cat/

En la bibliografia existen varios estudios que reportan la composicion de A. donax
(Tabla 1), las diferencias de los diferentes estudios citados se deben a que la misma varia en
funcion de las condiciones de crecimiento y la maduracion de la planta al momento de la

determinacion.

Tabla 1. Composicion de A. donax por diferentes autores.

Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%) Referencia
31,10+ 1,03 35,27 £ 2,80 18,49 £ 0,10 19

33.85+ 0,06 25.61 + 0,07 24.02 £ 0,04 15
39,1+0,25 24,4 +0,52 19,4 + 3,25 2

34,8 20,9 23,0 22a

Porcentaje calculado por peso seco.

@Los autores no reportaron el desvio estandar.

La celulosa y hemicelulosa son los sustratos para la produccion de etanol de segunda
generacion. La conversién de la hemicelulosa es esencial para aumentar el rendimiento del

alcohol producido. Para el fraccionamiento y su solubilizacién hay varias opciones de
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pretratamientos y técnicas hidroliticas. Dependiendo del proceso y de las condiciones
utilizadas, los azlcares de la hemicelulosa pueden ser degradados a acidos débiles que
potencialmente pueden actuar como inhibidores microbianos durante la fermentacién. También
los productos derivados de la lignina pueden formarse e interferir a lo largo del proceso?3, por
ejemplo acido siringico, acido vanilico y siringaldehido. Hasta la fecha hay pocos informes

evaluando la produccion de etanol a partir de A. donax.

Comparando la composicion de A. donax con los materiales lignocelulésicos mas
utilizados en la actualizad mencionados previamente, podemos ver como la cantidad de
hemicelulosa presente en A. donax es mayor a la presente en rastrojo de maiz, cascara de
arroz y paja de trigo y similar a la hemicelulosa del bagazo de cafa de azlcar?*. Respecto a los
valores de lignina, se encontr6 en A. donax porcentajes mayores que en rastrojo de maiz,
céscara de arroz y paja de trigo, y analogo a la cantidad presente de lignina en bagazo de cafia
de azucar®®. Acerca de la cantidad de celulosa, esta resulta ser similar para los materiales

nombrados en este parrafo, variando de 32 a 39%2425,

Esta hierba demanda poco trabajo tanto en la siembra, en el cuidado de la cosecha y
en el cultivo. Por otra parte, debido al reciclado de los nutrientes por parte de sus rizomas, las
hierbas perennes tienen una baja demanda de aportes nutricionales y pueden ser producidos
sin el uso de pesticidas, también es capaz de crecer en habitats acuaticos. En algunos paises
es considerada como una maleza invasora o plaga ya que tiene efectos negativos en la

conservacion de los ecosistemas y en la biodiversidad?®.26,

Debido a su facil adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales y de suelo, su
rapido crecimiento y la alta productividad de biomasa, recientemente se lo ha considerado
como un material con gran potencial para la produccién de combustibles y productos

quimicos?.

1.5. Proceso de produccion de etanol de segunda generacion

Los procesos involucrados en la produccion del bioetanol lignoceluldsico incluyen: un
pretratamiento fisico-quimico, la hidrélisis del material para convertir la pared celular en
azlcares simples utilizando enzimas, la fermentacion microbiana para transformar los azlcares
en etanol y por ultimo la destilacion y purificacién del alcohol. Estos procesos tienen diferentes

alternativas que incluyen procesos termodinamicos o bioquimicos?”’.
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1.5.1. Pretratamiento

Los objetivos del pretratamiento son hidrolizar los polimeros de lignina y hemicelulosa,
y mejorar la accesibilidad de las enzimas a la celulosa durante la etapa de hidrdlisis, mediante
un aumento en la porosidad y del area superficial del sustrato?328,

Los factores principales que determinan el éxito de esta etapa son: la alta produccién
de azucares ,la solubilizacién de la lignina, una reducida degradacién de azlcares, una minima
produccion de compuestos téxicos, una alta compatibilidad con la fermentacion y un bajo gasto

de energia®.

Para este paso existen diferentes métodos fisicos, quimicos y bioldgicos, que se
pueden aplicar de manera independiente o combinados®°.

1.5.1.1. Métodos fisicos

El objetivo del pretratamiento fisico es la reduccion del tamafio de las particulas con el
fin de aumentar la superficie y reducir el grado de polimerizacién. El requerimiento de energia
de este pretratamiento es relativamente alto, por lo que este proceso no es econdmicamente

viablell,

Se puede realizar mediante la molienda o la trituracion de la biomasa resultando en
particulas de 0,2-2,0 mm de tamafio, mientras que el picado resulta en particulas de 10-30 mm

de tamafio3.

También se puede someter la biomasa a procesos de extrusion, el cual es un
tratamiento termo-fisico en el que los materiales se someten a mezcla, calentamiento y
disrupcion que conduce a la alteracion fisica y quimica de su estructura, que resulta en el
acortamiento y ruptura de las fibras, lo que aumenta la accesibilidad a las enzimas durante la

hidrélisisst.

1.5.1.1.1. Explosion de vapor

La explosion de vapor es el pretratamiento fisico-quimico mas ampliamente utilizado
para la biomasa lignocelulésica. Es un pretratamiento hidrotérmico en el que la biomasa se
somete a vapor presurizado durante un periodo de tiempo que puede variar desde segundos a
varios minutos y luego de repente se despresuriza. Los efectos mecanicos son causados
debido a la disminucion rapida de la presion, por lo que las fibras se separan?®. Se logra la
hidrélisis parcial y la solubilizacion de la hemicelulosa y la redistribucion de la lignina. Este

proceso presenta ventajas en comparacion con otras tecnologias de pretratamiento,

15



incluyendo: la reduccién del impacto ambiental, una menor inversion de capital, mayor

potencial de eficiencia energética, y recuperacién completa del aztcar?®.

1.5.1.2. Métodos quimicos

Los pretratamientos quimicos se desarrollaron originalmente, y se han utilizado
ampliamente, en industrias papeleras para la deslignificacion de materiales celulésicos, con el
fin de obtener productos de alta calidad. Es la técnica de tratamiento previo méas estudiada

entre las categorias de pretratamiento32.

Este tipo de pretratamiento tiene como objetivo principal mejorar la biodegradabilidad
de celulosa mediante la eliminacién de la lignina y/o la hemicelulosa, y en menor grado, la

disminucién del grado de polimerizacion y la cristalinidad de la celulosa®?.

Existen muchas alternativas de pretratamientos quimicos, siendo los mas cominmente
usados: la hidrélisis acida, el pretratamiento alcalino, la aplicacién de liquidos iénicos, la AFEX

y el organosolv, entre otros11:32,

1.5.1.2.1. Hidrélisis acida

Consta de la impregnacion de un acido fuerte a altas presiones. El principal objetivo del
pretratamiento acido es solubilizar la fraccion de hemicelulosa de la biomasa y hacer que la
celulosa sea mas accesible para las enzimas. El pretratamiento acido puede realizarse a bajas
concentraciones de acido con altas temperaturas 0 a altas concentraciones de acido con bajas
temperaturas?33. El acido mas comunmente utilizado es acido sulfdrico diluido, el cual es
usado a nivel comercial para pretratar una gran variedad de tipos de biomasa. Otros acidos que
también se han estudiado son: acido clorhidrico, acido fosférico, acido nitrico y acido

oxalico?%:34,

La aplicacién con &cidos diluidos presenta la ventaja de solubilizar hemicelulosa,
principalmente el xilano y la conversibn de la hemicelulosa solubilizada en azucares
fermentables. Sin embargo, dependiendo de la temperatura de proceso, se detectan algunos
compuestos toéxicos a partir de la degradacion de azUcares tales como: derivados de furano
(furfural y 5-hidroxymetylfurfural (HMF)), acidos orgéanicos (acido acético y acido férmico), asi
como compuestos aromaticos de degradacion de la lignina?’. Estos compuestos pueden afectar
el metabolismo de los microorganismos en la etapa de fermentacién. De todos modos, este
pretratamiento tiene menos generacion de productos téxicos que al usar acidos concentrados?®

y estos pueden minimizarse encontrando las condiciones o6ptimas del pretratamiento?.
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1.5.1.2.2. Pretratamiento alcalino

En el tratamiento alcalino, la biomasa es tratada con soluciones de hidréxido de sodio,
de potasio, de calcio 0 amonio a temperatura y presién normal. El tiempo del pretratamiento,
sin embargo, se registra en términos de horas o dias, siendo mucho més largo que otros
métodos de pretratamiento®®. La ventaja principal del proceso es la eliminacion eficaz de la
lignina de la biomasa. El mecanismo de accion se cree que es la saponificacion de enlaces
éster intermoleculares presentes entrecruzando xilano y otros componentes, por ejemplo, la
lignina y otros azucares de la hemicelulosa®®. Este proceso elimina los grupos acetilo presentes
en la hemicelulosa, por lo tanto mejora la accesibilidad de la enzima en la hidrélisis1128, Una
desventaja significativa del pretratamiento alcalino es la conversion de la base utilizada en

sales irrecuperabless®,

El pretratamiento alcalino causa una menor degradacién de azucares que el
pretratamiento con acido y se ha demostrado ser mas eficaz en residuos agricolas que en los
materiales de maderal3. Por otra parte, no se detectaron furfural ni HMF en los hidrolizados

obtenidos con el pretratamiento alcalino, lo cual va a favorecer la etapa de fermentacién?8.

1.5.1.2.3. Ligquidos i6nicos (LI)

Los ligquidos i6nicos son sales, normalmente compuestas por cationes organicos
grandes y aniones inorganicos pequefios, que existen como liquidos a temperaturas
relativamente bajas, como a temperatura ambiente. Dado que no se forman gases toxicos o
explosivos, los liquidos iénicos se denominan disolventes “verdes”?. Los factores mas
atractivos de éste método son: que se puede disolver grandes cantidades de celulosa en
condiciones suaves y que se logra recuperar casi el 100% de los liquidos i6nicos utilizados.
Como disolventes de la celulosa, los LI poseen varias ventajas sobre los disolventes regulares
organicos: baja toxicidad, una amplia seleccién de combinaciones de aniones y cationes, baja
hidrofobicidad, baja viscosidad, mejora en la estabilidad electroquimica, estabilidad térmica,
altas tasas de reaccion, baja volatilidad con potencialmente minimo impacto ambiental y no

soninflamables3s.

Se necesita mas investigacion de este método para mejorar los aspectos econémicos,
previo a que se puedan aplicar a escala industrial. La tecnologia para la recuperacion de
liquidos i6nicos todavia es cara y no se ha desarrollado plenamente. Ademas, se debe estudiar
el como recuperar la hemicelulosa y la lignina a partir de la solucion luego de la extraccién de la

celulosa?s.
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1.5.1.2.4. AFEX (Explosién de fibra con amoniaco)

Es un proceso de pretratamiento fisico-quimico en el que la biomasa lignocelulésica se
expone a amoniaco liquido a alta temperatura (90-100°C) y presién durante un periodo de
tiempo (30-60 minutos), y luego la presion se reduce repentinamente!l. El proceso de AFEX
(Ammonia Fiber Expansion) es muy similar a la explosion de vapor. Causando hinchazon y
ruptura fisica de las fibras de biomasa y decristalizacion parcial de la celulosa?®. La principal
ventaja del pretratamiento con amoniaco es que no produce inhibidores, por lo que el resto del
proceso no se ve perjudicado. Se ha observado que en condiciones 6ptimas, el AFEX puede
alcanzar mas del 90% de conversién de la celulosa y la hemicelulosa en azlcares fermentables
para una amplia variedad de materiales lignocelulésicos?8. Se requieren de la actividad de
celulasas y hemicelulasas en el proceso de hidrélisis debido a los restos de hemicelulosa en el
material pretratado. La principal desventaja del proceso de AFEX es que es mas eficaz en la
biomasa que contiene menos lignina. Ademas, el amoniaco se debe reciclar después del

tratamiento para reducir el costo y la proteccién del medio ambiente!l.

1.5.1.2.5. Organosolv

Este tipo de tratamiento, utiliza mezclas de solventes organicos (tales como etanol,
metanol, o acetona), con catalizadores acidos inorganicos, para solubilizar y extraer lignina de
alta calidad (producto de valor agregado) e hidrolizar la fracciébn de hemicelulosa. Las
temperaturas de proceso pueden variar desde temperatura ambiente hasta 205°C,
dependiendo principalmente de la eleccién de disolvente organico. En este proceso hay
produccion de furfural?®. El inconveniente principal del proceso es el costo del disolvente,
aunque utilizando etanol se puede reciclar por destilacion y reducir considerablemente el costo
operativo. Otro aspecto importante son las medidas de seguridad que tienen que ser
implementadas, porque los disolventes organicos son inflamables y su utilizacién incontrolada
puede provocar incendios y explosiones. Los disolventes organicos son también inhibidores de

la hidrélisis enzimatica, por lo que es necesaria su adecuada eliminacion123,

1.5.1.3. Métodos biolégicos

Los métodos bioldégicos emplean microorganismos principalmente hongos, que son
capaces de degradar la lignina y la hemicelulosa. Este tipo de proceso ofrece ventajas tales
como bajo costo, poco gasto de energia, no hay necesidad del uso de productos quimicos y las
condiciones ambientales que se requieren son suaves. El principal inconveniente para el
desarrollo de métodos biologicos es la baja velocidad de hidrolisis obtenida en comparacion

con otras tecnologias?s.
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1.5.2. Sacarificacion

La sacarificaciébn es un procedimiento mediante el cual los almidones y materias
celulésicas se hidrolizan y convierten en azlcares fermentables. Los agentes empleados en la
sacarificacion son quimicos o enzimaticos o bien una combinaciéon de los dos. Entre los
primeros esta la utilizacion de &acidos diluidos, particularmente el acido clorhidrico. En la

hidrélisis enzimatica, se utilizan principalmente celulasas y hemicelulasas®6:37.

Las celulasas (EC 3.2.1.4) pertenecen a la familia de enzimas glucosidasas, éstas
actian sobre la celulosa de la pared celular vegetal hidrolizando los oligosacaridos y
polisacéaridos en glucosa®®. Las condiciones Optimas de las celulasas del coctel CellicCTec2 de
Novozymes son temperatura de 40-50°C y pH entre 4-538. Por lo que la capacidad de generar
mediante ingenieria genética celulasas termoestables es un aspecto importante, éste podria
ser un factor decisivo a partir de menores temperaturas obtener un rendimiento satisfactorio de

azlcares a partir de materiales lignoceluldsicos®®.

Algunos de los factores que afectan la hidrélisis de la celulosa incluyen: el acceso a la
superficie, la cristalinidad de la fibra de celulosa y el contenido de lignina y de hemicelulosa. La
presencia de lignina y la hemicelulosa hace que el acceso de las enzimas a la celulosa sea
mas dificil. La eliminacion de lignina y hemicelulosa, la reduccion de la cristalinidad de la
celulosa y el aumento de la porosidad en los procesos de pretratamiento puede mejorar

significativamente la hidrolisis?.

Las celulasas son sintetizadas por hongos, bacterias y plantas. Algunos de los
microorganismos productores de celulasas comerciales son; Trichoderma ressei, Penicillium
funiculosum, Fusarium oxysporum y Cellulomonas biazotea323. La secuenciacién del genoma
de estos organismos se ha llevado a cabo durante la Ultima década, y ha sido muy util para
aumentar la informacién sobre los mecanismos de degradacion de la celulosa3t. Se cree que
estan involucrados por lo menos tres tipos de actividades en la hidrélisis de la celulosa:

endoglucanasa, exoglucanasa y -glucosidasas?.

Las endoglucanasas cortan las uniones internas de la celulosa exponiendo extremos
reductores o no reductores de las fibras de celulosa, las exoglucanasas liberan unidades de
polisacaridos cortos desde los extremos de las cadenas, como celobiosa, u oligosacaridos
pequefos. Por ultimo la B-glucosidasa hidroliza la celobiosa a unidades monomeéricas de

glucosas®.

Las hemicelulasas son enzimas mas complejas debido a la naturaleza heterogenea de
la hemicelulosa®’, este grupo esta formado por una mezcla de al menos ocho enzimas tales
como: endoxilanasas, exoxilocuronidasas, arabinofuranosidasa, endomananasas, -
manosidasas, acetil xilano esterasas, a-glucoronidasas y a a-galactosidasas. A diferencia de
las celulasas que hidrolizan glucano a glucosa, las hemicelulasas dan lugar a varias pentosas y

hexosas?>.
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Para obtener rendimientos satisfactorios en la hidrélisis del material lignocelulésico
pretratado, se requiere de la accidon en conjunto de exoglucanasas, endoglucanasas, -
glucosidasas, xilanasas y otras enzimas auxiliares. Con el fin de alcanzar este objetivo, a nivel
industrial se desarrollaron cécteles enzimaticos que poseen diferentes enzimas de diversos

sistemas microbianos3®.

1.5.3. Fermentacion

En la fermentacion se utilizan microorganismos capaces de fermentar azlcares a
etanol. Los mas usuales son Saccharomyces cerevisiae, que convierte eficientemente hexosas
no pudiendo co-fermentar de forma natural glucosa y xilosa, o Escherichia coli, la cual puede

metabolizar un amplio rango de pentosas y hexosas!432,

Aunque las cepas sean productoras naturales de etanol, generalmente la ruta
alcohdlica es modificada mediante ingenieria genética para que sea capaz de producir mas
cantidad de etanol, metabolizando hexosas como pentosas en simultaneo!®. A su vez, se busca
gque las mismas sean tolerantes a altas concentraciones de etanol y a inhibidores generados en
el pretratamiento o en la hidrélisis enzimatica. Un ejemplo de la modificacion exitosa de cepas
de Escherichia coli etanologénica es el caso de MS04. Esta cepa, deriva de MG1655, a la cual
se han eliminado los genes pflB, adhE, frdA, xylFGH y IdhA, y se han integrado en el
cromosoma los genes pdcZm-adhBZm bajo el promotor pflB. Es capaz de producir etanol a
partir de pentosas y hexosas con un alto rendimiento y tolera altas concentraciones de acetato.
A continuacion se puede apreciar la ruta metabolica de produccién de etanol en la cepa de E.
coli MS0412,

Glucosa
l NADH+H  NAD+
) adhB
PEP Acetaldehido Etanol
l pdc
Piruvato

Figura 3. Ruta metabdlica de conversion de glucosa en etanol de la cepa
etanologénica E. coli MS04. PEP: fosfoenolpiruvato, pcd: piruvato descarboxilasa,

adhB; alcohol deshidrogenasa B de Zymomonas mobilis'?,
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1.5.3.1. Configuraciones de fermentacién

Hay dos configuraciones principales del proceso para la produccién de etanol a partir
de biomasa lignocelulésica (Figura 3): hidrélisis y fermentacion por separado (SHF, Separate
hydrolysis and fermentation) y sacarificacion y fermentacion en simultdneo (SSF, simultaneous
saccharification and fermentation). La eleccion de cual es el mas adecuado para determinada
materia prima se va a determinar evaluando las ventajas y desventajas asociadas con los dos

conceptos, en cada caso en particular®.

A
Biomasa

N

->

Pretratamiento -> Sacarificacion -> Fermentacion Destilacion

B
Biomasa

Sacarificacion

Pretratamiento | =% y -> Destilacion
Fermentacion

Figura 4. Esquema de produccion de etanol A, Sacarificacion y fermentacion por separado, SHF; B,

Sacarificacion y fermentacion en simultaneo, SSF.

En la SHF tanto la sacarificacibn como la fermentacién se ejecutan en sus condiciones
Optimas. La inhibicién de las enzimas celuloliticas por acumulacién de producto final (glucosa y
celobiosa) en la etapa de sacarificacion es un factor limitante. Entre las ventajas de la SHF esta
que ofrece la posibilidad de reciclar las células y la posibilidad de obtener un mayor rendimiento

en cada paso del proceso?.

Debido a que en la SSF la sacarificacion y la fermentacion se realizan en un mismo
reactor, esta configuracién permite que los azulcares liberados en la hidrolisis sean consumidos
rapidamente por el microorganismo fermentador, minimizando la inhibicién por producto de las
enzimas celuloliticas. Los dos factores que hacen a este disefio méas atractivo son, que

requiere menos capital y que el tiempo del proceso puede ser menor. La mayor desventaja de
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este método es que las condiciones para la hidrélisis enzimética y la fermentacién son las

mismas, no siendo éptima para ninguna de las etapas“.

Una variante del SSF es bioproceso consolidado (CBP, consolidated bioprocessing)
gue encierra los cuatro procesos biolégicos en un solo reactor: la produccion de enzimas
celuloliticas, la despolimerizacion de los hidratos de carbono estructurales en sus
constituyentes monoméricos, la fermentacion de hexosas y de pentosas en etanol®®. Esta
tecnologia tiene el potencial de reducir el costo de la producciéon de bioetanol de manera
significativa3®. Desde que se propuso esta técnica en 1996 el foco de investigaciéon en esta
area es la busqueda de microorganismos con capacidad de actuar en un CBP, los principales
candidatos han sido bacterias y levaduras. Sin embargo los hongos no han sido reportados de
poder ser utilizados en un CBP, debido a las dificultades de ser modificados mediante técnicas

moleculares clasicas®.

1.6.  Situacién en Uruguay

Uruguay es un gran importador de combustibles, por lo que incorporar fuentes de

energia renovable es necesario para asi poder lograr la independencia energética del pais.

En el afio 2007 se divulgé la Ley N° 18.195 sobre agrocombustibles, ésta regula su
fomento y regulariza su produccion, comercializacion y utilizacién. Especificamente, el articulo
6 indica la incorporacion de bioetanol a las gasolinas en un porcentaje minimo de 5%,

obligatorio a partir del 1 de Enero de 20154,

Actualmente ANCAP es el mayor productor de etanol en el pais. La elaboracién de este
alcohol la desarrollan en el complejo Agro Industrial de Alcoholes del Uruguay, ALUR,
(Empresa del grupo ANCAP) en Bella Unién, Departamento de Artigas. La materia prima que
utilizan es cafia de azlcar y sorgo dulce. La mezcla con la gasolina en una proporcion prefijada
de 5% a 10% se realiza en las plantas de ANCAP vy se distribuye ya mezclado a través de la

red de estaciones de servicio*243,

ALUR construy6 una planta de bioetanol, en un predio lindero a la actual destileria de la
Planta de Paysandu, con tecnologia de la empresa Katzen de Estados Unidos. Demanda
anualmente mas de 200.000 toneladas de cereales como sorgo, maiz, trigo y cebada
equivalente a 50 mil héctareas y posee una capacidad de produccién de 70 millones de litros

de bioetanol al afio*3.

Otro de los biocombustibles producidos en el pais es biodiesel donde ALUR produce

50.000 toneladas/afio a partir de granos oleaginosos como canola, girasol y soja**.

Estudios agropecuarios realizados por el INIA, evallan cultivos energéticos para la

produccion de etanol, entre ellos se incluyen switchgrass (Panicum virgatum), paso elefante
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(Pennisetum purpureum) y cafia comun (Arundo donax)*. La produccién de etanol a partir de

fuentes lignoceluldsicas es una alternativa prometedora para el pais*®.

Respecto a otro tipo de energias renovables Uruguay posee amplios recursos para el
desarrollo de energia edlica, solar e hidraulica. A partir de estas fuentes renovables se puede

producir energia eléctrica“s.

1.7. Plantas con biomasa lignocelulésica a nivel mundial

En este momento ya hay plantas produciendo etanol en escala comercial a partir de
materiales lignoceluldsicos en Europa, Estados Unidos y Brasil. A continuacién se mencionan

tres de las mas importantes a nivel mundial.
¢ Beta Renewables - Crescentino

La planta de Crescentino es la primera en el mundo que se han disefiado y construido
para producir bioetanol a partir de subproductos agricolas o plantas que no son aptas para el
consumo humano. A plena capacidad, la planta producir4 40.000 toneladas de etanol por afio.
La tecnologia utilizada es de PROESA, y fue desarrollada en los laboratorios Biochemtex.
Utilizan la combinacion de un pretratamiento enzimatico seguido de sacarificacion y
fermentacion en simultaneo. Este proceso tiene un tiempo de residencia mas corto que otros
enfoques de hidrélisis enzimatica, produciendo subproductos minimos. Los parametros son
ajustables, proporcionando flexibilidad en la produccién de los azlcares y de la lignina
deseada. La tecnologia esta protegida por las 26 solicitudes de patentes, de las cuales 14 son
publicas. Existe una colaboracién entre Beta Renovables y Novozymes, que les permite reducir
sustancialmente el costo de las enzimas por unidad de etanol. Esta tecnologia desarrollada por
PROESA ya esta siendo utilizada en paises como: Brasil, Estados Unidos, Eslovaquia y

China?#’.
e DuPont

Su planta produce etanol a partir de rastrojo de maiz cultivado en un radio de 48
kilbmetros alrededor de la industria. Tiene una capacidad de 113 millones de litros. Para la
sacarificacion utilizan un coctel enzimético llamado Accellerase, que ellos mismos producen, y

para la fermentacion levaduras#.
e POET-DSM

Esta industria reine a dos empresas lideres en la transicién de una economia basada
en el petréleo a una de base biolégica. Esta disefiada para producir mas de 76 millones de
litros de etanol de segunda generacion, replicando la tecnologia que utiliza POET para las
plantas de etanol a partir de maiz, utilizando enzimas para la sacarificacion y levaduras en la

fermentacion?®.
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2. Objetivos

2.1. General

Determinar las condiciones 6ptimas para la produccion de bioetanol utilizando Arundo

donax como biomasa renovable.

2.2.  Especificos

e Evaluar el mejor pretratamiento modificando acidos utilizados, sus concentraciones vy el
tiempo.

¢ Poner a punto el proceso de sacarificacion.

e Realizar fermentaciones en dos configuraciones diferentes: sacarificacion y
fermentacion por separado, SHF, y sacarificacién y fermentaciéon en simultaneo, SSF, para las
cepas MS04 wt y MS04 pTrc99A-Endo G.
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3. Metodologia

3.1. Materiales

Los reactivos e insumos utilizados fueron provistos en su totalidad por el Laboratorio de
Bioquimica y Genodmica Microbianas, del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente

Estable, Montevideo, Uruguay.

3.1.1. Cepas

Durante este proyecto se trabajé con diferentes cepas de Escherichiacoli: MS04 wt0,
MSO04(pTrc99A-EndoG)>5! y LY180%2, Para su mantenimiento se las conservé en freezzer de -80
y -20°C en tubos con medio Luria Bertani (LB) y 25% de glicerol. Semanalmente se sembraron
placas frescas de LB-agar (ver Anexo ) con antibiéticos ampicilina o kanamicina 50 mg/mL

cuando corresponde.

3.1.2. Enzimas

Se utilizé el coctel enzimético Cellic CTec2 de Novozymes, se almaceno a 4°C. La
temperatura 6ptima para la hidrélisis de la celulosa reportada por el fabricante es entre 45 y
50°C y el pH de 5,0-5,5%,

3.1.3. Biomasa

Se recibié una muestra de Arundo donax molida y seca de aproximadamente 2 Kg de
la Estacion Experimental M.A. Cassinoni de la Facultad de Agronomia, Universidad de la
Republica (UdelaR). A partir de este lote Unico de biomasa se trabajé en todo el proyecto. La

biomasa se almacené a temperatura ambiente durante todo el afio.

3.2. Métodos
3.2.1. Determinacién de peso seco

Se determiné la humedad de la muestra inicial y de la biomasa residual luego del
pretratamiento, después de la sacarificacion y posterior a la fermentacion. Para esto, se siguio

el protocolo recomendado por el National Renewable Energy Laboratory (NREL)%4. Todas las
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determinaciones de peso seco fueron realizadas por triplicado. Se tuvo en cuenta el porcentaje

de humedad de las muestras para la correccion de los rendimientos en todos los ensayos.

3.2.2. Pretratamiento: Hidrolisis acida

Para el pretratamiento mediante hidrélisis acida se mezclaron la biomasa y el acido en
una relacion de 1:10 (p:v). Se autoclavé a 121°C durante 10, 20 o 30 minutos. Se trabajo con
los autoclaves 2540E (Tutthauer®) y AV CD12 (SIAC). Luego de tratadas, las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente. Las fracciones liquida y sélida fueron separadas por
centrifugacioén (3-30K, SIGMA, rotor N°17796) y se almacenaron por separado a 4°C para los

posteriores ensayos o0 a -20°C para el analisis composicional de las muestras.

Se evaluaron dos acidos, acido sulfarico (H2SO4) y acido fosférico (H2POa).
Para el H2PO4 se trabajé con dos concentraciones y tres tiempos, mientras que para el caso
del H2SO4 se eligieron cuatro concentraciones de &cidos y tres tiempos. También se evalud la

autohidrdlisis de lo biomasa agregando agua en lugar de acido, en dos tiempos.

En la Tabla 2 se detallan las condiciones ensayadas para los pretratamientos

evaluados. Cada caso se ejecuto por triplicado.

Tabla 2. Condiciones de pretratamiento realizadas para Arundo donax

H.POs 100 200 30 H.SO4 100 200 30’ H.O 100 200 30
05% X X X 05% X X X - X X
1.0% X X X 1.0% X X X

15% - X X

20% - X X

A partir de este punto se utilizard una nomenclatura para referir a los diferentes
pretratamientos. En primer lugar se denota la concentracion (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 o nada en el
lugar del agua), luego la solucién utilizada (AS al referirse a H2SO4, AF para H2PO4y H20 para
H20) y finalmente el tiempo (10, 20 o 30) del pretratamiento. Por ejemplo para el pretratamiento

con H2S04 al 2,0% durante 20 minutos se le referirdh como 2AS20.

3.2.3. Ensayo para evaluar el efecto inhibidor

Con el fin de determinar el efecto de los posibles inhibidores presentes en las
fracciones liquidas obtenidas luego de los pretratamientos, dos cepas de Escherichia coli
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etanologénicas LY18052 y MS04%° se crecieron en un medio minimo suplementado con estas
fracciones. Se eligieron cinco condiciones de los tratamientos 1AS20, 2AS20, 1AS30, 2AS30 y
H2020. Se neutralizaron las fracciones liquidas a pH entre 5,7 y 7,4 con NaOH 50%, previo a

su incorporacion en el medio de cultivo.

Las fracciones liquidas seleccionadas fueron diluidas de forma que la concentracion de
azucares en el medio de cultivo fuera 1% (p/v) y suplementadas con las sales del medio
minimo AM1 (Anexo I). En tubos de crecimiento se colocaron 5 mL de medio que se inocularon
con las cepas (DOi: 0,08) y se incubaron a 37°C y 150 rpm durante 40 horas. EIl crecimiento

fue determinado mediante medidas colorimétricas (AE-22, ERMA) cada dos horas.

Para diferenciar el efecto de los posibles inhibidores del de las sales formadas por la
neutralizacion de los acidos, se incluyeron como control medio AM1 suplementado con glucosa
1%, con el agregado de acido (H2SO4 1% y 2%) neutralizados (simulando la etapa de

neutralizaciéon de las fracciones liquidas), pero sin los derivados de la biomasa.

3.2.4. Ensayos de sacarificacion
3.2.4.1. Efecto de enzimas hidroliticas en las fracciones sélidas

Previo a estos ensayos, las fracciones solidas obtenidas luego de los pretratamientos
elegidos fueron lavadas con agua desionizada (400 mL cada 10 g) para eliminar el exceso de

acido y luego se las secaron a temperatura ambiente.

Para el proceso de sacarificacion se coloco un 1% (p/v) de biomasa seca en 1,1 mL de
buffer citrato de sodio 0.05M (Anexo Il) y se incub6 a 50°C por 24 horas con agitacién continua
con enzima Cellic CTec2 al 0.1% (v/v) y se incluyeron controles sin enzima. Todos los ensayos

se hicieron por duplicado.

3.2.4.2. Dosificacion del coctel enzimatico Cellic CTec2

Se evalud la produccién de azlcares luego de la sacarificacion de 1g de la fraccion soélida
obtenida luego de los pretratamientos 1AS30 y H2020 con celulasa comercial Cellic CTec2
(Novozymes) entre 0 a 150 FPU/g de biomasa en buffer &cido citrico-Na2PO4 50mM pH 5,

durante 72 horas, a 50°C y 120 rpm. Se realizé una Unica repeticién de este ensayo.
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3.2.5. Ensayos de fermentacion
3.2.5.1. Sacarificacion y fermentacién por separado

Se colocaron 50 mL del producto de los pretratamientos (fraccion solida y liquida)
1AS30, 2AS20 y H2020 en buffer acido citrico-Na2PO450mM pH 5 (Anexo 1), 0,2% tween y se
incubd a 50°C y 100 rpm por 72 horas con Cellic CTec2 100 FPU/ g biomasa. Luego se lo
inocul6 con la sepa MS04 wt 0 MS04 (pTrc99A-EndoG) a una densidad éptica inicial (DOi) de
5, suplementado con IPTG 0,01mM durante 72 horas a 38°C a pH 6,20 — 6,60. Se tomaron
muestras cada 24 horas durante la etapa de sacarificaciéon y al final de la fermentacién para
medir los azlcares residuales. Se midi6é la concentracién de etanol a tiempo final. Y se
cuantificaron los sdlidos residuales luego de cada etapa. Se realizaron controles sin enzima.

Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

3.2.5.2. Sacarificacion y fermentacion en simultaneo

Se tomaron 50 mL del producto de los pretratamientos seleccionados sin separar la
fraccion sélida de la liquida y se los suplementd con buffer &cido citrico-Na2PO450mM pH 6,2-
6,4 (Anexo Il), 0,2% tween, se agregoé Cellic CTec2 100 FPU/ g biomasa y se lo inocul6 con la
cepa MS04 wt o MS04 (pTrc99A-EndoG) con una DOi 5, suplementado con IPTG 0,01mM
durante 96 horas a 39°C. Se midi6 la concentracién de etanol a tiempo final. Se tomaron
muestras al final de la fermentacion para medir los azUcares y sélidos residuales. Se realizaron

controles sin enzima. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

3.2.6. Determinaciones analiticas
3.2.6.1. Determinacion de azUcares reductores

Para poder medir azlcares reductores y asi poder comparar la efectividad de los
diferentes pretratamientos se utilizé el método del acido 3,5 dinitro salicilico (DNS)%®. Para esto,
0,6 mL del reactivo DNS (Anexo lll) se mezclaron con 0,2 mL de la muestra problema en una

dilucién adecuada.

Se incubé cinco minutos a 100°C en termobloque (17600, Marshall). Se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 540 nm en espectofotémetro (Shimadzu,
UV-1800 UV-VIS).

Se realiz6é una curva estandar con concentraciones conocidas de glucosa en el rango
de 0 a 0,5 mg/mL. La linealizaciéon de la misma permitié obtener la ecuacion por la que se

calcul6 la concentracion de azlcares en las muestras problema.
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3.2.6.2. Cuantificacion de etanol

Para obtener los valores de etanol se utilizaron sensores (BlueSens, Herten, Germany)
capaces de medir la concentracién de etanol de una soluciéon. Se realiz6 una curva de
calibracién con concentraciones conocidas entre 0 — 35 g/L de etanol para asi poder extrapolar

de la linealizacién obtenida los niveles de etanol de las fermentaciones.

3.2.6.3. Determinacion de monosacaridos mediante HPLC

Muestras obtenidas luego del pretratamiento, post sacarificacion y luego de las
diferentes fermentaciones fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC, de sus siglas en inglés) (Shimadzu, HPX-87H, Bioredaminex) segun el protocolo 42623
de NRELS6, para la determinacion de azlcares e inhibidores. Las muestras fueron

centrifugadas a temperatura ambiente y el sobrenadante fue congelado hasta su analisis.

3.2.6.4. Cuantificacion de la actividad celulotitica

Para esta cuantificacion se peso la fraccién solida de la biomasa resultante de todas las
fermentaciones y se las dejé secar hasta que su peso fuera constante. Se realiz6 el mismo
proceso para 50 mL de los productos de los diferentes pretratamientos, asi como luego de la

sacarificacion (en caso de la SHF).

3.2.6.5. Andlisis estadistico

Se utiliz6 en test de Tukey mediante el programa InfoStat (Version 2008), con un p
valor de 0,05.
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4. Resultados y discusion

4.1. Efecto del pretratamiento en Arundo donax

En primer lugar, nos planteamos evaluar el efecto de diferentes condiciones de
pretratamiento con acido diluido sobre la estructura de Arundo donax. Se decidi6 trabajar con
acido sulfarico y fosférico ya que son los mas reportados para este tipo de procesos!®2157,
Debido a las limitaciones de equipamiento solo se pudo realizar el mismo a 121°C, aunque se

ha reportado que los procesos mas eficientes suelen hacerse a temperaturas mayores?®.

El efecto del tratamiento de Arundo donax con &cido diluido a 121°C fue determinado
impregnando en una relacion 1:10 (p:v) de biomasa con solucién de catalizador. En primer
lugar, se evalud el tratamiento con acido sulfirico (AS) y acido fosférico (AF) a 0,5y 1,0 % (v/v)
(Figura 6). En base a los resultados obtenidos, se continué trabajando con AS a mayores
concentraciones (Figura 7). Para comparar los diferentes pretratamientos se evalué el cambio
en el aspecto fisico de la biomasa, la solubilizacion de azucares y el efecto inhibidor de la

fraccion liquida generada en el crecimiento de cepas etanologénicas de Escherichia coli.

4.1.1. Modificaciones en aspecto fisico

Tras el pretratamiento lo primero que se observé fue la modificacion en la apariencia de
la biomasa. Se registré la fraccién solida ya seca para algunos de los pretratamientos y se las

comparo con la biomasa sin tratar (Figura 5).

Se puede apreciar que la biomasa inicial con la que se trabajé en este proyecto, estaba
molida de tal forma que era similar a un polvo. Luego de los pretratamientos el factor
macroscopico que sufrid una modificacién fue el color, pudiéndose suponer que los diferentes

pretratamientos tuvieron efectos desiguales en la biomasa.

A su vez, los dos pretratamientos con acido provocaron un mayor oscurecimiento en la
biomasa comparado con el pretratamiento con agua. Siendo mayor el efecto en la biomasa

tratada con el 4cido sulfarico 2%, aunque el pH final de la biomasa es similar.

Aungue esta claro que hay un cambio, al no haber realizado un analisis de composicion

no se puede determinar la razon.
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Figura 5. Apariencia fisica de las particulas de A. donax.
Sin pretratar (A); fraccion solida seca sin neutralizar
luego del pretratamiento con acido sulfirico 1% por 30
minutos (pH 1,4) (B), acido sulfdrico 2% por 20 minutos
(pH 1,3) (C) y agua durante 20 minutos (pH 5,5) (D).

4.1.2. Solubilizacién de azUcares

En las fracciones liquidas obtenidas luego de los pretratamientos de A. donax se
determinaron los azlcares totales (como azucares reductores) liberados, para asi comparar la
efectividad de los diferentes pretratamientos. Los azlcares reductores fueron determinados
usando el método del acido 3.5-dinitro salicilico (DNS). En la Figura 6 se presentan los
resultados obtenidos y se incluye, mediante letras, el resultado del andlisis estadistico de los
datos mediante el test de Tukey con p<0,05; cuando las letras son diferentes significa que los
valores son significativamente diferentes.

[AzGcares reductores] (g/L)

0,5AS 1AS 0,5AF 1AF H20

Figura 6. Concentracion de azUcares reductores obtenidos luego del pretratamiento de Arundo donax con
H2PO4 0 H2S0O4a 0.5% 0 1% y H20 durante 10 (violeta), 20 (azul) y 30 (rojo) minutos, a 121°C. Se realiz6
el andlisis estadistico mediante el test de Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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A partir de los resultados de la Figura 6 se puede observar que las concentraciones de
azucares reductores obtenidos luego del tratamiento con acido sulftrico fueron mayores a las
obtenidas luego del pretratamiento con acido fosforico. Generando el pretratamiento 1AS20 y el
1AS30 una cantidad significativamente mayor de azlcares que el resto de los tratamientos,
alcanzando 20,6 g/L y 30,7 g/L, respectivamente.

El pretratamiento con agua suele denominarse autohidrélisis, ya que la hemicelulosa
posee sustituyentes acetilo, los cuales catalizan la ruptura de las fibras en condiciones de alta
presién y temperatura?s. En este caso, se logr6 la liberacion 4,8 g/L de azlcares luego de 20
minutos y 6,4 g/L luego de 30 minutos de reaccion. La variacion del tiempo de residencia no

tuvo un efecto significativo en este caso.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidié descartar el acido fosférico
debido a que los valores de azUcares obtenidos fueron significativamente menores,
comparando con los pretratamientos con acido sulfdrico. Por otro lado, debido a que el
pretratamiento con acido sulfdrico al 1% fue el que mostré un mayor rendimiento, se planteé
indagar si a una mayor concentracion de &cido, la cantidad de azucares resultante seria mayor.
Solo fueron realizados a 20 y 30 minutos ya que los valores de éstos fueron significativamente
mayores que a 10 minutos de reaccion.

En la Figura 7 se presentan los resultados obtenidos de los azlcares liberados luego
de tratar la biomasa con acido sulfarico a diferentes concentraciones: 0,5, 1, 1,5, y 2,0% (v/v) y
el pretratamiento con agua durante 20 y 30 minutos.

[Azucares reductores] (g/L)

0.5AS 1AS 1,5AS 2AS H20

Figura 7. Concentracion de azlcares reductores obtenidos luego del pretratamiento de Arundo donax con
H2S04 0.5%, 1%, 1.5%, 2% y H20 a tiempos 20 minutos (azul) y 30 minutos (rojo). Se realiz6 el andlisis
estadistico mediante el test de Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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Comparando los resultados presentados en la Figura 7 podemos observar que los
rendimientos que se obtuvieron con 1,5 0 2 % de acido estan en el mismo orden que los
obtenidos cuando se aplicé 1 % de acido, siendo el que libera mas azlcares el tratamiento
2AS20, el cual logra la solubilizacién de 36,0 g/L de azlcares reductores, pero sin diferencias
significativas con el pretratamiento 2AS30 ni con el 1AS30. A la vez, la cantidad de azlcares
liberados con este proceso no fue significativamente mayor que los pretratamientos 2AS30 y
1AS30 por lo que se seleccionaron estos para seguir trabajando. Para poder comparar estos
pretratamientos también se incluyd 1AS20.

La técnica de hidrdlisis &cida fue utilizada por varios autores para Arundo donax.
Shatalov y colaboradores®® aplicaron acido sulfirico 1,5% a 140°C durante 30 minutos
alcanzando concentraciones de 25,76 g/L de azlcares!®. Mientras que, Scordia y
colaboradores®* utilizaron acido oxalico (OA), obteniendo 43,8 g/L de azUcares utilizando 5%

de &cido, siendo la xilosa el 80% del total de los azlicares detectados®’.

Otro método reportado para tratar A. donax es la explosion de vapor, utilizando este
método a 196°C durante 5 minutos se obtuvieron 42 g/L de carbohidratos aproximadamente en

la fraccion insoluble en agua y 8 g/L de carbohidratos solubles®s.

Respecto a los pretratamientos se debe tener en cuenta que el elegido en este trabajo,
la hidrolisis acida, fue debido a los equipos y las limitaciones del laboratorio. Dentro de los
acidos se eligié probar con sulfurico y fosférico, mientras que en otras investigaciones se utilizé

acido oxalico que esta reportado que genera menos inhibidores que otros acidos34.

Se seleccionaron las fracciones liquidas en las que se obtuvo mas cantidad de
azucares por DNS (1AS20, 2AS20, 1AS30 y 2AS30) y estas fueron analizadas por HPLC para
determinar los monosacaridos mayoritarios presentes en las diferentes fracciones. Los
resultados obtenidos mostraron que el azlicar mayoritario fue la xilosa, representando entre un
67,4 y 75,9% del total. Los otros sacéridos detectados fueron glucosa y arabinosa, pero en

concentraciones menores.

30
25
20
15
10

5

0

[Azacares] (g/L)

1AS20 2AS20 1AS30 2AS30

Figura 8. Concentracion de glucosa (azul), xilosa (violeta) y arabinosa (rojo) obtenidos luego del
pretratamiento de Arundo donax con H2SO4 1% y 2% durante 20 y 30 minutos. Se presenta el promedio

de triplicados, las barras representan la desviacion estandar.
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Esto es concordante con el hecho de que la aplicacién de &cido diluido afecta

principalmente la estructura de la hemicelulosa 8.

El analisis estadistico de los resultados (Tabla 3) muestra como la cantidad de
azlcares liberados en los tratamientos con H2SO4 al 2% son significativamente mayores que
los azlcares liberados del pretratamiento con H2SO4 al 1%. Por lo que se puede afirmar que un
aumento en la concentraciéon de acido es mas influyente que aumentar la duracion del

pretratamiento.

Tabla 3. Analisis estadistico de los resultados de la composicion de las fracciones liquidas obtenidas

Pretratamiento  Glucosa? Xilosa Arabinosa AzUcares totales
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1AS20 276 +0,15a 8,10+0,44a 124+066a 12,01+0,64a

2AS20 394+024ab 17,76+0,99b 1,80+0,12ab 23,49+1,34b

1AS30 287+045a 1080+1,73a 1,36+021a 1503+2,39a

2AS30 446+0,88b 20,33+3,58b 1,99+0,36b 26,78+48D

L as letras representan valores diferentes (Tukey (p <0,05)) para un mismo azlicar entre pretratamientos.

A partir de los resultados de composicién obtenidos mediante HPLC vemos que el total
de azlcares detectados es menor que cuando se determinaron mediante el método de DNS,
esto puede explicarse ya que hay azucares complejos que no pueden ser detectados mediante
este método analitico, pero cuyos extremos reductores reaccionan de forma positiva con el
reactivo del DNS. Por lo que se puede concluir que los pretratamientos, ademas de solubilizar

monosacaridos, también permiten la liberacién de oligosacaridos pequefios.

Los resultados obtenidos son concordantes con los presentados por Shatalov y
colaboradores®® donde los tres azlcares que obtuvieron a partir de la hidrélisis acida de Arundo
donax fueron glucosa, xilosa y arabinosa. Al igual que en nuestros ensayos, la cantidad de
xilosa obtenida fue significativamente mayor que los otros azlcares. Si se compara con la
condicién mas cercana a la utilizada en este trabajo (130°C, H2S041%, 30 minutos) vemos se
obtuvieron: 15,28 g/L de xilosa, 2,18 g/L de glucosa y 1,53 g/L de arabinosa, las diferencias
pueden deberse a desemejanza en la composicién de la biomasa usada y en la diferencia de

temperatura del proceso.
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4.1.3. Evaluacion del efecto inhibidor de las fracciones liquidas en el
crecimiento de cepas etanologénicas

Para determinar, de manera indirecta, si se generaron compuestos téxicos en las
fracciones liquidas, que puedan afectar el crecimiento de cepas fermentadoras se evalué el
crecimiento de dos cepas etanologénicas de Escherichia coli (LY180 y MS04) en medio minimo
suplementado con las fracciones liquidas obtenidas luego de los pretratamientos, esperando
que las que tuvieran mas compuestos inhibitorios dificultaran mas el crecimiento bacteriano. Se
debe tomar en cuenta que estas cepas etanologénicas de E. coli son capaces de cofermentar
glucosa y xilosa, ya que como se vio en los resultados de la figura 8 los azlcares presentes en
las fracciénes liquidas obtenidas luego de los pretratamientos fueron glucosa, arabinosa y

principalmente xilosa.

Para esto, medio AM1 fue suplementado con cantidad suficiente de cada fraccién
liguida (previamente neutralizada) de manera que la concentracion de azucares totales final
sea de 1%. Para poder diferenciar el efecto del acido y su neutralizacién de los posibles
compuestos inhibidores se incluyeron controles a los que se colocaron H2SOs1 0 2% y se
neutralizaron con la misma base que las fracciones liquidas obtenidas de los pretratamientos,
debido a la falta de fuentes de carbono se los complemento con glucosa al 1%. También se
realiz6 un control con medio minimo y glucosa como fuente de carbono para evaluar la

capacidad de crecimiento sin factores externos.

Por un lado, vemos que en el crecimiento celular de la cepa LY180 (Figura 9) en la
fraccion liquida generada luego del pretratamiento 2AS20, es mayor que en las fracciones
liquidas de los pretratamientos 1AS20 y 1AS30. En cambio el crecimiento de MS04 (Figura 10)

en medio suplementado con estos tres esta casi en el mismo nivel.
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Crecimiento celular (Abs 620 nm)
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Figura 9.Crecimiento de la cepa de E. coli LY180 a 37°C, 150 rpm en medio suplementado con las
fracciones liquidas obtenidas a partir de diversos pretratamientos de Arundo donax (1AS20, 2AS20,
1AS30, 2AS30, H20); medio suplementado con H2SO4 1% con glucosa, H2SO4 2% con glucosa y control

positivo (medio AM1 con glucosa).
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Figura 10 Crecimiento de cepa de E. coli MS04 en presencia de fracciones liquidas obtenidas a partir de
diversos pretratamientos de Arundo donax (1AS20, 2AS20, 1AS30, 2AS30, H20); H2SO4 1% con
glucosa, H2S04 2% con glucosa y control positivo (AM1 con glucosa).
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Para poder comparar mejor los resultados obtenidos, se analizaron estadisticamente

los la densidad 6ptica de los cultivos a tiempo final (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis estadistico del crecimiento de las cepas de E. coli LY180 y MS04.

Fraccion liquida Densidad éptica@  Densidad dptica 2

LY180 MS04
2AS30 0,347 + 0,006 a 0,297 + 0,006 a
1AS30 0,57 +0,010 b 0,45+0,015b
1AS20 0,583 +0,015b 0,457 £0,012 b
H2020 0,587 £0,015b 0,597 + 0,050 c
2AS20 0,643 +0,015¢c 0,477 £0,015 b

H20 (Glucosa 1%)
H2S04 1% (Glucosa 1%)
H2S04 2% (Glucosa 1%)

0,753 £0,006 d
0,8+0,010e
0,803 £ 0,006 e

0,69+0,010d
0,767 £ 0,006 e
0,785+0,021 e

@ Se presenta la densidad 6ptica final (DOs20nm) del cultivo, porcentaje de triplicados acompafiado por el
desvio estandar. Las letras diferentes representan valores significativamente diferentes entre la misma
cepa (Test de Tukey con nivel de confianza del 95%). Incubacion a 37°C y 150 rpm, durante 44 (LY180) o
36 (MS04) horas.

Como era de esperarse el crecimiento de las cepas en medio minimo suplementado
con glucosa, sin el agregado de fraccion liquida, fue significativamente mayor al alcanzado en
medio en presencia de fraccion liquida obtenida luego del pretratamiento como fuente de

carbono.

Paralelamente, se quiso determinar si el hecho de la neutralizacion del acido tenia
algun efecto en el crecimiento de la cepa. Para las dos cepas estudiadas se observé que en

estas condiciones, tuvieron un mayor crecimiento que cualquiera de los otros ensayos.

Para explicar este fenbmeno, es posible plantear la hipétesis de que, la neutralizacién
del 4cido podria generar una sal que aporte al crecimiento de los microorganismos. La sal que
genera a partir de la mezcla de éacido sulfdrico y hidroxido de sodio es sulfato de sodio
(Na2S0O4) y esta podria ser la responsable del mayor crecimiento de E. coli en estas

condiciones. Debido a que es un nutriente que el medio no tiene inicialmente.

Por otro lado si observamos el crecimiento en las cepas con la fraccion liquida del

pretratamiento con agua podemos ver como el crecimiento de E. coli MS04 es
significativamente mayor que el crecimiento en presencia de las fracciones obtenidas de los
otros pretratamientos, en cambio el crecimiento E. coli LY180 con esta fraccion fue similar a los

otros pretratamientos incluidos en el ensayo. Se puede concluir que las dos cepas a pesar de
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que hayan sido modificadas para ser utilizadas en procesos industriales de produccion de

etanol, hay diferencias entre sus metabolismos.

Comparando los resultados del crecimiento bacteriano en presencia de los hidrolizados
de A. donax, se puede ver como el pretratamiento que afecté mas el crecimiento de las dos
cepas, por lo que se puede asumir en el que se generaron mas inhibidores, fue el realizado con
acido sulfarico al 2% durante 30 minutos (2AS30). Este resultado era de esperar ya que a
mayor tiempo de pretratamiento y mayor concentracién de acido se generan mayor cantidad de

inhibidores, por ejemplo furfural, HMF y acido acéticol440,

Con el fin de determinar la presencia de inhibidores en las fracciones liquidas

obtenidas, se realizd, mediante HPLC, la cuantificacién de furfural, HMF y acetato.

En todas las fracciones analizadas se pudo detectar acetato (Tabla 5), compuesto
téxico, que potencialmente va a inhibir la fermentacién alcohdlica?®%®, pero no se detectd
furfural ni HMF. EI &cido acético es producido por la desacetilacion de la hemicelulosa durante

el pretratamiento’2,

Se puede ver c6mo, a mayor concentracion de acido, la produccién de acetato tiende a
ser mayor. A su vez, observamos como al utilizar la misma concentracion de acido sulfurico,
tanto 1 como 2% no hay diferencias significativas de producciéon de este inhibidor entre los dos

tiempos evaluados.

Se puede concluir entonces que el aumento en la concentracion del acido conlleva a
que se generen mas inhibidores, siendo mas significativo que el aumento en el tiempo de

residencia.

Tabla 5. Concentracion de acetato en la fraccion liquida luego de diferentes
pretratamientos de Arundo donax (1AS20, 2AS20, 1AS30, 2AS30)

Pretratamiento Acetato (g/L)2
1AS20 251+0,37a
2AS20 4,28+ 0,53 b
1AS30 3,34+ 0,46 ab
2AS30 4,05+0,40 b

@ El acetato fue detectado mediante analisis por HPLC. Se muestra el promedio
de triplicados y el desvio estandar. Las letras diferentes representan valores
significativamente diferentes entre la misma cepa (Test de Tukey con nivel de
confianza del 95%).
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Comparando estos resultados (Tabla 5) con las curvas de crecimiento (Figura 9 y 10)
se puede observar como el efecto inhibidor sobre las cepas de las fracciones liquidas, se
correlaciona con la concentracion presente de acido acético en ellas. La Unica excepcion es
2AS20, era de esperarse que la fraccién liquida de este pretratamiento hubiera afectado mas el
crecimiento, ya que la concentracion de acetato en ella es mayor. En cambio fue en la que las
cepas crecieron mas, comparando con el efecto de la fraccion liquida de los otros
pretratamientos.

Previamente se ha reportado la formacién de acido acético luego de la hidrélisis acida
de A. donax, siendo acompafiada de la formacién de furfural y 5-hidroxymetylfurfural, en
cantidades que aumentaban a mayores concentraciones de acido y a mayor duracion del
pretratamiento?®,

El dafio celular causado por inhibidores como el acido acético se debe a la coexistencia
de una forma disociada y una no disociadal?. A pesar que es mas toxica la forma disociada,
ambas formas tienen efectos inhibitorios sobre el crecimiento microbiano® ya que el acido
acético es capaz de disociarse en el citoplasma causando una disminucion en el pH vy la
acumulacion de aniones, produciendo un aumento en la turgencia, generando asi problemas

en la osmosis celular®?,

La cepa de E. coli MS04 es resistente a acido acético'?, por lo que se hubiera
esperado, sabiendo que este es el inhibidor presente en las fracciones liquidas luego del

pretratamiento, que el efecto en el crecimiento de esta cepa hubiera sido menor.

4.2. Sacarificacion

Para evaluar las condiciones Optimas de la sacarificacion el primer paso fue probar la
efectividad del coctel enzimatico en la fraccion solida obtenida luego de los diferentes

pretratamientos.

4.2.1. Efecto de enzimas hidroliticas en las fracciones sdlidas

La sacarificacion tiene como finalidad la degradacion enzimatica de las fibras de
celulosa y hemicelulosa en azlcares simples que puedan ser fermentados en la siguiente
etapa del proceso de produccion de bioetanol. En este trabajo evaluamos el efecto de un céctel
enzimético comercial, Cellic CTec2, desarrollado por Novozymes. En primer lugar, se evalué la
efectividad del coctel enzimético realizando una sacarificacion de las diferentes fracciones
solidas obtenidas luego de los pretratamientos seleccionados (1AS30, 2AS20 y H2020), en las
condiciones reportadas como Optimas para las enzimas (50°C, pH 5.0). A su vez, se evalué la

actividad B-glucosidasa de la mezcla, utilizando celobiosa como sustrato, se tuvo en cuenta
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que este es un azulcar reductor, por lo que para evaluar esta actividad se calculé la diferencia

de los azucares totales y los iniciales.
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Figura 11. Concentracion de azucares reductores después de la sacarificacién con Cellic CTec2 durante
24 horas a 50°C, de las fracciones sélidas obtenidas luego de los diferentes pretratamientos de Arundo
donax (1AS30, 2AS20, H2020) y de celobiosa. Los ensayos se realizaron por triplicado; las barras de
error representan el desvio estdndar de los resultados. Las letras distintas muestran resultados diferentes
significativamente (Test de Tukey con valor de confianza del 95%).

En la Figura 11 se puede apreciar como la sacarificacion de la biomasa pretratada con
acido, genera concentraciones significativamente mayores que la pretratada con agua, lo cual
muestra que la aplicacién de acido mejora la accesibilidad de las enzimas a las fibras de

celulosa.

A su vez, se observa que en la hidrélisis enzimética de la biomasa pretratada con
1AS30, hay una mayor liberacion de azlcares reductores que en la tratada con 2AS20.
Teniendo en cuenta que los azlcares solubilizados en las fracciones liquidas luego de los
pretratamiendos eran similares, se hubiera esperado que la produccion de azlcares luego de la
sacarificacion de la biomasa sélida fuera similar. De todos modos, el hecho de que un
pretratamiento libere una mayor cantidad de azlcares, no implica que las enzimas posean un
mejor acceso a las fibras de celulosa, ya que este no es el Unico factor determinante del

rendimiento de la sacarificacion.

La sacarificacion de A. donax pretratado con 1AS30 libera 15,3 g/L. Recientemente
Lemons e Silva y colaboradores?®, obtuvieron 13,9 g/L de azlcares a partir de A. donax
después de la hidrolisis enzimatica (25 FPU/g biomasa) durante 30 horas a 50°C de la fraccion
sélida obtenida luego del pretratamiento con acido sulfarico 1,1% (v/v) a 121°C por 30

minutos?®.
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Estos resultados los podemos comparar con el trabajo publicado por Jeon y
colaboradores. Reportan haber obtenido 43,2 g/L de azlcares, luego de la hidrélisis acida de
Arundo donax utilizando H2S04 2% (v/v) a 132°C por 1 hora, para posteriormente sacarificarlo a
60°C, pH 5 y 180 rpm durante 22 horas utilizando una celulasa y una B-glucosidasa de
Novozymes, lo cual representd recuperar un 59% de la biomasa en forma de azUcares?*.

Por otro lado se confirmo que el coctel posee actividad B-glucosidasa, ya que fue capaz

de hidrolizar eficientemente la celobiosa en las condiciones ensayadas.

4.2.2. Curva de dosificacion del coctel enzimatico Cellic CTec2

A partir del bajo rendimiento de sacarificacién obtenido se realiz6 una curva de
dosificacion del céctel, para saber si la producciéon de azlcares a partir de esta biomasa

aumenta al utilizar mayor cantidad de enzimas.
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Figura 12. Concentracion de azlcares obtenidos luego de la sacarificacién con Cellic
CTec2 durante 72 horas a 50°C, de las fracciones solidas obtenidas luego de los
pretratamientos 1AS30 (rojo) y H2020 (violeta) de Arundo donax. Este ensayo se
realizé una Unica vez.

Se determiné a partir de la Figura 12 que utilizando 100 FPU/g biomasa se lograba la
liberacién cerca de 60 g/L de azlcares tanto como para la fraccion solida obtenida luego del
pretratamiento 1AS30 como H2020, por lo que se decidié continuar trabajando con esta dosis

del céctel enzimatico.

4.3. Produccion de etanol

El objetivo dltimo de este trabajo fue determinar el potencial de produccion de etanol a
partir de A. donax sembrado en nuestro pais, luego de evaluar diferentes condiciones de
pretratamientos y de establecer las condiciones éptimas de sacarificacién. Por consiguiente, y
teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidié evaluar la fermentacion de la biomasa

obtenida luego de los pretratamientos 1AS30, 2AS20 y H2020, utilizando el céctel Cellic CTec2
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para la sacarificacion. A su vez, se utilizaron dos cepas etanologénicas de Escherichia coli
MS04 wt y MS04 (pTrc99A-EndoG). Esta Ultima, expresa una celulasa multifuncional, capaz de
degradar celulosa y xilano, en condiciones moderadas de temperatura y pH, mientras que
tolera altas concentraciones de etanol y otros compuestos inhibidores presentes en los

procesos industriales®?.

4.3.1. Efecto de la expresion de EndoG

La cepa etanologénica de E. coli MS04 es una cepa modificada tolerante al acetato.
Esta cepa fue complementada con un plasmido que codifica una celulasa (EndoG), la cual
tiene actividad exoglucanasa, endoglucanasa y xilanasa. Denominando esta nueva cepa MS04
(pTrc99A-EndoG)12:51,

Para determinar el efecto de la expresiébn de enzimas hidroliticas durante la
sacarificacion y posterior fermentacion se compar6é la fermentacion de los hidrolizados
utilizando la fraccion sélida y la liquida obtenidas luego del tratamiento con 1AS30 y 2AS20,
utilizando las cepas MS04 wt y MS04 (pTrc99A-EndoG) (Figura 13).

En la fermentacion del hidrolizado de 1AS30 no se ve una diferencia en la produccién
de etanol comparando ambas cepas. Sin embargo, en la fermentacion de la biomasa obtenida
luego del pretratamento 2AS20, se puede observar como en presencia de EndoG, la cepa
MS04 fue capaz de producir una cantidad significativamente mayor de etanol. El etanol
producido por MS04 wt es Unicamente generado a partir de los azlcares solubilizados durante
los pretratamientos, por lo que los valores obtenidos representan un 50 y 22% del maximo
tedrico para 1AS30 y 2AS20, respectivamente. Seguramente, la presencia de inhibidores
explica que estos sean bajos, pero queda claro que hay una tendencia a que la expresion de

una celulasa mejore la conversion de la biomasa a etanol.

42



Etanol (g/L)

O B N W A OO0 O N 0 ©
L

1AS30 2AS20

Figura 13. Produccion de etanol después de la fermentacién utilizando MS04 wt (azul) o
MSO04 (pTrc99A-EndoG) (violeta) por 72 horas, a 38°C, pH 7 para diferentes hidrolizados de
Arundo donax (1AS30, 2AS20).Las barras de error representan el desvio estandar de los
resultados. Se realizé andlisis estadistico por tukey con p<0,05.

Para determinar si la configuracién del proceso tiene un efecto en los niveles de etanol
generados a partir de A. donax, se compararon los procesos de sacarificacion y fermentacion

por separado (SHF) y en simultaneo (SSF).

4.3.2. SHF

A continuacién, se realiz6 la sacarificacion y fermentacion por separado de los
hidrolizados de A. donax. Esto se hizo utilizando tanto la fraccion sélida y la liquida generadas
luego de los diferentes pretratamientos (es decir que las mismas no fueron separadas luego de
la etapa de pretratamiento). La mezcla obtenida fue suplementada con buffer acido citrico-
Na2PO4 50 mM, tween 0,2 % y se ajusté el pH con NaOH a 5,0.

En primer lugar, las fracciones fueron incubadas con el céctel Cellic CTec2 (100 FPU/g
biomasa), durante 72 horas, a 50°C, pH 5,0. A continuacién, se ajusto el pH a 7,0, ya que este

es el 6ptimo para el crecimiento de E. coli, y se incub6 durante 72 horas a 38°C.

La sacarificacion y fermentacion por separado (Figura 14) de las diferentes biomasas
(con el mismo pretratamiento) no presentan diferencias significativas en los niveles de etanol
generados por las dos cepas evaluadas E. coli MS04wt y MS04 (pTrc99A-EndoG), aunque
existe una tendencia clara en los tres casos de que la expresion de la endoglucanasa EndoG

durante la fermentacion mejora la produccién de etanol.

43



N
ul
1

BC CD

Etanol (g/L)
= N
(6] o

[En
o
I

1AS30 2AS20 H2020

Figura 14. Concentracion de etanol después de la sacarificacion con Cellic CTec2 (100
FPU/g de biomasa) durante 72 horas a 50°C, pH 5,0 y fermentacion utilizando MS04 wt
(azul) o MS04 (pTrc99A-EndoG) (violeta) por 72 horas a 38°C, pH 7,0, de la biomasa
obtenida luego de los diferentes pretratamientos de Arundo donax (1AS30, 2AS20,
H2020). Las barras representan el desvio estandar de los triplicados. Las letras diferentes

implican que los resultados son significativamente diferentes (Test de Tukey, p <0,05).

Podemos ver como en la fermentacién utilizando ambas cepas, del hidrolizado de
2AS20, tiene una tendencia a una mayor produccién de etanol alcanzando 25,9 g/L para MS04
wt y 24,4 g/L para MS04 (pTrc99A-EndoG), siendo significativamente mayor que el etanol
obtenido a partir del hidrolizado de H2020.

En el caso de la fermentacién de la biomasa pretratada con agua durante 20 minutos,
se puede apreciar a partir que el valor de etanol que se obtuvo es significativamente menor al
etanol obtenido de las fermentaciones con biomasa pretratada con acido, con excepcion de la
produccion de etanol de la fermentacién del hidrolizado del pretratamiento 1AS30 con la cepa

MS04 wt.

Estos resultados plantean que aplicar el pretratamiento con agua puede ser una buena
alternativa ya que generaria una disminucién de costos, al no usar acido para el pretratamiento

y una cantidad menor de base para la neutralizacién.

En la siguiente tabla se resumen los resultados del proceso SHF con Cellic CTec2 para
la sacarificacién y la fermentacién con las cepas MS04 wt y MS04 (pTrc99A-EndoG), para los
hidrolizados de los pretratamientos 1AS30, 2AS20 y H2020.
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Tabla 6. Azlcares y sélidos consumidos, etanol producido y rendimientos de la sacarificacion y
fermentacion por separado de Arundo donax.

Azlcares Azlcares
post post Sélidos % de g etanol/ g
sacarificacion fermentacion consumidos? Etanol rendimiento  biomasa
Pretratamiento  Cepa' (g/L) (g/L) (9) (g/L) tedrico 2 consumida
1AS30 wt 81,87+11,2 1229+2,04 214+055 22,1+04 64 0,59
EndoG 14,89 +354 3,10+0,36 23,0+0,4 69 0,43
2AS20 wt 69,46 + 8,2 14,01 +4,85 2,73+0,04 244+16 88 0,51
EndoG 14,30+5,29 264+0,22 25901 94 0,56
H2020 wt 66,9 +11,1 967+192 143+0,10 18,4+1,8 64 0,74
EndoG 957+0,73 161+066 19,8+0,4 69 0,71

lwt, MS04 wt; EndoG, MS04 (pTrc99A-EndoG).

2 Posterior a todo el proceso (sacarificacion y fermentacion).

3 Porcentaje de rendimiento respecto al maximo teérico, 0,51 g etanol/ g glucosa. Calculado usando el
promedio de produccion de etanol y azicares consumidos durante la fermentacion.

Para la fermentacion de la biomasa obtenida luego de los tres pretratamientos, se
observa que el rendimiento de etanol por gramo de azlcar, es mayor para la cepa MS04
(pTrc99A-EndoG) respecto a la cepa MS04 wt. Esta ventaja no se ve representada en los
niveles de etanol por gramo de sélido consumido, por lo cual se puede asumir que esta enzima

facilita la degradacion y posterior utilizacion de los oligosacéaridos solubles.

La fermentacién de la biomasa obtenida luego del pretratamiento con 2AS20 mostré un
rendimiento de 24,4 g/L de etanol y 25,9 g/L de etanol para MS04 wt y MS04-pTrc99A-EndoG,
respectivamente.

Se puede apreciar que luego de la fermentacién siguen habiendo azlcares solubles en
el medio, esto puede deberse a que el tiempo de la fermentacién no fue suficiente para que
sean consumidos todos los azlcares. Otra explicacién, es que el etanol producido esté
inhibiendo el metabolismo celular, por lo que los microorganismos son incapaces de seguir
procesando los azlcares disponibles y generando etanol'4. Por Gltimo, se podria suponer que
hubiera azucares reductores luego de la fermentacion que los microorganismos no son

capaces de fermentar, por ejemplo celobiosa.

4.3.3. SSF

A continuacion, se realizd la sacarificacion y fermentacion en simultaneo. En este
proceso, las dos etapas se realizan en un Unico reactor, por lo que se ajustaron las condiciones
de incubacién de forma de no comprometer ninguno de los procesos. 50 mL de hidrolizado
fueron incubados con 100 FPU/ g de biomasa y 5 DO de las cepas MS04 wt 0 MS04 (pTrc99A-
EndoG). Se incubd a 39°C, pH 6,2 a 6,4 y 300 rpm durante 96 horas.

45



Etanol (g/L)

1AS30 2AS20 H2020

Figura 15. Concentracion de etanol después de la sacarificacion y fermentacion en
simultaneo con Cellic C Tec2 (100 FPU/g de biomasa) y utilizando MS04 wt (azul) o MS04
(pTrc99A-EndoG) (violeta) (con IPTG) (DOi 5) durante 96 horas a 39°C, pH 6,2-6,4 para
diferentes hidrolizados de Arundo donax (1AS30, 2AS20, H2020). Se realiz6 anélisis
estadistico por tukey con p<0,05.

La sacarificacion y fermentacion en simultaneo (Figura 15) de las diferentes biomasas
(con el mismo pretratamiento) no presentan diferencias significativas en los niveles de etanol

generados si se comparan las dos cepas evaluadas.

En la fermentaciéon del producto del pretratamiento 2AS20, para ambas cepas, se
presenta una produccién de etanol significativamente mayor a la del producto de los otros
pretratamientos, alcanzando 25,6 g/L de etanol para MS04 wt y 25,06 g/L para MS04 (pTrc99A-
EndoG). En este caso, no se ve un patron tan claro de mayor produccion de etanol cuando se

utilizé la cepa con actividad endoglucanasa.

Respecto a la produccién de etanol luego de la fermentacién y sacarificacién en
simultaneo con el producto de los pretratamientos 1AS30 y H2020 se obtienen resultados
similares, no destacandose la biomasa pretratada con acido frente a la que se procesé

mediante autohidrolisis.

Una hipotesis de los niveles de etanol producidos luego de la fermentacion y
sacarificacion con el producto del pretratamiento con H2020 es que al no tener inhibidores
(4cido acético), las cepas etanologénicas no se ven inhibidas, por lo que se produce una

cantidad similar de etanol con un menor nivel de azlcares. Otra explicacion, es que al haber
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menos concentracion de azucares en la fraccidn liquida inicial las enzimas presentes en el

cOctel no estén inhibidas por su propio producto.

En general en la SSF se obtuvieron valores de produccion de etanol més altos de lo
esperado al comparar con SHF, ya que en la sacarificacion y fermentacion en simultaneo las
condiciones de reaccién no son las Optimas ni para las enzimas ni para las bacterias. En ésta
se buscan condiciones de reaccidon que sean medias, para que tanto las enzimas puedan
hidrolizar la celulosa como los microorganismos puedan consumir los azlcares presentes

transformandolos a etanol.

A continuacidn se resumen los resultados del proceso SSF con Cellic CTec2 y las
cepas MS04 wt y MS04 pTrc99A-EndoG, para los hidrolizados 1AS30, 2AS20 y H2020.

Tabla 7. AzlUcares remanentes, soélidos consumidos, etanol producido y rendimiento para el proceso de
sacarificacion y fermentacion en simultdneo.

Azlcares solubles Solidos

post fermentacion  consumidos? g etanol/g biomasa

Pretratamiento  Cepa’ (g/L) (9) Etanol (g/L) consumida

wit 16,42 + 2,14 1,40 £ 0,35 20,46 + 0,96 0,84
1AS30 EndoG 10,86 + 1,91 1,70 £ 0,17 19,54 + 0,46 0,66

wt 9,07 £ 0,41 1,81+0,61 25,06 0,85 0,80
2AS20 EndoG 10,72 +1,19 1,99 + 0,68 25,60 +1,95 0,74

wt 8,89 + 0,89 1,00 + 0,37 19,31+ 0,94 1,11
H2020 EndoG 8,10 +1,11 1,10+0,11 19,26 + 0,32 1,01

wt, MS04 wt; EndoG, MS04 (pTrc99A-EndoG).
2 Posterior a todo el proceso (sacarificacién y fermentacion).

De esta fermentacion no podemos sacar la concentracion de azlcares previa a la
fermentacion ya que estos se van consumiendo a medida que se forman, si podemos comparar

la cantidad de etanol que se produce por la cantidad de biomasa consumida.

Podemos ver como la fermentacién del hidrolizado a partir del pretratamiento H2020 es
el que tiene un mayor rendimiento respecto a la cantidad de etanol producido a partir de una
misma cantidad de soélido consumido, alcanzando 1,11 gramos de etanol por gramo de
biomasa consumida con la cepa MS04 wt y 1,01 gramos de etanol por gramo de biomasa
consumida en el caso de MS04 (pTrc99A-EndoG). Esto se debe a que la utilizaciéon de sélidos
es muy baja siendo solamente cerca de un 30% de la biomasa inicial. Dentro de las razones se
puede considerar, la agitacion durante la fermentacién y que el tiempo de residencia no haya
sido suficiente. Por un lado, es negativo ya que hay mucha biomasa residual, pero existe un
gran potencial si toda la biomasa fuera hidrolizada. En un proceso industrial, se espera que las
enzimas logren consumir mas biomasa, para asi asegurar un rendimiento de produccién de

azlcares mayor. En todos los casos, las fermentaciones utilizando la cepa MS04 (pTrc99A-
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EndoG) muestran una mejor utilizacion de los sélidos, confirmando la ventaja de expresion in

situ de celulasas.

Vemos como luego de la fermentacion todavia quedan azUcares solubles disponibles,
qgue no fueron aprovechados por los microorganismos para la produccién de etanol. Para

mejorar la utilizacion de los mismos, se podria aumentar el tiempo del proceso SSF.

Este proyecto tuvo como fin determinar la combinacién del mejor pretratamiento de la
biomasa con la configuracion de fermentacién y la cepa etanologénica utilizada para obtener la
mayor concentracién de etanol. En la figura 16, se comparan los niveles de etanol para SHF y
SSF tanto como para la cepa MS04 wt y MS04 (pTrc99A-EndoG) a partir de los hidrolizados
1AS30, 2AS20 y H2020.

SHF MS04 wt SHF M504 EndoG S5FMS04 wt S5FMS04 EndoG

Figura 16. Produccion de etanol en esquemas SHF y SSF de las biomasas obtenidas luego de los
pretratamiendos 1AS30 (rojo), 2AS20 (azul) y H2020 (violeta), utilizando las cepas MS04 wt y MS04
(pTrc99A-EndoG). Los ensayos se realizaron por triplicado; las barras de error representan el desvio
estandar de los resultados. Las letras distintas muestran resultados diferentes significativamente (Test
de Tukey con valor de confianza del 95%).

A partir de la Figura 16 se puede observar como en todas las configuraciones la
fermentacion del producto del pretratamiento 2AS20 tiene una tendencia a producir mayores
concentraciones de etanol, siendo significativamente mayor para SHF con MS04 wt y SSF con
las dos cepas. También se puede apreciar, comparando un mismo pretratamiento, para SHF y
SSF que no hay diferencias significativas entre la concentracion de etanol final. Este resultado
se puede comparar con la fermentacion de A. donax utilizando la cepa de Saccharomyces
cerevisiae VTT C-10880 capaz de consumir xilosa, en la que se obtuvieron 18,9 g/L de etanol
en SSF y 20,6 g/L de etanol en SHF4,
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Otras investigaciones en las que también compararon estas dos configuraciones
utilizando diferentes biomasas a la de este trabajo y Saccharomyces cerevisiae como
microorganismo productor de etanol, concluyeron que SSF era un mejor proceso debido al
tiempo de reaccién necesario para producir etanol263, uno de ellos fue Saha y colaboradores
que utilizando paja de trigo como material lignoceluldsico, obtuvieron 13,2 y 13,0 gramos de
etanol por litro para SHF y SSF, respectivamente®?. En otro de estos casos se utilizaron algas
como biomasa y la cepa S. Cerevisiae KCTC 1126 donde obtuvieron; 8,6 g/L en SHF y 7,6 g/L
en SSF&,

Utilizando fibras de papel y una levadura (Pitchia stipitis CBS 5773) se logr6 obtener en
SHF una concentracion de 19,6 g/L de etanol, pero este proceso tuvo una duracién de 179
horas. En cambio el proceso de SSF fue completado luego de 48 horas produciendo 18,6 g/L
de etanol®®. A partir de rastrojo de maiz, también utilizando levadura se lograron obtener 20,5

gramos de etanol por litro en SSF y 16,8 gramos de etanol por litro en SHFSS,

A pesar que los resultados obtenidos son de mayor orden o el mismo que los
encontrados para otros trabajos de produccion de etanol de segunda generacion estos valores
no llegan a ser suficientes para la destilacion y asi pudiendo extraer el etanol para su uso. En
cambio, si se ha podido investigar mas los combustibles de primera generacién perfeccionando
la obtenciébn de etanol. Se ha logrado obtener con sorgo dulce como biomasa y
Saccharomyces cerevisiae NP 01 como microrganismo fermentador niveles de hasta 140 g/L
de etanol®’, por otro lado con remolacha se obtuvieron valores de hasta 80 g/L de etanol con

Saccharomyces cerevisiae IR2%,

Respecto al uso de la cepa con actividad endoglucanasa se observa que genera una
mayor produccién de etanol en la configuracion SHF que para la SSF. Esto podria deberse a
que a los niveles de EndoG en esta Ultima no son suficientes para hidrolizar los sélidos en
presencia del céctel enzimatico, pero si determinan una mejor conversion de la biomasa
cuando se usa un proceso de etapas independientes. Como se plante6é anteriormente,
seguramente la ventaja de EndoG esté relacionada con la degradacion de oligosacaridos
generados en la sacarificacion previa. Por consiguiente, con los valores obtenidos seria mucho
mas conveniente el uso de la configuracion SSF ya que no solo hay una reduccién de costos
por la necesidad de solo un reactor y condiciones de temperatura y pH constantes, sino que el

tiempo de la reaccion es menor, precisamente 48 horas menos que SHF.
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5. Analisis Econdmico

Esta seccion no aplica para el proyecto planteado.
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6. Conclusiones

Arundo donax tiene un gran potencial como cultivo energético debido a su rapida tasa
de crecimiento, facil adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales y baja demanda de
aportes nutricionales, entre otros aspectos.

Luego de probar distintos pretratamientos a esta biomasa, se observé que la aplicacion
de &cido sulftrico 1% durante 30 minutos, 2% durante 20 minutos y 2% por 30 minutos, logré
una liberacion de mas de 30 g/L de azlcares reductores. Siendo, los azlcares liberados
glucosa, arabinosa y xilosa, representando este Ultimo un 76% del total. Se vio claramente un
mayor efecto en la solubilizaciéon de azicares con el aumento de &cido que con el aumento del
tiempo del pretratamiento.

Como era de esperarse, los pretratamientos generan inhibidores, detectandose acido
acético, en concentraciones crecientes cuanto mas concentrado el acido utilizado. No se

detect6 furfural ni hidroximetilfurfural en ninguno de los hidrolizados.

La fraccion liquida del pretratamiento con acido sulfdrico 2% durante 30 minutos afecta
de mayor manera el crecimiento de Escherichia coli debido a los compuestos toxicos presentes

en ella.

Cellic CTec2 presenta actividad B-glucosidasa y es capaz de actuar sobre la fraccion
solida luego de los pretratamientos de A. donax, aunque se necesitan altas dosis (100 FPU/g

de biomasa) de este coctel enzimatico para alcanzar mayores rendimientos.

Se observd que para un mismo hidrolizado, los resultados de produccion de etanol
fueron muy similares, cuando se compara la sacarificacion y fermentacion por separado con los
procesos en simultdneo. La fermentacion del hidrolizado obtenido luego del pretratamiento con
H2S04 2% durante 20 minutos permitié la generacién de 25,9 g/L de etanol en la configuracién
SHF y 25,6 g/L de etanol en la SSF, utilizando la cepa MS04 (pTrc99A-EndoG). Se puede
concluir, entonces, que para la mayor produccién de alcohol el mejor pretratamiento para
Arundo donax es con &cido sulfarico al 2% por 20 minutos. Respecto a la eleccién de la
configuracién de la fermentacion se priorizaria SSF, ya que ésta implica una disminucién de
equipos, materiales, costos provocados por cambios en la temperatura del reactor y reduccion

del tiempo total de la fermentacion.

Respecto a la produccion de etanol a partir del hidrolizado del pretratamiento con agua,
se obtuvieron resultados similares a los obtenidos a partir de los otros pretratamientos. Se
plantea entonces, considerar esta opcion de tratamiento, ya que este generaria un ahorro de

gastos, principalmente por la que no requiere de acidos ni de la etapa de neutralizacion.
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7. Perspectivas

En primer lugar se plantearia realizar el pretratamiento mediante hidrélisis &acida a
temperaturas mas elevadas, para evaluar si de esta forma se solubilizan mas azlcares a la
fraccion liquida, y se mejora el acceso de las enzimas a la celulosa. También se podrian
evaluar otros pretratamientos, como AFEX, Organosolv, pretratamiento alcalino y liquidos

idnicos comparando los rendimientos obtenidos.

Esta biomasa tiene la caracteristica que su composicion varia dependiendo de las
condiciones de cultivo de la planta. Por lo tanto, para un estudio mas completo seria una
ventaja poder evaluar la composicién de Arundo donax de partida y luego de cada etapa del
proceso.

Los resultados obtenidos en este proyecto son prometedores. Para optimizarlos aln
mas (el tiempo del proceso, maximizar el consumo de la biomasa sélida, y minimizar los
azlcares residuales) es necesario escalar el proceso, evaluando su rendimiento en la

produccion de etanol, para, potencialmente, montarlo luego en una planta piloto.
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9. Anexos

8.1. Anexo |. Medios de cultivo

8.1.1. LB
Componente Concentracion final (g/L)
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10
Agar 16

Se disuelven los componentes en 1L de agua destilada y se esteriliza por autoclave durante 20

minutos a 121°C.

8.1.2. AM1

Se realizé segun Martinez et al.®® con modificaciones.

Componente Solucién stock mL/L Concentracion
(g/L) final (g/L)

NHsH2PO4 17,4 50 0,87

Naz:HPO4 52,6 2,63

KCI 149,0 1 0,149

MgS0O4 7H20 246,5 1 0,247

Betaina 117,2 1 0,117

Acidocitrico 50,0 2 0,1

Acetato de sodio 200,0 10 2

Micronutrientes 15

Se prepara mezclando los componentes con agua destilada.
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8.2.  Anexo Il. Soluciones amortiguadoras

8.2.1. Buffer citrato de sodio 0,05M

Soluciones madre

Componente Contentracién (M)  Solucién
Acidocitrico 0,1 A
Citrato de sodio 0,1 B

Para obtener un buffer a pH 5, mezclar 10,2 mL de la solucién A y 14,7 mL de la solucién B y
llevar a 50 mL con agua destilada, ajustar el pH y completar a volumen final (50 mL). Conservar

a temperatura ambiente.

8.2.2. Buffer &cido citrico-Na,HPO. pH 2,6 — 7,6

Soluciones madre

Componente Contentracién (M)  Solucién
Acidocitrico 1 A
NazHPO4 2 B

Para conseguir un buffer a pH 5, combinar 48,50 mL de la solucién A y 51,50 mL de la solucién
B y ajustar el pH. Para obtener este buffer a pH 7 mezclar 17,65 mL de la solucién A y 82,35

mL de la solucion B y ajustar el pH. Almacenar a temperatura ambiente.
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8.3. Anexo lll. Reactivos analiticos

8.3.1. Reactivo acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS)

Componente Concentracion final (g/L)
DNS 10,6

NaOH 19,8

Tartiato de NaK 306

Metabifosfito de Na 8,3

Fenol 7,6 mL

Agregar los componentes en agua destilada, agitar hasta la solubilizacién completa y

ajustar el volumen deseado.
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